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RESUMO

Calcula-se que entre as espécies de insetos conhecidas (cerca de 900 mil),
proximo de 2% sdo ditas eussociais, pois vivem em sociedades verdadeiramente
avancadas. As formigas cortadeiras estdo inseridas no grupo dos insetos eussociais e
atingiram o que pode se chamar de apogeu do instinto por meio da agricultura de fungos.
Até 0 momento, parece ser 0 Unico grupo de animais, além do homem, que desenvolveu
uma agricultura avangada, que se baseia na simbiose mutualistica com os fungos e surgiu
ha mais de 50 milhdes de anos, ou seja, muito antes de 0 homem existir e se tornar
agricultor. O fato de esses insetos cortarem folhas que servem de substrato para o cultivo
do fungo do qual se alimentam as torna de grande importancia econémica, sobretudo
quando competem conosco. Dentro desse contexto, objetivou-se realizar um estudo sobre
a microbiota associada ao jardim de fungos das formigas cortadeiras Atta sexdens,
avaliando-se a possibilidade de controla-los por meio da atividade antagonista de
microrganismos endofiticos provenientes de plantas da Amazénia. Para viabilizar esses
ensaios foram coletadas, em campo, treze colonias de formigas com aproximadamente
cinco meses contendo todas as castas (rainha, soldados, machos e operarias) e
encaminhado ao Laboratério de Microrganismos LABGEMMA da Universidade Federal
do Amazonas — UFAM. A partir desses formigueiros, os microrganismos associados
foram isolados, cultivados, identificados (por métodos classicos e moleculares), e
preservados em meios e condicdes apropriadas. Os ensaios de antagonismo foram
realizados pelo método de cultivos paralelos, “in vitro”, utilizando-Se microrganismos
endofiticos como agentes inibidores dos microrganismos associados aos formigueiros.
Foram realizados ainda ensaios “in vivo”, utilizando-se formigueiros montados em
laboratdrio, para avaliar o potencial dos endofitos no controle biolégico dos formigueiros.
Os principais microrganismos isolados e identificados como associados aos formigueiros
foram: Leucoagaricus gongylophorus; Bionectria ochroleuca; Aspergillus flavus;
Trichoderma longibrachiatum; Fusarium solani, leveduras e bactérias gram negativas e
positivas. Os ensaios de antagonismo contra L. gongylophorus, T. longibrachiatum, A.
flavus e contra uma das leveduras do formigueiro, foram promissores como métodos

alternativos para o controle biolégico dos formigueiros.



ABSTRACT

Among the species of known insects (approximately 900 thousands), at about 2%
is considered eusocial, because they live in truly advanced societies. The leaf-cutting ants
belong to eusocial insects group and reached the major level of the instinct through the
cultivation of fungi. Nowadays, they seems to be the unique animal group that have
developed an advanced agriculture, based on their symbiosis with fungi, that appeared at
about 50 million years ago, long before human being had appeared and become
cultivator. Cutting leaves that serves as substrate to fungi cultivation for feed, ensure a
high economic value to leaf-cutting ants, especially when they compete with men. So,
the aim of this work was to perform a study about the microorganisms communities
associated to the fungi garden of the leaf-cutting ants, Atta sexdens, evaluating the
possibility to control them by the antagonistic activity of endophyte microorganisms from
Amazon plants. To enable these assays, 13 leaf-cutting ants colonies (at about 5 monts of
age) containing all classes (queen, soldiers, males and workers) were collected and
transferred to the Laboratorio de Microrganismos LABGEMMA of the Universidade
Federal do Amazonas — UFAM. From these anthill, associated microorganisms were
isolated, cultivated, identified (by molecular and classical methods) and preserved at
appropriated conditions. The antagonisms assays were performed by the method of paired
culture, using endophytic microorganisms as inhibitors of those anthill associated. “In
vivo” assays were performed with lab assembled anthills, to evaluate the potential for
biological control against them. The main isolated and identified anthills associated
microorganisms were: Leucoagaricus gongylophorus; Bionectria ochroleuca;
Aspergillus flavus; Trichoderma longibrachiatum; Fusarium solani, yeasts and gram
positive and gram negative bacteria. Antagonisms assays against L. gongylophorus, T.
longibrachiatum, A. flavus and one of the anthill yeasts were promissing as an alternative

method to the anthills biological control.
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1- REVISAO GERAL
1. INTRODUCAO

A partir da década de 1940, o controle das pragas na agricultura baseava-se no uso
prioritario de inseticidas sintéticos, objetivando eliminar os insetos-praga na agricultura.
Essa visdo absoluta como forma de encarar o problema teve origem na entomologia
aplicada, em decorréncia do desenvolvimento dos inseticidas organo—sintéticos, como 0s
clorados, fosforados, carbamatos e clorofosforados. Os produtos eram t&o baratos e de t&o
largo espectro, que qualquer consideragéo de ordem econémica ou ambiental tornava-se
irrelevante (PALLADINO, 1996).

Durante os primeiros anos da década de 1940, o controle obtido com 0s novos
inseticidas foi marcante: os campos cultivados eram territorios praticamente isentos de
insetos. Com o passar do tempo, essa pratica provocou sérias perturbacdes no meio
ambiente, atingindo os ecossistemas, dada principalmente, a resisténcia de pragas aos
inseticidas, causada pela selecdo de insetos resistentes, surtos epidémicos de pragas
historicamente de importancia secundaria e diminuicdo da populacdo de insetos
benéficos. No ecossistema, foram detectados efeitos deletérios em animais selvagens,
domesticados e mesmo no homem, assim como o acimulo de residuos toxicos no solo, na
agua e nos alimentos. O controle quimico de pragas, mesmo com produtos como o
Dicloro-difenil-tricloroetano (DDT), teve sua eficiéncia diminuida e seu custo aumentado
até exceder niveis econdémicos e socialmente aceitaveis (FLINT; VAN DEN BOSCH,
1981).

Atualmente, os métodos utilizados na protecdo e defesa das culturas agricolas
vém apresentando evolucdo consideravel. O conhecimento e a utilizacdo de métodos de
diagndstico envolvendo dinamica populacional e epidemiologia, em varias culturas

agricolas, tém permitido prever a ocorréncia de pragas e doencas (ZAMBOLIM, 1999).

Para a utilizagdo racional de controle, utiliza-se 0 Manejo Integrado de Pragas
(MIP). Este termo foi criado na metade da década de 1960, como um conceito contra a
utilizacdo macica e abusiva de pesticidas na agricultura mundial. Desde esse periodo

estabeleceram-se varios grupos e escolas com diferentes principios. Em uma visao



pratica, o MIP foi implementado de diversas maneiras, de acordo com as necessidades
locais e a disponibilidade ou auséncia de conhecimentos e instrumentos. Ele varia de um
simples controle quimico supervisionado de doengas e pragas a programas muito
sofisticados incluindo o uso de modelos de populagdo, sistemas computadorizados de
previsdo de doencas e, mais recentemente, a utilizacdo da agricultura de precisdo
(AZEVEDO, 1999 apud ZAMBOLIM, 1999; CROCOMO, 1990).

Medidas de controle que causem menor impacto ambiental sdo de primordial
importancia, o que vem estimulando o ressurgimento do uso do controle biolégico. Nas
ultimas décadas, alguns bioinseticidas a base de microrganismos entomopatogénicos
estdo sendo utilizados, sendo as bactérias as mais utilizadas, devido a facilidade de
fermentacdo em meio liquido e da formulagdo (VILELA et al., 2008). Logo, € de vital
importancia a realizagdo de novos ensaios utilizando-se estratégias ndo convencionais e
alternativas no controle de pragas agricolas. Nesse contexto, o emprego de
microrganismos endofiticos para o controle bioldgico das formigas cortadeiras tem um

aspecto inovador.

1.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1.1 As formigas cortadeiras

As formigas representam uma das sociedades mais complexas da ordem
Hymenoptera, familia Formicidae, e sua existéncia data de cerca de 100 milhdes de anos,
desde o periodo Cretaceo (SOUZA et al., 2006). A maioria das espécies de formigas se
alimentam de outros insetos. A tribo Attini estd no apice da maior subfamilia de
formigas, denominada Myrmicinae (WEBER, 1982), cujos membros caracterizam-se por
serem simbiontes obrigatdrios de um fungo utilizado como alimento (RIBEIRO, 2000). O
fungo ¢ cultivado no interior dos ninhos, nas chamadas “panelas subterrdneas” ou
“jardins de fungo” (BASS, CHERRET, 1995) que podem ser um amplo jardim (50 cm de
diametro) ou varios pequenos jardins (25 a 30 cm) (SILVA-PINHATI, 2005), conforme a

espécie de formiga considerada.



Segundo Della Lucia (2011), a tribo Attini abrange 16 géneros e cerca de 210
espécies. Os géneros primitivos Cyphomyrmex, Mycetophylax, Mycocepurus,
Myrmicocrypta, Apterostigma, Mycetosoritis e Mycetarotes utilizam fezes e carcagas de
insetos ou matéria vegetal em decomposicdo como substrato para o fungo. O género
Pseudoatta abrange espécies parasitas e sdo destituidas de operérias. Os géneros
Trachymyrmex, Sericomyrmex, Attaichnus, Kalathomyrmex, Paramycetophylax,
Acromyrmex (quenquéns) e Atta (salvas) pertencem ao grupo chamado Attini superiores.
Branddo e Mayhe-Nunes (2001) descreveram um novo género, Mycetagroicus, o qual
abrange trés novas espécies.

Somente as formigas do género Acromyrmex e Atta sdo conhecidas como
cortadeiras de folhas, pois cultivam seu fungo predominantemente sobre fragmentos
frescos de origem vegetal (folhas e flores, principalmente) (VILELA et al., 2008).
Segundo Wilson et al., (1982), Acromyrmex e Atta sdo também o0s géneros mais
evoluidos, apresentando polimorfismo e ninhos complexos. Della Lucia (1993) relata
ainda a presenca de castas distintas, ou seja, divisdo de tarefas, na qual a rainha
desempenha a funcdo exclusiva de reproducdo, os soldados protegem o formigueiro, as
operarias sao responsaveis pelo forrageamento e as jardineiras cuidam dos jardins de

fungo.

Em certas epocas do ano (geralmente entre outubro e dezembro), os formigueiros
adultos produzem formas aladas e férteis (MARICONI, 1985). Durante o voo nupcial ou
revoada, ocorre a fecundacdo das fémeas (popularmente conhecidas como “i¢as™) pelos
machos (conhecidos como “bitus™) (VILELA et al., 2008).

Ao deixar o ninho para iniciar o vdo nupcial, a rainha virgem leva uma pequena
parte do micélio do fungo simbionte na cavidade posterior a boca (cavidade infrabucal)

para com ele iniciar um novo jardim de fungo no futuro formigueiro (MARINHO, 2005).

Ao iniciar a nova coldnia, esta pequena por¢do de fungo recebe muita atencéo,
sendo adubado com goticulas fecais. No quarto ou quinto dia, ja se notam filamentos na
cultura do fungo sobre a qual, iniciada a postura, sdo depositados 0s ovos, que em 45-60

dias dardo origem as diferentes castas de formigas operarias (MARINHO, 2005). Quando



o fungo esta desenvolvido, as jardineiras continuamente retiram pedacos de micélio, os
quais sdo utilizados para a alimentac&o, principalmente das larvas. Pelo trabalho continuo
das forrageadoras, o fungo tem sempre condi¢cdes de se renovar e expandir. Por outro
lado, a matéria vegetal esgotada pelo fungo ¢ retirada e conduzida as “panelas” de lixo

(onde séo também depositadas as formigas mortas) (MARICONI, 1985).

As formigas da tribo Attini ocorrem exclusivamente no continente Americano
(aproximadamente 40° Latitude Norte a 44° Latitude Sul), mas espécies economicamente
importantes (Atta spp.) distribuem-se em faixas menores (WEBER, 1966), ndo havendo
relatos de sua ocorréncia no Chile e em algumas ilhas das Antilhas (MARINHO, 2005).
Este género possui coldnias que chegam a milhGes de operérias e podem viver mais de 10
anos (WEBER, 1966). Seu prejuizo a agricultura deve-se a derrubada das florestas
naturais para as praticas de monocultura (especialmente de citros, cana de agucar, cafe,
cacau, entre outros), o que acarretou um desequilibrio ecoldgico proporcionando
condicGes ideais para o estabelecimento e proliferacdo de colbnias das formigas
cortadeiras (VILELA et al., 2008). Das quinze espécies de Atta existentes, ocorrem no
Brasil (HOLLDOBLER & WILSON, 1990): A. bisphaerica Forel, A. capiguara
Goncalves, A. cephalotes L., A. goiana Goncalves, A. laevigata Smith, A. opaciceps
Mayr, A. robusta Borgmeier, A. silvae Goncalves, A. vollenweideri Jonkman e A. sexdens
(representada pelas subespécies A. sexdens rubropilosa Forel, A. sexdens piriventris
Santschi e A. sexdens sexdens Santschi). A distribuicdo geografica abrange todo o
territorio nacional, exceto Fernando de Noronha (MARICONI, 1970, 1976; DELLA
LUCIA; VILELLA, 1993). A espécie mais conhecida e economicamente e mais
importante da Ameérica do Sul é A. sexdens, causando maiores prejuizos a lavoura
(VILELA et al., 2008).

Devido a dificuldade do seu controle, caracteriza-se como uma das pragas que

causam mais danos a agricultura nacional (MARICONI, 1985).



1.1.2 Histodria de vida das cortadeiras

A agricultura, uma forma especializada de simbiose, evoluiu em apenas quatro
grupos de animais: besouros ambrésia, cupins, formigas e humanos (SCHULTZ e
BRADY, 2008). Os primeiros, insetos coledpteros representantes da familia
Curculionidae, subfamilias Scolitynae e Platypodinae, recebem essa denominacao por se
alimentar de um tipo de fungo chamado ambrdsia, um ascomiceto derivado de fungos
fitopatogénicos. Eles sdo transportados e cultivados nas galerias construidas por estes
besouros na madeira. A associacdo originou-se entre 20-60 milhdes de anos atras
(FARRELL et al., 2001). Cupins da subfamilia Macrotermitinae, encontrados na Africa e
Asia, cultivam Termitomyces sp., um fungo basideomiceto. Ele funciona como um
estdmago externo desses insetos, sendo responsavel pela quebra da celulose (AANEN et
al., 2002). O féssil mais antigo da associacdo fungo-térmita data de 7 milhdes de anos
(DURINGER et al., 2006), mas o provavel surgimento da simbiose é de 24-34 milhdes
(Oligoceno), nas florestas africanas apds a separacdo dos continentes (EMERSON,
1955), em um evento Unico (AANEN et al., 2002). Formigas da tribo Attini também
cultivam um fungo basidiomiceto, do qual elas dependem para sua nutricdo. Analises
filogenéticas apontam para uma origem dessa associagdo ha 50 milhGes de anos
(SCHULTZ e BRADY, 2008). O homem, uma espécie animal muito recente, iniciou a
domesticacao de plantas e animais selvagens no Holoceno, ha 10.000 anos, um momento

crucial para nosso sucesso evolutivo (DIAMOND, 2002).

A fungivoria € um habito raro entre os animais, mesmo que fungos sejam um
recurso abundante, crescendo principalmente nas florestas imidas tropicais. Compostos
altamente toxicos produzidos por varios desses organismos atuam dissuadindo muitos
predadores em potencial (WICKLOW, 1988). Ainda assim, a fungivoria tem sido
relatada em alguns poucos géneros de formigas, havendo a possibilidade de descoberta de
novas espécies a medida que sejam estudados os habitos de vida de milhares de espécies
tropicais, a grande maioria desconhecida. Por exemplo, recentemente foi relatada a
descoberta de uma nova estratégia de vida em formigas. Euprenolepis procera, uma
espécie Formicinae das florestas tropicais do sudeste asiatico, é especializada em
forragear cogumelos (WITTE e MASCHWITZ, 2008). Por se tratar de um recurso



variavel no tempo-espago, essas formigas possuem hébitos ndmades e tem desenvolvido
capacidade de processar e assimilar esse recurso. A fungivoria tem sido também relatada
em formigas especialistas em predar o fungo cultivado pelas Attini, como Gnamptogenys
hartmani Wheeler (DIJKSTRA e BOOMSMA, 2003) e espécies de Megalomyrmex
(MULLER et al., 2000). Além de utilizarem o fungo na alimentacéo, as formigas podem
usé-lo para reforcar a parede dos seus ninhos ou tlneis de passagem, como € o caso de
Azteca brevis (MAYER e VOGLMAYR, 2009).

As formigas da tribo Attini foram além da simples fungivoria, pois também

cultivam o fungo simbionte e asseguram a sua reproducéo clonal (AUTUORI, 1956).

O transporte de folhas pelas formigas para o interior do seu ninho ja era
mencionado no mito da criacdo dos povos maias e chamou a atencdo dos primeiros
colonizadores europeus que chegaram as Americas. No entanto, apenas em 1874 foi
proposta a finalidade real das folhas cortadas e de outros fragmentos vegetais que esses
insetos transportavam para seus formigueiros (BELT, 1874): elas cultivavam um fungo
utilizado na sua alimentacéo (revisto por AUTUORI, 1949). Posteriormente, Alfredo
Moeller estudou minucuosamente a relacdo fungo-formiga, tendo sido o primeiro a

propor uma classificacdo do fungo, Rhozites gongylophora (MOELLER, 1941).

Schultz e Brady (2008) esclareceram os passos que levaram, a partir de uma
agricultura simples, até a agricultura mais complexa da tribo Attini (DELLA LUCIA,
2011). Essas formigas constituem um grupo monofilético, um clado incluindo todas as
espécies derivadas de um unico ancestral (SCHULTZ e MEIER, 1995), com distribuicéo
exclusiva no Novo Mundo e aparente centro de diversidade nas regibes quentes do
Neotropico. Baseado em analises moleculares, foi estabelecido que, muito
provavelmente, a agricultura entre as formigas teve uma Gnica origem ha 50 milhdes de
anos, isto é, apos a separacdo da América do Sul e da Africa, que se deu ha 90 milhdes de
anos (SCHULTZ e BRADY, 2008). Este periodo coincidiu com o étimo climatico do
Eoceno (50-55 ma), que foi um periodo de aquecimento global, no qual surgiu uma

grande diversidade de plantas.



A agricultura de Attini pode ser dividida em cinco sistemas distintos, por ordem
de evolugéo:

1. Agricultura inferior — praticada pela maioria das espécies da tribo incluindo
espécies do género Myrmicocripta, Apterostigma, Mycetophylax, Mycetarotes,
Mycetosoritis e Cyphomyrmex. S&o espécies que usam como substrato do fungo partes
mortas de plantas, carcacas de invertebrados e, ou, fezes de insetos. Elas cultivam um
fungo menos especializado (Lepiotaceae), que se assemelha bastante geneticamente as
espécies proximas de vida livre, sendo mesmo capaz de manter uma vida livre sem a
ajuda das formigas. Existem evidencias crescentes de que todos os fungos cultivados
pelas Attini inferiores tenham parentes proximos de vida livre (VO et al., 2009). A
aquisicdo de novos cultivares pode ocorrer entre essas formigas, desde que alguns
cultivares possam exibir uma vida livre e uma em simbiose. Um clado parafilético (que
inclui um grupo de descendentes de um ancestral comum, porém n&o contém a totalidade
dos descendentes) do fungo parasita Escovipsis infecta esse jardim de fungo.

2. Agricultura de um fungo Pterulaceae — o grupo Pilosum do género
Apterostigma iniciou o cultivo de um fungo fora da familia Lepiotaceae, um fungo
pertencente a familia Pterulaceae, muito proximo dos géneros Pterula e Deflexula. Essa
transicdo Unica para um fungo simbionte de outra familia se deu ha 20 milhGes de anos.
Esse simbionte também € parasitado por uma espécie especialista de Escovopsis, derivada
do parasita das Attini inferiores.

3. Agricultura de leveduras — diferentemente dos jardins de fungo na forma de
micélio, esses jardins de fungo consistem de nodulos pequenos, crescendo na forma de
levedura. Essa forma esté restrita ao grupo rimosus do género Cyphomyrmex, e originou-
se entre 5-25 milhGes de anos atras. Esse fungo também é capaz de uma existéncia
selvagem, mas, nesta situacdo, cresce na forma de micélio. Ainda ndo se conhece um
parasita Escovopsis nessa associa¢do, o que sugere que a forma de levedura resiste ou
previne a infeccdo por Escovopsis.

4. Agricultura superior (incluindo as formigas cortadeiras) — a transicdo para
uma agricultura superior e, posteriormente, a utilizagdo de partes frescas de plantas,
recurso abundantemente disponivel, foi o evento ecoldgico mais significante da tribo

Attini. Os fungos cultivados por essas formigas (Sericomyrmex, Trachymyrmex,



Acromyrmex e Atta) exibem alto grau de “domesticacdo”, quer dizer, uma serie de
adaptacOes para a vida conjunta com Attini, sendo assim provavelmente incapaz de levar
uma vida livre. Além disso, somente o fungo simbionte das Attini superiores produz a
gongylidia, estrutura especializada da hifa que acumula nutrientes e é preferencialmente
consumida pelas formigas.

5. Géneros Atta e Acromyrmex — 0s géneros Atta e Acromyrmex, em vez de utilizar
partes mortas de plantas, cadaveres de invertebrados e fezes de insetos, passaram a usar
essencialmente partes frescas de plantas. Embora algumas espécies do género
Trachymyrmex, particularmente o grupo septentrionalis, também utilizem partes verdes
de plantas e algumas espécies de Sericomyrmex o facam ocasionalmente, apenas 0s
géneros Atta e Acromyrmex sdo considerados as verdadeiras formigas cortadeiras, pois
todas as espécies dos géneros utilizam partes verdes de plantas. O surgimento das
cortadeiras se deu entre 5 e 15 milhdes de anos atras, um periodo que coincide com a
expansdo de pastagens na América do Sul. Essa coincidéncia suporta a hipotese proposta
por Fowler de que as primeiras formigas cortadeiras eram cortadeiras de
monocotiledoneas e a utilizacdo de um espectro mais largo de plantas teria surgido
secundariamente (FOWLER, 1983).

1.1.3 Origem da agricultura das formigas

Existem dois modelos principais que ordenam o0s estagios evolutivo-
comportamentais que culminaram na fungicultura dos Attini. O mais tradicional, e
amplamente aceito, proposto por Weber (WEBER, 1958; 1972), postula que as formigas
praticavam a micofagia (primeiro o consumo); em seguida, elas adquiriram a habilidade
de cultiva-lo (cultivo); finalmente, surgiu a transmissdo vertical do fungo simbionte. O
modelo alternativo reordena esses eventos, ressaltando-se que a dispersdo do fungo teria
surgido primeiro (primeiro a transmissdo). Posteriormente, as formigas passaram a
consumir o fungo (consumo) e depois a cultiva-lo (cultivo) (BAILEY, 1920). Dentro
desses dois modelos, sete hipdteses tem sido propostas para explicar a origem da
fungicultura em Attini, todas diferindo quanto ao substrato utilizado no cultivo do fungo

simbionte: sementes, madeira, serrapilheira, micorrizas, refugo de artrépodes, material



componente da parede do ninho e o “pellet” infrabucal. Nas seis primeiras hipoteses, as
formigas tém papel ativo na origem da simbiose formiga-fungo. Apenas a ultima, do
“pellet” infrabucal, assume que o inicio dessa simbiose esteve sob o controle do fungo, o
qual, inicialmente, utilizava as formigas como agentes da disperséo de esporos e micélio
e, posteriormente, passou a servir como componente da dieta delas (MUELLER et
al.,2001). Suporte mais consistente para qualquer uma dessas hipdteses viria com a
descoberta do grupo irmdo dos Attini, pois ajudaria a revelar os habitos alimentares da
espécie ancestral. Infelizmente, até o presente, a elucidacdo do grupo irmdo ainda
encontra-se confusa (SCHULTZ e BRADY, 2008). A origem filogenética da tribo Attini
permanece obscura. Em 1895, Carlo Emery prop6s que a tribo Attini estava proxima da
tribo  Ochetomyrmicini, que inclui dos géneros Wasmannia, Ochetomyrmex e
Blepharidatta. Igualmente tem sido proposta a tribo Dacettini e 0 género Proatta
(HOLLDOBLER e WILSON, 1990). A observacdo do habito de vida de espécies desses
géneros, como Blepharidatta brasiliensis (RABELING et al., 2006), sugere que o
ancestral Attini foi provavelmente um habitante da serrapilheira, construindo ninhos
pequenos a médios (20-200 operarias), entre as folhas ou debaixo de troncos na floresta
tropical. No entanto, até o presente, nenhuma analise filogenética tem sugerido, com
grande probabilidade, o grupo irmdo de Attini. Nao surpreenderia se o grupo irméo de
Attini ainda estivesse por ser descoberto. A propria relacdo filogenética da tribo Attini
ndo esta bem estabelecida, com muitas espécies podendo ser acomodadas em diferentes
géneros e novos géneros serem criados para acomodar espécies que nao se classificam
em nenhum dos géneros de Attini (BRANDAO, 2007).

Em sua quase totalidade, o fungo cultivado pelas Attini pertence a dois géneros
Leucoagaricus e Leucocoprinus, pertencentes a tribo Leucocoprineae, da familia
Lepiotaceae (Agaricales — Basidiomycota). A excec¢do encontra-se no fungo cultivado por
um grupo de espécie do género Apterostigma, que secundariamente cultiva um fungo da
familia Pterulaceae. Essa foi uma derivacdo ocorrida dentro de Apterostigma,
ressaltando-se que as espécies basais do género cultivam um fungo da familia

Lepiotaceae.



Especies de Cyphomyrmex do grupo rimosus cultivam seu fungo simbionte como
levedura (forma unicelular) em vez de micélio. Isso fez supor que essa forma fosse a
ancestral, mas analises filogenéticas evidenciaram que se trata de uma forma derivada de

Cyphomyrmex que cultiva a forma tipica, isto €, micelial.

1.1.4 O género Atta

Nas salvas (Figura 1), a diferenciacdo morfoldgica entre as operarias € bem mais
visivel do que nas quenquéns. Ambos o0s géneros de formigas cortadeiras apresentam
castas permanentes e temporarias. Essas ultimas constituem as centenas ou milhares de
fémeas aladas e milhares de machos alados que somente aparecem no interior das
coldnias em determinadas épocas do ano, vindo a superficie dos ninhos durante a revoada
ou voo nupcial (DELLA LUCIA, 2003).

Em Atta os individuos machos, comumente denominados “bitus”, apresentam o
torax e 0 abdome muito desenvolvidos em comparacdo com a cabeca e as mandibulas
Segundo Holldobler e Wilson (1990), os machos ndo desempenham uma funcéo
especifica na colénia que os gerou e apenas recebem alimento de suas irméas, enquanto
aguardam o vdo nupcial. Porém, acredita-se que eles poderiam auxiliar nos processos de
aeracdo das larvas e resfriamento da coldénia com o bater das asas. Na maioria das vezes,
nem sdo considerados uma casta. Sua longevidade é curta, morrendo logo ap6s o voo
nupcial. As fémeas aladas apresentam a cabeca, as mandibulas, o térax e o gaster bastante
desenvolvidos e sdo chamadas, vulgarmente, de “igas”, rainhas ou tanajuras (WILSON,
1971).
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Figura 1 — Formiga cortadeira Atta laevigata (salva) fazendo a nidificacdo. Fonte: www.

provenatnews.blogspot.com

As castas permanentes, no caso de Atta, abrangem uma fémea aptera (chamada
rainha), fundadora do sauveiro, que constitui a casta reprodutiva, podendo viver por cerca
de 20 anos em laboratério (DELLA LUCIA, 2003). E quase sempre Unica na colbnia,
embora escavacdes de sauveiros de A. texana, realizadas por Moser e Lewis (1981),

tenham possibilitado a observacéo de mais de uma rainha na colénia.

Também fazem parte da casta permanente, as indmeras operarias que se

encarregam das diversas tarefas na colonia, sendo todas estéreis.
1.1.5 O género Acromyrmex

Este género difere de Atta por apresentar quatro pares de espinhos dorsais. Em
Acromyrmex, 0s iniUmeros machos alados geralmente ndo recebem nomes comuns e as
varias fémeas aladas sdo chamadas de rainhas, constituindo a casta temporaria nas
colénias. Esses individuos sdo maiores que as operarias apteras, porém,

proporcionalmente menores em relacéo aos alados de Atta (DELLA LUCIA, 2003).

A casta permanente é composta por uma rainha reprodutiva, que nem sempre é
Unica. Sdo varios os trabalhos que relatam a poliginia no género (DELABIE, 1989;
DELLA LUCIA, 2003). Em A. octospinosus (Figura 2), a rainha pode sobreviver até 10
anos em laboratério (HERNANDEZ et al., 2002).



Figura 2 — Fémea de A. octospinosus. Fonte: www.agrolink.com.br

As operérias apteras apresentam varios tamanhos e desempenham diferentes
funcdes. Existe, nitidamente, um grupo de operarias minimas mais envolvidas nos
cuidados com o fungo simbionte, no recolhimento dos ovos do gaster da rainha e nos
cuidados com a prole. Outro grupo faz o forrageamento, que envolve exploracdo e
recrutamento para o corte e o transporte do material vegetal cortado até o ninho, bem
como sua degradacdo inicial antes de ofertd-lo ao fungo. Atividades de escavacdo e
descarte do lixo, bem como a defesa da col6nia, também sdo desempenhadas por essas
operarias. VILELA et al., (2008) verificaram diferencas anatdmicas nas glandulas de
veneno das operarias de trés tamanhos de capsula cefalica, em A. subterraneus
subterraneus. Isso talvez signifique a existéncia de trés castas polimdrficas, mas nédo
poliéticas, com relacdo a largura da capsula cefalica: minima (0,90 a 1,00 mm), média
(1,69 a 1,83 mm) e maxima (2,28 a 2,38 mm).

1.1.6 O Fungo Simbionte

A grande maioria dos fungos cultivados pelas formigas da tribo Attini pertencem a
dois géneros, Leucocoprinus e Leucoagaricus (tribo Leucocoprinae, Familia
Lepiotaceae) (ANTUNES et al., 2005), com excecdo do género Apterostigma, a qual
cultiva um fungo da familia Tricholomataceae (CHAPELA et al., 1994).

Trabalhos envolvendo formigas cultivadoras de fungo, concluiram que sua

evolugdo é muito mais abrangente do que se esperava, sendo que, em algumas espécies



de Attini inferiores, a transmissdo do fungo simbionte ndo ocorre apenas por “transmissao
vertical” (intra especifica), mas também, por “transmissdo lateral” (inter especifica)
(MULLER et al., 1998, 2001; GREEN et al., 2002; ANTUNES et al., 2005).

O fungo foi visto pela primeira vez em seu estado perfeito por Méller (1893), em
ninho de Acromyrmex disciger Mayr., sendo classificado como o basidiomiceto Rozites
gongylophora. Posteriormente, Weber (1958) reclassificou-o em outro género, Lepiota,
analisando material de ninhos de Cyphomyrmex costatus Mayr. Heim em 1957
relacionou-o0 aos géneros Leucocoprinus e Leucoagaricus modificando novamente sua
classificagdo. Weber (1979) denominou-o Leucocoprinus gongylophorus, sendo
confirmado por Bononi et al. (1981).

Uma das dificuldades na identificacdo do fungo simbionte se deve ao fato de que
a fase sexuada ndo € muito comum, pois as formigas limitam o seu desenvolvimento a
uma fase vegetativa (ANTUNES et al., 2000), resultando na auséncia das estruturas de
frutificacdo e dificultando sua taxonomia. No entanto, alguns casos ja foram observados
(BONONI et al., 1981; MUCHOVE]J et al., 1991; CRUZ; BATISTA-FILHO, 1993;
PAGNOCCA et al, 2001).

Apos as analises das descricdes morfoldgicas de basidiomas fangicos realizadas
anteriormente, Singer (1986) renomeou o fungo das formigas Attini como Leucoagaricus
gongylophorus, denominacdo, aceita atualmente. Como todas essas descricdes foram
baseadas em aspectos morfologicos e muitas vezes, em ninhos mortos ou em processo de
regressao, a suspeita de que tais estruturas poderiam pertencer a contaminantes nunca foi
completamente descartada. Entretanto, Pagnocca et al. (2001), descreveram a ocorréncia
da fase sexuada do fungo em um ninho natural de Ac. fallax Santschi comprovando pela
primeira vez, através de técnicas moleculares (RAPD), tratar-se do Leucoagaricus

gongylophorus e ndo de um eventual contaminante.

O fungo produz estruturas especializadas chamadas gongilideos (Figura 3), as
quais constituem um entumescimento da porc¢do terminal das hifas, ricos em lipideos e
carboidratos (QUILAN; CHERRET, 1979; ANTUNES et al., 2000) e que sdo fornecidos

diretamente na boca das larvas, pelas operarias que as alimentam.



Figura 3 — Esquema de um conjunto de gongilideos, a direita esquema de uma hifa com
gongilideos (Fonte: Clémencon, 2004).

1.1.7 A simbiose formiga-fungo.

Mutualismo €é definido como uma interacdo benéfica reciproca entre diferentes
organismos. No caso dos insetos, é estimado que 15 a 20% vivem em simbiose com
microrganismos (BUCHNER, 1965 apud BORSAUX-EUDE; GROSS, 2000).

A associacdo formiga-fungo € muito antiga, datando de 45-60 milhdes de anos
(MULLER et al., 2001), mas até hoje ndo esta totalmente desvendada. Para alguns
autores, o fungo serve como principal fonte de alimento das operérias adultas, bem como
das larvas (BIGI et al., 2004), sendo que as larvas e adultas preferem o estafilo (conjunto
de gongilideos), ao invés da hifa para sua alimentacdo (BIGI et al., 2004). Esta escolha
pode ser explicada pelo acumulo de nutrientes do gongilideo, o qual disponibiliza para as
formigas, uma concentracdo maior de nutrientes de facil assimilacéo, o que ndo ocorreria
em uma hifa normal (ANGELI-PAPA; EYME, 1985). Por outro lado, Bass e Cherret
(1995) concluiram que o fungo participa como alimento para as operarias apenas na
ordem de 9%, sendo o restante obtido das seivas das plantas durante o corte.



Algumas enzimas produzidas pelo fungo sdo ingeridas, concentradas pelas
formigas e depois excretadas atraves do liquido fecal, que é rico em enzimas digestivas
(proteinases, pectinase e amilase) podendo atuar na degradacdo do material vegetal (BOT
et al., 2001).

Silva (2000), utilizando andlises enziméticas, concluiu que as formigas servem de
“reservatorio” de pectinases para o fungo e este, por sua vez, contribui com a fonte
nutricional e as enzimas necessarias para a manutencao das formigas, caracterizando,
assim, uma relacdo mutualistica. Tal associacdo se justifica também pela capacidade
metabdlica do fungo de converter celulose e outros polimeros vegetais em produtos que
poderiam ser metabolizados pelas formigas (D’ETORRE, HEINZE, 2001).

O fungo também possui a habilidade de detoxificar certos metabdlitos secundarios
vegetais, 0s quais podem ter propriedades inseticidas (BOT et al., 2001) e assim podem

oferecer uma vantagem adicional as formigas.

Cherret (1980) descreveu que o mutualismo entre as formigas cortadeiras de
folhas e o fungo simbionte aumenta o grau de polifagia através da degradacdo desses
compostos quimicos que promovem a defesa das plantas, aumentando assim, 0 nicho

alimentar de ambos.

Nesta relacdo mutualistica, as formigas beneficiam seu fungo pela remocao das
barreiras fisicas como pélos e ceras, além de outras que a planta apresenta, visando a
prote¢do contra a entrada de fungos patogénicos (D’ETORRE, HEINZE, 2001).

O tratamento do material vegetal antes de ser ofertado ao fungo consiste na
eliminacdo de barreiras fisicas e microrganismos presentes nas folhas e aumento da
superficie de contato. As formigas produzem substancias com propriedades antibidticas
em suas glandulas metapleurais (&cido fenilacético, acido 3-hydroxidecandico ou
mirmicacina e 4cido indolacético) (HUGHES, BOOMSMA, 2004), as quais atuam na
limpeza dos fragmentos vegetais trazidos ao formigueiro. Porém, sabe-se que nenhum
desses compostos sdo tdo potentes a ponto de garantir a estabilidade do formigueiro
(MARINHO, 2005).



1.1.8 Streptomyces

Currie et al. (1999a) observaram ainda a existéncia de um terceiro mutualista na
simbiose formiga cortadeira-fungo. Trata-se de um actinomiceto do género Streptomyces.
Nos géneros mais primitivos de formigas, Apterostigma e Myrmicocrypta, a bactéria se
encontra nas pernas dianteiras, enquanto que nas Attini superiores, Trachymyrmex e
Acromyrmex, s80 mais concentradas na propleura. Ao menos nestas duas Ultimas
espécies, a bactéria ndo é encontrada nos machos e é abundante nas rainhas virgens,

sugerindo uma “transmissao vertical” (CURRIE, 2001).

Segundo Currie et al. (1999a), a funcdo desta bactéria consiste em produzir uma
substancia com potencial antibidtico capaz de evitar infec¢cbes microbianas nos ninhos,
especialmente em relacdo ao Escovopsis spp.. Além disso, nesses estudos conduzidos
pelos autores, o filtrado das culturas dessa bactéria promoveu um aumento do
crescimento do fungo simbionte de Apterostigma (47,9 + 7,6 mg de peso seco contra 5,3
+ 2,4 mg de peso seco do controle negativo). Dessa forma, os autores concluiram que
alguma substancia produzida pela bactéria pode também estimular o crescimento do
fungo, beneficiando indiretamente as formigas. No entanto, o fungo utilizado para o
experimento de Currie et al., (1999a) ndo é da mesma familia dos fungos cultivados pelas
demais formigas da tribo Attini, fungos da familia Pterulaceae e Lepiotaceae, podendo
entdo, esse resultado ser exclusivo desses géneros. Um outro beneficio para as formigas
descrito por Currie (2001), é que esta bactéria pode também protegé-las de patdgenos
potenciais. Em contrapartida, as formigas dispersam os Streptomyces e lhes propiciam

um nicho especial, além de lhes fornecer nutrientes para seu crescimento.

1.1.9 Métodos de controle das formigas-cortadeiras

As formigas cortadeiras tém sido alvo de varias tentativas de controle (Tabela 1)

que incluem desde receitas caseiras, que passam de geracdo em geracdo, até recursos de



alta tecnologia. O primeiro registro de combate as salivas ocorreu em 1587 e consistia em
proteger as arvores atacadas isolando-as com dgua (MARINHO, 2005).

Tabela 1 — Métodos utilizados para o combate as Formigas Cortadeiras.

Produtos e / ou técnicas utilizadas para o Controle das Formigas
Cortadeiras

P6 seco
Iscas Granuladas
Termonebulizacéo
Uso de barreiras fisicas de protecéo
Escavacéo dos formigueiros
Controle biologico

Uso de plantas inseticidas

Fonte: Adaptado Lima et al., 2001.

Atualmente, essas formigas podem ser controladas com barreiras fisicas, métodos
culturais, biologicos e quimicos. Entretanto, o controle quimico € o mais empregado e
disponivel comercialmente, embora apresente algumas limitacdes (VILELA et al., 2008).
As estratégias de controle quimico diferem, principalmente, pelo tipo de formulagéo,
modo de aplicacdo e principios ativos de diversos grupos quimicos (TONHASCA JR. et
al., 2001). Entre tais estratégias, as iscas toxicas destacam-se por oferecerem maior
seguranca ao aplicador, dispensarem mdo-de-obra e equipamentos especializados e
permitirem o tratamento de formigueiros em locais de dificil acesso (VILELA et al.,
2008).



Os inseticidas utilizados para o controle das formigas muitas vezes ndo produzem
bons resultados. Isso ocorre devido ao emprego de formicidas ndo eficazes, as dosagens
erradas, a distribuicdo parcial do formicida, entre outros.

Mesmo quando empregados de maneira correta, os inseticidas utilizados no
controle de formigas cortadeiras e outras pragas podem causar varios problemas, como:
a) sua toxicidade de amplo espectro, a qual atinge insetos indcuos ou benéficos, causando
um desequilibrio ecoldgico no ecossistema; b) o uso em grande escala associado a uma
alta persisténcia no ambiente, os inseticidas incorporam-se na cadeia alimentar do
homem, com efeito cumulativo e prejuizos para a salde; c) resisténcia adquirida pelos
insetos (LOPEZ, ORDUZ, 2003).

Até pouco tempo, o controle das salvas e quenquéns era realizado basicamente
atraves do uso de produtos organoclorados, em diferentes tipos de formulagéo e técnicas

de aplicacéo.

O sucesso do produto comercial MirexO (dodecacloro), segundo Cherret (1986),
foi atribuido a falta de repeléncia das iscas, acdo lenta do toxico, possibilitando uma
completa incorporacdo nos jardins de fungo (VILELA et al., 2008), além da estabilidade
quimica e persisténcia, que permitiram ao composto, resistir ao metabolismo do fungo.

Além de eficiente, apresentava baixo custo no mercado brasileiro.

No entanto, o dodecacloro apresenta extrema persisténcia e estabilidade em

ambiente natural, além do poder de se acumular no tecido adiposo.

Com a proibicdo do uso dos organoclorados no Brasil em 1985, surgiu a
necessidade de testar novas substancias em iscas granuladas para o controle das formigas
cortadeiras. Desde entdo, tém sido introduzidos novos compostos, dentre eles a
sulfluramida, que atua na fosforilacdo oxidativa, interrompendo a producdo de ATP
(adenosina trifosfato), o diflubenzuron, que é um regulador de crescimento, o
fenoxicarbe, que ndo possui efeito inibitério para Atta sexdens, a avermectina B1, que é

fotodegradavel, entre outros.



Dos novos grupos quimicos, merecem destaque pelas boas qualidades formicidas,
os inseticidas fipronil e hidrametilona, que atuam no sistema nervoso central dos insetos
(LOPEZ, ORDUZ, 2003).

A termonebulizacdo € outro método que tem sido empregado no controle de
formigas cortadeiras, principalmente a base de inseticidas piretroides e fosforados. No
entanto, 0 custo para aquisi¢do, transporte e manutencdo do equipamento, a formulacéo
especial do inseticida, o gasto de tempo e o risco de intoxicacdo dos operadores,
constituem desvantagens consideraveis (LARANJEIRO; LOUZADA, 2000).

1.1.10 Microrganismos Endofiticos

O termo endofito foi mencionado pela primeira vez no inicio do século XX, para
definir todos aqueles organismos que colonizam tecidos internos de plantas, mas foi
Bary, em 1866, quem primeiro delineou uma possivel distingdo destes, com patdgenos de
plantas (AZEVEDO, 1998). Carroll (1986) restringiu o uso do termo endéfito a
microrganismos que causam infeccBes assintomaticas nos tecidos internos de plantas,
excluindo os fungos patogénicos e mutualistas, tais como micorrizas. Petrini (1991)
propds a expansdo da definicdo de Carroll, incluindo todos os organismos que habitam
orgaos de plantas que, em algum periodo do seu ciclo de vida, colonizam tecidos internos
da planta, sem causar dano aparente a seu hospedeiro. De acordo com este autor, estariam
sendo considerados aqueles endéfitos que apresentam uma fase epifitica um tanto longa,
bem como patdgenos latentes que podem viver assintomaticamente em seus hospedeiros

por algum tempo de seu ciclo de vida.

Os microrganismos endofiticos foram considerados assintomaticos, ou seja, nao
produzem efeitos benéficos ou prejudiciais aos seus hospedeiros, até o final da década de
70. Porém, cada vez mais, novas funcbes e atividades vém sendo atribuidas aos
microrganismos endofiticos, conseqlientemente, vado surgindo novas possibilidades para o
uso desses microrganismos em processos biotecnoldgicos. Fungos e bactérias endofiticos

estdo sendo utilizados no controle biolégico como vetores para introducdo de genes em



plantas e como produtores de farmacos (SALLES et al. 2000; ZHANG et al. 2006;
STROBEL, DAISY 2003; BILLS et al. 2002).

Os endofitos produzem enzimas, antibidticos, substancias anticancerigenas,
gomas, auxinas, giberelinas. Sdo responsaveis pela fixacdo do nitrogénio, podem
solubilizar fosfatos e ser usados como agentes de controle bioldgico etc. (SOUZA, 2006;
STROBEL, 2002; STROBEL et al. 1996).

A maioria dos estudos com os microrganismos endofiticos se concentra em
plantas de climas temperados e somente mais recentemente esses estudos se voltaram
para as plantas de clima tropical sendo que, também nestes casos, resultados interessantes
vém se confirmando e ate ampliam-se as perspectivas de aproveitamento biotecnolégico
(SAMUELS, 2004; STROBEL, 2002; SOUZA et al. 2004; HANADA et al. 2009).

Atualmente, sabe-se que a biodiversidade microbiana é bem maior do que aquela,
anteriormente estimada. Assim, tornam-se especialmente promissoras as investigacdes

sobre a microbiota endofitica de plantas da Amazonia.

Considerando a importancia dos microrganismos, 0 pouco que se conhece da
biodiversidade existente e ainda a importancia de explorar novos ecossistemas especiais,
justificam-se essa abordagem utilizando-se 0s microrganismos endofiticos. A
biodiversidade microbiana no interior das plantas é quase que totalmente desconhecida e
especialmente nas plantas da Amazonia. Os dados de pesquisa nessa area na regido ainda
sdo preliminares, frutos de poucas teses, dissertacoes e de trabalhos de iniciacdo cientifica
(PEREIRA et al. 2007).

1.2 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AANEN, D.K.; EGGLETON, P.; ROULAND-LEFEVRE, C. ; GULBERG-FROSLEYV,
T.; ROSENDAHL, S.R.; BOOMSMA, J.J. 2002. The evolution of fungus-growing
termites and their mutualistic fungal symbionts. Proceedings of the National Academy
of Sciences of the United States of America, Washington, v.99 n. 23, 14887-14892 p.



ANGELI-PAPA, J.; EYME, J. 1985. Le champignon cultivés par les fourmis attine. Ann.
Sci. Nat. Bot. Paris,7: 103-129 p.

ANTUNES, L.E.C.; CHALFUN, N. N. J.; REGINA, M. de A.; HOFFMANN, A. 2000.
Blossom and ripening periods of blackberry varieties in Brazil. Journal American
Pomological Society, Virginia, v.54, n.4, 164-168 p.

ANTUNES, L.E.C. 2005. Potencial de producéo de pequenas frutas em diferentes regides
do Sul do Brasil. In: Encontro nacional de fruticultura de clima temperado do sul do
Brasil, 8. Anais... Cagador: EPAGRI, 2005. v. 1, 61-63 p.

AUTUORI, M. 1949. Investigacdes sobre a biologia da satva. Ciéncia e cultura, Rio de
Janeiro, v.1, 4-12 p.

AUTUORI, M. 1956. La fondation dés societes chez Iés fourmis champignonnistes Du
genre “Atta” (Hym. Formicidae). In: Autuori, M. (Ed). L’instinct dans Le
comportement dés animaux et de I’ homme. Paris: Masson et Cie, 77-104 p.
AZEVEDO, J. L. 1998. Microorganismos endofiticos. In: Melo, 1. S & Azevedo, J. L.
(Ed.). Ecologia Microbiana. Jaguariina, SP. Embrapa Meio Ambiente. 117- 137 p.

AZEVEDO, L.A. 1999. O Manejo Integrado de doencas e pragas do ponto de vista da

industria e defensivos. In: Manejo Integrado de Pragas e Doencas, UFV, Vicosa, 147

p.

AZEVEDO, J.L. ; MACCHERONI JUNIOR, W.; PEREIRA, J. O.; ARAUJO, W. L.
2000. Endophytic microorganisms: Review on insect control and recent advantages on

tropical plants. Environmental Biotechnology, v. 3 n. 1 31 p.

BAILEY, I. W. 1920. Some relations between ants and fungi. Ecology, Ihaca, v.1, 174-
189 p.

BASS, M.; CHERRETT, J. M. 1995. Fungal hyphae as a source of nutrients for the leaf-
cutting ant Atta sexdens. Physiol. Entomol., 20:1-6 p.

BELT, T. 1874. The naturalist in Nicaragua. London: Bumpus, 306 p.

BIGI, F., GIOFFRE, A., KLEPP, L., SANTANGELO, M. P., ALITO, A., CAIMI, K.,
MEIKLE, V., ZAMARRAGO, M. 2004. The knockout of the IprG-Rv1410 operon



produces strong attenuation of Mycobacterium tuberculosis. Microbes Infect 6, 182-187
p.

BILLS, G., A.; DOMBROWSKI, F.; PELAEZ, J.; POLISHOOK.; AN, Z. 2002. Recent
and future discoveries of pharmacologically active metabolites from tropical fungi.
Pp.165-194. In: Watling R., Frankland J. C., Ainsworth A. M., Issac S.; Robinson C. H..
(ed.), Tropical mycology: micromycetes; v. 2. CABI Publishing; New York - N.Y.

BONONI, V.L.R., TRUFEM, S.F.B., GRANDI, R.A.P. 1981. Fungos macroscopicos do

Parque Estadual das Fontes do Ipiranga, depositados no Herbario do Instituto de
Boténica. Rickia 9: 37-53 p.

BORSAUX-EUDE, C.; GROSS, R. 2000. New insights into symbiotic associations
between ants and bacteria. Research in Microbiology, Paris, v. 151, 513-519 p.

BOT, A. N. M., REHNER, S. A, BOOMSMA, J. J. 2001. Partial incompatibility
between ants and symbiotic fungi in two sympatric species of Acromyrmex leaf-cutting
ants. Evolution 55:1980-1991 p.

BRANDAO, C.R.F., MAYHE-NUNES, A. J. 2001. A new fungus-growing ant genus,
Mycetragroicus gen. n., with the description of three new species and comments on the
monophyly of the Attini (Hymenoptera: Formicidae). Sociobiology, 38(3B):639-665 p.

CARROLL, J. A. 1986. Bidirectional communication: Growth and immunity in domestic

livestock. American Society of Animal Science.

BRANDAO, C. R. F. 2007. Avancos da myrmecologia no Brasil. In: Simpdsio de

mirmecologia, 18. S&o Paulo. Anais, 1-3 p.

BUCHNER, P. 1965. Endosymbiosis of animals with plant microorganisms.
Interscience, New York.

CHAPELA, I. H.; REHNER, S. A;; SCHULTZ, T. R.; MUELLER, U. G. 1994.
Evolutionary history of the simbiosis between fungus-growing ants and their fungi.
Science, 266: 1691-1694 p.


http://jas.fass.org/misc/terms.shtml

CHERRETT, J.M. 1968. The foraging behaviour of Atta cephalotes (L.) (Hymenoptera:
Formicidae). |. Foraging pattern and plant species attacked in tropical rain forest.
Journal of Animal Ecology, 37: 387-402 p.

CHERRETT, J. M. 1980. Possible reasons for the mutualism between leaf-cutting ants
(Hymenoptera:Formicidae) and their fungus. Biol. Ecol. Méditer., 7 (3): 113-122 p.

CHERRETT, J.M. 1986. History of the leaf-cutting ant problems. In: Lofgren, C.S;
Vandermeer, R.K. Fire ants and leaf cutting ants: biology and management. Boulder,
Westview Press. 10-17 p.

CHERETT, J. M.; POWELL, R. J.; STRADLING, D. J. 1989. The mutualism between
leaf-cutting ants and their fungus. In: Wilding, N.; Collins, N. M.; Hammond, P. M,;
Webber, J. F. (1989) Insect-Fungus Interactions. New York: Academic Press, 93-120 p.

CLEMENCON H. 2004. Cytology and plectology of the Hymenomycetes. Bibliotheca
Mycologica 199, 1-488 p.
CROCOMO, W. 1990. Manejo integrado de pragas. Séo Paulo:[s.n]. 540 p.

CRUZ, B. P. B.; BATISTA FILHO, A. 1993. Manifestacdo da forma perfeita de
Leucocoprinus gongylophorus (Moller) Heim em sauveiro artificial de Atta sexdens
rubropilosa Forel. Arg. Inst. Biol. v. 60, n.1/2, 66-69 p.

CURRIE, J.N. 1917. The citric acid fermentation. J. Biol. Chem., London, v.31, 15-25 p.

CURRIE, C. R.; MUELLER, U. G.; MALLOCH, D. 1999a. The agricultural pathology
of ant fungus gardens. Proc. Natl. Acad. Sci., 96: 7998-8002 p.

CURRIE, C. R.; SCOTT, J. A;; SUMMERBELL, R. C.; MALLOCH, D. 1999b. Fungus-
growing ants use antibioticproducing bacteria to control garden parasites. Nature, 398:
701-704 p.

CURRIE, C. R.; STUART, A. E. 2001. Weeding and grooming of pathogens in

agriculture by ants. Proceedings. Biological sciences / The Royal Society.



DE SOUZA, D. J.;; SOARES, I. M. F.; DELLA LUCIA, T.M.C. 2007. Acromyrmex
ameliae sp. n. (Hymenoptera: Formicidae): A new social parasite of leaf-cutting ants in
Brazil. Insect Science, Hoboken, v.14 n.3 251-257 p.

DELABIE, J.H.C. 1989. ObservacOes sobre a ocorréncia de poliginia em colbnia de
Acromyrmex subterraneus bruneus Forel, 1893 (Formicidae, Myrmicinae, Attini) em

cacauais. Anais da Sociedade Entomoldgica do Brasil, n. 18, v. 1, 193-197 p.

DE BARY, A. 1866. Neue untersuchungen uber Uredineen. Monatsberichte Koniglichen
Akademie Preussichen der Wassenschaften zu Berlin. 15-49; 1865; 205-215 p.
D’ETTORRE, P.; HEINZE, J. 2001. Sociobiology of slave making ants. Acta Ethology,
V.3, 67-82 p.

D'ETORRE P., HEINZE, J., RATNIEKS, F.L.W. 2004. Worker policing by egg eating in
the ponerine ant Pachycondyla inversa. Proc. R. Soc. B. 271, 1427-1434 p.

DELLA LUCIA, T.M.C.; FOWLER, H.G.; MOREIRA, D.D.O. 1993. Espécies de

formigas cortadeiras no Brasil. Editora Folha de Vicosa, Vicosa. 262 p.

DELLA LUCIA, T. M. C.; VILELA, E. F. 1993. Métodos atuais de controle e
perspectivas. In: DELLA LUCIA, T. M. C. (Ed.). As formigas cortadeiras. Ed. Folha
Nova de Vicosa, 163-190 p.

DELLA LUCIAT. M. C., PETERNELLI E. F. O., LACERDA F. G., PETERNELLI L.
A. & MOREIRA, D. D. 0., 2003, Colony behavior of Atta sexdens rubropilosa
(Hymenoptera: Formicidae) in the absence of the queen under laboratory conditions.
Behav. Proc., 64: 49-55 p.

DELLA LUCIA, T. M. C. 2011. Formigas Cortadeiras da Biologia ao Manejo. UFV.
421 p.

DIAMOND, J. 2002. Evolution, consequences and future of plant and animal
domestication. Nature, Londres, v.418, n. 6898 700-707 p.

DIJKSTRA, M. B.; BOOMSMA, JJ. 2003. Gnamptogenys hartmani Wheeler
(Ponerinae: Ectatommini): na agropredador of Trachymyrmex and Sericomyrmex fungus-

growing ants. Naturwissenschaften, Berlim, v.90 568-571 p.


http://entobib.unl.edu/cgi-bin/bibt.exe?Author=Della+Lucia,+T.M.C.&Ant+Systematics=Submit+Query
http://entobib.unl.edu/cgi-bin/bibt.exe?Author=Fowler,+H.G.&Ant+Systematics=Submit+Query
http://entobib.unl.edu/cgi-bin/bibt.exe?Author=Moreira,+D.D.O.&Ant+Systematics=Submit+Query

DURINGER, P.; SCHUSTER, M.; GENISE, J.; LIKIUS, A.; MACKAYE, H.;
VIGNAUD, P.; BRUNET, M. 2006. The first fossil fungus gardens of Isoptera: oldest
evidence of symbiotic termite  fungiculture  (Miocene, Chad  basin).
Naturwissenschaften, Berlim, v.93, n.12 610-615 p.

EMERSON, A.E. 1955. Geographical origins and dispersions of termite genera.
Fieldiana Zoology, Chicago, v.37, n. 18 465-521 p.

FARRELL, B.D.; SEQUEIRA, A.S.; O'MEARA, B. C.; NORMARK, B.B.; CHUNG,
J.H.; JORDAL, B.H.2001. The evolution of agriculturenin beetles (Curculionidae:
Scoltytinae and Platypodinae). Evolution, New York, v.55, n.10 2011 p.

FLINT, M. L.; VAN DEN BOSH, R. 1981. Introduction to integrated pest
management. New York, Plenum Press. 85 p.

FOWLER, H.G. 1983. Latitudinal gradients and diversity of the leaf-cutting ants (Atta
and Acromyrmex) (Hymenoptera: Formicidae). Revista de Biologia Tropical, San José,
v.31 213-216 p.

GREEN, A. M; MUELLER, U. G; ADAMS, R. M. M. 2002. Extensive exchange of
fungal cultivars between sympatric species of fungus-growing ants. Molecular Ecology.
Oxford, v.11, n. 2. 191-195 p.

HANADA, R. E.; DE JORGE SOUZA, T.; POMELLA, A. W.; HEBBAR, K. P.;
PEREIRA, J. O.; ISMAIEL, A.; SAMUELS, G. J. 2008. Trichoderma martiale sp. nov., a
new endophyte from sapwood of Theobroma cacao with a potential for biological
control. Mycological Research v. 112, 1335-1343 p.

HANADA, R. E.; POMELLA, A. W.V.; SOBERANIS, W.; LOGUERCIO, L. L.
PEREIRA, J.0O. 2009. Biocontrol potential of Trichoderma martiale against the black-pod
disease (Phytophthora palmivora) of cacao. Biological Control, v. 50, 143-149 p.

HEIM, R. A. 1957. A propos du Rozites gongylophora. Rev. Mycol., 22: 293-299 p.

HERNANDEZ, F. I. L. et al. 2002. Avaliacdo da composicdo de varios alimentos e
determinacdo da cinética ruminal da proteina, utilizando o método de producgdo de gas e

amdnia in vitro. Revista Brasileira de Zootecnia, v.31, n.1, 243-255 p.


http://lattes.cnpq.br/6208942675679254
http://lattes.cnpq.br/3173971868740444

HOLLDOBLER, B; WILSON, E. O. 1990. The ants. Cambridge, Harvard University
Press. 733 p.

HUGHES, W. O. H.,BOOMSMA, J. J. 2004. Genetic Diversity and Disease Resistance
in Leaf-Cutting Ant Societies. Evolution. Vol. 58, No. 6 (Jun., 2004), 1251-1260 p.

LARANJEIRO, A. J.; LOUZADA, R. M. 2000. Manejo de formigas cortadeiras em
florestas. Série Técnica IPEF, Piracicaba, v. 13, n. 33. 115-124 p.

LIMA, C. A, DELLA LUCIA, T. M. C., SILVA, N. A. 2001. Formigas Cortadeiras
Biologia e Controle. Boletim de Extensdo n. 44. Vigosa, UFV.

LOPEZ, E., ORDUZ, S. 2003. Metarhizium anisopliae and Trichoderma viride for
control of nests of the fungus-growing ant, Atta cephalotes. Biological Control. v. n. 2,
June 2003, 194-200 p.

MARIANO, R. DE L.R. 1993. Metodos de selecdo in vitro para o controle
microbioldgico de patogenos de plantas. Reviséo Anual de Patologia de Plantas 1:369-
409 p.

MARICONI, F. A. M. 1970. As sallvas. S8o Paulo, Agrondmica Ceres. 167 p.

MARICONI, F. A. M. 1976. Inseticida e seu Emprego no Combate as Pragas. 1a ed.
Vol. 1. Sdo Paulo, Livraria Nobel, 466p.

MARICONI, F.A.M. 1985. Inseticidas e seu emprego no combate as pragas. 7.ed. Sdo
Paulo: Distribuidora.

MARINHO, M.C.N. 2005. As transformacGes no mundo do trabalho e suas
implicacGes na formacado do executivo. Universidade Catdlica de Goias, Dissertacdo de
Mestrado nao publicada, Mestrado em Psicologia. Goiania, GO.

MAYER, V.E.; VOGLMAYR, H. 2009. Mycelial carton galleries of Azteca brevis
(formicidae) as a multi-species network. Proceedings of the Royal Society B: Biological
Sciences, Londres, v.276, n.1671 3265-3273 p.

MOELLER, A. 1941. As hortas de fungo de algumas formigas sulamericanas. Revista de
Entomologia, Rio de Janeiro, v.1 1-120 p.


http://www.sciencedirect.com/science/journal/10499644
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=PublicationURL&_hubEid=1-s2.0-S1049964400X0076X&_cid=272466&_pubType=JL&view=c&_auth=y&_acct=C000228598&_version=1&_urlVersion=0&_userid=10&md5=e446111e40482fe650fcc991bb006e69

MOLLER, A. 1893. Die pilzgarten einiger stidamerikanischer ameisen. In: Batra, L. R.
(Ed.). 1979. Insect fungus symbiosis, mutualism and commensalism. New York, John
Willey & Sons, 77-116 p.

MOSER, J. C., LEWIS, JR. 1981. Multiple nest queens of Atta texana (Buckley, 1960);
(Hymenoptera: Formicidae). Turrialba 31 (3): 256-257 p.

MUCHOVEJ, J. J., T. M. DELLA LUCIA, AND R.M.C. MUCHOVEJ. 1991.
Leucoagaricus weberi sp. nov. from a live nest of leaf-cutting ants. Mycol. Res. 95:
1308-1311 p.

MUELLER, U. G.; REHNER, A.; SCHULTZ, T. R. 1998. The evolution of agriculture
ants. Science, 281: 2034-2038 p.

MUELLER, U. G.; SCHULTZ, T. R.; CURRIE, C. R.; ADAMS, R. M. M.; MALLOCH,
D. 2001. The origin of the attine ant-fungus symbiosis. Quarterly Review Biol., 76: 169-
197 p.

MUELLER, U.G.; DASH, D.; RABELING, C.; RODRIGUES, A. 2008. Coevolution
between attine ants and actinomycete bacteria: a reevaluation. Evolution, Hoboken, v.62
n.11 2894-2912 p.

PAGNOCCA, F. C. et al., 2001. RAPD analysis of the sexual state and sterile mycelium
of the fungus cultivated by the leaf-cutting ant Acromyrmex hispidus fallax. Mycological
research. Cambridge. v. 105. n. 2. 173-176 p.

PALLADINO, P. 1996. Entomology, ecology and agriculture. The making of scientific

careers in North America. Amsterdam, Harwood Academic Publishers. 115 p.

PEREIRA, J. O.; SOUZA, A. Q. L.; HANADA, R. E. 2007. Diversidade de
Microrganismos Endofiticos de Plantas da Amazénia Brasileira. In: In: Coata-Maia, L;
Malosso, E.; Yano-melo, A . M.. (Org.), ed. Recife. (Org.). Micologia: avancos no
conhecimento. 01 ed. Recife: Sociedade Brasileira de Micologia, v. 01, 141-148 p.

PETRINI, O. 1991. Fungal endophytic of tree leaves. In: Andrews J. and Hirano SS (eds)
Microbial ecology of leaves. Spring Verlag, 179-197 p.


http://lattes.cnpq.br/8499987875894209
http://lattes.cnpq.br/6208942675679254

QUILAN, R. J.; CHERRETT, J. M. 1979. The role of fungus in the diet of the leaf-
cutting ant Atta cephalotes (L.). Ecological Entomology, v. 4, 151-160 p.

RABELING, C.; VERHAAGH, M.; MUELLER, U. 2006. Behavioral ecology and
natural history of Blepharidatta brasiliensis (Formicidae, Blepharidattini). Insectes
Sociaux, Basel, v.53 n.3 300-306 p.

RIBEIRO, S. B. 2000. Caracterizacao de espécies bacterianas encontradas em ninhos
de Atta sexdens L. e isolamento de Streptomyces de formigas da Tribo Attini. Tese
de Doutorado em Ciéncias Bioldgicas (Microbiologia Aplicada), Instituto de Biociéncias
de Rio Claro, Universidade Estadual Paulista.

SALLES, J.F.; GITAHY, P.M.; SKOT, L.; BALDANI, J.I. 2000. Use of endophytic
diazotrophic bacteria as a vector to express the cryA gene from Bacillus thuringiensis.
Brazilian Journal of Microbiology 31:155-161 p.

SAMUELS, G.J. 2004. Trichoderma ovalisporum: A new endophytic species with

potential to control frosty pod rot of cocoa; Mycol. Prog.

SCHULTZ, T.R.; BRADY, S.G. 2008. Major evolutionary transitions in ant agriculture.
Proceedings of the National Academy of Science of the United States of America,
Washington, v.105 n.14 5435-5440 p.

SCHULTZ, T. R.; MEIER, R.A. 1995. A phylogenetic analysis of the fungus-growing
ants (Hymenoptera: Formicidae: Attini) based on morphological characters of the larvae.

Systematic Entomology, New York, v.20 337-370 p.

SILVA, A. 2000. Participacédo do fungo Leucoagaricus gongylophorus na producéo
de enzimas intestinais da formiga Atta sexdens. Dissertacdo de Mestrado em Ciéncias
Biologicas (Microbiologia Aplicada), Instituto de Biociéncias de Rio Claro, Universidade

Estadual Paulista.

SILVA-PINHATI, A. C. O. et al. 2004. Low diversity within sympatric and allopatric
fungal symbiotic with leaf-cutting ants (Attini: Formicidae). Brazilian Journal of
Medical and Biological Research, v.37, 1463-1472 p.



SILVA-PINHATI, A. C. O.; BACCI, J. M.; SIQUEIRA, G.C.; SILVA, A,
PAGNOCCA, C.F.; BUENO, C. O.; HEBLING, J. A. M. 2005. Isolation and
Maintenance of Symbiotic Fungi of Ants in the Tribe Attini (Hymenoptera: Formicidae).
Neotropical Entomology. 34 (1), jan-fev, 1-5 p.

SINGER, R. 1986. The Agaricales in modern taxonomy. 4.ed. Koenigstein, Koeltz
scientific books.

SOUZA, J. A.; SCHUCH, M. W.; SILVA, L. C. 2006. Efeito do tipo de ramo e do
regime de luz fornecido a planta matriz no estabelecimento in vitro de aragazeiro cv.
“Irapud”. Ciéncia Rural, 36:1920- 1922 p.

SOUZA, AQ.L.; SOUZA, AD.L.; ASTOLFI FILHO, S.; PINHEIRO, M.L.B,;
SARQUIS, M.I1.M.; PEREIRA, J.0. 2004. Atividade Antimicrobiana de Fungos Isolados
de Plantas Toxicas da Amazonia: Palicourea Longiflora (Aubl.) Rich e Strychnos Cogens
Bethan; Acta Amazonica 34(2): 185 -195 p.

SOUZA, A.Q.L. 2006. Potencial Genético e Quimico dos endofitos de Murray
paniculata L. (Jack). Tese de doutorado, Universidade Federal de S&o Carlos, Sao
Carlos, SP, Brasil, 128 p.

STAMFORD, N. P.; et al., 2001. Enzyme Concentration Kinetic Model Amylase
Activity Cell Growth Growth Models Growth Rate.

STAMFORD, N.P.; FREITAS, A.D.S.; FERRAZ, D.S.; SANTOS, C.E.R.S. 2002. Effect
of sulphur inoculated with Thiobacillus on saline soils amendment and growth of cowpea

and yam bean legumes. J. Agric. Sci., 139:275-281 p.

STROBEL, G.; YANG, X.; SEARS, J.; KRAMER, R.; SIDHU, R.S.; HESS, W.M. 1996.
Taxol from Pestalotiopsis microspora, an endophytic fungus of Taxus wallachiana.
Microbiology 142, 435 p.

STROBEL, G.A. 2002. Microbial gifts from rain forests; Can J Plant Pathol. 24:14-20
p.

STROBEL, G. A.; DAISY, B. 2003. Bioprospecting for microbial endophytes and their
natural products. Microbiol Mol Biol Rev 67, 491-502 p.


http://www.asterpix.com/tagcloudclick/?id=2422251&url=http%3A//docstoc.asterpix.com/cy/2422251/%3Fq%3D&tag=Stamford%20Et%20Al.,%202001&q=amylase%20kinetic%20parameters&referer=http%3A%2F%2Fwww.docstoc.com%2Fdocs%2F9810940%2FDetermination-of-kinetic-parameters-of-amylase
http://www.asterpix.com/tagcloudclick/?id=2422251&url=http%3A//docstoc.asterpix.com/cy/2422251/%3Fq%3D&tag=Enzyme%20Concentration&q=amylase%20kinetic%20parameters&referer=http%3A%2F%2Fwww.docstoc.com%2Fdocs%2F9810940%2FDetermination-of-kinetic-parameters-of-amylase
http://www.asterpix.com/tagcloudclick/?id=2422251&url=http%3A//docstoc.asterpix.com/cy/2422251/%3Fq%3D&tag=Kinetic%20Model&q=amylase%20kinetic%20parameters&referer=http%3A%2F%2Fwww.docstoc.com%2Fdocs%2F9810940%2FDetermination-of-kinetic-parameters-of-amylase
http://www.asterpix.com/tagcloudclick/?id=2422251&url=http%3A//docstoc.asterpix.com/cy/2422251/%3Fq%3D&tag=Amylase%20Activity&q=amylase%20kinetic%20parameters&referer=http%3A%2F%2Fwww.docstoc.com%2Fdocs%2F9810940%2FDetermination-of-kinetic-parameters-of-amylase
http://www.asterpix.com/tagcloudclick/?id=2422251&url=http%3A//docstoc.asterpix.com/cy/2422251/%3Fq%3D&tag=Amylase%20Activity&q=amylase%20kinetic%20parameters&referer=http%3A%2F%2Fwww.docstoc.com%2Fdocs%2F9810940%2FDetermination-of-kinetic-parameters-of-amylase
http://www.asterpix.com/tagcloudclick/?id=2422251&url=http%3A//docstoc.asterpix.com/cy/2422251/%3Fq%3D&tag=Cell%20Growth&q=amylase%20kinetic%20parameters&referer=http%3A%2F%2Fwww.docstoc.com%2Fdocs%2F9810940%2FDetermination-of-kinetic-parameters-of-amylase
http://www.asterpix.com/tagcloudclick/?id=2422251&url=http%3A//docstoc.asterpix.com/cy/2422251/%3Fq%3D&tag=Growth%20Models&q=amylase%20kinetic%20parameters&referer=http%3A%2F%2Fwww.docstoc.com%2Fdocs%2F9810940%2FDetermination-of-kinetic-parameters-of-amylase
http://www.asterpix.com/tagcloudclick/?id=2422251&url=http%3A//docstoc.asterpix.com/cy/2422251/%3Fq%3D&tag=Growth%20Rate&q=amylase%20kinetic%20parameters&referer=http%3A%2F%2Fwww.docstoc.com%2Fdocs%2F9810940%2FDetermination-of-kinetic-parameters-of-amylase

SUMNER, S.; HUGHES, W. O. H.; PEDERSEN, J. S.; BOOMSMA, J. J. 2004. Ant
parasite queens revert to mating singly. Nature 428, 35-36 p.

SUTO, S.S.; KANDA, A.; SUZUKI, F.;SATO, S.;TAKATA, T.; TATSUKA, M. 2002.
Aurora-B Regulates RNA Methyltransferase NSUN2.

TONHASCA, A. JR.; BRAGANCA, M. A. L.; ERTHAL JR, M. 2001. Parasitism and
biology of Myrmosicarius grandicornis (Diptera, Phoridae) in relationship to its host, the
leaf-cutting ant Atta sexdens (Hymenoptera, Formicidae). Insectes Sociaux 48: 154—158
p.

VILELA, E.F. 1986. Status of leaf-cutting ant control in forest plantations in Brazil. In:
Lofgren, C.S.; Vander Meer, R.K., eds. Fire ants and leaf-cutting ants biology and
management. Boulder, CO: Westview Press: 399-408 p.

VILELA, N.J.; RIBEIRO, C.S.C.; MADAIL, J.C.M. 2008. Eficiéncia técnico-
econdmico de quatro sistemas de producdo de pimentas Capsicum. Brasilia: Embrapa

Hortalicas, 7p. (Embrapa Hortalicas. Comunicado Técnico, 56).

VO, T.L.; MUELLER, U.G.; MIKHEYEV, A.S. 2009. Free-living fungal symbionts
(lepiotaceae) of fungus-growing ants (Attini: Formicidae). Mycologia, Lawrence, v.101
n.2 206-210 p.

WEBER, N.A. 1958. Evolution in fungus-growing ants. In: Becker, E. C. (Ed.).
Proceedings of the Tenth International Congress of Entomology, Montreal, August
17-25, 1956. Ottawa, 1055 p; Mortimer Ltd., v.2 459-473 p.

WEBER, N.A. 1966. Fungus-growing ants. Science, 153: 587-604 p.

WEBER, N.A. 1972. The Attines: the fungus-culturing ants. American Scientist,
Research Triangle Park, v.60, 448-456 p.

WEBER, N.A. 1979. Fungus culturing by ants. In: Batra, L. R. (Ed.). Insect -fungus

symbiosis, mutualism and commensalism. New York: John Willey & Sons.

WEBER, N. A. 1982. Fungus ants. In: Hermann, H. R. (Ed.) Social Insects. New York:
Academic Press, 255-363 p.



WICKLOW, D.T. 1988. Metabolites in the coevolution of fungal chemical defence
systems. In: Pyrozinski, K. A.; Hawksworth, D. L. (Eds). Coevolution of fungi with
plants and animals. London: Academic Press 173-201 p.

WILSON, E. O. 1971. The insect societies. Cambridge, Harvard University Press. 548 p.

WILSON, L.T.; GUTIERREZ, A.P.; HOGG, D.B. 1982. Within-plant distribution of
cabbage looper, Trichoplusia ni (Hibner) on cotton: development of a sampling plan for
eggs. Environmental Entomology, Lanham, v.11, 251-254 p.

WITTE, V.; MASCHWITZ, U. 2008. Mushroom harvesting ants in the tropical rain
Forest. Naturwissenschaften, Berlim, v.95 n.11 1049-1054 p.

ZAMBOLIM, L. 1999. Manejo Integrado de Pragas e Doencas, UFV. 147 p.

ZHANG, H.W.; SONG, Y. C.; TAN, R. X. 2006. Biology and chemistry of endophytes.
Nat Prod Rep 23, 753-771 p.



2-ISOLAMENTO, PURIFICACAO, IDENTIFICACAO E CONSERVACAO DE
MICRORGANISMOS ASSOCIADOS AO JARDIM DE FUNGOS SIMBIOTICOS
DAS FORMIGAS CORTADEIRAS Atta sexdens

RESUMO

As formigas cortadeiras (Atta sp. e Acromyrmex sp.) sdo consideradas importantes
pragas na agricultura devido ao habito de cortar pequenos pedacos de vegetais para
alimentacdo de seus fungos simbiontes. Estas formigas apresentam uma sofisticada
divisdo de trabalho durante o forrageamento, cultivo do jardim de fungos e devolucdo dos
materiais forrageados. Mas pouco se sabe sobre 0s microrganismos que participam desse
processo, formando a esponja do jardim de fungos simbiontes. Dentro dessa abordagem,
este trabalho teve por objetivo realizar o isolamento, purificacdo, identificacdo e
conservacdo dos microrganismos associados ao jardim de fungos das formigas
cortadeiras Atta sexdens em alguns formigueiros localizados no estado do AM. Para isto,
foram coletadas treze colbnias de formigas com aproximadamente cinco meses de
existéncia, contendo todas as castas (rainha, machos, soldados e operarias), as quais
foram encaminhadas ao laboratério de Microrganismos LABGEMMA da Universidade
Federal do Amazonas — UFAM, onde foram realizados procedimentos de assepsia do
material e inoculados pequenos fragmentos da esponja de fungos em meio de cultura
BDA (Batata dextrose Agar) e Pagnocca (PAGNOCCA et al., 1996). Apds um periodo de
aproximadamente sete dias, foram obtidas culturas de col6nias monospdricas dos
microrganismos e microcultivos que possibilitaram observaces macroscopicas e
microscopicas das coldnias de fungos. Em seguida, os fungos purificados foram
conservados em método segundo Castellani (1939); glicerol a 15%, e tubos de ensaio
com meio inclinado coberto por 6leo mineral. Foi realizada ainda a extracdo de DNA dos
principais microrganismos isolados para a identificacdo molecular por meio da PCR e 0
sequenciamento do DNA. A partir do isolamento deste jardim de fungos associados as
formigas cortadeiras, identificou-se por meio de estudos macroscopicos € microscopicos
0s seguintes fungos: Leucoagaricus gongylophorus, Trichoderma sp., Aspergillus sp.,

Leveduras e Bactérias gram negativas e positivas. A identificacdo por meio de métodos



moleculares revelou a presenca de L. gongylophorus; Bionectria ochroleuca; A. flavus;

T. longibrachiatum; Fusarium solani e Leveduras.



2. INTRODUCAO

Poucos animais apresentam capacidade de cultivar seu préprio alimento. Algumas
linhagens de insetos, entre elas, formigas, cupins e besouros, hd aproximadamente 50-60
milhdes de anos, desenvolveram a capacidade de cultivar fungos para alimento. Alguns
destes insetos tornaram-se dependentes do cultivo para alimento e desenvolvem uma
sociedade de cooperagdo com tarefas divididas, que os tornam ecologicamente muito
importantes (MUELLER, GERALDO, 2002). Em alguns destes grupos de insetos, o
consumo de fungo é a principal fonte de alimento, em outros, os fungos apenas
complementam a dieta (MUELLER et al., 2001).

Esta dependéncia de fungos como principal fonte de alimento ocorreu duas vezes
em formigas (Formicidae) (MUELLER et al., 2001); no monofilético grupo formado por
formigas da tribo Attini (Myrmicinae: Formicidae: Hymenoptera) (SCHULTZ, MEIER,
1995; BRANDAO, MAHYE-NUNES, 2001), que sdo dependentes obrigatorias dos
fungos que cultivam para alimento (WEBER, 1972; HOLLDOBLER, WILSON, 1990); e
nas formigas Megalomyrmex silvestrii (Myrmicinae, tribo Solenopsidini), que sao
parasitas sociais de formigas da tribo Attini e que consomem os fungos cultivados por
atineos hospedeiros (BRANDAO, 1990; ADAMS et al., 2000).

A tribo Attini compreende mais de 200 espécies, distribuidas em 16 géneros
(SCHULTZ, MEIER, 1995; BRANDAO, MAHYE-NUNES, 2001). Estas formigas sio
herbivoras dominantes na regido Neotropical, entre as latitudes 12° N e 33° S (WEBER,
1979; HOLLDOBLER, WILSON, 1990), com grande concentracdo de espécies na regido
Amazonica (MUELLER et al.,, 2001). Esta dominancia é resultado da integracédo
metabolica entre os simbiontes (MARTIN, 1970; BASS, CHERRETT, 1995; NORTH et
al., 1997; SIQUEIRA et al., 1998) estabelecida durante os milhGes de anos de co-
evolucao.

Tradicionalmente, a tribo Attini é subdividida em: um grupo monofilético
derivado, denominado atineos superiores, estando incluidas as formigas cortadeiras de
folhas do género Atta e Acromyrmex e também as ndo cortadeiras Trachymyrmex e
Sericomyrmex; e um grupo parafilético, chamado de atineos primitivos, incluindo as
formigas mais basais (MUELLER et al., 2001).



As formigas pertencentes aos géneros considerados basais sdo caracterizadas por
apresentarem colbnias de tamanho muito pequeno; uma excecdo é somente 0 género
Myrmycocripta, que apresenta coldnias maiores. Em contraste, os atineos derivados
apresentam grandes colonias, sendo o género Atta o que apresenta 0s maiores ninhos
dentro da tribo (HOLLDOBLER, WILSON, 1990).

Os ninhos de atineos consistem de formigas e jardins de fungos que s&o
encontrados em uma ou mais cameras, dependendo do género. O jardim de fungo €
composto por hifas de fungos e normalmente dominado por um unico clone de fungo
simbionte (HOLLDOBLER, WILSON, 1990; WEBER, 1972).

As formigas fornecem aos fungos substratos predominantemente de origem
vegetal (HOLLDOBLER, WILSON, 1990). Os formigas das espécies dos géneros
Acromyrmex e Atta cortam folhas frescas e tém recebido atencdo especial dos
pesquisadores devido aos danos causados a plantas silvestres e cultivadas (MAYHE-
NUNES, 1995). Os demais atineos cultivam fungos sobre fezes de animais, carcacas de
insetos e, principalmente, material vegetal em decomposicdo (WILSON, 1971,
HOLLDOBLER, WILSON, 1990, MAYHE-NUNES, 1995).

Fungos e formigas se beneficiam com a relacdo simbiotica; os fungos séo
utilizados na dieta das formigas que, por sua vez, fornecem aos fungos substratos para
crescimento e protecdo contra parasitas e competidores (QUILAN, CHERRETT, 1977;
CURRIE, STUART, 2001).

O mutualismo entre fungos e formigas vai além destes dois organismos, sendo
muito mais complexo do que se supunha inicialmente. Em trabalhos recentes, foram
identificadosdois simbiontes adicionais de atineos: um fungo parasita do género
Escovopsis (CURRIE et al.,, 1999a; CURRIE, 2001) e uma bactéria filamentosa
(actinomiceto) do género Pseudonocardia que é cultivada na superficie do corpo das
formigas (CURRIE et al, 1999b) e produz um antibidtico que inibe o crescimento de
Escovopsis (CURRIE, 2001). A associacdo formiga fungo-parasita-bacteria € uma das
mais complexas associa¢des simbidticas que pode ser encontrada na natureza (CURRIE
et al, 2003).

A origem da tribo Attini é obscura pelo fato de todas as representantes serem

cultivadoras obrigatorias de fungos, ndo existindo qualquer associa¢do facultativa entre



atineos e fungos que possa refletir o estagio primitivo desta associagdo. Mesmo 0s
parentes mais proximos dos atineos ndo apresentam associacao facultativa com fungos,
podendo sugerir uma rapida transi¢do evolucionéria do ancestral cacador para a formiga
cultivadora de fungos (MUELLER, 2002; MUELLER et al., 2001; DINIZ et al, 1998).

E dificil determinar a natureza desta associagdo e 0 passo evolucionario tomado
durante a formagdo da associacdo original, devido ao enorme tempo e diversificacdo
desde a origem do cultivo de fungos por formigas (MUELLER, 2002). Existem dois
principais modelos para a origem da fungicultura: o tradicional, sendo que,
primeiramente, por acidente um fungo cresce em ninhos de formigas tornando-se parte da
sua dieta (consumo), em seguida as formigas desenvolvem a capacidade de cultivar os
fungos adicionando substratos (cultivo) e, em um ultimo estagio, os fungos sao
transmitidos do ninho de origem para os descendentes (transmissédo) (WEBER, 1972a); e
0 modelo alternativo, no qual inicialmente as formigas dispersam fungos especializados
(transmisséo), em seguida as formigas incorporam estes fungos em sua dieta (consumo) e
desenvolvem a capacidade de cultiva-los adicionando substratos (MUELLER et al.,
2001).

Sete hipoteses séo propostas e cada uma mostra um diferente substrato (ou forma)
que o ancestral de atineos pode ter utilizado durante a transicdo de formigas cacadoras
para cultivadoras: 1) sementes, 2) paredes dos ninhos, 3) madeira podre, 4) micorriza, 5)
corpo de artropodes, 6) fezes de formigas e 7) pellet infrabucal (MUELLER et al., 2001).

No modelo tradicional, observa-se que quem dirigiu 0 mecanismo originario do
mutualismo foi a formiga, comecando a cultivar o fungo em um dos seis substratos
descritos acima (dependendo da hipdtese) e, portanto este foi domesticado passivamente,
tornando-se parte da dieta das formigas.

O modelo alternativo sugere que a associacdo entre fungos e formigas pode ter
sido controlada por fungos que utilizaram as formigas para dispersar esporos ou micélios,
através do “pellet” infrabucal, e s6 depois serviu como componente da dieta das formigas
(MUELLER et al., 2001).

Todavia, ainda ndo esta claro se a fungicultura em atineos surgiu de um ancestral
micofagico ou de um sistema de fungos utilizando formigas como vetor (MUELLER et
al., 2001; MUELLER, GERALDO, 2002). No entanto, a fungicultura se originou uma sé



vez em cada grupo como descrito por CHAPELA, et al., (1994) e MUELLER et al.,
(1998).

2.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1.1 Morfologia e estrutura dos fungos

Os fungos séo seres eucarioticos, heterotréficos, que ndo sintetizam clorofila,
portanto ndo fazem fotossintese, ndo armazenam amido como material de reserva e sim
glicogénio e ndo tém celulose na parede celular, com excecédo de alguns fungos aquaticos.
S&o ubiquos, podendo ser encontrados no ar, solo, agua, vegetais e animais (GRIFFIN,
1994; DEACON, 1997).

Do ponto de vista morfologico, distinguem-se em leveduras e bolores
(MARKHAM, 1994). Essa distincdo ndo tem valor taxondémico, pois ambas as formas

podem ser encontradas num mesmo grupo de fungos (SIEVERS et al., 1999).

As leveduras sdo geralmente unicelulares, de forma esférica, eliptica ou
filamentosa. O tamanho varia de 1 a 5um de didmetro a 5-30um de comprimento
(MOORE-LANDECKER, 1996).

Os bolores séo constituidos por células multinucleadas (cendcitos), que formam
tubos chamados hifas; ao conjunto de hifas da-se o nome de micélio. As hifas podem ser

continuas ou septadas.

A célula fangica (leveduras e bolores), tem membrana citoplasmatica lipoprotéica,
cuja funcdo principal é regular as trocas com o0 meio ambiente. Possui uma parede celular
rigida, que confere resisténcia as pressdes osmoéticas e mecanicas. Sua natureza é
polissacaridica em maior proporcdo, contendo também proteinas e lipideos. No
citoplasma encontram-se, além dos componentes usuais em solucdo, vacuolos,
mitocéndrias, reticulo endoplasmatico, ribossomas e material de reserva (gorduras e
carboidratos) (BUZZINI e MARTINI; 1999). O nucleo, tipicamente eucariotico, contém



nucléolo, varios cromossomas e histonas envoltos por uma membrana nuclear (CHEN e
JOHNS, 1993).

Os esporos dos fungos tém uma importancia toda especial, pois além de serem a
forma mais frequente de reproducdo, sdo os principais veiculos de disseminacdo. Os
esporos podem ter origem assexuada e sexuada. A maneira pela qual se formam e se
dispdem, constitui elemento importante na identificacdo, particularmente nos bolores
(CARLILE e WATKINSON, 1994), podendo ser reconhecidos como: Conideos —
Células isoladas ou em cadeias, localizadas na extremidade de uma hifa, o conidi6foro,
frequentemente se originando de uma célula especial, o0 esterigma; em outros casos,
originam-se por brotamento do conidiéforo; Esporangiosporos — Esporos localizados no
interior de um saco denominado esporéangio, formado na extremidade de uma hifa;
Artroconideos — Resultam simplesmente da fragmentacéo de uma hifa; Clamidoconideos
— Formados por uma célula qualquer do micelio, em torno da qual se desenvolve uma

parede espessa. SA0 mais resistentes que 0s outros tipos de esporos.

Na reproducdo sexuada, os esporos sdo formados pela unido de duas células e
fusdo de seus nucleos seguida de divisdo, o0 que produz um namero variavel de células.
Ha, também, varios tipos conforme segue: Ascosporos — Os esporos formados, em
namero de oito, ficam contidos no interior de um saco, ou asco, formado pela parede
resultante da fusdo das duas células iniciais; Oosporos — Formados pela fusdo de uma
célula masculina pequena com uma célula femenina grande; Basidiosporos — Esporos
formados na extremidade de células especiais chamadas basideos; Zigosporos —

Consequentes da fusdo de duas células idénticas.

2.1.2 Crescimento microbiano

As necessidades nutritivas dos microrganismos sdo as mesmas que as de todos os
seres Vvivos, que, para renovarem seu protoplasma e exercerem suas atividades, exigem

fontes de energia e fontes de material plastico.



Em sistemas bioldgicos, 0 aumento da massa resultante de um acréscimo
ordenado de todos os componentes de protoplasma considera-se como crescimento
microbiano (PROSSER, 1995). O padrdo de crescimento dos fungos depende da
morfologia que apresentam. Assim, nos fungos levuriformes, o crescimento se produz por
aumento isodiamétrico do tamanho da célula, seguido por divisdo celular, o que
consequentemente, produz um incremento da populacdo (além de sua biomassa)

constituindo, assim, um processo reprodutivo (GROVE et al., 1970).

Nos fungos com uma morfologia filamentosa de crescimento e com um talo
cenocitico, ndo micelial (p. ex., Blastocladiales), o crescimento se produz por aumento
celular, diviséo celular e sintese de protoplasma. Finalmente, os fungos filamentosos com
micélio verdadeiro crescem por uma combinacdo de aumento de divisdes celulares, mas
se diferenciam do que ocorre nos levuriformes, porque esse crescimento ndo € um
processo reprodutivo, ja que ndo implica aumento do tamanho da populacdo (DAWES,
1999).

Tomando como exemplo as leveduras, a duplicacdo da populacdo ocorre
principalmente por gemacao, tipo de divisdo assincronica e assimétrica, que implica a
formacdo de uma célula-mée e de uma gema, distinguiveis fisicamente; a gema cresce até
alcancar, aproximadamente, o tamanho da célula-mée e, nesse momento, se separa dela
(JENNINGS, 1992).

Dessa maneira, uma populacdo de leveduras em crescimento tem uma distribuicdo
permanentemente variavel da idade de suas células. A presenca das células-mae de
cicatrizes da gema, uma por gema formada, indica a quantidade de células-filhas
produzidas pela célula-mde. Em condi¢cdes oOtimas, as leveduras podem duplicar
tipicamente a biomassa em 90-120 minutos, mas quando as condicdes sdo contrarias (p.
ex., esgotamento de nutrientes), tal duplicacdo ocorre em 6-7 horas (COOKE e WHIPPS,
1993).

Sob certas condigdes de crescimento e associadas as diferentes etapas do ciclo de
vida, em Saccharomyces cerevisiae, as gemas nao se separam da célula-mae e formam

longas cadeias ramificadas de células, o pseudomicélio (2n) ou micélio invasivo (n). O



crescimento na forma de pseudomicélio € comum em determinadas leveduras patogénicas
(DAWES, 1999).

Nos fungos que produzem hifas, o crescimento se produz por alongamento das
células e ramificacdo das hifas que crescem sobre o meio que serd colonizado. O
crescimento ocorre na extremidade da hifa (crescimento apical) por formagdo de septos
(exceto no caso de fungos com hifas cenociticas) de forma tal que cada compartimento
hifal retém sua integridade e tem uma idade relativa em relacdo aos demais (CARLILE,
1994).

Dependendo da interacdo do ambiente fisico-quimico e do genoma do fungo, o
micélio pode ser longo e difuso, ou curto e muito ramificado ou pode ocorrer uma

mistura dos dois.

As hifas tém forma cilindrica e vao se afinando até a regido distal, constituindo a
ponta da mesma, que se caracteriza por um contorno arredondado nos ultimos 50-100 pm
da hifa (DAWES, 1999).

O crescimento hifal é considerado um crescimento em extensdo e esta restrito ao
extremo da hifa, que se expande continuamente devido a chegada de novo material
celular, que € transportado até a ponta por correntes citoplasmaticas sendo sintetizado nas

zonas subapicais do micélio com capacidade de crescimento (JENNINGS, 1992).

2.1.3 Associacao fungos e insetos

Os insetos sdo 0s organismos de maior sucesso sobre a Terra, em parte, por causa
da capacidade de se alimentar de uma ampla variedade de dietas (ISHIKAWA, 2003).
Muitas dessas dietas apresentam deficiéncias nutricionais que, em parte, podem ser
supridas por microrganismos (TAMAS et al., 2002). Assim, 0os microrganismos durante
milhdes de anos de evolucdo influenciaram o desenvolvimento e a sobrevivéncia dos
insetos, quer servindo de alimento, quer fornecendo vias metabdlicas novas; 0s insetos,
por sua vez, permitiram a disseminagdo desses microrganismos (BERENBAUM, 1988;
WERNEGREEN, 2004; SCHULTZ et al., 2005).



O termo simbiose foi utilizado pela primeira vez por Anton Bary, em 1879, para
definir uma associacdo intima entre organismos de diferentes espécies, normalmente
entre um hospedeiro e um microrganismo (RIO et al., 2003). Apesar de a simbiose
representar todas as relacbes do parasitismo até o mutualismo, o termo é normalmente
utilizado para relagdes onde ha beneficio matuo.

Muitos microrganismos estdo envolvidos no processamento alimentar dos insetos.
Por exemplo, insetos que se alimentam de dietas de dificil digestdo por causa da presenca
de moléculas complexas (BREZNAK e BRUNE, 1994; CAZEMIER et al., 2003), dietas
com deficiéncias nutricionais, como o floema, deficiente em lipidios e aminoécidos
essenciais, e sangue, pobre em varias vitaminas do complexo B (RAINEY et al., 1995;
ADAMS e DOUGLAS, 1997; BYRNE et al., 2003). Outros microrganismos S&o
necessarios para deseintoxicacdo do material vegetal e mesmo na defesa do inseto contra
invasbes de patogenos e ataque de parasitoides (OLIVER et al., 2003; DILLON e
DILLON, 2004). Os microrganismos podem estar presentes tanto interna como
externamente ou manter ou ndo uma relagdo complexa com o hospedeiro, mas a maioria
das relagdes ecoldgicas entre microrganismos e insetos € construtiva (ALVES, 1998).

As relacdes simbioticas nutricionais em varias ordens de insetos desenvolveram-
se independentemente com diferentes tipos de microrganismos. Alguns grupos de insetos
desenvolveram sistemas de cultivo onde o simbionte fingico é mantido externamente
servindo de alimento para o inseto (ectossimbiose). Outros grupos mantém relaces mais
intimas carregando os simbiontes internamente (endossimbiose); esses simbiontes podem
ainda estar presentes no limen do intestino na forma livre, os extracelulares, ou dentro de
células especializadas, os intracelulares (STEVENS et al., 2001; DILLON e DILLON,
2004; WERNEGREEN, 2004).

2.1.4 Simbiontes externos — Os insetos que cultivam fungos

Ha milhdes de anos, insetos pertencentes a trés ordens distintas Isoptera,
Hymenoptera e Coleoptera, desenvolveram a habilidade de cultivar fungos especificos
como alimento. Dois desses grupos de insetos “fazendeiros” ficaram dependentes das
colheitas cultivadas e desenvolveram sociedades divididas em castas que cooperam em
sistemas de cultivo complexos (MUELLER e GERALDO, 2002).



Esses fungos sdo cultivados sob condicbes especificas, nas quais 0s insetos
associados regulam o crescimento dos fungos em jardins especialmente preparados,
permitindo o desenvolvimento controlado e sadio. Na falta desses insetos, os jardins sdo
rapidamente tomados por contaminantes microbianos, caracterizando-se assim uma
relacdo de interdependéncia entre os fungos e os insetos. Os insetos associados também
previnem a ocorréncia de acaros e nematoides, invasores comuns que contaminam 0s
jardins com esporos de outros fungos (CURRIE et al., 1999; CURRIE, 2001; FARRELL
et al., 2001).

A simbiose com fungos permitiu as formigas, térmitas e besouros-das-ambrosias
ocuparem nichos com recursos abundantes, mas que se encontravam inacessiveis. Assim,
em suas complexas inter-relagdes com seus simbiontes, esses insetos desempenham papel
importante em seus ecossistemas e em alguns casos séo considerados pragas importantes
nos sistemas agricola-florestais (MUELLER e GERALDO, 2002).

2.2 MATERIAL E METODOS
2.2.1 Coleta e manutencao dos insetos em laboratorio.

Treze coldnias (com idade maxima de 5 meses) da espécie Atta sexdens, foram
coletados nos meses de junho e julho de 2009, no municipio de Manaus, AM e
transportados para o Laboratdrio de Entomologia e Acarologia Agricola, da Universidade
Federal do Amazonas, UFAM. Nesta fase do desenvolvimento, os ninhos apresentam
uma Unica camara de fungos de aproximadamente 10 a 15 cm de diametro, localizada a

poucos centimetros da superficie, facilitando sua escavacdao (AUTUORI, 1950).

Os ninhos foram escavados de modo a minimizar o contato com particulas de solo e
a desestruturacao das esponjas (jardim de fungos), evitando-se que a terra se depositasse
sobre as mesmas. Os ninhos foram acomodados em recipientes de plastico transparente,
recebendo agua, alimento e outros cuidados. Os recipientes (Figura 4B) permitem a
observacdo do seu interior e garantem uma boa circulacdo das operérias e aeracdo do

sistema. A alimentacgéo foi basicamente de folhas novas de laranjeira (Citrus sinensis L.)



e mangueira (Mangifera indica L). Apo6s a estabilizagdo dos formigueiros, por um

periodo de dez dias, iniciaram-se 0s experimentos.

Figura 4 — A — Coleta dos ninhos; B- Recipiente onde foram acomodados 0s ninhos das
formigas cortadeiras A. sexdens. Fonte: Gonzaga, 2009.

2.2.2 Isolamento dos microrganismos

Os recipientes contendo os ninhos foram conduzidos para o Laboratorio de
Genética de Microrganismos (LAGEM) onde foi realizado o isolamento dos
microrganismos presentes no jardim de fungos (Figura 5). Para o isolamento, fragmentos
dos jardins (esponjas) foram imersas em agua destilada autoclavada por um minuto,
etanol 70% por um minuto, hipoclorito de sédio (NaOCI) 3% por um minuto, novamente
lavados em etanol 70% por 30 segundos e por ultimo em &gua destilada esterilizada.
ApOls esse processo de assepsia foram retirados fragmentos do fungo simbionte e
transferidos para placas de Petri contendo diferentes meios de cultura (BDA - Batata
Dextrose Agar e Pagnocca - glucose 10g, cloreto de sodio 5g, bacto peptona 5g, extrato
de malte 10g, agar 15g, agua destilada 1000mL). Também foi isolado o fungo
diretamente do formigueiro, transferindo-se pequenos fragmentos das esponjas para placa
de Petri com o meio de cultura BDA e Pagnocca (PAGNOCCA et al., 1996). As placas
de cultivo foram transferidas para estufa tipo B.O.D (Biological Oxygen Demand) a

26°C. Apobs 7 dias, efetuou-se o indculo, transferindo-se fragmentos de agar contendo



hifas, para novas placas contendo meio de cultura BDA e Pagnocca, para realizar a

purificacéo.

Algumas bactérias que cresceram mesmo na presenca de antibidtico foram
isoladas e purificadas pela metodologia de esgotamento com estrias cruzadas foram
crescidas em 1mL de caldo nutriente por 24h e depois, acrescido 150uL de glicerol. Ap6s
esta etapa, as bactérias foram conservadas a -20°C. Outra forma de conservagéo foi em
meio de cultura nutriente soft, onde as bactérias foram inoculadas com o auxilio de uma

agulha de platina, incubadas por 24h, a 26°C e depois lacradas e conservadas a -4°C

Gonzaga, AD Gonzaga, AD

Figura 5 — Isolamento dos microrganismos presentes no jardim de fungos associados das

formigas cortadeiras.

2.2.3 ldentificagdo dos microrganismos

Para a identificacdo dos fungos esporulantes presentes no formigueiro (jardim de

fungos simbiontes) realizaram-se microcultivos. Observa¢Ges macroscépicas da coldnia



(crescimento, coloragdo, textura e pigmento) e microscopicas das estruturas vegetativas e

reprodutivas (hifas, gongilideos, conidios e conidioforos) foram realizadas.

2.2.4 Obtencao de col6nias monosporicas

Todos os fungos isolados do formigueiro (jardim de fungos simbiontes) foram
submetidos aos procedimentos de cultivos a fim de se obter uma nova colbnia a partir de
um Unico esporo. Para tal, utilizou-se a técnica de diluicdo seriada seguida de
plagueamento de acordo com o protocolo de AZEVEDO e COSTA (1973). Apo6s as
diluicdes, 50 pL das suspensdes 102, 10™ e 10° foram plaqueadas em triplicata, em meio
BDA e apo6s dois dias, foi selecionada uma colbnia oriunda de um Unico conidio. As
placas contendo a cultura pura, foram armazenadas em estufa B.O.D a 26°C até o

crescimento e esporulacdo para posterior conservagao.

2.2.5 Conservacgao dos microrganismos

Os isolados utilizados no presente trabalho foram conservados por meio de 3
processos: (1) método segundo CASTELLANI (1939); (2) metodo do glicerol a 15%,
onde a solugdo de esporos foi armazenada e conservada a -20°C e (3) método dos tubos
de ensaio com meio inclinado coberto por 6leo mineral, onde ap6s o crescimento do
fungo e sua esporulacdo, foi acrescido 6leo mineral até que toda a col6nia fique submersa

e estes foram mantidos a temperatura ambiente.

2.2.6 Extracdo de acidos nucléicos para identificagdo molecular dos fungos

A extracdo de DNA dos fungos foi realizada conforme o protocolo utilizado por
SOUZA (2006), com algumas modificagdes:
1. Triturar o micélio filtrado em nitrogénio liquido e transferir 200mg do p6 para

microtubos de 2mL;



2. Adicionar 1mL de tampdo de extragdo (CTAB - Tris 2,42g; NaCl 8,2g; EDTA
0,74g; Agua mili-Q 100 mL), misturar suavemente e incubar em banho-maria
a 65°C por 30 minutos;

3. Resfriar os tubos no gelo, adicionar 200puL de clorofil (Cloroférmio e alcool
isoamilico na proporcao 24:1), misturar bem, centrifugar a 12.000 rpm por 2
minutos;

4. Remover a fase aquosa e transferir para outro tubo limpo. Adicionar 500uL de
clorofil e agitar suavemente. Centrifugar a 12.000 rpm por 3 minutos;

5. Transferir a fase aquosa para outro tubo limpo. Adicionar 600uL de
isopropanol ou etanol (a -20°C), homogeneizar (gentilmente), deixar
precipitando a -20°C, por, no minimo, 60 minutos. Centrifugar a 12.000 rpm
por 3 minutos.

6. Descartar o sobrenadante e adicionar ao sedimento 1mL de etanol (70%) e
deixar agir durante 5 a 10 minutos. Repetir o procedimento mais uma vez e
adicionar 1mL de etanol (95%) durante 2 a 3 minutos.

7. Centrifugar a 12.000 rpm por 5 minutos, descartar o sobrenadante e secar o
sedimento invertendo-se o tubo sobre um papel autoclavado por mais ou
menos 30 minutos.

8. Dissolver o sedimento em 50uL de tamp&o TE (Tris base 108g; Acido Borico
559; EDTA 7,49; Agua destilada 1.000mL).

2.2.7 Reacdo de Polimerizacédo em Cadeia (PCR)

A partir dos “primers” descritos por WHITE et al. (1990) para a regido ITS-1 do
rDNA, as reacOes foram realizadas nas seguintes condigdes: desnaturagdo inicial a 94°C
por 2,5 min; seguida de 40 ciclos de 15 seg de desnaturacdo a 94°C; 30 seg de
anelamento a 58°C e 1,5 min de extensdo a 72°C, concluindo com 10 min de extens&o
final a 72°C.

O produto da PCR foi conferido por eletroforese em gel de agarose 1,5%, corado

com gel blue green e visualizado sob luz ultravioleta.

2.2.8 Reacdo de sequenciamento e analise das sequéncias obtidas



Todas as amostras foram sequienciadas com os primers das regides ITS-1 e ITS-2
e seus complementares. Para as reag0es de seqiienciamento, foram feitas reacGes de
10uL, contendo 5,0 puL do produto da reagdo, 2,0ul de “DYEnamic ET Dye Terminator
Cycle Sequencing Kit for Mega BACE (Amersha Biosystems)”, e 10 pmoles de cada
iniciador senso (“forward”) e anti-senso (“reverse”). Os produtos das reacOes de
seqlienciamento foram lidos por sequenciador automatico, nos dois sentidos de leitura,
para maior garantia e fidelidade da analise.

As sequiéncias foram comparadas com a sua fita complementar e confrontadas,
por meio do BLAST, com sequéncias ja& depositadas no GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

2.3 RESULTADOS E DISCUSSOES

A partir do jardim de fungos associados as formigas cortadeiras, foram isolados
seis microrganismos, representados por fungos filamentosos mitospdricos (Trichoderma
sp., Aspergillus sp.), basidiomiceto (Leucoagaricus gongylophorus) Leveduras e

Bactérias gram negativas e positivas, que cresceram mesmo na presenca de antibioticos.

WHEELER (1907), BROWN JUNIOR (1966); WEBER (1969) descreveram
também estes mesmos microrganismos fazendo parte dos jardins de fungos associados as
formigas cortadeiras. A literatura registra ainda a presenca de Leucoagaricus weberi;
Escovopsis weberi (MUCHOVE] et al., 1991) e Escovopsis aspergilloides (SEIFERT et
al., 1995) e Actinomicetos da familia Pseudonocardiaceae CURRIE et al. (1999, 2003),

como sendo também microrganismos encontrados associados a estas formigas.

Estudos bioquimicos e micromorfologicos confirmam que os fungos simbiontes
de Attini sdo basidiomicetos, os quais estdo divididos em trés grupos: G1- inclui os
fungos cultivados pelos géneros Atta, Acromyrmex, Trachymyrmex e Sericomyrmex;
Gnico grupo que possui gongilideos; G2- cultivados pelas espécies morfologicamente
derivadas do género primitivo Apterostigma, possuem abundantes grampos de conexao e
hifas aéreas extremamente alongadas, que em algumas espécies servem como protecao

aos ninhos; G3- cultivados pelos géneros Cyphomyrmex, Mycetosorites, Mycetophylax,


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Mycocepurus, Mycetarotes e Myrmecocrypta, sdo relativamente mais heterogéneos, com
alguns exemplares mais proximos ao grupo G1, enquanto outros estdo mais relacionados
a espécies de basidiomicetos ndo domesticados pelas formigas (CHAPELA et al., 1994).
Posteriormente estes fungos foram identificados com auxilio de ferramentas
moleculares (tabela 2) para a confirmacdo da espécie, segundo a metodologia encontrada
no item 2.2.8. Os resultados do seqiienciamento de DNA indicaram a presenga de:
Leucoagaricus gongylophorus; Bionectria ochroleuca; Aspergillus flavus; Trichoderma
longibrachiatum; Fusarium solani e Leveduras como 0s microrganismos associados as

formigas (Figura 6).

Figura 6 — Microrganismos isolados do jardim de fungo simbionte. Placas A e C —
Aspergillus flavus; B — Trichoderma longibrachiatum; D e F — Bactérias Gram-negativas;
E — Leveduras; G e H - Leucoagaricus gongylophorus. Fonte: Gonzaga, 2009.



Tabela 2 — Dados do seqlienciamento dos fungos isolados do jardim de fungos
simbiontes das formigas cortadeiras Atta sexdens.

Fungos simbiontes das formigas cortadeiras — A. sexdens

Sigla dos fungos  Indice de similaridade ~ Sequéncia blast — Outubro de 2011

PL 30% Leucoagaricus gongylophorus
P5.1 97% Bionectria ochroleuca
P21 87% Pichia caribbica
P42 98% Trichoderma longibrachiatum

P2.1b 99% Nectria haematococca
P1.1.b 97% Aspergillus flavus
P 2.2a 94% Fusarium solani

Todos 0s microrganismos isolados e identificados foram preservados para estudos

posteriores em ensaios de antagonismo.

A associacdo simbiotica entre as formigas que foram objetos deste estudo,
juntamente com os fungos por elas cultivados é considerada uma das razdes de seu
sucesso ecoldgico na natureza.

Wheeler, em 1910, j& previa este fato dizendo: “O estudo das Attini esta apenas
comecando, e 0 avanc¢o neste fascinante tema sera mais dificil para micologistas do que
para entomologistas” (MUELLER, 2002). Aparentemente o desafio continua.

Uma das razdes dos poucos estudos realizados com fungos de Attini é a sua dificil
identificacdo. Os estudos realizados até o momento indicam ser basidiomicetos o0s
cultivares de todos os géneros de Attini (WEBER, 1966), porém ha dificuldades na

definicdo do taxon destes fungos, devido ao fato de, na maioria dos casos, apenas



desenvolvem hifas estéreis, seja no ninho ou em culturas isoladas de laboratorio,
dificultando a taxonomia tradicional deste grupo, que é baseada na morfologia do
basidioma, estrutura de reproducdo destes fungos e que é indispensavel na identificacdo
ateé nivel de espécie.

Se em nivel taxondmico de Filo os estudos taxondmicos ndo foram faceis até o
momento, a identidade em nivel de espécie destes fungos esta distante de ser definida.
Estudos tentando verificar se h4 a ocorréncia de uma mesma espécie de fungo sendo
cultivada por diferentes espécies de Attini foram realizados por STRADLING e
POWELL (1986). Estes autores fizeram testes de interacdo entre linhagens isoladas de
A.sexdens, Atta cephalotes, Acromyrmex octospinosus e Trachymyrmex urichi, e em suas
conclusdes, sugeriram que as diferentes espécies estudadas cultivam a mesma espécie de
fungo. Em estudos moleculares realizados por CHAPELLA et al., (1994) observaram-se
diferencas até em nivel taxondmico de Familia entre os fungos cultivados por diferentes
categorias de Attini. MUELLER (2002) faz um relato de todas as ocorréncias de
basidiomas em ninhos de formigas forrageadoras e, a partir deste trabalho pode-se inferir
gque, a0 menos para as especies dos géneros considerados mais evoluidos (Atta e
Acromyrmex) ha o cultivo da mesma espécie de fungo. SILVA-PINHATI et al., (2004)
confirmam esta hipdtese, ap6s avaliar DNA ribossomal e espacadores génicos de
diferentes linhagens de fungos cultivados por Atta e Acromyrmex.

Os resultados encontrados nesta pesquisa confirmam a presenca de fungos
predominantes nos ninhos de Atta sexdens e descreve a presenca de outros

microrganismos que vivem em associacdo simbiotica com essas formigas cortadeiras.
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3- ATIVIDADE ANTAGONISTA DE BACTERIAS ENDOFITICAS DE PLANTAS
DA AMAZONIA CONTRA O FUNGO SIMBIONTE L. gongylophorus, E DOS
FUNGOS ASSOCIADOS (Trichoderma sp., Aspergillus sp., e leveduras)
PRESENTES NOS NINHOS DE Atta sexdens;

RESUMO

Interacfes entre microrganismo compartilhando um mesmo nicho ecoldgico
revestem-se de caracteristicas fundamentalmente competitivas. Os organismos Vivos,
bactérias principalmente, sdo capazes de perceber alteracdes no ambiente e a presenca de
outros seres vivos em sua proximidade, sendo isso crucial para sua sobrevivéncia. Nas
relagcGes antagonistas, em uma situacdo em que um microrganismo aciona seu arsenal de
recursos para inibir o crescimento e a multiplicacdo de outro ou mesmo de provocar sua
morte, hd que se pensar em multiplas possibilidades, como competicdo por nutrientes e
por nichos ecologicos sequestra de ions de ferro, producdo de substancias
antimicrobianas, como antibidticos e compostos volateis toxicos. Este trabalho teve como
objetivo verificar a atividade antagonista de 160 bactérias endofiticas de plantas da
Amazobnia contra microrganismos presentes no ninho das formigas cortadeiras Atta
sexdens. Os ensaios foram feitos in vitro pelo método de culturas pareadas, e consistiu no
confronto direto do antagonista, bactérias endofiticas, contra 0s microrganismos
simbiontes e outros, que foram isolados de ninhos das formigas. O foco dos estudos eram
os fungos Leucoagaricus gongylophorus, Trichoderma sp., Aspergillus sp. e Leveduras.
As bactérias endofiticas selecionadas para o ensaio fazem parte da colecdo de estudo do
Laboratorio de Microrganimos da Universidade Federal do Amazonas — UFAM. Todos
0s ensaios de antagonismos foram feitos em meio BDA onde as bactérias endofiticas, em
confronto com os fungos isolados dos formigueiros, eram colocadas em po6los opostos de
uma placa de Petri e a 1 cm da borda interna da placa. Em relacdo a inibi¢do do isolado L.
gongylophorus, 38 bactérias apresentaram resultados positivos 0s quais foram
constatados pela distancia entre as culturas pareadas Aspergillus sp. teve o crescimento
inibido por 21 bactérias e Trichoderma sp. foi inibido por 19 bactérias. Um resultado

surpreendente ocorreu em relagdo ao isolado de levedura, que teve o crescimento inibido



por somente trés antagonistas, mas por outro lado atuou como agente inibidor da maioria
das bactérias endofiticas. Na avaliacdo geral, seis bactérias endofiticas foram capazes de
inibir todos os trés fungos filamentosos do formigueiro mostrando-se promissoras para o

controle dos fungos associados a formigas cortadeiras.



3. INTRODUCAO

A introducdo de bactérias benéficas visando aumentar a produtividade de culturas
é uma atividade praticada, empiricamente, ha séculos (ROMEIRO, 2007). Intuitivamente,
agricultores percebiam que adicionar ao solo comum solo onde leguminosas haviam sido
cultivadas aumentava a produtividade do primeiro (BASHAN, 1998). Pesquisas foram
sendo realizadas em torno dessa idéia e, em 1896, ja era registrada a primeira patente nos
EUA sobre o uso de Rhizobium sp. para inoculacdo de sementes (NOBBE; HILTNER,
1896).

Também o conceito biologico de enfermidades de plantas, por praticas empiricas,
remonta de longa data. Conforme COOK e BAKER (1983), desde 5.000 a.C. os egipcios
ndo tinham problemas com Sclerotium cepivorum em cebola, posto que as inundacées
ciclicas do rio Nilo encarregavam-se de manter as margens cultivaveis cobertas com
lamina d’agua, o que favorecia a prevaléncia, na microbiota do solo, de antagonistas
naturais ao patdgeno. A enfermidade, contudo, passou a ter importancia apos a

construcdo da represa de Assud, a qual alterou esse ciclo natural de inundagdes.

Os chineses, ja por volta de 4.000 a.C., costumavam deixar 0 solo em repouso se a
colheita era pobre, aumentando intuitivamente as chances de a populacdo de antagonistas
presentes na microbiota do solo recuperar-se. Os maias, 1.000 anos a.C, entremeavam
fileiras de cravo-de-defunto nos campos de plantio usando esta planta, hoje reconhecida
como efetiva antagonista a alguns nematdides, de forma intuitiva para seu o controle
biologico (KHAN et al., 1971).

Antes mesmo da invencdo do microscopio, que permitiu a percepc¢édo cientifica da
existéncia de microrganismos, e de ser jogada por terra a teoria da geracdo espontanea,
COOK e BAKER (1983) relatam que se costumava recorrer a procedimentos curiosos
para tratar ferimentos de podas, como aplicar fezes e urina (AUSTEN, 1657), pincelar
uma mistura de esterco, cal e cinza ou mesmo vedar o ferimento com lama conforme
citado por BAKER e COOK (1974). Obviamente, todos esses tratamentos implicavam

dispensa, no local do ferimento, de material contendo uma diversificada e desconhecida



microbiota, e é possivel que alguns dos seus componentes exercessem alguma forma de

antagonismo contra os patdgenos-alvo.

SUTTON e PENG (1993) lembram que, na Roma antiga, Plinio (420 a.C)
menciona o uso de residuos de extracdo de azeite de oliva como medida de controle das
ferrugens. Adicionalmente, desde os tempos do Brasil Colénia até os dias que correm em
pequenas propriedades da Zona da Mata de Minas Gerais, costuma-se “imunizar” (e esse
é, exatamente, o termo empregado) o feijdo recém-colhido, recobrindo-se a superficie dos
grdos com lama preparada com terra de formigueiro, numa forma empirica de controle do
carruncho (ROMEIRO; GARCIA, 2003).

Depois de 1850, com o desenvolvimento de técnicas de cultivo de
microrganismos em meio liquido e, apds 1880, em placas, foi-se percebendo a existéncia
das interagdes antagonisticas entre microrganismos. Assim, ROBERTS (1874, citado por
COOK e BAKER, 1983) cunhou o termo antagonismo ao perceber que bactérias tinham
dificuldade de crescer em meio liquido contaminado por Penicillium sp.; no fim do
século XIX. Segundo MADIGAN et al., (2003), Viullemin em 1889, criou o termo

antibiose ao constatar, in vitro, a inibi¢cdo de microrganismos uns pelos outros.

Os primeiros trabalhos envolvendo a introducdo consciente de antagonistas
visando o controle biologico de enfermidades de plantas aconteceram no inicio do século
XX, nas décadas de 1920-1940. Assim, HARTLEY (1921) dispensou em solo de viveiros
de mudas de esséncias florestais, fungos previamente selecionados in vitro como
potenciais antagonistas, para o controle de tombamento. Também MILLARD e
TAYLOR (1927) relatam haver reduzido a severidade da sarna (Streptomyces scabies)
pelo uso do antagonista S. precox veiculado a fragmentos de grama, trabalhando em
vasos com solo estéril. Interessantemente, S. precox ndo mostrou antagonismo in vitro
contra o patdégeno, mas causou decréscimo na populacdo de S. scabies, veiculado ou ndo
a fragmentos de grama. HENRY (1931) selecionou actinomicetos, bactérias e fungos que,
quando adicionados a solo estéril, proporcionam protecdo relativa a plantas de trigo

contra Helminthosporium sativum.



A partir da década de 1940, por todo o mundo, uma grande énfase foi dada ao uso
de fungos como agentes de biocontrole e também a estirpes atenuadas de virus para
imunizacdo de plantas contra estirpes virulentas, passando por estudos com solos
supressivos e micorrizas, numa evolucdo réapida, ainda que por etapas, da pesquisa com
controle bioldgico de enfermidades de plantas (BAKER; COOK, 1974; COOK e
BAKER, 1983). Parece que a comunidade cientifica havia percebido que antagonistas —
quer introduzidos, quer autoctones — eram capazes de reduzir a severidade de doenca.

O uso de organismos procariotas para o biocontrole de enfermidades de plantas —
uso este menos especulativo e de forma mais cientifica e direcionada — parece ter se
iniciado ha algumas décadas apenas. Talvez o mérito principal caiba a pesquisadores
chineses, que iniciaram importantes trabalhos nas décadas de 1950 e 1960. Por exemplo,
YIN et al., (1957, 1965) selecionaram uma cultura se Streptomyces sp. de uma colecéo de
4.000 actinomicetos isolados de raizes de algodao e alfafa com forte atividade antagonica
in vitro contra Verticillium alboatrum e Rhizoctonia solani, a qual denominaram de
“Strain 5406”. Por promover controle biologico das enfermidades incitadas pelos dois
patogenos, foram usadas por mais de duas décadas em plantios comerciais. Tambem
merecem mencgdo os trabalhos do grupo do Dr. Chen (CHEN et al.,, 1996) sobre a
experiéncia chinesa, desde a década de 1960 até os dias que correm, com 0 UsO rotineiro
de rizobactérias como ativadoras de defesas e como promotoras de crescimento de
plantas. A microbiolizacdo de sementes, antes do plantio, com propagulos de
rizobactérias, tem sido pratica agronémica rotineira na China continental onde o governo
se encarrega de distribuir aos agricultores 3.000 toneladas de formulacdes de células de
rizobactérias todos os anos, para serem utilizadas em 35.000.000 de hectares. Talvez por
razoes politicas que motivaram o isolamento da Republica Popular da China em todos os
niveis, de intercambio cientifico inclusive, talvez pela propria filosofia de pesquisa e
enfoque de problemas, somente em tempos recentes 0 mundo ocidental tem tomado
conhecimento e percebido a incomensuravel potencialidade do desenvolvimento de
tecnologias especificas para ativagdo de mecanismos de defesa de plantas como

alternativa inteligente ao uso indiscriminado de agrotdxicos.



No mundo ocidental, na década de 1970, sdo dignas de nota pesquisas com
bactérias promotoras de crescimento de plantas (PGPR) em paises como Inglaterra,
Austrélia e Russia (antiga URSS). Os trabalhos de (BROADABENT et al., 1971) com
bactérias de solo — rizobactérias — tanto na promoc¢éo de crescimento como no controle

bioldgico de doengas ndo podem ser esquecidos.

Também nas décadas de 1970 e 1980, ndo podem deixar de serem mencionadas as
pesquisas do australiano Allen Kerr e seus colaboradores, da Universidade de Adelaide,
na Australia. No inicio da década de 1970, o grupo de trabalho de Kerr obteve, de solo,
isolamento de A. radiobacter (saprofitas) fortemente antagdnicos a A. tumefaciens in
vitro. A continuidade das pesquisas mostrou que esse antagonismo era tambem exercido
in vivo, estabelecendo-se assim o primeiro caso de controle biolégico de uma bacteriose
de planta que realmente funciona em campo, adotado como pratica cultural rotineira em
muitos paises do mundo (KERR, 1979; 1980; KERR e TATE, 1984). O controle
fundamenta-se, principalmente, na producdo de uma bacteriocina, denominada Agrocina
84, produzida por certos isolamentos de A. radiobacter (saprofita), notadamente pelo

isolamento-padrao K84.

Na década de 1980, os trabalhos de Milton Schroth e seu grupo, nos EUA, foram
de imensa importancia na pesquisa com controle biologico. Fora da China talvez fosse
onde mais se trabalhava com rizobactérias, quer como promotora de crescimento de
plantas quer como agentes de controle bioldgico (SCHROTH e BECKER, 1990) e muita

énfase se deram a espécies de Pseudomonas e a sideréforos (KLOEPPER et al., 1981).

Com o avanco dos conhecimentos cientificos e a melhoria das técnicas
microscopicas, tem-se constatado que 0s insetos sdo seres altamente infestados por
microrganismos. Esse fato apresenta uma grande importancia e torna ainda mais
complexo o trabalho dos patologistas de insetos que se dedicam ao estudo por
determinacdo dos agentes das doencas, dos sintomas e outros tipos de relacionamentos e
interacdes entre insetos e microrganismos, incluindo o estudo do controle microbiano de
pragas (ALVES, 1998).



Os microrganismos podem estar presentes internas ou externamente ao corpo dos

insetos, mantendo ou n&o relacbes complexas com os mesmos. A maioria das relagdes

ecoldgicas entre microrganismos e insetos é construtiva, resultando em beneficios aos

insetos, aos microrganismos ou a ambos (ALVES, 1998) (tabela 3).

Tabela 3 — Principais tipos de associa¢des entre microrganismos insetos.

Tipos de AssociacOes

Atuacéo / Consequéncia

Beneficiam insetos

Usam insetos para disseminar

Sem funcdes definidas

Causam doencas em insetos

Servem de alimentos
Atuam como substratos
Produzem feromonios
Ajudam na digestéo
Fixam nitrogénio
Evitam contaminacao
Doencas de plantas
Doencas de animais
Ocorrem sobre insetos
Ocorrem dentro dos insetos
Micoses

Viroses

Bacterioses
Protozooses
Ricketsioses

Verminoses, etc.




3.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1.1 Interagdes Microbianas e Antagonismo

InteracBes entre microrganismos compartilhando um mesmo nicho ecoldgico

revestem-se de caracteristicas fundamentalmente competitivas.

Qualquer organismo vivo (bactérias principalmente) é capaz de perceber
alteracdes no ambiente e a presenca de outros seres vivos em sua proximidade, sendo isso
crucial para sua sobrevivéncia. Considerado um dado nicho ecolégico (rizosfera,
rizoplano, fitoplano), sabe-se que bactérias estdo continuamente sujeitas a diversas,
continuas, imprevisiveis e inesperadas alteracbes no ambiente que as circunda, como
mudancas na disponibilidade de nutrientes, acidez, temperatura, disponibilidade de agua,
presenca de outros microrganismos, entre outros (BAKER e COOK, 1974).

Em se tratando de bactérias, a microbiota circundante, quer procariética, quer
eucariotica, quase sempre € hostil por produzir e liberar no meio substancias
antibacterianas, por competir por 4gua e nutrientes, por sequestrar ions importantes e,

eventualmente, até mesmo por predar e hiperparasitar (CHIN et al., 2003).

Assim, bactérias, para se estabelecerem e conseguirem sobreviver nesse ambiente
mutante, competitivo e adverso, precisam estar aptas a monitorar, continuamente, as
condicdes externas e ser capazes de ajustar, de maneira rapida e precisa, suas estruturas,
fisiologias e comportamentos. Para isso, elas precisam alterar a expressdo de seus genes
eficiente e rapidamente em resposta a sinais e potenciais ameacas do ambiente e da
microbiota presente (DUFFY et al., 2004).

Quando se pensa em antagonismo microbiano (uma situacdo em que um
microrganismo aciona seu arsenal de recursos para inibir o crescimento e a multiplicacdo
de outro ou mesmo de provocar sua morte) ha que se pensar em multiplas possibilidades,
como competicdo por nutrientes e por nichos ecoldgicos, sequestramento de ions de ferro,
producdo de substancias antimicrobianas, como antibidticos e compostos volateis tdxicos,
interferéncia com sinais (“‘quorum sensing ”, por exemplo) e assim por diante (LIM et al.,
2002).



3.1.2 Producéo de substancias antimicrobianas

A producéo de substancias antimicrobianas por microrganismos, como forma de
exercer antagonismo sobre outros microrganismos, é praticamente universal (LIM et al.,
2002). Ha uma gama muito grande dessas substancias descritas e estudadas. CHIN-A-
WOENG et al., (2003) comentam que bactérias, como as espécies fluorescentes do
género Pseudomonas, sdo muito versateis em produzir substancias antimicrobianas com
propriedades antifingicas e antibacterianas, como fenazinas, acetilfloroglucinol,
oomicina, antranilatos, pioluteorina, pioverdinas, aménea, pioquelinas, lipopeptideos

ciclicos etc.

Segundo WHIPPS (2001), Pseudomonas fluorescens, isolamento F113, promove
0 biocontrole de Erwinia carotovora subsp. atroseptica em batata gracas a producédo de
DAPG (2,4 — diacetil-floroglucinol). Realmente, segundo RONIN et al., (1986), nessa
interacdo agente-fitobacteria-planta, o biocontrole ndo é obtido pela co-dispensa, na
planta, dopatdgeno e de um mutante do antagonista defectivo para a sintese de DAPG,

excluindo-se, pois, a hipotese de competigéo.

Existem muitas outras substancias envolvidas na antibiose, como as herbicolinas
A B, O e |l (ISHMARU et al., 1988; KEMPF e WOLF, 1989) e as pantocinas A e B,
excretadas por Pantoea agglomerans (WRIGHt et al., 1996).

As fenazinas, substancias antimicrobianas muito estudadas, merecem um especial
destaque. Segundo CHIN-A-WOENG et al., (2003) elas encompassam uma familia de
pigmentos nitrogenados heterociclicos com acéo antimicrobiana de largo espectro, sendo
produzidas apenas por bactérias, como as do géneros Pseudomonas, Nocardia,
Streptomyces, Brevibacterium, Burkholderia etc. Fenazinas sdo mais efetivas contra
fungos, mas podem ter acdo também contra bactérias. Presume-se que sua acdo
antifngica aconteca quando elas se associam a membrana da hifa e atuam como redutor,
provocando o desacoplamento da fosforilagdo oxidativa e causando o acUmulo de
radicais superdxido e peroxido que sdo toxicos as células fungicas. Bactérias produtoras
de fenazina, como Pseudomonas aeruginosa, sdo dotadas de eficientes superoxido-

desmutases como forma de autoprotecdo. Pseudomonas aureofaciens tem na fenazina



PCA (fenazina-1-carboxilato) a ferramenta de antagonismo contra Gaeumannomyces
graminis var. tritici, segundo PIERSON et al., (1998). WELLER (1988) também relata a
producdo de fenazinas por espécies de Pseudomonas e que estas substdncias sdo
inibitorias para varios fungos, como espécies de Pythium sp. e de Rhizoctonia sp.
Comenta também que espécies do género Bacillus produzem varias substancias
antifungicas e antibacterianas de largo espectro, como peptideos, lipopeptideos e
aminoglicosideos. B. cereus, uma espécie muito utilizada como agente de biocontrole de
doencas de plantas (HSIEH et al., 2001; LYVER et al., 1998; SILVA et al., 2003 e 2004),
produz dois antibioticos de largo espectro (zwittermicina e kanosamina) sendo bactérias

insensiveis ao segundo.

Com relacdo a zwittermicina, utilizando E. coli como organismo modelo,
HANDELSMAN e STABB (1996) sugerem que o antibidtico deve atuar sobre o

organismo — alvo em nivel de membrana e no metabolismo de acidos nucléicos.

DUFFY et al, (2004) relatam que espécies fluorescentes de Pseudomonas
produzem varias substancias como mecanismos de antagonismo, a exemplo de fenazinas,

PHL (2,4 — diacetil-floroglucinol), pyoluteorina, PCA e pirrolnitrina, entre outros.

Outro grupo de compostos antimicrobianos que merece especifica atencdo sdo as
bacteriocinas. Termo cunhado por JACOB et al.,(1953), elas tém sido conceituadas como
substancias produzidas por bactérias e capazes, em baixas concentracdes, de inibir a
multiplicacdo de outras bactérias taxonomicamente afins; consequentemente, sdo elas
antibioticos por definicdo (KURYLOWICZ, 1981; MADIGAN et al., 2003). Foi o
trabalho pioneiro de GRATIA (1925) o primeiro claramente elucidativo sobre a atividade
antibacteriana de bacteriocinas, ao observar que um isolamento de E. coli produzia, em
meio liquido de cultura, uma substancia termoestavel e dialisavel, capaz de inibir, em
baixas concentracdes, o crescimento de outro isolamento da mesma espécie. E possivel

que esse tenha sido o0 passo inicial para o estudo das bacteriocinas (JACK et al., 1995).

Bacteriocinas geralmente sdo de natureza protéica (STANIER et al., 1986),
variando de polipeptideos de baixo peso molecular, como os sintetizados por espécies do

grupo corineforme fitopatogénico (GROSS e VIDAVER, 1979), a moleculas protéicas



grandes e particuladas, como as produzidas por patovares de Pseudomonas syringae
(VIDAVER, 1983; SMIDT e VIDAVER, 1986). No caso do isolamento K84 de
Agrobacterium radiobacter, usado comercialmente no biocontrole da galha incitada por
A. tumefaciens em varias plantas (KERR, 1980), a bacteriocina produzida (Agrocina 84)
ndo é de natureza protéica, mas um analogo da adenina (KERR, 1980; KERR e TATE,
1984). Quanto ao modo de acdo das bacteriocinas, células de estirpes sensiveis possuem
em sua superficie sitios receptores que sdo bioguimicamente reconhecidos pela
bacteriocina (JACK et al., 1995; RILEY, 1998) num processo de complementaridade
molecular, & semelhanga de outras moléculas informais (DARNELL et al., 1990). A
partir desse reconhecimento, a bacteriocina ganha o interior da célula via processos ainda
ndo muito bem esclarecidos e, dependendo da interacdo microbiana em foco, multiplos
mecanismos de acdo podem atuar, isolada ou concomitantemente, ocasionando a morte
de células sensiveis. Dentre esses, a morte das células sensiveis pode se dar por alteracdes
na permeabilidade do sistema de membranas, inibicdo de sintese e, ou, degradacédo de
acidos nucléicos, interferéncia na sintese de proteinas, bloqueio da sintese de peptideo-
glicano, interferéncia na geracdo de energia, comprometimento do fendémeno de

transducéo, etc.

Em termos de ecologia bacteriana, assume-se que as estirpes produtoras possuem
uma vantagem adicional, em termos de sobrevivéncia e competi¢do, sobre aquelas
incapazes de sintetiza-las e que a elas sdo sensiveis. RILEY (1998) considera isso uma
“vantagem competitiva” quando microrganismos, por serem taxonomicamente afins,
possuem potencialidades bioquimicas e fisiologicas semelhantes, para disputarem nichos

ecolégicos no ambiente em que vivem.

3.1.3 Competicao por nichos ecoldgicos

Competicdo por espaco (nichos ecoldgicos) € um mecanismo de antagonismo
microbiano e pode ter importantes implicacdes em controle biolégico de enfermidades de

plantas.



BONATERRA et al., (2003) trabalharam com o agente de biocontrole Pantonea
agglomerans (Strain EPS125), eficiente no controle da podriddo marrom (Monilinia laxa)
e podriddo mole (Rhizopus stolonifer) em frutos de abricd, péssego e nectarina. P.
agglomerans coloniza, multiplica-se e sobrevive em ferimentos. A co-semeadura do
antagonista dos patdgenos em difusatos de cascas de frutos e em suco de nectarina
inibiram a germinagdo de conidios e o alongamento de hifas dos ultimos. Contudo,
nenhuma inibicdo era observada se havia a separacdo fisica dos antagonistas e dos
patdgenos através de uma membrana que permitia a passagem de nutrientes e
metabdlitos, descartando-se, pois, a competicdo por nutrientes ou a producdo de
substancias antifungicas pela bacteria.

Obviamente que é de certa forma, redundante considerar competi¢cdo por nichos
ecologicos um especifico mecanismo de antagonismo, posto que, para competir por
espaco fisico, um microrganismo precisa acionar varios outros mecanismos de ataque e

de defesa.

3.1.4 Competicao por nutrientes

CHIN-A-WOENG et al., (2003) consideram que microrganismos, para se
multiplicarem, sdo altamente dependentes da disponibilidade de nutrientes prontamente
utilizaveis e que a competicdo é muito grande em qualquer microbiota. Competir por
nutrientes é uma das formas mais basicas e universais de antagonismo e, nesses casos, 0
periodo de reproducdo da bactéria é critico. Na opinido de DUFFY et al., (2004), a
populacdo bacteriana aumenta em funcéo da disponibilidade de nutrientes no ambiente, e
organismos que se multiplicam rapidamente e sdo capazes de utilizar uma gama de
nutrientes mais ampla tém mais chance de sobreviver e de suplantar os competidores.
Para WELLER (1988), organismos fisiologicamente versateis, como espécies do género
Pseudomonas, competem melhor. Inclusive, ZINSER e KOLTER (2004) lembram que,
em consequiéncia da intensa competi¢do por nutrientes, microrganismos passam a maior

parte de suas vidas nutricionalmente carentes.



Em situacdes de controle biolégico de enfermidades de plantas, hd de se ter em
mente que a superficie de drgdos vegetais abriga uma diversificada microbiota, que tem
como uma das capitais fontes de nutrientes os exsudatos da planta. Qualquer procariota
agente de controle biolégico que se queira introduzir deve ser necessariamente capaz de
competir, com eficiéncia e rapidez, pelos escassos nutrientes em disponibilidade, ou ele
nao se estabelecera nem sobrevivera (GOTO, et al., 1990).

Pantoea agglomerans (isolamento CPA-2) é um efetivo antagonista contra
Penicillium digitatum e Penicillium italicum, ambos patégenos pos-colheita de frutos
citricos. POPPE et al., (2003), estudaram possiveis mecanismos de antagonismo, como
antibiose, producdo de enzimas quitinoliticas e competicdo, ndo encontrando resultados
positivos nos dois primeiros casos. Quando estudaram competicdo por nutrientes, por
meio de uma técnica especifica que impedia o contato fisico entre os componentes
microbianos da interacdo, observaram que essa inibicdo parecia ser um dos mecanismos

de antagonismo.

3.1.5 Hiperparasitismo

Existem situac6es em que parasitas e predadores especializam-se de tal forma que
o fendmeno precisa ser tratado diferencialmente. No caso de bactérias, dois tipos de
parasitas merecem especifica mencdo: os bacteriéfagos e os procariotas do género

Bdellovibrio.

FLANNAGAN et al., (2004) relatam que Bdellovibrio bacteriovorus, parasita de
varias bactérias Gram-negativas, é dependente de eficiente movimento flagelar para ser
capaz de infectar a bactéria hospedeira. Assume-se, pois, que, se a bactéria suscetivel
conseguir interferir na motilidade, pode escapar da infeccdo. Bdellovibrio sp. (Strain
HD94-12-7) é capaz de infectar e provocar lise da bactéria hospedeira Vibrio fluvialis e
que o organismo infectante € sensivel a diferentes condi¢des do ambiente (LI et al.,
2006), donde se depreende que, se 0 organismo antagonizado tiver condic¢des de alterar o

ambiente, tornando-o desfavoravel, pode escapar do predador.



Bacteriofagos, ou mais simplesmente fagos, sdo virus que infectam bactérias
(DARNELL et al., 1990) e foram descobertos no inicio do seculo XX. Do ponto de vista
estrutural, fagos sdo organismos muito simples, constituidos de uma capa protéica no
interior da qual se situa o material genético. Ao infectar uma bactéria, o fago adere a sua
superficie e depois insere seu material genético. Uma vez no interior da célula, o genoma
se replica, originando fagos-filhos. A seguir, ocorrem colapso e morte da célula
bacteriana. O ciclo de vida de um fago encompassa duas fases basicas: litica e lisogénica
(DARNELL et al., 1990; STANIER et al., 1986).

Na fase lisogénica, fagos associam-se ao genoma do hospedeiro ou sofrem
circularizacéo e se comportam, morfologicamente, como se fossem plasmideos, ao passo
que, na fase litica, o material genético do fago se desprende do cromossoma bacteriano
ou se descirculariza e, utilizando estruturas da propria célula bacteriana, replica-se no
citoplasma, sintetiza sua capa protéica e ocasiona a morte da célula por lise, liberando

uma nova geracao de fagos-filhos.

Segundo DUFFY (2003), fagos costumam exibir alta especificidade de
hospedeiro, 0 que acaba implicando no surgimento rapido de bactérias resistentes. Da
mesma forma que fagos podem infectar bactérias, estas podem desenvolver resisténcia a
fagos. SCHNABEL e JONES (2001) propuseram fagos para o biocontrole da queima
bacteriana das rosaceas frutiferas, mas encontraram isolados suscetiveis e resistentes a

um mesmo fago dentro de uma colecdo de culturas de Erwinia amylovora.

Estudando a resisténcia de Xanthomonas campestris pv. malvacearum,
FREIGOUN et al., (1994) observaram que ela se deve a varios mecanismos, sendo o mais
importantes as modificacdes passiveis de acontecer na parede celular do patdgeno

bacteriano, dificultando a absorcdo da particula viral.

3.1.6 Predacéo e Parasitismo

No contexto deste topico, predacdo e parasitismo estdo sendo considerados quase

como sindnimos, embora pesquisadores possam as vezes estabelecer uma sutil diferenca



entre os dois termos. De qualquer modo, esta-se excluindo, de predacdo e parasitismo, a
atividade enzimatica para exercicio do antagonismo, a qual sera tratada em um topico a

parte.

WHIPPS (1990) comenta que actinomicetos podem parasitar hifas de fungos
numa situacdo em que propagulos aderem a parede da hifa e os nutrientes passam do
organismo parasitado para o parasitante, como no caso do antagonismo exercido por

Enterobacter cloacae contra Pythium ultimum.

EL-TARABILY et al.,(1997) estudaram o0 antagonismo exercido por
actinomicetos contra Phythium coloratum, constatando que Actinoplanes philippinensis e
Micromonospora carbonaceae cresciam epifiticamente na superficie de hifas e o0sporos,

causando frequentemente colapso do citoplasma de células e de odsporos do hospedeiro.

3.2 MATERIAL E METODO
3.2.1 Atividade Antagonista in vitro

O antagonismo foi ensaiado pelo método de cultura pareada, ou simplesmente
pareamento, que consistiu no confronto direto do antagonista (bactérias endofiticas) e do

fungo simbionte L. gongylophorus e seus fungos associados.

Foram utilizados da colecdo do LABGEMMA 160 bactérias endofiticas de
diferentes plantas da Amazonia (Ej — Peperomia sp.; Dg — Duguethia stelachanta; Ansp
— Rollinia sp.; Cosp — Malvaviscus sp.; Pp — Pothomorphe peltata; Stsp — Strychnos sp.;
Cj- Arrabidea sp. e Qp- Phyllanthus sp) que apresentaram anteriormente em outros testes

acdo antifungica ou antibacteriana.

Os fungos simbiontes foram cultivados em placas de petri com meio BDA (Batata
Dextrose Agar), pH 6,8 a 28°C, de 7 a 14 dias. Com o auxilio de um vazador de rolhas,
foram retirados cilindros de agar de 5 mm de diametro, das bordas das col6nias dos

fungos em crescimento. As bactérias endofiticas foram inoculadas em BDA, por 18 a 22



horas a 37°C. Apoés este periodo, foram coletadas por meio por meio de uma alga de
platina e a seguir também transferidas para as placas do ensaio

O cilindro de meio de cultura contendo o fungo alvo a ser inibido bem como a
bactéria atuando como possivel agente inibidor foram colocados em polos opostos
equidistantes a 1 cm da borda interna da placa de Pedtri onde seriam realizados os
ensaios. Durante a incubacdo, foi analisada a inibicdo do crescimento do fungo
simbionte. Os testes foram realizados em triplicata e foram utilizados como controle

placas contendo somente o fungo.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Apos a identificagdo taxondmica dos fungos associados as formigas cortadeiras A.
sexdens foram iniciados os testes de antagonismo. Para os testes foram utilizadas 160
bactérias endofiticas de diferentes plantas medicinais da Amazonia, estas bactérias
apresentaram anteriormente acdo antifungica e antibacteriana mostrando-se como

promissora ferramenta para o controle destes fungos.

Trabalhos utilizando amostras dessas bactérias foram realizados anteriormente por
LIMA et al., (2010) que avaliaram antagonismo contra Candida albicans Algumas dessas
bactérias endofiticas apresentaram resultados positivos de antibiose contra C. albicans e
outras apresentaram micoparasitismo. Estes resultados sugerem que a biodiversidade de
bactérias endofiticas de plantas arbdreas da Amazdnia pode ser uma rica fonte de
antifangicos e de outras substancias de valor biotecnoldgico.

Portanto, com resultados tdo promissores em outros experimentos optou-se por
utilizar 160 bactérias para o controle dos fungos associados as formigas cortadeiras: L.
gongylophorus; Trichoderma sp., Aspergillus sp., e leveduras. Os testes de antagonismo
foram realizados pelo método de cultura pareada ou simplesmente pareamento, que
consiste no confronto direto do antagonista (bactérias endofiticas) e dos fungos

simbiontes.



O teste de antagonismo contra o fungo L. gongylophorus foi realizado no més de
janeiro de 2010 (Figura 7). Das 160 bactérias endofiticas utilizadas 38 apresentaram
resultado positivo de antagonismo (antibiose). Todos os testes foram realizados em
triplicata tendo como meio de cultura BDA (Batata Dextrose Agar). Conforme a tabela 4,
podemos observar o0s principais resultados para este teste.

Figura 7 — Atividade antagonista de bactérias endofiticas de plantas da Amazdnia contra
o fungo Leucoagaricus gongylophorus fungo simbionte associado as formigas cortadeiras

Atta sexdens.

Testes realizados com extratos vegetais de Cedrela fissilis, conhecida
popularmente como cedro ou cedro real, contra as formigas cortadeiras Atta sexdens e
seus fungos associados mostraram que extratos brutos de fruto, galho, caule e folha,
alguns foram inativos e outros inibiram no maximo 40% o desenvolvimento do fungo
(extratos brutos hexanico, ambos de galho e folha). Dos extratos brutos da raiz, os que
apresentaram melhor atividade foram o hexanico e o diclorometanico, ambos inibindo em
100 % o crescimento do fungo simbionte na concentra¢do de 1000 g/mL (GODOY et al.,
2003).

Certos fungos apresentam potencial para utilizacdo no controle bioldgico de
formigas cortadeiras. Segundo QUIROZ (1996), os fatores de mortalidade mais



importantes para rainhas de Atta mexicana sdo os fungos entomopatogénicos. Em
levantamentos realizados pelo autor, no México, foram identificadas as espécies
Aspergillus parasiticus, Paecilomyces farinosus, Beauveria bassiana, Metarhizium
anisopliae var. anisopliae e Metarhizium sp., destacando-se nos ensaios de
patogenicidade Bauveria bassiana e P. farinosus, como 0s mais promissores para
controle bioldgico de A. mexicana. No Brasil, a maioria dos estudos tem sido realizada
com B. bassiana e M. anisopliae, entretanto os resultados ainda ndo sdo conclusivos.
ALVES e SOSA-GOMEZ (1983) relatam a ocorréncia destes fungos em rainhas
de Atta sexdens rubropilosa, provocando a mortalidade em operarias, em condi¢des de
laboratério. Em floresta de Eucalyptus grandis, resultados promissores foram obtidos
com a utilizagdo de B. bassiana, em iscas, para controle de Acromyrmex spp. (DIEHL-
FLEIG et al., 1992). No entanto, o controle bioldgico microbiano de formigas cortadeiras
tem sido questionado devido ao fato destes insetos sociais reconhecerem agentes
patogénicos e emitirem reacdes comportamentais de defesa (KERMARREC et al., 1986).
Obtivemos, portanto dos 160 testes de antagonismo utilizando bactérias
endofiticas de plantas medicinais da Amazonia, 38 resultados positivos para a atividade
antagonista do tipo antibiose, 55 resultados moderados e/ou médios da atividade
antagonista, 64 de resultado negativo para atividade antagonista e em 03 bactéria

apresentaram-se contaminada por outro microrganismo.

Além disso, neste primeiro teste medimos o espacamento da area onde estava
inoculado o fungo e a bactéria, conforme podemos observar na tabela 4. Neste sentido,
podemos verificar que as bactérias: LB 18/03 QPC1 1.1; LB 04/03 COSP 42/32; LB
20/03 QPR1 2.2; LB 20/03 QPR2 3.2; ISP2 09/03 LB CJF 1.2; ISP2 09/03 CJRCO 1.1,
mostraram-se com um maior espacamento entre o fungo e as bactérias quando comparado
com as demais, mas tal fato ndo descarta a possibilidade das outras bactérias serem

utilizadas como antagonistas contra o fungo L. gongylophorus.



Tabela 4 — Atividade Antagonista de bactérias endofiticas de plantas medicinais da
Amazbdnia contra L. gongylophorus fungo associado as formigas cortadeiras.
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ISP2 09/03 COSP Moderado 1.0 3.2 2.2
MBDA 13

ISP2 09/03 COSPH Otimo 1.5 35 0.5
BDA1l
A Negativo Zero Zero Zero
B Negativo Zero Zero Zero
c Negativo Zero Zero Zero
D Moderado 0,7 55 0.8
LB 30/03 QPC1 3.3 Negativo Zero Zero Zero
LB 17/03 QPC2 2.1 Moderado 1.0 5.3 0.5
08/09 CJC 2.2 Otimo 2.7 3.7 4.0
DGCC2 1.3 Negativo Zero Zero Zero
EJC1  1.1b Negativo Zero Zero Zero
BAC 1
DGR2 1.3 Otimo 2.0 4.5 1.2
PPR2 2.18 Negativo Zero Zero Zero

Atualmente tém se realizado estudos com algumas espécies boténicas para o
controle do jardim de fungos associados as formigas cortadeiras, sendo um dos destaques,
Trichilia emetica, conhecida por possuir atividades contra Schistosoma haematobium
(SPARG et al., 2000). Alguns trabalhos com diferentes espécies de Trichilia relataram a
presenca de tetranotrirpendides nas raizes, com atividade deterrente (SIMMONDS et al.,
2001), bem como o isolamento de limondide da casca do caule (CORTEZ, 2000).

Resultados obtidos com os extratos de Trichilia sp. sobre o desenvolvimento do
fungo simbionte mostraram que os extratos e fracGes de folha ndo inibiram ou inibiram
discretamente (20%) o fungo. Resultados mais expressivos foram obtidos com os extratos
hexanicos brutos de galho e dos frutos, ambos inibindo em 60% o crescimento do fungo.
Do fracionamento dos extratos de galhos (GODOY, 2003) obteve a fracdo mais ativa que
apresentou inibigdo de cerca de 40%. As analises das fragGes mostraram que 0s principais
compostos presentes eram 0s acidos graxos hexadecandico e oléico. Estes resultados

vieram a confirmar os ensaios realizados por SIMMONDS et al., (2001) que, analisando



a atividade de acidos graxos variando o nimero de carbonos de 6 a 31, verificou que a
toxicidade para o fungo esteve entre 6 a 12 carbonos, sendo que, maiores cadeias
carbbnicas resultaram na perda da atividade. Outro fator verificado foi que o grau de
insaturacBes favorecia a atividade antifungica destes compostos. Segundo GODOY
(2003), o acido hexadecandico (palmitico) na concentragdo de 100 mg/mL ndo inibiu o
fungo, enquanto que o acido oléico na mesma concentracédo inibiu o desenvolvimento do
fungo em 40%. J4 o &cido linoléico e o linolénico inibiram 80% o fungo também na

concentragdo de 100 mg/mL.

Figura 8 — Atividade antagonista de bactérias endofiticas de plantas medicinais da
Amazbnia, contra a levedura isolada do jardim de fungo simbionte das formigas

cortadeiras Atta sexdens. A e B — Testes de antagonismo contra a levedura.

Neste segundo teste de antagonismo, verificou-se que a levedura isolada do jardim
de fungos simbiontes inibiu o crescimento da maioria das bactérias endofiticas utilizadas
como antagonistas, figura 8. Conforme observado na tabela 5, também foram obtidos
poucos resultados positivos de antagonismo das bactérias endofiticas contra a levedura.
MAGLIANI et al. (1997), descrevem que algumas leveduras podem secretar compostos
(micocinas ou toxinas Killer), geralmente glicoproteinas antagbnicas para outras espécies
de leveduras. Dentre as estirpes isoladas de ninhos de A. sexdens por CARREIRO et al.,

(2002), foi constatada a presenca de atividade “killer” em espécies de Aureobasidium,



Candida, Cryptococcus, Debaryomyces, Pichia, Rhodotorula, Saccharomyces,
Torulaspora, Tremella e Trichosporon. Essa atividade killer pode ser um instrumento
para a manutencgdo da estrutura da comunidade de leveduras (CARREIRO et al., 2002).

Tabela 5 - Atividade Antagonista de bactérias endofiticas de plantas medicinais da
Amaz6nia contra uma levedura isolada do jardim de fungos associados as formigas.

Nome das Bactérias Resultados
ISP2 17/03 QPC2 2.1 Houve um deslocamento da levedura
ISP2 17/03 CJRC 2.2 Inibiu o crescimento da levedura

A pesquisa de Rodrigues e colaboradores (2009) mostraram que o antagonismo de
leveduras isoladas de ninhos de A. texana em relacdo ao fungo parasita Escovopsis, sendo
que as espécies Bullera sinensis, Cryptococcus magnus e espécies de Pseudozyma
inibiram significativamente as duas estirpes de Escovopsis testadas. Esta observacao
evidenciou um papel bioldgico das leveduras até entdo desconhecido em relagéo a defesa
do ninho contra Escovopsis.

Por outro lado, LITTLE e CURRIE (2007) encontraram um possivel novo
simbionte associado a formigas da espécie Apterostigma pilosum, uma Attini basal.
Leveduras negras do género Phialophora foram isoladas da cuticula, na regido do térax,
isto €, no mesmo local em que as bactérias simbiontes se encontram. Elas podem utilizar
nutrientes diretamente da Pseudonocardia, 0 que promove 0 crescimento dessas
leveduras e diminui o crescimento da Pseudonocardia, dessa forma interferindo de modo
negativo na protecdo aos ninhos. Assim poderiam reduzir o crescimento das bactérias
produtoras de antibiéticos que inibem o fungo Escovopsis. Portanto, as leveduras negras
podem sinergizar indiretamente a infeccdo por Escovopsis nos ninhos dessas formigas
(LITTLE; CURRIE, 2008).



Muitos dos géneros e espécies de formigas nunca foram estudados quanto a
ocorréncia e caracteristicas das leveduras associadas aos seus ninhos, principalmente,
com ninhos de Attini ndo cortadeiras, mostrando uma nova linha promissora de
pesquisas.

No teste seguinte, das 160 bactérias endofiticas utilizadas no confronto direto
contra o Trichoderma sp., dezenove (19) apresentaram resultado positivo para
antagonismo, nove (9) apresentaram resultado moderado e cento e trinta e dois (132)
apresentaram resultado negativo. Na tabela 6 podemos observar todas as bactérias que
apresentaram o resultado positivo de antagonismo do tipo antibiose para este fungo.

Figura 9 — Atividade antagonista de bactérias endofiticas de plantas da Amaz6nia contra
Trichoderma sp. A — placa mostrando a atividade antagonista; B — placa mostrando que o

fungo néo cresceu.



Tabela 6 — Resultados positivos dos testes de antagonismo das bactérias endofiticas
contra o fungo isolado Trichoderma sp.

Placa 4.2

Antagonismo positivo

Antagonismo positivo

Antagonismo positivo

Antagonismo positivo

Antagonismo positivo

Antagonismo positivo

Antagonismo positivo

Antagonismo positivo




ISP2 09/03 COSPNBDA 2 Antagonismo positivo

LB QPC22.1 Antagonismo positivo

MENDES (2010) realizou um experimento para a avaliagdo da atividade
antagonista das actinobactérias sobre os fungos filamentosos isolados do jardim de fungo
de Trachymyrmex sp. (grupo lheringi) mostrando que das 38 actinobactérias isoladas,
apenas 9 (23,68%) apresentaram inibicdo do crescimento de pelo menos um dos fungos
filamentosos isolados do jardim de fungo de Trachymyrmex sp. (grupo lheringi)

(Fusarium solani, Mucor sp. e Trichoderma spirale).

Diversos autores tém relado a presenca de actinobactérias ndo pertencentes ao
género Pseudonocardia associadas a formigas Attini (KOST et al.,2007; MUELLER et
al., 2008; HARDER et al., 2009; ZUCCHI, et al., 2010). Estas actinobactérias podem nédo

fazer parte da simbiose e sim serem apenas transitdrias ou frutos de contaminacao.

Porém, actinobactérias ndo-Pseudonocardia isoladas do exoesqueleto de operarias
apresentaram forte atividade sobre o crescimento de Escovopsis, maior atividade se
comparada com as estirpes de Pseudonocardia spp. € também inibiram o crescimento dos
fungos Fusarium solani, Mucor sp. e Trichoderma spirale, sugerindo que estas bactérias,
aléem de controlarem o crescimento do Escovopsis também podem atuar na defesa do
ninho contra outros fungos. Aparentemente, muitas actinobactérias contribuem para a nao
contaminacdo dos ninhos de Attini produzindo compostos antimicrobianos (MENDES,
2010).

Outro teste de antagonismo foi realizado por FAVARIN (2005) testando
linhagens de Streptomyces, o qual mostrou resultados de inibicdo da germinacdo dos
conidios de todas as linhagens do fungo Escovopsis weberi. Houve inibicdo da
germinacdo dos conidios até mesmo com a adi¢cdo da menor concentracdo dos filtrados
testada, ou seja, para uma propor¢do de 10 % do filtrado, obtiveram cerca de 80 % de

germinagao dos conidios, e com 0 aumento da concentracdo dos filtrados incorporados ao



meio de cultivo, a porcentagem de germinagdo dos conidios diminuiu, sendo totalmente

inibidos quando testados com a adigcdo da maior concentracdo de filtrados, 50 %.

O quarto teste de antagonismo foi realizado com o fungo isolado Aspergillus
flavus, figura 10, este teste foi realizado com duas metodologias diferentes para a
adequacédo e verificagcdo dos resultados, mas ambos apresentaram resultados positivos,
entre 0s mesmos destacaram-se 21 bactérias endofiticas com resultados positivos de
antagonismo (tabela 7) para este fungo, dez com resultado de antagonismo moderado e
129 apresentando resultados negativo.

Figura 10 — Teste de Antagonismo com as bactérias endofiticas de plantas da Amazonia,
mostrando a inibicdo do fungo Aspergillus flavus, isolado do jardim de fungo simbionte

das formigas cortadeiras Atta sexdens.



Tabela 7 — Resultados positivos de antagonismo para o fungo Aspergillus flavus isolado
do formigueiro de Atta sexdens.

Antagonismo Positivo: bactérias endofiticas x A. flavus

LB 20/03 QPF2 2.3

ISP2 17/03 QPR1 1.2

ISP2 20/03 QPF2 2.2

ISP2 20/03 QPR2 3.3

LB 09/03 COSP MBDA 16

LB 18/03QPC11.1

LB 20/03 QPF1 3.3

LB 19/03 CJRCO 2.3



LB 20/03 QPC2 3.3
ISP2 COSPR2 13 LAT
LB 09/03 COSPR2 3.3 GETO
LB 20/03 QP 1.2

ISP2 09/03 COSPR2 BAC J

ApOs a realizacdo de todos os testes de antagonismo (Leucoagaricus
gongylophorus, Levedura, Trichoderma longibrachiatum, Aspergillus flavus), os dados
foram reunidos em planilhas com os resultados mais promissores e foram escolhidas as

bactérias que proporcionaram um resultado positivo em 3 ou 4 testes (tabela 9).



Tabela 8 — Resultados de todos os testes de antagonismo com as bactérias endofiticas de plantas medicinais da Amaz6nia, contra 0s

isolados Leucoagaricus gongylophorus, Levedura, Trichoderma longibrachiatum, Aspergillus flavus provenientes do jardim de fungos

associados das formigas cortadeiras Atta sexdens.

Placa 4.2 Placa 1.1B outra metodologia

* Bactérias endofiticas escolhidas para formar o “Pool” das bactérias utilizadas no teste in vivo com as formigas cortadeiras e seu
fungo simbionte.



Como observado na tabela 9, das 160 bactérias endofiticas utilizadas nos testes de
antagonismo apenas seis apresentaram acdo antagonista contra, pelo menos, trés fungos
simbiontes (QPC2 2.1, QPF2 2.3, QPF2 3.1, QPF1 3.2, QPF2 2.2, QPR2 3.3). Tais bacteérias

foram, portanto, utilizadas para os testes in vivo.

3.4 CONSIDERACOES FINAIS

Bactérias endofiticas conhecidas inicialmente como assintomarticas passaram a ter
destaque j& que cada vez mais, novas funcBes e atividades vém sendo atribuidas aos
microrganismos endofiticos, conseqlientemente, vao surgindo novas possibilidades para o uso
desses microrganismos em processos biotecnoldgicos. Fungos e bactérias endofiticos estdo
sendo utilizados no controle bioldgico como vetores para introducdo de genes em plantas e
como produtores de farmacos (SALLES et al. 2000; ZHANG et al. 2006; STROBEL e
DAISY 2003; BILLS et al. 2002).

Os endofitos produzem enzimas, antibioticos, substancias anticancerigenas, gomas,
auxinas, giberelinas. Sdo responsaveis pela fixacdo do nitrogénio, podem solubilizar fosfatos
e ser usados como agentes de controle bioldgico etc. (SOUZA, 2006; STROBEL, 2002;
STROBEL et al. 1996).

A maioria dos estudos com os microrganismos endofiticos se concentra em plantas de
climas temperados e somente mais recentemente esses estudos se voltaram para as plantas de
clima tropical sendo que, também nestes casos, resultados interessantes vém se confirmando
e até ampliam-se as perspectivas de aproveitamento biotecnoldgico (SAMUELS, 2004,
STROBEL, 2002; SOUZA et al. 2004; HANADA et al., 2009).

Considerando a importancia dos microrganismos, 0 pouco que se conhece da
biodiversidade existente e ainda diante dos resultados obtidos nesta pesquisa onde explorou-
se novos novos métodos de controle bioldgico de formigas cortadeira, justificam-se novas
pesquisas com essa abordagem utilizando-se o0s microrganismos endofiticos. A
biodiversidade microbiana no interior das plantas é quase que totalmente desconhecida e
especialmente nas plantas da Amazonia. Os dados de pesquisa nessa area na regido ainda sdo
preliminares, frutos de poucas teses, dissertacbes e de trabalhos de iniciacdo cientifica
(PEREIRA et al., 2007).



O fato de alguns endofitas exercerem atividade antagonistica contra fitopatégenos, em
bioensaios, in vitro, pode sugerir uma potencialidade como agentes de biocontrole. Tal fato
corrobora para 0s resultados vistos neste trabalho onde bactérias endofiticas utilizadas nos
testes de antagonismo contra os fungos associados das formigas cortadeiras comprovaram
acao antagonista, mostrando-se, in vitro, promissoras para o controle dos fungos associados a

formigas cortadeiras, e indiretamente viabilizando-se o controle das préprias formigas.

Para estas seis bactérias com resultado positivo foi realizado o “pull das bactérias”, ou

unido das mesmas, para futuros testes de mortalidade in vivo contra formigueiros.
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4- UM NOVO METODO DE CONTROLE BIOLOGICO PARA AS FORMIGAS
CORTADEIRAS Atta sexdens A PARTIR DE LINHAGENS DE BACTERIAS
ENDOFITICAS DE PLANTAS DA AMAZONIA.

RESUMO

As formigas cortadeiras dos géneros Atta e Acromyrmex sdo pragas agricolas severas no
Brasil. Distribuidas por todo o territério nacional e com intensa atividade durante o ano,
atacam varias culturas agricolas, pastagens e, em particular, os reflorestamentos, atuando
sobre muitas espécies vegetais. As col6nias dessa tribo sdo dependentes dos fungos para sua
alimentacdo e sua prole é criada em uma dieta exclusivamente a base de fungos. Por isso,
essas formigas desenvolveram a capacidade de cultivar os fungos em camaras subterraneas,
sobre substratos de cultivo que variam dependendo do género da formiga, podendo ser
fragmentos de folhas e flores. Este trabalho teve como objetivo determinar uma nova
proposta de controle para as formigas cortadeiras. Neste caso, o foco da pesquisa foi 0 uso de
bactérias endofiticas de plantas medicinais da Amazonia para o combate do jardim de fungos
simbiontes e consequentemente controlar as proprias formigas cortadeiras da espéecie Atta
sexdens. Para testar essa hipoOtese foram feitos ensaios com formigueiros completos montados
em laboratdrio aos quais foram aplicados um “pool das bactérias endofiticas” previamente
selecionadas e com potencial de inibicdo de microrganismos presentes nos ninhos de
formigas. Os ensaios foram feitos utilizando-se diferentes estratégias: a) bactérias aplicadas
em folhas de laranjeiras que eram entregues para a alimentacdo das formigas; b) foram
oferecidas as formigas folhas de Phyllanthus sp, a planta hospedeira das batérias endofiticas
em estudo. Neste caso as folhas dessa planta foram tratadas com esséncia de folhas de
laranjeiras para que houvesse aceitacdo por parte das formigas; c) aplicacdo do liquido
metabolico do pool das bactérias em folhas de laranjeiras que eram entregues para a
alimentacdo das formigas. Cada tratamento foi composto por 10 formigueiros completos,
com todas as castas, montados em laboratorio. Os ensaios foram avaliados diariamente, com
medi¢des do tamanho do fungo simbionte, e avaliacdo do comportamento das formigas
cortadeiras (A. sexdens) durante 21 dias seguidos. Observou-se a mortalidade dos
formigueiros e a mortalidade do jardim de fungos. Foram avaliados a TLsy ou tempo letal
mediano dos individuos e foi realizado o teste Tukey no nivel de 95% de probabilidade. Por
meio desses ensaios observou-se a mortalidade dos formigueiros tratados, principalmente

com o pool das bactérias. O tratamento com o liquido metabdlico das bactérias também



apresentou resultado positivo na mortalidade do fungo, mas em um tempo maior de
exposicdo quando comparado com o pool das bactérias. O tratamento com folhas de
Phyllanthus sp. com esséncia, também foi promissor, mas foi o mais lento de todos os
tratamentos utilizados. Considerando-se todas as estratégias de estudo, uma provavel
explicacdo para o declineo do jardim de fungos simbiontes é o fato de as formigas
interromperem o corte das folhas que serviam para a alimentacdo dos microrganismos
associados ao ninho, reduzindo drasticamente o tamanho do jardim de fungos simbiontes e
consequentemente levando a mortalidade do ninho. Tais ferramentas, para serem
consideradas promissoras e para que se possa comprovar a acdo direta das bactérias
endofiticas no declinio do jardim de fungos, demandam novos ensaios. Prioritariamente sera

necessario comprovar a ocorréncia de alguma forma de antagonismo microbiano in vivo.



4. INTRODUCAO

Muitos aspectos da biologia dos insetos, incluindo o comportamento, a fisiologia e a
ecologia, estdo de uma ou outra maneira, inseridos dentro de um determinado contexto
alimentar. Além da quantidade, a qualidade e a propor¢do de nutrientes presentes no
alimento, a presenca de compostos secundarios ou ndo-nutricionais (aleloquimicos) causam
impacto variavel na biologia dos insetos, determinando a sua capacidade de contribuicdo
reprodutiva para a geracdo seguinte (ALBUQUERQUE et al., 2001).

Os estudos relativos a bioecologia e a nutricdo de insetos evoluiram nas ultimas
décadas, desde a definicdo das exigéncias nutricionais basicas para a sua sobrevivéncia e
reproducdo até a avaliacdo da sua influéncia no comportamento e na fisiologia dos insetos,
com conseqiéncias ecoldgicas e evolucionarias. O estudo alimentar/nutricional foi chamado
de ecologia nutricional de insetos e sua conceituacdo e desenvolvimento ocorreram nos
altimos anos (SCRIBER; SLANSKY JUNIOR, 1981; SLANSKY JUNIOR, 1982,
SLANSKY JUNIOR; SCRIBER, 1985; SLANSKY JUNIOR, RODRIGUEZ, 1987).

O alimento natural, isto €, aquele obtido na natureza, se apresenta nas mais diversas
formas e possui qualidade nutricional variavel. Desde que o0s insetos apareceram na terra,
iniciou-se um processo de evolucao adaptativa, com o aparecimento dos diferentes estilos de
vida dos mais aptos, para explorar o alimento natural nas suas mais diversas formas. Se, por
um lado, os insetos se adaptam para explorar as fontes nutricionais, por exemplo, organismos
vegetais e animais, estes, por sua vez, mudam para evitarem serem consumidos, num
processo coevolutivo continuo. O fato de os insetos terem capacidade lendaria de explorar os
mais variados habitats em busca do alimento confere a eles sucesso adaptativo, que 0s tornam
em Unicos seres vivos que desafiam o homem na sua hegemonia total (BOURTZIS e
MILLER, 2007).

Além da qualidade variavel, o alimento natural apresenta sazonalidade, o que o torna
ainda mais desafiante. O ambiente abidtico, incluindo a temperatura, a umidade e o
fotoperiodo, faz com que o alimento natural ndo esteja disponivel de forma permanente, o
que forca os insetos a se adaptarem para suportar os periodos de desfavorabilidade; essas
adaptacOes variam desde trocas fisioldgicas drasticas, como no caso dos insetos que entram
em diapausa, até trocas fisioldgicas menos drasticas, ou seja, 0s insetos entram em oligopausa
ou quiescéncia. Em ambos os casos, ocorrem acumulo de energia estocada na forma de

lipidios, o que garante a sua sobrevivéncia. Outra estratégia € a migracdo em busca de



habitats mais favoraveis, o que também demanda energia estocada para suportar os v60s
prolongados (COHEN, 2004).

O alimento natural apresenta variacdo na sua qualidade, e ndo raro, ocorre a presenca
de aleloquimicos ou produtos do metabolismo secundario, que podem ser toxicos. A defesa
fisica (por exemplo, a presenca de pilosidade, espinho, textura grossa de tecidos, etc.) torna
também o alimento natural, muitas vezes, inacessivel ou indigerivel. Assim, precisa-se
sempre ter em mente que o alimento natural apresenta muitos desafios e que mesmo insetos
mondfagos, isto €, especializados em explorar uma Unica fonte nutricional, se deparam com
problemas no momento de explora-lo. Portanto, quando se estuda a biologia dos insetos em
laboratorio, a busca de dietas artificiais € muito importante, pois estas permitem que 0s
insetos se desenvolvam sem que haja necessidade de suplantar os problemas apresentados
pelo alimento natural (COUDRON et al., 2006).

4.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA
4.1.1 Formigas — subfamilia Myrmicinae — Tribo Attini

Ha 50-60 milhdes de anos, as formigas cortadeiras da tribo Attini, encontrada na
regido Neartica e, principalmente, Neotropical, adquiriram a habilidade de cultivar fungos
(BASS; CHERRETT, 1994).

Essa associacdo esta presente desde o inicio da colbnia quando as futuras rainhas
partem da coldonia-mée e levam consigo em uma bolsa infrabucal um pellet do inoculo
fangico, que servira de nucleo para um novo jardim (MULLER et al., 1998, 2001). Apesar de
esse comportamento permitir uma propagacdo vertical e vegetativa do fungo, estudos
genéticos ndo encontraram uma correlacdo estreita entre as espécies de formigas e seus
respectivos fungos. Isso se deve ao fato de as formigas, ocasionalmente, substituirem seu
fungo domesticado por fungos de vida livre e por outros fungos de outras colénias (MULLER
et al., 1998; GREEN et al., 2002).

As colbnias dessa tribo sdo dependentes dos fungos para sua alimentacdo e a prole é
criada em uma dieta exclusivamente fungica. Por isso, essas formigas desenvolveram a
capacidade de cultivar os fungos em camaras subterraneas, sobre substratos de cultivo que

variam dependendo do género da formiga, podendo ser fragmentos de folhas e flores. Os



géneros Atta e Acromyrmex usam exclusivamente folhas e flores cortadas e transportadas
para o ninho. Estudos recentes ampliaram consideravelmente a compreensdo da evolugdo da
simbiose entre as formigas Attini e seus fungos (CHAPELA et al., 1994; MULLER et al.,
1998, 2001; CURRIE et al., 1999; GREEN et al., 2002).

Para proteger seus jardins de fungos parasitas do género Escovopsis, que causam
reducdo da produtividade e crescimento do fungo simbionte, as formigas Attini usam
antibidticos derivados de bactérias mantidas em regides especializadas dos proprios corpos
(CURRIE et al., 1999; CURRIE, 2001; POULSEN et al., 2003). Essas bactérias benéficas
para as formigas pertencem ao género Streptomyces, um género de bactérias de solo que foi
usado pela industria farmacéutica para a descoberta de antibidticos modernos. Além disso, as
operarias realizam a remocdo mecanica de contaminantes e isolam areas dos jardins que se
apresentam contaminadas com outros fungos (BASS; CHERRETT, 1994).

4.1.2 Controle alternativo de pragas

A implantacdo de agroecossistemas leva sempre a alteragdo nos ambientes nativos ou
originais, tais como um campo, uma mata ou uma floresta. Um dos problemas mais sérios da
agricultura consiste na manutencdo destes novos sistemas dado a sua simplicidade e
fragilidade em relacdo a agentes fisicos e biologicos. Dentre os problemas biologicos, o
desequilibrio de populacdes torna-se um aspecto importante quando tratado em nivel de
pragas e doencas (FERNANDES, 1987).

Ao tempo em que a agricultura era praticada em pequena escala, a importancia das
pragas e doencas era mais reduzida. Com o passar do tempo, o homem foi avancando as
fronteiras agricolas, invadindo o habitat de pragas em potencial. Essa invasdo destruiu
espécies vegetais que serviam de alimento ou abrigo tanto para as espécies que se tornariam
pragas quanto para 0s seus competidores, responsaveis pelo controle e equilibrio dos niveis
populacionais. Assim, importantes pragas hoje existentes, foram muitas vezes manifestadas
pela utilizacdo inadequada de areas em equilibrio ecolégico (GUERRA, 1985).

As primeiras medidas de controle surgidas foram simples. Baseavam-se na
observacdo dos agricultores e no uso dos meios disponiveis na propriedade ou em casa,
apesar de nem sempre redundarem em sucesso. Posteriormente, muitas destas medidas foram

testadas de um modo empirico e transferidas como sugestdes aos agricultores por estudiosos



do assunto. As sugestbes foram fornecidas por cartas e mesmo em revistas e livros
(MARANHAO, 1986).

Com o advento dos agrotoxicos modernos (inseticidas, fungicidas, bactericidas etc.)
iniciado na década de quarenta com a dedetizacdo pareciam estar superados muitos
problemas. A partir de 1940, 1945 foram introduzidos no Brasil os inseticidas organo-
sintéticos, produtos esses que tiveram larga aceitacdo tanto no meio rural e urbano. Porém, ao
lado dos beneficios que propiciaram, acarretaram uma série de efeitos paralelos e
indesejaveis de modo que, hoje, seu uso é ponderavel na sociedade, que questiona sempre tais
produtos sintéticos. Os efeitos mencionados estenderam-se ao homem e ao ambiente de modo
geral (REGO, 1943).

A literatura médica relaciona 0s agrotdxicos com problemas de esterilidade
masculina, cancer, perturbacOes gastricas, lesbes hepéticas, mutacdes, dentre outras
(GUERRA, 1985).

Os procedimentos atuais de controle de pragas nas lavouras deixam muito a desejar
(FERNANDES, 1987). Em primeiro lugar, a agricultura é exposta aos riscos climaticos e o
custo adicional de praguicidas aliado a falta de estruturas e canais eficientes de
comercializacdo, praticamente inviabilizam a execucdo frutuosa desse tipo de controle
(FERNANDES, 1987).

Como decorréncia dos aspectos apontados nos paragrafos anteriores, observa-se
atualmente, como anseio social a necessidade de repensar e retornar praticas simples, que
antes davam resultados favoraveis, em relacdo ao controle de pragas e doencas
(MARANHAO, 1986).

4.1.3 O controle Bioldgico

Estima-se que sejam conhecidas um milhdo de espécies de insetos, de um total de
mais de 2,5 milhdes que, provavelmente, ocorrem sobre a Terra. Desse total, cerca de 10%
podem ser consideradas pragas na agricultura ou pragas urbanas (ALVES, et al., 1998).
Assim, se cada espécie de inseto for atacada por no minino um patdégeno, pode-se inferir que
a patologia de insetos e o controle microbiano terdo no futuro, importancia relevante no
controle dos insetos-pragas e na cura de doencas dos insetos Uteis.

A patologia de insetos € a ciéncia que estuda as doencas dos insetos, abrangendo a
etiologia, a sintomatologia e a epizootiologia, visando utiliza-las para o controle de pragas ou

com o objetivo de evita-las quando ocorrem em populagc6es de insetos Gteis.



A doenga pode ser entedida como uma entidade abstrata e ndo deve ser confundida
com o inseto doente nem com o patdgeno. Doenga, segundo GAUMANN (1950), é um
processo dindmico no qual o hospedeiro e patogeno, em intima relagdo com o meio, se
influenciam mutuamente, resultando modificac6es morfoldgicas e fisioldgicas.

A patologia de insetos € um ramo da patologia de invertebrados que vem se
desenvolvendo como ciéncia interligada a um grande ndmero de &reas. Assim, ndo existe
isoladamente e fornece e/ou recebe subsidios de outras &reas do conhecimento, como:
microbiologia, que fornece elementos basicos para a etiologia (agentes causais), taxonomia e
diagnose; morfologia, anatomia e fisiologia, que dao subsidios para o estudo da
sintomatologia e histopatologia; agrometeorologia, biologia, ecologia e fitotecnia, que
fornecem elementos importantes ao estudo da epizootiologia; além da bioguimica, quimica,
fisica, bioestatistica, zootecnia, medicina (vacinas e vetores) e genética, que estdo
diretamente relacionadas ao controle microbiano (ALVES, et al., 1998).

O controle microbiano é a principal meta da patologia de insetos e representa um
ramo do controle biologico de insetos. Este, por sua vez, trata da utilizacdo racional dos
patogenos visando a manutencdo da populacao de pragas a niveis ndo-econémicos.

Atualmente, é grande o avanco cientifico da patologia de insetos, com a repercussao
direta no campo do controle microbiano. Muitos patdgenos vém sendo relatados sobre insetos
a medida que cresce o numero de pesquisadores nesse campo. Ja existe no mercado brasileiro
e internacional um grande nimero de produtos a base de patogenos, visando o controle de
insetos-pragas e vetores.

Apesar do avango incontestavel da patologia de insetos e do controle microbiano
verificado nos dltimos vinte anos, € importante mencionar que 0S mMmicrorganismos
entomopatogénicos ndo devem ser considerados os unicos agentes de controle de insetos.
Esse tipo de controle deverd fazer parte de um conjunto de medidas que, atuando em
harmonia com o ambiente, seja capaz de reduzir a populacdo dos insetos pragas a niveis ndo-
econémicos (ALVES, et al., 1998).

4.1.4 Bactérias endofiticas

Como se sabe, cada vez mais, novas funcdes e atividades vem sendo atribuidas aos
microrganismos endofiticos, consequentemente, vado surgindo novas possibilidades para o uso
desses microrganismos em processos biotecnologicos. Fungos e bactérias endofiticos estdo
sendo utilizados no controle biolégico como vetores para introducdo de genes em plantas e

como produtores de farmacos e outras muitas aplicagbes (HALLMANN et al., 1997,



M’PIGA et al., 1997; AZEVEDO et al. 2000; SALLES et al. 2000; BILLS et al. 2002;
STROBEL 2002; STROBEL e DAISY 2003; SAMUELS 2004; SOUZA et al. 2004; ZHANZ
et al. 2006; HANADA et al. 2009).

As bactérias endofiticas, da mesma forma que fitopatdgenos, apresentam a capacidade
de penetrar na planta e se disseminar de forma sistémica no hospedeiro, habitando de forma
ativa o apoplasto (MAHAFFEE et al., 1997; QUADT-HALLMANN et al., 1997b), vasos
condutores (MAHAFFEE et al., 1997; HALLMANN et al., 1997) e, ocasionalmente, pode
haver colonizagdo intracelular (QUADT-HALLMANN e KLOEPPER, 1996; QUADT-
HALMANN et al., 1997).

Bactérias endofiticas colonizam um nicho ecolégico semelhante aquele ocupado por
fitopatdgenos, favorecendo-as como agentes de controle bioldgico de doencas (HALLMANN
et al., 1997; KUNOH, 2002; COOMBS et al., 2004). Este controle bioldgico pode ocorrer
principalmente devido a atuacdo direta sobre o patdgeno no interior da planta hospedeira
(PAN et al.,1997), por producdo de compostos antimicrobianos (PLEBAN et al., 1997,
MARCON, 2002; KUNOH, 2002; TAECHOWISAN et al.,2003), indugdo de resisténcia
sisttmica (KRISHNAMURTHY e GNANAMANICKAM, 1997; LODEWYCKX et al.,
2002), competicdo por nutrientes (MARI et al., 1996) ou produzindo enzimas (quitinases ou
celulases) que degradam a parede celular de fungos patogénicos (PLEBAN et al., 1997,
DOWNING e THOMSON, 2000; EL-TARABILY, 2003).

O controle biologico de doencas e pragas de culturas de interesse, utilizando bactérias
endofiticas, pode ser realizado de forma indireta. Neste caso, o endofito ndo atua diretamente
sobre o patdgeno, mas induz uma resposta na planta, ativando a resisténcia ao patégeno. O
principal componente bacteriano sugerido como indutor deste processo € um
lipopolissacarideo (LPS), presente na parede celular de bactérias Gram-negativa. Além do
LPS, outras moléculas como sideroforos e acido salicilico produzidas por bactérias séo
também consideradas candidatas (VAN LOON et al., 1998). Em plantas de tabaco foi
demonstrado que LPS da bactéria endofitica Burkholderia cepacia estimulou resposta
sistémica ao ataque do patégeno Phytophthora nicotianae (ARAUJO et al., 2001).

Estudos tém demonstrado que a aplicacdo de rizobactérias (as quais também
colonizam endofiticamente o hospedeiro) em sementes ou na raiz pode induzir resisténcia a
multiplos patégenos dos tecidos foliares como virus, fungos e bactérias (KLOEPPER et al.,
1999). Em outro caso, foram utilizadas rizobactérias, em combinacdo ou em aplicacdes
simples de cada bactéria, e verificou-se que estas bactérias, além de promover o crescimento

vegetal, induziram a resistencia sistémica do hospedeiro as bactérias Pseudomonas syringae



pv. Lachrymans, Erwinia tracheiphila e ao fungo Colletotrichum orbiculare (RAUPACH e
KLOEPPER, 1998). Em tomate, a aplicacdo da rizobacteria promotora de crescimento
Pseudomonas sp. (linhagem PsJN) induziu resisténcia sistémica a Verticilium dahliae. Os
resultados deste estudo mostraram que a colonizagdo endofitica da planta pela rizobactéria foi
necessaria para a inducdo de resposta contra o patégeno (SHARMA e NOWAK, 1998).

Os fatores que levam a inducdo de resisténcia sistémica contra patdgenos ainda nao
estdo bem estabelecidos. Sabe-se que ela esta associada a alteragdes bioquimicas e estruturais
na planta hospedeira, as quais afetam adversamente o crescimento e desenvolvimento do
patogeno (DULJFF et al, 1997; M’PIGA et al., 1997, SHARMA ¢ NOWAK, 1998). A
penetracdo ativa de Pseudomonas sp. (linhagem PsJN), com hidr6lise de celulose sugere que
alguns endo6fitos podem causar reacdo de hipersensibilidade, ativando a resisténcia sistémica
contra patogenos (QUADT-HALMANN et al., 1997a). Tem sido observado que esta
resisténcia induzida em tomate esta relacionada a colonizacdo dos tecidos internos do
hospedeiro e a presenca de um lipopolissacarideo da membrana externa (Cadeia O-
antigénica) da bactéria endofitica (DUIJFF et al., 1997).

A comunidade endofitica € muito dindmica, havendo interacGes entre as espécies
bacterianas e entre estas com hospedeiro. ARAUJO et al., (2001) isolaram inimeras bacterias
endofiticas de porta-enxertos de citros, entre elas Alcaligenes sp., Bacillus megaterium, B.
pumilus, B. subtilis, B. cepacia e P, agglomerans. Foram realizados testes in vitro de
interacdo entre tais bactérias e Guignardia citricarpa, a qual pode influenciar a composigédo
da populacdo endofitica nas folhas deste hospedeiro. Neste estudo foi verificado que o fungo
G. citricarpa, isolado endofiticamente de folhas, inibiu inGmeras bactérias do género
Bacillus, e estimulou o crescimento de Erwinia herbicola (sin. P. agglomerans) (ARAUJO et
al., 2001; AZEVEDO et al., 2000). De acordo com os autores, este resultado aliado aos
estudos com marcadores moleculares do tipo RAPD, mostrou que E. herbicola deve ser um
endofito plenamente adaptado ao hospedeiro e a outros endéfitos como G. citricarpa,
enquanto que B. pumilus e B. subtilis devem ser bactérias que eventualmente, na auséncia de
competicdo comG. Citricarpa colonizam a planta endofiticamente.

A utilizacdo prética destas bactérias endofiticas no controle bioldgico de patdgenos
depende de inimeros fatores relacionados a interacdo patdgenos — bactérias endofiticas —
planta, pois a competicdo existente entre 0s microrganismos neste habitat pode reduzir a
eficiéncia do controle, inviabilizando a sua utilizacdo. Segundo RAUPACH e KLOEPPER

(1998), na maioria dos casos, o0 controle biolégico que ocorre naturalmente é devido a uma



mistura de microrganismos antagbnicos sendo, portanto, muito importante avaliar a interagéo

de diferentes bactérias para o controle de patdgenos.

4.1.5 A planta quebra-pedra: Phyllanthus sp.

A familia Euphorbiaceae a quem pertence 0 quebra-pedra, possui cerca de 317
géneros e 8.000 espécies agrupadas em 49 tribos e 5 subfamilias (WEBSTER, 1994). As
Euphorbiaceae séo predominantemente tropicais e subtropicais e constitui uma das maiores
familias dentre as dicotiledéneas. O género Phyllanthus, com cerca de 750 espécies, é o

maior e 0 mais diversificado género desta familia.

O nome Phyllanthus vem do grego Phyllon (folha) e anthos (flor), em referencia as
flores produzidas em ramos que se assemelham as folhas compostas. A maior parte do género
¢ de origem paleotropical, com cerca de 200 espécies distribuidas pelas Ameéricas,
principalmente no Brasil. Cerca de onze espécies atingem latitudes temperadas, mas ndo sao
encontradas na Europa e na costa pacifica do continente americano (WEBSTER, 1994). No
Brasil, as espécies mais conhecidas e chamadas popularmente de quebra-pedra, arrebenta-
pedra ou erva-pombinha sdo as Phyllanthus ninuri L., Phyllanthus amarus Schum & Thonn e
Phyllanthus tenellus Roxb. Mill. Arg., reconhecidas popularmente por suas propriedades
diuréticas, antiinflamatorias, analgesicas, antimicrobiana, antitumoral; séo utilizadas na forma
de infuséo das folhas, caules e raizes. Existem relatos cientificos descrevendo em varias
espécies do género atividade anti-viral, com possiveis aplicacdes no tratamento de Hepatite B
e cancer (LORENZI e MATOS, 2002).

Botanicamente o género Phyllanthus é constituido de ervas, arbustos ou arvores
mondicos ou mais raramente, didicos. Folhas simples, inteiras, alternas, estipuladas. As vezes
presentes apenas nas plantas jovens, entdo os ramos modificados em cladddios; peciolos
menores que as laminas. Inflorescéncias cimosas, axilares, paucifloras, as vezes reduzidas a
uma unica flor; flores estaminadas monoclamideas, sépalas 4-6; disco nectarifero usualmente
segmentado; estames (2)-3-5(-15); filetes livres ou unidos; anteras livres ou unidas, rimosas,
rimas horizontais a verticais; graos de pdlen prolatos a esféricos, colporados a porados; flores
pistiladas monoclamideas, sépalas 4-6; disco nectarifero inteiro, frequentemente pateliforme
a cupuliforme, raramente segmentado; ovario 3-locular; vulos 2 por léculo; estiletes 3, livres

ou unidos na base, geralmente divididos. Fruto capsula septicida, separando-se na maturidade



em mericarpos, raramente baga ou drupa; sementes geralmente 2 por léculo, angulosas,

triangulares em secéo transversal (TORRES et al., 2003).

O género Phyllantus se trata de um género bastante complexo, cuja identificacdo das
espécies é por vezes dificil e confusa. Como se trata de uma planta com fins medicinais
quaisquer equivocos na identificacdo poderdo comprometer seriamente os resultados de
trabalhos e também por ser frequentemente coletadas e utilizadas pela populacdo leiga, é

importante reconhecer caracteres que permitam distinguir as espécies.

Frequentemente ha dificuldades na identificacdo das espécies, assim cabe ressaltar,
que Phyllanthus amarus e o Phyllanthus ninuri, sdo espécies constantemente confundidas.

A Phyllanthus amarus Schum. & Thonn., consiste de uma erva, 30-40 cm de altura,
glabra, com ramificacéo filantoide, ramos cilindricos a levemente achatados, ndo modificados
em cladodios. Estipulas oval-lanceoladas a lanceoladas, acuminadas, 2 mm comprimento.
Folhas subsésseis, membranaceas, oblongas, 8-10x3-4 mm, apice arredondado, base obtusa,
margem inteira, peciolo com 1 mm de comprimento. Flores em cimulas bissexuais, com uma
flor pistilada e uma flor estaminada; bracteas lanceoladas, acuminadas; flores estaminadas
cerca de 2 mm comprimento, peciolo cerca de 1 mm comprimento, sépalas 5, obovadas a
elipiticas, acuminadas, obtusas, inteiras, translucidas nas margens, esverdeadas; disco com 5
glandulas pateliformes; estames 2, raramente 3, filetes totalmente unidos, tecas convergentes,
rimas horizontais a obliquas; flores pistiladas cerca de 2 mm comprimento; pedicelo 1,5 mm
comprimento, chegando a 2 mm no fruto; sépalas 5, oboval-oblongas, apiculadas a agudas,
cdncavas, inteiras, translicidas nas margens, esverdeadas. Disco anula com 5 apiculos; ovario
globoso, verde; estiletes levemente 2 partidos, patentes. Fruto capsula 3 mm comprimento.
Sementes 1 mm comprimento, castanho claras, estriadas. A Phyllanthus amarus ndo é
facilmente distinguivel das outras espécies, porém as inflorescéncias bissexuais com duas

flores e os estamens completamente unidos identificam a espécie (TORRES et al., 2003).

A espécie Phyllantus ninuri € uma erva com aproximadamente 30 cm altura, glabra,
com ramificacdo filantéide, ramos cilindricos a levemente achatados ndo modificados em
cladddios. Estipulas linear-lanceoladas, 2-3 mm comprimento, longamente acuminadas.
Folhas membranaceas, subsésseis, oblongas a elipticas, 8-13 x 3-4 mm, apice arredondado,
base cordada assimétrica, margem inteira; peciolo 0,5-1 mm comprimento. Flores em cimulas
unissexuais, as estaminadas proximais com 3-7 flores, as pistiladas distais com uma Unica

flor; bracteas linear-lanceoladas cerca de 1-1,8 mm comprimento; flores estaminadas 2 mm



compriemento., pedicelo 1 mm comprimento, sépalas 5, largamente obovais, cdncavas,
inteiras, verde-claras; disco com 5 glandulas cuneadas, papilosas; estames 3, filetes livres a
totalmente unidos; tecas convergentes, rimas horizontais a obliquas; flores pistiladas cerca de
2,5 mm comprimento, pedicelo 3-4 mm comprimento, sépalas 5, largamemte obovais a
elipticas, inteiras, verde-claras, disco anular, ovério globoso, verde; estiletes livres, 2-
partidos, eretos, capitados. Fruto capsula, 2 mm comprimento. Sementes 1,5 mm
comprimento, castanho escuras, verruculosas. A P. ninuri é espécie ruderal, encontrada
florida e com frutos durante todo o ano (MAGALHAES, 1997).

O P. ninuri diferencia-se pelas folhas assimétricas, inflorescéncias unissexuais e
estiletes capitados e P. amarus por possuir folhas simétricas, inflorescéncias bissexuais e
estiletes agudos.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Atividade Antagonista in vivo para o controle das formigas cortadeiras (Atta

sexdens)

ApoOs comprovar em laboratério as atividades antagonistas de algumas bactérias
endofiticas isoladas de Phyllantus sp. contra microrganismos simbiontes de formigas
cortadeiras, foram montados ensaios biologicos in vivo, figura 11. O primeiro constou de um
ensaio, com 10 formigueiros completos montados em laboratério no qual foi aplicado um
“pool das bactérias” previamente selecionadas como antagonistas. As bactérias foram
aplicadas em folhas de laranja que eram entregues para a alimentacdo das formigas. Como
controle, outros 05 formigueiros serviram como tratamento controle, nos quais as folhas de
laranja foram pulverizadas com agua destilada. Em um segundo ensaio, 40 formigueiros
montados em laboratério, figura 12, que receberam outros tratamentos: a) folhas de
laranjeiras pulverizadas com um “pool” das bactérias antagonistas foram disponibilizadas as
formigas; b) folhas de Phyllantus sp. (planta hospedeira das bactérias endofiticas em estudo)
tratadas com esséncia de folhas de laranjeiras foram disponibilizadas as formigas; c) folhas
de laranjeiras tratadas com o liquido metabdlico do pool de bactéreias foram disponibilizadas
as formigas; d) controle onde as folhas disponibilizadas as formigas recebiam somente dgua
destilada. Cada tratamento constando de 10 formigueiros completos com todas as castas Os

experimentos foram avaliados diariamente, com medi¢des do tamanho do fungo simbionte e



avaliacdo do comportamento das formigas cortadeiras (Atta sexdens) durante 21 dias
seguidos. Foi avaliada: a mortalidade dos formigueiros por meio da mortalidade do jardim de
fungo, no qual foi realizado o teste Tukey no nivel de 5% de significAncia e a TLso ou tempo

letal mediano dos individuos.

Figura 11 — Teste in vivo de mortalidade das formigas cortadeiras. A — “pool” das bactérias
endofiticas de plantas da Amaz6nia; B — materiais utilizados na aplicacdo do “pool” das
bactérias; C — aplicacdo do “pool” das bactérias em folhas de laranja; D — colocacdo das
folhas com o “pool ” das bactérias utilizadas como alimento para as formigas cortadeiras; E —
Formigas A. sexdens cortando as folhas contaminadas; F — medidas diarias realizadas para

verificacdo da reducdo do tamanho do fungo. Fonte: Gonzaga, 2011.



Figura 12 — Ninhos de A. sexdens montados em laboratorio para o teste de mortalidade in

vivo. Fonte Gonzaga, 2011.

As formigas cortadeiras estudadas no decorrer dos experimentos foram identificadas
em nivel de espécie e depositadas no Laboratério de Ecologia do Instituto Nacional de
Pesquisas da Amazdnia — INPA, campus Il - V8.

Foram avaliados também a acdo de corte das folhas pelas formigas e o seu
comportamento nos formigueiros submetidos aos diferentes tratamentos. Para a acéo de corte
determinaram-se dois parametros seguidos por numeros (1) Acdo de cortar a folha e
alimentar o jardim de fungo e (2) Inexistencia da acdo de corte de folhas e consequente nao
alimentacdo do jardim de fungos figura 13 e 14.



Figura 13 — Jardim de Fungos simbiontes das formigas cortadeiras Atta sexdens. Fonte:
Gonzaga, 2009.

Figura 14 — Estrutura de um ninho montado em laboratério. A — “panela” do lixo; B —

“panela” do fungo; C — “ panela” da alimentagdo. Fonte: Gonzaga, 20009.

Para o comportamento das formigas também foram estabelecidos dois parametros: (1)
Quando as formigas nidificavam normalmetne e (2) Quando ndo nidificavam e ocorria a

mortalidade das formigas.



4.3 RESULTADOS E DISCUSSOES

As bactérias que apresentaram resultados positivos nos testes in vitro com os fungos
associados as formigas cortadeiras (Atta sexdens) foram identificadas como (Pseudomonas
putida; Bacillus amyloliquefaciens e Serratia grimesii).

No més de fevereiro de 2011 foram realizados os primeiros ensaios in vivo com as

mesmas bactérias que haviam sido isoladas da planta medicinal quebra-pedra (Phyllanthus
sp.).

Na (Tabela 10) encontram-se os dados de mortalidade do fungo das formigas salvas
ou cortadeiras Atta sexdens. Observa-se que todos os tratamentos diferiram desde o primeiro
dia até o décimo sexto dia de observacdo, figura 15. No primeiro dia, em ambos 0s
tratamentos a area do jardim de fungos era relativamente grande e a partir do sétimo dia essa
area foi reduzida tanto no tratamento 1 (controle ) como no tratamento 2, sendo que neste
(tratamento com o “Pool” das bactérias) ocorreu mortalidade e maior reducdo da area do
fungo, com diferenca significativa de 5% entre os tratamentos. A partir do décimo segundo
dia intensificou-se a mortalidade do jardim de fungos nos formigueiros que receberam o

“Pool” das bactérias. O jardim de fungos foi extinto no décimo sexto dia no tratamento 2.

Tabela 9 - Médias da taxa de mortalidade do jardim de fungo das formigas salvas Atta

sexdens.

Taxa de Mortalidade

Tratamentos Dial Dia 7 Dia 12 Dia 16
T1 6.3a 5.8a 5.0a 4.4 a
T2 870D 20 b 04 b 00b

Teste Tukey a nivel de 5% de significancia.

Legenda: T1 - tratamento somente com &gua destilada; T2 - tratamento com um “pool” de

bactérias endofiticas antagonistas.
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Figura 15 — Taxa de mortalidade do jardim de fungos no primeiro ensaio in vivo.

A reducéo da area do fungo tanto no tratamento controle com agua destilada como no
tratamento com as bactérias antagonistas pode ser explicado pelo fato de as formigas terem
diminuido, em ambos os tratamentos, sua atividade de alimentacdo do fungo simbionte. Por
outro lado, observou-se maior intensidade da mortalidade no tratamento com as bactérias
antagonistas partir do sétimo dia. Aparentemente as antagonistas agiram na area do fungo

levando-os a mortalidade.

O ato de cortar as folhas pelas formigas pode ser analisado nos dados expostos na
Tabela 11. Ao analisar esses dados observa-se que ndo houve diferenca estatistica
significativa de corte das folhas no primeiro dia, mas a partir do sétimo dia o corte no
tratamento T2 comeca a se diferenciar, pois as formigas param de cortar as folhas, ficando
assim até o décimo sexto dia de observacdo. Esses resultados estdo de acordo com os dados
da Tabela 12 onde séo apresentadas as medidas das areas foliares cortadas. As areas foliares
cortadas reduzem em ambos os tratamentos em todos os dias de observacdo, mas com maior
intensidade no tratamento 2 onde as folhas receberam as bactérias endofiticas antagonistas. A
partir décimo segundo dia a area de folhas cortada, no tratamento experimental é

praticamente zero.



HERTZ et al., (2008) ofereceram folhas de trés vegetais submergidas previamente em
fungicida, de modo que as operarias de Acromyrmex lundi ndo percebiam a presenca do
fungicida. O comportamento de rejeicdo as folhas ocorreu 10 horas ap6s o forrageamento.
Esses autores concluiram que as cortadeiras sdo capazes de ndo apenas distinguir a qualidade
das folhas no local do corte, mas também de associar caracteristicas particulares com reagdes
especificas de seu fungo simbionte apds o contato deste com o substrato. Essas reacdes
especificas sdo, na verdade, reacOes de rejeicdo, aprendidas pelas forrageadoras e mediadas
pelo fungo. Os valores proximos a um significa que as formigas cortaram as folhas, os

préximos a dois significa que elas pararam de cortar figura 16.

Tabela 10 — Valores médios da atividade de corte por Atta sexdens em folhas de laranja (C.
sinensis) pulverizadas com o “Pool” das bactérias endofiticas de quebra-pedra (Phyllanthus

sp.).

Corte das Folhas

Tratamentos Dial Dia 7 Dia 12 Dia 16
T1 1.0a 10a 10a 1.0a
T2 10a 16 b 16 b 16 b

Teste Tukey a nivel de 5% de significancia.

Legenda: T1 - tratamento somente com agua destilada; T2 - tratamento com um “pool ” de

bactérias endofiticas antagonistas.
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Figura 16 — Corte das folhas pelas formigas no primeiro ensaio in vivo.

Tabela 11 - Médias das areas das folhas de laranja cortadas (C. sinensis) pelas formigas

cortadeiras Atta sexdens.

Tamanho das Folhas cortadas em cm?

Tratamentos Dial Dia 7 Dia 12 Dia 16
T1 9.60 a 6.22 a 6.22 a 6.22 a
T2 488 b 3.24a 0.60 b 0.00 b

Teste Tukey a nivel de 5% de significancia.

Legenda: T1 - tratamento somente com agua destilada; T2 - tratamento com um “pool” de

bactérias endofiticas antagonistas.
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Figura 17 — Comparagdo do tamanho das folhas cortadas no primeiro ensaio in vivo.

O comportamento das formigas cortadeiras Atta sexdens (Tabela 13, figura 18),
diferiu entre os tratamentos depois do sétimo dia. Enquanto demostravam comportamento
calmo no tratamento controle, no experimental mostravam-se agitadas. Este pode ser
explicado devido a mortalidade do fungo, em decorréncia da parada do corte das folhas e
alimentacdo desses simbiontes. Sem crescimento e renovacgdo do jardim de fungos observou-

se a consequentemente mortalidade das formigas sauvas.

Tabela 12 - Médias da analise do comportamento das formigas cortadeiras Atta sexdens.

Comportamento das Formigas

Tratamentos Dial Dia 7 Dia 12 Dia 16
T1 10a 10a 10a 1.0a
T2 l4a l4a 20 b 20 b

Teste Tukey a nivel de 5% de significancia.



Legenda: T1 - tratamento somente com agua destilada; T2 - tratamento com um “pool” de
bactérias endofiticas antagonistas.
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Figura 18 — Comportamento das formigas cortadeiras no primeiro ensaio in vivo.

Trabalhos desenvolvidos com plantas da familia Burseraceae conhecidas por seus
exsudatos e resinas ricos em compostos aromaticos sao utilizados como perfumaria, vernizes,
entre outras utilidades (LE COINTE, 1934). Resultados do efeito dos extratos de Protium
heptaphyllum sobre o desenvolvimento do fungo simbionte mostraram que somente 0s
extratos brutos hexanico e diclorometéanico do galho inibiam cerca de 60% do fungo
simbionte. Os mesmos resultados foram observados com fracGes do extrato diclorometanico e
do extrato hexanico. Os componentes dessas fracGes indicaram a presenca de triterpenos na
resina desta espécie (SUSUNAGA et al., 2001).

Na tentativa de confirmar os resultados obtidos no ensaio in vivo com as bactérias
endofiticas antagonistas, foi realizado o segundo teste com formigueiros completos montados

no laboratorio.



Teste 11 in vivo

No més de abril de 2011 foi realizado o segundo ensaio in vivo com as bactérias
endofiticas Pseudomonas putida; Bacillus amyloliquefaciens e Serratia grimesii isoladas da
planta medicinal quebra-pedra (Phyllanthus sp.), com o objetivo de avalia -las frente ao
jardim de fungos das formigas cortadeiras Atta sexdens.

Para a realizacdo do segundo teste, foram programados quatro tratamentos; T1
também chamado de controle ou testemunha no qual as folhas de laranja (C. sinensis) foram
pulverizadas com agua destilada e colocadas na panela de alimentacdo das formigas; T2 em
que foram utilizadas as folhas de quebra-pedra tratadas com esséncia de laranja; T3 onde
folhas de laranjeiras foram pulverizadas com uma solucdo de bactérias antagonistas e a seguir
colocadas na panela de alimentacdo das formigas cortadeiras; T4 onde folhas de laranjeiras
receberam pulverizacdo com o liquido metabolico das bactérias endofiticas antes de serem
colocadas na panela de alimentacdo das formigas cortadeiras. Para este tratamento o caldo de
cultivo onde as bactérias foram cultivadas foi submetido a filtragdo em membrana milipore e
somente a parte liquida identificada como liquido metabolico foi utilizado. Todos os

tratamentos realizados em 5 repeticdes com observacdes diarias durante 21 dias seguidos

Os resultados da taxa de mortalidade do fungo das formigas salvas ou cortadeiras
Atta sexdens podem ser observados na (Tabela 14, figura 19). O tratamento T3 diferiu
estatisticamente, ja no primeiro dia, dos demais tratamentos. No quinto dia o tratamento T3
diferiu estatisticamente do controle T1, evidenciando alta mortalidade do fungo. No décimo
dia observou-se mortalidade do fungo simbionte nos tratamentos T3 e T4. O tratamento
controle foi o que apresentou menor mortalidade do fungo quando comparado como T3 e 0
T4. A partir do décimo quinto dia até o vigésimo primeiro dia observou-se declineo do jardim

de fungos em todos os tratamentos.



Tabela 13 - Quadro de médias da taxa de mortalidade do jardim de fungo das formigas

sauvas.

Taxa de Mortalidade
Tratamentos Dial Dia 5 Dia 10 Dia 15 Dia 21
T1 0.1176 a 0.5414 a 0.7278 a 0.7842 ns 0.9104 ns
T2 0.2423a 0.6271ab 0.7984ab  0.8903ns  0.9733ns
T3 0.4648 b 0.8548 b 0.9327 b 0.9674ns  0.9889 ns
T4 0.2516 a 0.5826 ab 09230 b 0.9667ns  0.9964 ns

Teste Tukey a nivel de 5% de significancia.

Legenda: T1 - tratamento somente com agua destilada; T2 - tratamento com folhas de quebra
pedra com esséncia de laranja; T3 — tratamento com o “pool” de bactérias endofiticas
antagonistas; T4 - tratamento com o liquido metabdlico das bactérias endofiticas

antagonistas, ns — diferenca nédo significativa.
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Figura 19 — Taxa de mortalidade dos tratamentos do segundo ensaio in vivo.

Os resultados obtidos, em relacdo a mortalidade sdo semelhantes ao experimento
piloto com apenas dois tratamento e constatou-se resultado positivo e rapido para a

mortalidade do fungo simbionte no tratamento T3. O tratamento T4, com o liquido



metabdlico, também foi positivo para mortalidade do fungo, mas em um tempo maior de
exposicdo quando comparado com a aplicacéo direta das bactérias. O tratamento T2 quebra-
pedra com esséncia, também foi promissor, mas foi 0 mais lento de todos os tratamentos

utilizados, figura 20.
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Figura 20 - Caracteristicas dos formigueiros no teste de antagonismo in vivo. Valores baixos
indicam comportamentos desejaveis. Valores mais altos indicam a desestabilizacdo do

formigueiro e dos jardins de fungos associados.

Na natureza é dificil observar formigas sauvas cortarem plantas de quebra-pedra, por
isso, a extratégia de utilizar a esséncia de citros facilitou o processo de corte das folhas de

Phyllanthus sp., por estas formigas.

O comportamento de corte das folhas pelas formigas (Tabela 15, figura 21), ndo
diferiu estatisticamente entre os tratamentos, mostrando que as formigas ndo cortaram muitas

folhas, fato este que pode ter influenciado na mortalidade do fungo.



Tabela 14 — Média do comportamento de corte das folhas de alimentacéo do fungo simbionte

das formigas cortadeiras Atta sexdens.

Folhas cortadas em cm?

Tratamentos Dial Dia 5 Dia 10 Dia 15 Dia 21
T1 20a 16a 18a 16a 16a
T2 16a 20a 1l4a 1l4a 1l4a
T3 16a 18a 16a 18a 20a
T4 20a 15a 20a 20a 20a

Teste Tukey a nivel de 5% de significancia.

Legenda: T1 - tratamento somente com agua destilada; T2 - tratamento com folhas de quebra
pedra com esséncia de laranja; T3 — tratamento com o “pool” de bactérias endofiticas
antagonistas; T4 - tratamento com o liquido metabdlico das bactérias endofiticas

antagonistas.
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Figura 21 - Corte das folhas das formigas cortadeiras no ensaio in vivo. Quanto menores 0s

valores, mais proxima a normalidade a nidificacdo das formigas.



Foi avaliado também o comportamento das formigas cortadeiras, sendo as médias
proximas a 2,0 apresentando formigas calmas nidificano normalmente, e 3,0 formigas
agitadas levando a morte das mesmas, ocorreu uma mudancga no decorrer do experimento. No
tratamento 3 foi observado o inicio da mortalidade das formigas no 5° dia, enquanto o
tratamento T2 registrou a mortalidade das formigas a partir do 10° dia (Tabela 16, figura 22).
A partir do 15° ao 21° dia ndo ocorreu diferenca estatistica entre os tratamentos, mostrando
que no decorrer do tempo, ocorreu a mortalidade das formigas em todos os tratamentos.

Tabela 15 — Médias do comportamento das formigas cortadeiras Atta sexdens.

Anélise do comportamento das Formigas

Tratamentos Dial Dia 5 Dia 10 Dia 15 Dia 21
T1 1.8a 20a 20a 32a 3.2a
T2 3.7a 2.4 ab 44 b 3.2a 28a
T3 2.6a 38D 3.2ab 32a 3.2a
T4 3.2a 2.2ab 2.8ab 24a 40a

Teste Tukey a nivel de 5% de significancia.

Legenda: T1 - tratamento somente com agua destilada; T2 - tratamento com folhas de quebra
pedra com esséncia de laranja; T3 — tratamento com o “pool” de bactérias endofiticas
antagonistas; T4 - tratamento com o liquido metabdlico das bactérias endofiticas

antagonistas.

Quando a aparéncia do fungo das formigas cortadeiras Atta sexdens (Tabela 17, figura
23), observou-se que no primeiro dia todos os tratamentos mostravam um jardim de fungos
integro e com vitalidade A partir do quinto dia, os tratamentos T1 e T4 apresentavam-se
semelhantes a aparéncia do jardim no primeiro dia, porém os tratamentos T2 e T3 ja
evidenciavem inicio de um processo de decadéncia. O aspecto do jardim de fungos comecou

a diferir estatisticamente do controle no décimo quinto dia, evidenciando diminui¢do do seu



tamanho e mostrando evidentes sinais de degeneracéo, fato este que corrobora com os dados

obtidos in vitro e listados na Tabela 5.
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Figura 22 - Comportamento das formigas cortadeiras no ensaio

valores, mais proxima a normalidade a nidificacao das formigas

in vivo. Quanto menores 0s

Tabela 16 — Médias do comportamento do fungo das formigas cortadeiras Atta sexdens.

Analise do comportamento do Fungo

Tratamentos Dial Dia 5 Dia 10 Dial
T1 2.6a 20a 20a 10a
T2 28a 40a l6a 44 b
T3 34a 4.2a 4.2a 46 b
T4 26a 24a 3.0a 50 b

5 Dia 21
10a

46 b
48 b

6.0 b

Teste Tukey a nivel de 5% de significancia.



Legenda: T1 - tratamento somente com &gua destilada; T2 - tratamento com folhas de quebra
pedra com esséncia de laranja; T3 — tratamento com o “pool” de bactérias endofiticas
antagonistas; T4 — tratamento com o liquido metabd6lico das bactérias endofiticas
antagonistas, ns — diferenga néo significativa.
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Figura 23 - Aparéncia do fungo das formigas cortadeiras no ensaio in vivo. Quanto menores

os valores, mais proxima a normalidade a nidificacdo das formigas.

S&o diversas as estratégias e adaptacdes dessas formigas para impedir ou diminuir o
desenvolvimento de qualquer microrganismo que possa competir com o fungo mutualista,
dentre as quais se destacam: 1) a apurada limpeza do substrato coletado, com a conseqliente
retirada mecanica de esporos fungicos e de microrganismos das superficies das folhas ou dos
jardins de fungos (CURRIE e STUART, 2001; VAN BAEL et al., 2009); 2) a semeadura
macica de micélio fungico nos fragmentos foliares coletados (WEBER, 1972); 3) o uso de
secrecBes glandulares contendo compostos antissépticos (MARSARO-JUNIOR et al., 2001;
FERNANDEZ-MARIN et al., 2006; RODRIGUES et al., 2008); 4) a remocéo de partes do
jardim de fungos uma vez detectado o crescimento de um microrganismo invasor (CURRIE e
STUART, 2001); 5) antagonismo do préprio fungo simbionte perante outros microrganismos
(POULSEN e BOOMSMA, 2005; VAN BAEL et al, 2009) e 6) interacGes com

microrganismos que podem oferecer protecdo aos ninhos.
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CONSIDERACOES FINAIS

As formigas cortadeiras sdo conhecidas por manterem uma associagdo mutualistica
com fungos. Estima-se que por volta de 50 milhGes de anos atrds o ancestral da tribo
desenvolveu a capacidade de cultivar fungos como alimento. Por muitos anos, acreditou-se
que o mutualismo estivesse restrito a interagdo formiga-fungo. Entretanto, nos dltimos 11
anos outros microrganismos foram descritos como integrantes dos ninhos, alguns deles com
papel bioldgico conhecido. Dentre novas perspectivas para o controle destas formigas esta o
uso de bactérias endofiticas como o encontrado na planta medicinal quebra-pedra Phyllanthus
sp., que se mostraram promissoras e merecedoras de novos estudos sobre suas interacdes de
antagonismos com o0s microrganismos do jardim de fungos simbiontes das formigas
cortadeiras Atta sexdens.

Considerando-se a complexidade do ambiente em estudo, seria imprudente tirar
concludes precipitadas sobre a eficiéncia, in vivo, da agdo das bactérias endofiticas
antagonistas contra o jardim de fungos das formigas cortadeiras. Diante das estratégias
utilizadas neste estudo, uma provavel explicacdo para o declineo do jardim de fungos
simbiontes é o fato de as formigas interromperem o corte das folhas que serviam para a
alimentacdo dos microrganismos associados ao ninho, reduzindo drasticamente, com esse
comportamento, o tamanho do jardim de fungos simbiontes e consegiientemente levando a
mortalidade dos ninhos. Para serem consideradas promissoras e para que se possa comprovar
a acao direta das bactérias endofiticas no declineo do jardim de fungos, novos ensaios serdo
necessarios. Prioritariamente sera necessario comprovar a ocorréncia de alguma forma de

antagonismo microbiano in vivo, do mesmo modo como foram demostrados in vitro.



ANEXOS 01



Anexo 01 — Teste estatistico Anova — Tukey nivel 5% significancia — Dias/ Tratamento/
Corte das folhas.

Normality Test: Failed (P < 0,050)

Equal Variance Test: Failed (P < 0,050)

Source of Variation DF SS MS F P
Dias 4 0,0200 0,00500 0,0398 0,997
Tratamento 3 22420 7,473 59,522 <0,001
Dias x Tratamento 12 3,980 0,332 2,642 0,003
Residual 180 22,600 0,126

Total 199 49,020 0,246

Main effects cannot be properly interpreted if significant interaction is determined. This is
because the size of a factor's effect depends upon the level of the other factor.

The effect of different levels of Dias depends on what level of Tratamento is present. There
is a statistically significant interaction between Dias and Tratamento. (P = 0,003)

Power of performed test with alpha = 0,0500: for Dias : 0,0500

Power of performed test with alpha = 0,0500: for Tratamento : 1,000

Power of performed test with alpha = 0,0500: for Dias x Tratamento : 0,836

Least square means for Dias :

Group Mean
Tod 1,575
T5d 1,550
T10d 1,575
T15d 1,575
T21d 1,575

Std Err of LS Mean = 0,0560

Least square means for Tratamento :
Group Mean
Co 1,000



Tl 1,660

T2 1,820

T3 1,800

Std Err of LS Mean = 0,0501
Least square means for Dias x Tratamento :
Group Mean

TOd x Co 1,000

TOdx T1 2,000

TOdx T2 1,600

TOdx T3 1,700

T5d x Co 1,000

T5d x T1 1,800

T5d x T2 1,800

T5d x T3 1,600

T10d x Co 1,000

T10d x T1 1,600

T10d x T2 1,800

T10d x T3 1,900

T15d x Co 1,000

T15d x T1 1,500

T15d x T2 1,900

T15d x T3 1,900

T21d x Co 1,000

T21d x T1 1,400

T21d x T2 2,000

T21d x T3 1,900

Std Err of LS Mean = 0,112

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Tukey Test):
Comparisons for factor: Dias

Comparison Diff of Means p q P P<0,050
T10d vs. T5d 0,0250 5 0,446 0,998 No
T10d vs. TOd 2,220E-016 5  3,963E-015 1,000 Do Not Test
T10d vs. T21d 0,000 5 0,000 1,000 Do Not Test



T10d vs. T15d
T15d vs. T5d
T15d vs. TOd
T15d vs. T21d
T21d vs. T5d
T21d vs. TOd
TOd vs. T5d

0,000
0,0250

2,220E-016

0,000
0,0250

2,220E-016

0,0250

0,000 1,000 Do Not Test
0,446 0,998 Do Not Test
3,963E-015 1,000 Do Not Test
0,000 1,000 Do Not Test
0,446 0,998 Do Not Test
3,963E-015 1,000 Do Not Test
0,446 0,998 Do Not Test

Comparisons for factor: Tratamento

ComparisonDiff of Means p

T2 vs.
T2 vs.
T2 vs.
T3 vs.
T3 vs.
T1 vs.

Co
T1
T3
Co
T1
Co

0,820
0,160
0,0200
0,800
0,140
0,660

4

q P P<0,050

16,364 <0,001 Yes
3,193 0,108 No
0,399 0,992 Do Not Test

15,965 <0,001 Yes
2,794 0,197 Do Not Test

13,171 <0,001 Yes

Comparisons for factor: Tratamento within TOd

Comparison Diff of Means
T1 vs.
T1vs.
T1 vs.
T3 vs.
T3 vs.
T2 vs.

Co
T2
T3
Co
T2
Co

1,000
0,400
0,300
0,700
0,1000
0,600

P

q P P<0,05

8,924 <0,001 Yes
3,570 0,056 No
2,677 0,231 Do Not Test
6,247 <0,001 Yes
0,892 0,922 Do Not Test
5,355 <0,001 Yes

Comparisons for factor: Tratamento within T5d

Comparison Diff of Means
T1 vs.
T1 vs.
T1 vs.
T2 vs.
T2 vs.
T3 vs.

Co
T3
T2
Co
T3
Co

0,800
0,200
0,000
0,800
0,200
0,600

P

4

A A A b b

q P P<0,05
7,140 <0,001 Yes
1,785 0,587 No
0,000 1,000 Do Not Test
7,140 <0,001 Yes

1,785 0,587 Do Not Test
5,355 <0,001 Yes



Comparisons for factor: Tratamento within T10d

Comparison Diff of Means p q P P<0,05

T3 vs. Co 0,900 4 8,032 <0,001 Yes
T3vs. T1 0,300 4 2,677 0,231 No
T3 vs. T2 0,000 4 0,892 0,922 Do Not Test
T2 vs. Co 0,800 4 7,140 <0,001 Yes
T2vs. T1 0,200 4 1,785 0,587 Do Not Test
T1lvs. Co 0,600 4 5,355 <0,001 Yes

Comparisons for factor: Tratamento within T15d

Comparison Diff of Means p q P P<0,05

T2 vs. Co 0,900 4 8,032 <0,001 Yes
T2vs. T1 0,400 4 3570 0,056 No
T2vs. T3 0,000 4 0,000 1,000 Do Not Test
T3 vs. Co 0,900 4 8,032 <0,001 Yes
T3vs. T1 0,400 4 3,570 0,056 Do Not Test
T1vs. Co 0,500 4 4,462 0,009 Yes

Comparisons for factor: Tratamento within T21d

Comparison Diff of Means p q P P<0,05

T2 vs. Co 1,000 4 8,924 <0,001 Yes
T2vs. T1 0,600 4 5,355 <0,001 Yes
T2vs. T3 0,100 4 0892 0,922 No
T3 vs. Co 0,900 4 8,032 <0,001 Yes
T3vs. Tl 0,500 4 4,462 0,009 Yes
T1vs. Co 0,400 4 3570 0,056 No

Comparisons for factor: Dias within Co

Comparison Diff of Means p q P P<0,05
TOd vs. T21d 0,000 5 0,000 1,000 No
TOd vs. T15d 0,000 5 0,000 1,000 Do Not Test

TOd vs. T10d 0,000 5 0,000 1,000 Do Not Test



TOd vs. T5d
T5d vs. T21d
T5d vs. T15d
T5d vs. T10d
T10d vs. T21d
T10d vs. T15d
T15d vs. T21d

0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000

or o1 o1 o1 o1 o1 Ol

0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000

Comparisons for factor: Dias within T1

Comparison Diff of Means p

TOd vs. T21d
TOd vs. T15d
TOd vs. T10d
TOd vs. T5d
T5d vs. T21d
T5d vs. T15d
T5d vs. T10d
T10d vs. T21d
T10d vs. T15d
T15d vs. T21d

0,600
0,500
0,400
0,200
0,400
0,300
0,200
0,200
0,100
0,100

5

o o1 o1 o1 o1 o1 o1 o1 O

q
5,355

4,462
3,570
1,785
3,570
2,677
1,785
1,785
0,892
0,892

Comparisons for factor: Dias within T2

Comparison Diff of Means

T21d vs. TOd
T21d vs. T10d
T21d vs. T5d
T21d vs. T15d
T15d vs. TOd
T15d vs. T10d
T15d vs. T5d
T5d vs. TOd
T5d vs. T10d
T10d vs. TOd

0,400
0,200
0,200
0,100
0,300
0,1000
0,1000
0,200
0,000
0,200

P

5
5

on o1 o1 o1 o1 o1 o1 O

q
3,570

1,785
1,785
0,892
2,677
0,892
0,892
1,785
0,000
1,785

1,000 Do Not Test
1,000 Do Not Test
1,000 Do Not Test
1,000 Do Not Test
1,000 Do Not Test
1,000 Do Not Test
1,000 Do Not Test

P P<0,05
0,001 Yes
0,014 Yes
0,085 No
0,715 Do Not Test
0,085 No

0,321 Do Not Test
0,715 Do Not Test
0,715 Do Not Test
0,970 Do Not Test
0,970 Do Not Test

P P<0,05
0,085 No
0,715 Do Not Test
0,715 Do Not Test
0,970 Do Not Test
0,321 Do Not Test
0,970 Do Not Test
0,970 Do Not Test
0,715 Do Not Test
1,000 Do Not Test
0,715 Do Not Test



Comparisons for factor: Dias within T3

Comparison Diff of Means p q P P<0,05
T10d vs. T5d 0,300 5 2677 0,321 No
T10d vs. TOd 0,200 1,785 0,715 Do Not Test

)
T10d vs. T21d 0,000 5 0,000 1,000 Do Not Test
T10d vs. T15d 0,000 5 0,000 1,000 Do Not Test
T15d vs. T5d 0,300 5 2,677 0,321 Do Not Test
T15d vs. TOd 0,200 5 1,785 0,715 Do Not Test
T15d vs. T21d 0,000 5 0,000 1,000 Do Not Test
T21d vs. T5d 0,300 5 2,677 0,321 Do Not Test
T21d vs. TOd 0,200 5 1,785 0,715 Do Not Test
5

TOd vs. T5d 0,1000 0,892 0,970 Do Not Test

A result of "Do Not Test" occurs for a comparison when no significant difference is found
between two means that enclose that comparison. For example, if you had four means sorted
in order, and found no difference between means 4 vs. 2, then you would not test 4 vs. 3 and
3 vs. 2, but still test 4 vs. 1 and 3 vs. 1 (4 vs. 3 and 3 vs. 2 are enclosed by 4 vs. 2: 4 32 1).
Note that not testing the enclosed means is a procedural rule, and a result of Do Not Test
should be treated as if there is no significant difference between the means, even though one

may appear to exist.



Anexo 02 - Teste estatistico Anova — Tukey nivel 5% significancia — Dias/ Tratamento/

Formigas.

Dependent Variable: Formigas

Normality Test: Failed (P < 0,050)

Equal Variance Test: Failed (P < 0,050)

Source of Variation DF SS MS F P
Dias 4 48,330 12,083 11,159 <0,001
Tratamento 3 4695 1565 1,445 0,231
Dias x Tratamento 12 31,830 2,652 2,450 0,006
Residual 180 194,900 1,083

Total 199 279,755 1,406

Main effects cannot be properly interpreted if significant interaction is determined. This is

because the size of a factor's effect depends upon the level of the other factor.

The effect of different levels of Dias depends on what level of Tratamento is present. There

is a statistically significant interaction between Dias and Tratamento. (P = 0,006)

Power of performed test with alpha = 0,0500: for Dias : 1,000
Power of performed test with alpha = 0,0500: for Tratamento : 0,134
Power of performed test with alpha = 0,0500: for Dias x Tratamento : 0,773

Least square means for Dias :
Group Mean

TOod 1,825

Tod 2,875

T10d 2,975

T15d 3,050

T21d 3,200

Std Err of LS Mean = 0,165



Least square means for Tratamento :

Group Mean
Co 2,540
T1 2,840
T2 2,960
T3 2,800

Std Err of LS Mean = 0,147

Least square means for Dias x Tratamento :
Group Mean
TOd x Co 2,100
TOdxT1 1,700
TOdx T2 1,700
TOd x T3 1,800
T5d x Co 2,000
T5d x T1 3,000
T5d x T2 3,700
T5d x T3 2,800
T10d x Co 2,000
T10d x T1 3,700
T10d x T2 3,200
T10d x T3 3,000
T15d x Co 3,500
T15d x T1 2,800
T15d x T2 3,100
T15d x T3 2,800
T21d x Co 3,100
T21d x T1 3,000
T21d x T2 3,100
T21d x T3 3,600
Std Err of LS Mean = 0,329



All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Tukey Test):

Comparisons for factor: Dias

Comparison Diff of Means p

T21d vs.
T21d vs.
T21d vs.
T21d vs.
T15d vs.
T15d vs.
T15d vs.
T10d vs.
T10d vs.

TOd
T5d
T10d
T15d
TOd
T5d
T10d
TOd
T5d

T5d vs. TOd

1,375
0,325
0,225
0,150
1,225
0,175
0,0750
1,150
0,100
1,050

5
5
5
5
5
5
5
5
5
5

q
8,357

1,975
1,368
0,912
7,446
1,064
0,456
6,990
0,608
6,382

Comparisons for factor: Tratamento

ComparisonDiff of Means p
T2 vs. Co
T2vs. T3
T2vs. T1
T1lvs. Co
T1lvs. T3
T3 vs. Co

0,420
0,160
0,120
0,300
0,0400
0,260

q
2,854

1,087
0,815
2,039
0,272
1,767

P P<0,050
<0,001 Yes
0,630 No

0,870 Do Not Test
0,968 Do Not Test
<0,001 Yes
0,944 Do Not Test
0,998 Do Not Test
<0,001 Yes
0,993 Do Not Test
<0,001 Yes

P P<0,050
0,181 No
0,869 Do Not Test
0,939 Do Not Test
0,473 Do Not Test
0,997 Do Not Test
0,595 Do Not Test

Comparisons for factor: Tratamento within TOd

Comparison Diff of Means

Covs. T2
Covs. T1
Covs. T3
T3 vs. T2
T3vs. T1
T1lvs. T2

0,400
0,400
0,300
0,100
0,100
0,000

P

4
4

A b b~ b

q
1,216

1,216
0,912
0,304
0,304
0,000

P P<0,05
0,826 No
0,826 Do Not Test
0,917 Do Not Test
0,996 Do Not Test
0,996 Do Not Test
1,000 Do Not Test

Comparisons for factor: Tratamento within T5d



Comparison Diff of Means p q P P<0,05

T2 vs. Co 1,700 4 5166 0,001 Yes
T2vs. T3 0,900 4 2,735 0,214 No
T2vs. T1 0,700 4 2,127 0,435 Do Not Test
T1vs. Co 1,000 4 3,039 0,138 No
T1lvs. T3 0,200 4 0,608 0,973 Do Not Test
T3 vs. Co 0,800 4 2,431 0,314 Do Not Test

Comparisons for factor: Tratamento within T10d

Comparison Diff of Means p q P P<0,05

T1vs. Co 1,700 4 5166 0,001 Yes
T1vs. T3 0,700 4 2,127 0,435 No
T1vs. T2 0,500 4 1519 0,705 Do Not Test
T2 vs. Co 1,200 4 3,647 0,049 Yes
T2vs. T3 0,200 4 0,608 0,973 Do Not Test
T3 vs. Co 1,000 4 3,039 0,138 No

Comparisons for factor: Tratamento within T15d

Comparison Diff of Means p q P P<0,05

Covs. T3 0,700 4 2127 0,435 No
Covs. T1 0,700 4 2,127 0,435 Do Not Test
Covs. T2 0,400 4 1216 0,826 Do Not Test
T2vs. T3 0,300 4 0912 0,917 Do Not Test
T2vs. Tl 0,300 4 0912 0,917 Do Not Test
T1lvs. T3 0,000 4 0,000 1,000 Do Not Test

Comparisons for factor: Tratamento within T21d

Comparison Diff of Means p q P P<0,05

T3vs. Tl 0,600 4 1823 0,570 No
T3 vs. T2 0,500 4 1519 0,705 Do Not Test
T3 vs. Co 0,500 4 1519 0,705 Do Not Test
Covs. T1 0,100 4 0,304 0,996 Do Not Test
Covs. T2 0,000 4 0,000 1,000 Do Not Test
T2vs. Tl 0,100 4 0,304 0,996 Do Not Test



Comparisons for factor: Dias within Co

Comparison Diff of Means p q

T15d vs. T10d 1,500 5 4,558
T15d vs. T5d 1,500 5 4,558
T15d vs. TOd 1,400 5 4,255
T15d vs. T21d 0,400 5 1,216
T21d vs. T10d 1,100 5 3,343
T21d vs. T5d 1,100 5 3,343
T21d vs. TOd 1,000 5 3,039
TOd vs. T10d 0,100 5 0,304
TOd vs. T5d 0,100 5 0,304
T5d vs. T10d 0,000 5 0,000

Comparisons for factor: Dias within T1

Comparison Diff of Means p q

T10d vs. TOd 2,000 5 6,078
T10d vs. T15d 0,900 5 2,735
T10d vs. T21d 0,700 5 2,127
T10d vs. T5d 0,700 5 2,127
T5d vs. TOd 1,300 5 3,951
T5d vs. T15d 0,200 5 0,608
T5d vs. T21d 0,000 5 0,000
T21d vs. TOd 1,300 5 3,951
T21d vs. T15d 0,200 5 0,608
T15d vs. TOd 1,100 5 3,343

Comparisons for factor: Dias within T2
Comparison Diff of Means p q
T5d vs. TOd 2,000 5 6,078
T5d vs. T21d 0,600 5 1,823

P P<0,05
0,011 Yes
0,011 Yes
0,022 Yes
0,912 No
0,125 No

0,125 Do Not Test
0,200 Do Not Test
1,000 Do Not Test
1,000 Do Not Test
1,000 Do Not Test

P P<0,05
<0,001 Yes
0,299 No

0,560 Do Not Test
0,560 Do Not Test
0,042 Yes
0,993 Do Not Test
1,000 Do Not Test

0,042 Yes
0,993 Do Not Test
0,125 No
P P<0,05
<0,001 Yes
0,698 No



T5d vs. T15d
T5d vs. T10d
T10d vs. TOd
T10d vs. T21d
T10d vs. T15d
T15d vs. TOd
T15d vs. T21d
T21d vs. TOd

0,600
0,500
1,500
0,100
0,100
1,400
0,000
1,400

o o1 o1 o1 o1 o1 o1 Ol

1,823
1,519
4,558
0,304
0,304
4,255
0,000
4,255

Comparisons for factor: Dias within T3

Comparison Diff of Means p

T21d vs. TOd
T21d vs. T15d
T21d vs. T5d
T21d vs. T10d
T10d vs. TOd
T10d vs. T15d
T10d vs. T5d
T5d vs. TOd
T5d vs. T15d
T15d vs. TOd

A result of "Do Not Test" occurs for a comparison when no significant difference is found
between two means that enclose that comparison. For example, if you had four means sorted
in order, and found no difference between means 4 vs. 2, then you would not test 4 vs. 3 and
3 vs. 2, but still test 4 vs. 1 and 3 vs. 1 (4 vs. 3 and 3 vs. 2 are enclosed by 4 vs. 2: 432 1).
Note that not testing the enclosed means is a procedural rule, and a result of Do Not Test
should be treated as if there is no significant difference between the means, even though one
may appear to exist.

Anexo 03 - Teste estatistico Anova — Tukey nivel 5% significancia — Dias/ Tratamento/

Aparéncia do fungo.

1,800
0,800
0,800
0,600
1,200
0,200
0,200
1,000
0,000
1,000

5

o o1 o1 o1 o1 o1 o1 O

5

q
5,470

2,431
2,431
1,823
3,647
0,608
0,608
3,039
0,000
3,039

Dependent Variable: Aparencia fungo

Normality Test:

Failed (P < 0,050)

0,698 Do Not Test
0,820 Do Not Test
0,011 Yes
1,000 Do Not Test
1,000 Do Not Test

0,022 Yes
1,000 Do Not Test
0,022 Yes
P P<0,05
0,001 Yes
0,422 No

0,422 Do Not Test
0,698 Do Not Test
0,074 No
0,993 Do Not Test
0,993 Do Not Test
0,200 Do Not Test
1,000 Do Not Test
0,200 Do Not Test



Equal Variance Test: Failed (P < 0,050)

Source of Variation DF SS MS F P
Dias 4 196,000 49,000 22,797 <0,001
Tratamento 3 127,055 42,352 19,704 <0,001
Dias x Tratamento 12 94,920 7,910 3,680 <0,001
Residual 180 386,900 2,149

Total 199 804,875 4,045

Main effects cannot be properly interpreted if significant interaction is determined. This is
because the size of a factor's effect depends upon the level of the other factor.

The effect of different levels of Dias depends on what level of Tratamento is present. There
is a statistically significant interaction between Dias and Tratamento. (P = <0,001)

Power of performed test with alpha = 0,0500: for Dias : 1,000
Power of performed test with alpha = 0,0500: for Tratamento : 1,000
Power of performed test with alpha = 0,0500: for Dias x Tratamento : 0,982

Least square means for Dias :
Group Mean

TOd 1,200

T5d 3,250

T10d 2,900

T15d 3,800

T21d 3,975

Std Err of LS Mean = 0,232

Least square means for Tratamento :

Group Mean
Co 1,680
Tl 3,620
T2 3,180

T3 3,620



Std Err of LS Mean = 0,207

Least square means for Dias x Tratamento :
Group Mean
TOd x Co 1,600
TOdxT1 1,000
TOdx T2 1,200
TOd x T3 1,000
T5d x Co 2,100
T5d x T1 4,200
T5d x T2 3,000
T5d x T3 3,700
T10d x Co 2,000
T10d x T1 2,800
T10d x T2 3,200
T10d x T3 3,600
T15d x Co 1,400
T15d x T1 4,900
T15d x T2 4,300
T15d x T3 4,600
T21d x Co 1,300
T21d x T1 5,200
T21d x T2 4,200
T21d x T3 5,200
Std Err of LS Mean = 0,464

Il Pairwise Multiple Comparison Procedures (Tukey Test):

Comparisons for factor: Tratamento within TOd

Comparison Diff of Means p q P P<0,05
Covs. T3 0,600 4 1294 0,797 No
Covs. T1 0,600 4 1,294 0,797 Do Not Test

Covs. T2 0,400 4 0,863 0,929 Do Not Test



T2vs. T3 0,200 4 0,431 0,990 Do Not Test
T2vs. T1 0,200 4 0,431 0,990 Do Not Test
T1lvs. T3 0,000 4 0,000 1,000 Do Not Test

Comparisons for factor: Tratamento within T5d

Comparison Diff of Means p q P P<0,05

T1vs. Co 2,100 4 4530 0,007 Yes
T1vs. T2 1,200 4 2588 0,259 No
T1vs. T3 0,500 4 1,078 0,871 Do Not Test
T3 vs. Co 1,600 4 3451 0,070 No
T3 vs. T2 0,700 4 1510 0,709 Do Not Test
T2 vs. Co 0,900 4 1941 0,517 Do Not Test

Comparisons for factor: Tratamento within T10d

Comparison Diff of Means p q P P<0,05

T3 vs. Co 1,600 4 3,451 0,070 No
T3vs. T1 0,800 4 1,726 0,614 Do Not Test
T3 vs. T2 0,400 4 0,863 0,929 Do Not Test
T2 vs. Co 1,200 4 2,588 0,259 Do Not Test
T2vs. T1 0,400 4 0,863 0,929 Do Not Test
T1vs. Co 0,800 4 1,726 0,614 Do Not Test

Comparisons for factor: Tratamento within T15d

Comparison Diff of Means p q P P<0,05

T1lvs. Co 3,500 4 7,549 <0,001 Yes
T1lvs. T2 0,600 4 1294 0,797 No
T1lvs. T3 0,300 4 0,647 0,968 Do Not Test
T3 vs. Co 3,200 4 6,902 <0,001 Yes
T3 vs. T2 0,300 4 0,647 0,968 Do Not Test
T2 vs. Co 2,900 4 6,255 <0,001 Yes

Comparisons for factor: Tratamento within T21d
Comparison Diff of Means p q P P<0,05
T1lvs. Co 3,900 4 8,412 <0,001 Yes



T1lvs. T2
T1lvs. T3
T3 vs. Co
T3 vs. T2
T2 vs. Co

1,000
0,000
3,900
1,000
2,900

S T S T R N

2,157
0,000
8,412
2,157
6,255

Comparisons for factor: Dias within Co

Comparison Diff of Means p

T5d vs. T21d
T5d vs. T15d
T5d vs. TOd
T5d vs. T10d
T10d vs. T21d
T10d vs. T15d
T10d vs. TOd
TOd vs. T21d
TOd vs. T15d
T15d vs. T21d

0,800
0,700
0,500
0,100
0,700
0,600
0,400
0,300
0,200
0,1000

q
1,726

1,510
1,078
0,216
1,510
1,294
0,863
0,647
0,431
0,216

Comparisons for factor: Dias within T1

Comparison Diff of Means

T21d vs. TOd
T21d vs. T10d
T21d vs. T5d
T21d vs. T15d
T15d vs. TOd
T15d vs. T10d
T15d vs. T5d
T5d vs. TOd
T5d vs. T10d
T10d vs. TOd

4,200
2,400
1,000
0,300
3,900
2,100
0,700
3,200
1,400
1,800

P

5
5

o o1 o1 o1 o1 o1 O1 O

q
9,059

5,177
2,157
0,647
8,412
4,530
1,510
6,902
3,020
3,882

Comparisons for factor: Dias within T2

0,422 No
1,000 Do Not Test
<0,001 Yes
0,422 Do Not Test
<0,001 Yes
P P<0,05
0,740 No

0,823 Do Not Test
0,941 Do Not Test
1,000 Do Not Test
0,823 Do Not Test
0,891 Do Not Test
0,974 Do Not Test
0,991 Do Not Test
0,998 Do Not Test
1,000 Do Not Test

P P<0,05
<0,001 Yes
0,002 Yes
0,546 No
0,991 Do Not Test
<0,001 Yes
0,012 Yes
0,823 Do Not Test
<0,001 Yes
0,205 No
0,048 Yes



Comparison Diff of Means
T15d vs. TOd 3,100
T15d vs. T5d 1,300

p q P P<0,05

5 6,686 <0,001 Yes

5 2804 0,274 No
T15d vs. T10d 1,100 5 2,373 0,448 Do Not Test
T15d vs. T21d 0,000 5 0,216 1,000 Do Not Test
T21d vs. TOd 3,000 5 6,471 <0,001 Yes
T21d vs. T5d 1,200 5 2,588 0,356 Do Not Test
T21d vs. T10d 1,000 5 2,157 0,546 Do Not Test
T10d vs. TOd 2,000 5 4314 0,019 Yes
T10d vs. T5d 0,200 5 0,431 0,998 Do Not Test
T5d vs. TOd 1,800 5 3,882 0,048 Yes

Comparisons for factor: Dias within T3

Comparison Diff of Means p q P P<0,05

T21d vs. TOd 4,200 5 9,059 <0,001 Yes
T21d vs. T10d 1,600 5 3451 0,105 No
T21d vs. T5d 1,500 5 3,235 0,149 Do Not Test
T21d vs. T15d 0,600 5 1,294 0,891 Do Not Test
T15d vs. TOd 3,600 5 7,765 <0,001 Yes
T15d vs. T10d 1,000 5 2,157 0,546 Do Not Test
T15d vs. T5d 0,900 5 1,941 0,645 Do Not Test
T5d vs. TOd 2,700 5 5,824 <0,001 Yes
T5d vs. T10d 0,100 5 0,216 1,000 Do Not Test
T10d vs. TOd 2,600 5 5,608 <0,001 Yes

A result of "Do Not Test" occurs for a comparison when no significant difference is found
between two means that enclose that comparison. For example, if you had four means sorted
in order, and found no difference between means 4 vs. 2, then you would not test 4 vs. 3 and
3 vs. 2, but still test 4 vs. 1 and 3 vs. 1 (4 vs. 3 and 3 vs. 2 are enclosed by 4 vs. 2: 43 2 1).
Note that not testing the enclosed means is a procedural rule, and a result of Do Not Test
should be treated as if there is no significant difference between the means, even though one

may appear to exist.



