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RESUMO

Os géneros de formigas-cortadeiras, Atta e Acromyrmex, mantém uma associacao mutualistica
com o basidiomiceto Leucoagaricus gongylophorus, o qual é responsavel pela producdo de
enzimas que degradam o material vegetal transportado para o interior dos ninhos. As
formigas-cortadeiras sdo consideradas pragas devido a enorme quantidade de material vegetal
que é cortada, principalmente em ambientes alterados por atividades antropicas, como 0s
locais de agricultura e reflorestamento. Devido a necessidade de manejo das formigas-
cortadeiras, o controle bioldgico representa um método promissor e ambientalmente amigavel.
Nesse contexto, devido a intima relacdo entre as formigas e o fungo mutualista, é de grande
importancia selecionar linhagens de fungos filamentosos que possam interferir negativamente
sobre o jardim de fungos. No presente trabalho isolamos fungos filamentosos contaminantes
de col6nias iniciais da formiga Atta sexdens rubropilosa. Apos o isolamento e identificacdo
foram realizados testes para avaliar o crescimento desses fungos utilizando o jardim de fungos
como substrato, e também as linhagens consideradas melhores nesse aspecto foram testadas
em colbnias completas. A combinacdo de dois fungos (Trichoderma harzianum e
Trichoderma virens) mostrou-se promissora para prosseguimento nos testes e futuro uso no
controle bioldgico. Adicionalmente, foi avaliada e secrecdo de compostos organicos volateis
através de analises GC/MS de trés linhagens de fungos filamentosos apds sete dias de
crescimento em culturas individuais e também frente ao fungo mutualista. Ainda, utilizando a
microscopia eletronica de varredura, avaliamos como ocorre a interacdo do fungo R.
variabilis frente ao fungo mutualista, demonstrando que o fungo R. variabilis possui carater

micoparasita ao interagir com o fungo mutualista .

Palavras-chave: Controle biologico. Formigas-cortadeiras. Compostos organicos volateis.
Leucoagaricus gongylophorus. Trichoderma.



ABSTRACT

The leaf-cutting ants, Atta and Acromyrmex, maintain a mutualistic association with the
basidiomycete Leucoagaricus gongylophorus, which is responsible for the production of
enzymes that degrade the plant material transported to the interior of the nests. The leaf-
cutting ants are considered pests due to an enormous amount of plant material they cut,
mainly at areas altered by anthropic activities, such as agricultural and reforestation sites. Due
to the need for management of the leaf cutting ants, biological control represents a promising
and environmentally friendly method. In this context, due to the close relationship between
ants and mutual fungi, it is of great importance to select strains of filamentous fungi that
negatively impact the fungus garden. Thus, in the present study, we evaluated lineages of
filamentous fungi isolated from the initial colonies of Atta sexdens rubropilosa. After
isolation and identification of the contaminants filamentous fungi, assays were carried out in
order to determine the fungal growth of the most suitable lineages on the fungus garden of the
lab colonies The combination of two fungi (Trichoderma harzianum and Trichoderma virens)
was promising for the development of methods aiming at the biological control of leaf-cutting
ants. Additionally, the production of volatile organic compounds was evaluated by the GC /
MS analysis of three of the filamentous fungal strains after 7 days of growth in individual
cultures, and also in the presence of the mutualistic fungus. Images of scanning electron

microscopy were taken during the co-culture assays.

Key-words: Biological control. Volatile Organic Compounds. Atta. Leucoagarycus
gongylophorus. Trichoderma.
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1. Introducgéo

As formigas-cortadeiras, géneros Acromyrmex e Atta, possuem uma relacdo
mutualistica com o fungo Leucoagaricus gongylophorus e o cultivam no interior de suas
colbnias sobre vegetacdo recém-cortada (CURRIE et al.,, 1999, HINKLE et al., 1994,
MUELLER et al., 1998; SCHULTZ; BRADY, 2008). O controle dessas formigas faz-se
necessario devido a intensa desfolha realizada em locais de agricultura e reflorestamento
(CHERRETT, 1986; FOWLER et al., 1989). Atualmente, os métodos mais utilizados de
controle dessas formigas envolvem produtos quimicos. Contudo, esses compostos
contaminam o meio ambiente por ndo serem biodegradaveis e acumulam-se na cadeia
alimentar, atingindo assim organismos nédo alvo (BOARETTO; FORTI, 1997; OLIVEIRA et
al., 2011).

O fungo mutualista das formigas-cortadeiras pode ser o alvo para 0 método de
biocontrole, e alguns estudos realizados em condicGes de laboratorio ja& demonstraram a acao
deletéria de fungos micoparasitas, tais como 0s dos géneros Acremonium, Trichoderma,
Escovopsis, Mucor e Syncephalastrum sobre o jardim de fungos (SILVA et al., 2006;
BARCOTO et al., 2016; FOLGARAIT et al., 2011).

Compostos organicos volateis secretados por esses micro-organismos também podem
representar uma fonte potencial de compostos promissores ao biocontrole, pois tais compostos
podem possuir carater antifungico e também inseticida (HEIL, 2008; STENBERG et al.,
2015; KANDASAMY et al., 2016; MITHOFER et al., 2016; WERNER et al., 2016). Contudo,
este € um campo de investigacdo pouco explorado (PIECHULLA; DEGENHARDT, 2014).

O presente trabalho teve como objetivo estudar os fungos filamentosos isolados como
contaminantes de ninhos iniciais de formigas-cortadeiras visando a sele¢éo de linhagens com
potencial para o desenvolvimento de métodos de controle biologico dessas formigas-
cortadeiras, avaliando a interagcdo dos mesmos junto ao fungo mutualista L. gongylophorus.

A primeira parte do trabalho apresenta uma revisdo sobre 0s aspectos basicos da
associacdo mutualistica entre formigas e fungo, além das pesquisas envolvendo o biocontrole
das formigas-cortadeiras.

O Capitulo 1 teve como objetivo selecionar as linhagens que interagissem
negativamente com o fungo mutualista das coldnias de Atta sexdens rubropilosa, sendo estas
as mais promissoras aos métodos de bicontrole. No capitulo 2, os estudos prosseguiram com as
linhagens que foram selecionadas no Capitulo 1, verificando a interacdo destas com o fungo

mutualista por meio da produgdo de compostos orgénicos volateis. Ainda, foram realizados
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estudos de microscopia eletronica de varredura para avaliar como se d& a interagéo entre o fungo

filamentoso Rhyzomucor variabilis e o mutualista L. gongylophorus.

2. Revisao da literatura

2.1  Formigas da tribo Attini e o cultivo de fungos

As formigas da tribo Attini cultivam fungos basidiomicetos (CHAPELA et al., 1994)
como fonte imprescindivel de nutrientes (WEBER, 1972; BASS; CHERRETT, 1995) num
arranjo caracteristico conhecido como “jardim de fungo”.A tribo Attini (Hymenoptera:
Formicidae) compreende 16 géneros e aproximadamente 297 espécies distribuidas na regido
neotropical, desde o sul dos Estados Unidos até o sul da América do Sul. E considerada um
grupo monofilético de formigas que apresenta como caracteristica principal o cultivo de um
basiodiomiceto usado para alimentacdo. Estima-se que a fungicultura nessa tribo tenha
surgido h&a 50 milhGes de anos, na bacia Amazonica (MUELLER et al., 2001; SCHULTZ;
BRADY, 2008; SOLOMON, 2008).

De acordo com Mueller et al. (2001), a origem do cultivo de fungos pela tribo Attini
pode ser explicada por duas hipoteses: (i) as formigas se alimentavam de fungos que cresciam
acidentalmente nos ninhos, e posteriormente as formigas desenvolveram a capacidade de
cultivad-lo e transmiti-lo para as proximas geracgdes; (ii) os fungos utilizavam as formigas
como forma de dispersdo, e posteriormente houve o desenvolvimento da capacidade de

cultivo, transmissdo e uso do fungo na alimentacao.

As formigas-cortadeiras cultivam no interior de suas coldnias subterraneas o fungo
Leucoagaricus  gongylophurus  (Basidiomycota: ~ Agaricales:  Agaricaceae). O
desenvolvimento do fungo sobre o material vegetal preparado pelas formigas resulta no que é
conhecido como jardim de fungo. Durante seu crescimento o fungo mutualista produz
enzimas que atacam o substrato vegetal, permitindo a penetracdo das hifas nos tecidos mais
internos dos fragmentos vegetais e ao mesmo tempo produzindo nutrientes assimilaveis para
todos os habitantes do sistema, inclusive outros micro-organismos e as proprias operarias
(SILVA et. al., 2006). Acredita-se que o fungo mutualista seja o Unico alimento das larvas e
gue também seja componente da dieta dos adultos. As extremidades arredondadas das hifas
sdo conhecidas como gongilideos e sdo ricas em carboidratos, aminoacidos e lipidios, fato
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que deve ter contribuido para o sucesso da associagdo do fungo com as formigas-cortadeiras.
(SILVA et al., 2003; SCHULTZ; BRADY, 2008; MENDES et al., 2012; AYLWARD et al.,
2013).

2.2 Fungos parasitas associados as formigas-cortadeiras e ao fungo mutualista

Apesar dos diversos mecanismos utilizados por esses insetos para evitar
contaminagfes danosas a coldnia, sabe-se que o jardim de fungo abriga uma complexa e
diversificada comunidade formada por fungos filamentosos, leveduras e bactérias, (CURRIE
et al. 1999; PAGNOCCA; MASIULIONIS; RODRIGUES, 2012). Esses micro-organismos
também podem hidrolisar o substrato vegetal mas o qué e quanto isso pode significar para a
simbiose ainda precisa ser esclarecido (MENDES et al., 2012). Interagdes antagonistas entre
membros desse microbiota também ja foram descritas, o que indica a producao de compostos
antimicrobianos especificos e desconhecidos (RODRIGUES, et al., 2009).

Colo6nias inteiras de formigas podem ser destruidas por um micro-organismo parasita
que seja suficientemente virulento, principalmente quando a coldnia encontra-se vulneravel,
como é o caso das colbnias iniciais ou daquelas onde o nimero de operarias é reduzido.
Currie et al. (1999) verificaram que Escovopsis € um microfungo parasita especializado com
alta viruléncia contra jardins de fungo de formigas Attini. Escovopsis é um fungo
anamorfico (apenas a reproducdo assexuada € conhecida) e pode ocasionar retardo no
crescimento da coldnia, ou até a morte da mesma (CURRIE, 2001). As poucas evidéncias
disponiveis sugerem que representantes do género Escovopsis sdo micoparasitas que podem
se nutrir indiretamente das hifas do fungo mutualista (REYNOLDS; CURRIE, 2004).

Dentre outros fungos encontrados nos ninhos de formigas-cortadeiras, a maioria é de
solo (Mucor, Absidia, Cunninghamella, Chaetomium, Phoma, Chrysosporium, Acremonium,
Gliomastix, Trichoderma, Volutella e Arthrobotrys) enquanto somente Beauveria e
Metarhizium sdo formalmente caracterizados como entomopatogenos facultativos, ou seja,
podem ou ndo utilizar insetos como hospedeiros em alguma fase da vida, sendo considerados
inimigos naturais de muitas especies de insetos, atuando como importantes reguladores das
populacbes (HAJEK; ST. LEGER, 1994). Os fungos entomopatogénicos foram os primeiros
agentes microbianos a serem utilizados no biocontrole de insetos (ALVES, 1998).

Espécies de fungos dos géneros Aspergillus e Fusarium sdo usualmente encontradas
em solos tropicais onde atuam principalmente como decompositores (DOMSCH; GAMS;

ARDERSON, 1980). Contudo, algumas espécies, como Aspergillus flavus e Fusarium
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oxysporum, também tém sido isoladas de operarias vivas ou enfraquecidas, do depdsito de
lixo e mesmo do jardim de fungo de formigas-cortadeiras (HUGHES; BOOMSMA, 2004,
RODRIGUES et al.,, 2005a, RODRIGUES et al.,, 2005b). O ascomicota do género
Clonostachys também atua como saprofito de solo, e tem sido isolado com baixa freqliéncia
do jardim de fungo de col6nias de laboratério de A. sexdens rubropilosa (RODRIGUES et al.,
2005a).

Espécies de Trichoderma sdo comumente encontradas em diversos tipos de solo,
principalmente aqueles que sdo ricos em matéria organica (SAMUELS, 1996).
Representantes do género Trichoderma tem sido utilizados no controle de fitopatogenos,
devido as suas propriedades antagonisticas, que envolvem principalmente a producdo de
antibidticos ou enzimas proteoliticas. Alguns isolados de Trichoderma também estdo sendo
considerados como possiveis candidatos ao controle das formigas-cortadeiras, devido as suas
propriedades antagonisticas em relagdo ao fungo mutualista por elas cultivado
(GHISALBERTI; SIVASITHAMPARAM, 1991; BELANGER et al., 1995; ORTIZ;
ORDUZ, 2000; LOPEZ; ORDUZ, 2003). Entretanto, esta hipotese ndo foi confirmada por
Currie et al. (1999).

Acredita-se que o mecanismo de interacdo entre Trichoderma e o fungo mutualista
seja por meio da producdo de substancias antiflngicas, incluindo enzimas, antibioticos,
substancias volateis e ndo-volateis, as quais podem impedir o crescimento micelial do
simbionte das Attini sem que haja o contato do parasita com seu hospedeiro (ORTIZ;
ORDUZ, 2000).

2.3  Formigas-cortadeiras e seu controle

As formigas-cortadeiras exercem grande influencia no ambiente em que ocorrem,
contribuindo para a produtividade, ciclagem de energia, nutrientes, sendo que alteram as
propriedades do solo ao promoverem a aeracdo, aumentando a quantidade de matéria
orgénica e a mineralizacdo de nutrientes (FOWLER et al., 1989). Entretanto, apesar da
importancia ecoldgica, as formigas-cortadeiras sdo consideradas pragas devido a elevada
quantidade de folhas forrageadas, principalmente em areas utilizadas para o reflorestamento
ou agricultura. Estima-se que populacdes de Atta laevigatta e Atta sexdens (L.) causem a

perda de 14% do volume de madeira em areas com 5 ninhos/ha; em &reas com mais de 15
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ninhos/ha a perda pode atingir 50% nas plantagdes de pinheiros (HERNANDEZ; JAFFE,
1995; DELLA LUCIA; GANDRA; GUEDES, 2014).

Assim, para o controle de formigas-cortadeiras, varios métodos fisicos, biologicos e
quimicos vém sendo estudados , sendo que o método quimico € o mais utilizado atualmente
devido a maior eficiéncia apresentada quando aplicado em larga escala. Contudo, o uso de
produtos quimicos, que geralmente contém sulfluramida ou diflubenzeron, pode ocasionar a
contaminacdo do solo, da agua e resultam em efeitos cumulativos nas teias alimentares
(SANTOS et al. 2007; OLIVEIRA et al., 2011).

Dessa forma, torna-se de grande relevancia a busca por novos métodos que substituam
os inseticidas utilizados para que se tenha um menor impacto ambiental e uma maior
eficiéncia no controle desses insetos. A utilizacdo de métodos alternativos como o biocontrole
por fungos precisa ser desenvolvido, por ser uma estratégia promissora, de alta especificidade,
baixo custo e mecanismos de agéo singulares (DELLA LUCIA; GANDRA; GUEDES, 2014).

2.4 Metabadlitos secundarios

Produtos naturais sdo compostos quimicos que podem derivar do metabolismo
priméario ou secundario de organismos vivos, sendo que os polissacarideos, proteinas, acidos
nucleicos e acidos graxos sdo considerados metabdlitos primarios, 0s quais sdo encontrados
em todos os seres vivos; por outro lado, os metabdlitos secundarios sdo, no entanto, de baixo
peso molecular (P.M.~3000), caracterizando-se pelo fato de serem compostos quimicos com
grande diversidade funcional, quimica e taxondmica (BERDY, 2004; KELLER, 2005).

Os metabolitos secundarios microbianos conhecidos atualmente exibem grande
numero de efeitos bioldgicos, atuando como antitumorais, antiparasitarios e antimicrobianos.
A penicilina, ciclosporina, micotoxinas como a aflatoxina e também a esterigmatocistina sao
exemplos desses metabdlitos. (CALVO et al., 2002; KELLER, 2005, EVANS, 2011).

Alguns dos metabdlitos secundarios sdo sollveis e outros sdo volateis conhecidos
como VOC’s (do inglés Volatile Organic Compounds), 0s quais sdo muitas vezes secretados
em resposta a interagdes inter e intraespecificas entre fungos e bactérias nos ecossistemas
microbianos (WHEATLEY, 2002; EFFMERT et al., 2012).

Os compostos organicos volateis (VOC’s) sdo ricos em carbono, possuem baixo peso
molecular, sdo altamente lipofilicos, possuem baixa solubilidade em agua e entram facilmente
na fase gasosa a 0,01 kPa a uma temperatura de aproximadamente 20°C (PAGANS et al.,
2006; MAFFEI; GERTSCH, 2011).
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Dentre os VOCs produzidos por fungos, muitos ja foram identificados e pertencem a
diversas classes quimicas, como: hidrocarbonetos simples, aldeidos, cetonas, alcodis, fenois,
tioalcoois, tioésters e seus derivados, incluindo derivados do benzeno e do ciclohexano
(MORATH et al, 2012). Ja é sabido que alguns fungos produzem diferentes substancias
volateis as quais podem ser letais para outros micro-organismos patogénicos (STROBEL,
2006).

O desenvolvimento da cromatografia gasosa e da espectrometria de massas tem
possibilitado o aumento de estudos dos VOC'’s, facilitando o monitoramento da producao e

de estudos in vivo da biossintese (THOLL et al, 2006).

2.5 Estudos antecedentes producio de VOC’s: fungo simbionte e fungos filamentosos

Existem poucos trabalhos publicados relatando a producéo de compostos secundarios
por fungos cultivados pelas formigas da tribo Attini. Os fungos cultivados por A.
octospinosus, A. cephalotes e A. sexdens mostraram ter atividade antimicrobiana contra
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (ANGELI-PAPA, 1984). Wang et al. (1999)
relataram que o fungo Tyridiomyces formicarum cultivado pela formiga attineCyphomyrmex
minutus produz compostos antiflngicos, as dicetopiperazinas; entretanto, ndo ha informacGes
sobre produgao de VOC’s por estes fungos.

Diversos compostos com atividade antimicrobiana ja foram isolados a partir de fungos
filamentosos, e entre 0s compostos ativos, 0s poliacetilenos sdo os mais amplamente
caracterizados. Eles possuem atividade antibidtica e foram isolados a partir de fungos dos
géneros Clitocybe, Coprinus, Cortinellus, Daedalea, Marasmius, Merulius, Pleurotus,
Polyporus e Poria (ANKE et al., 1980). No género Aspergillus foram encontrados oito tipos
de compostos, a saber: ciclopentadiona, dicetopiperanzina, lactona, benzofenol, terpeno,
antraquinona, éter difenil e alcaloide (XUE et al, 2012).

Os efeitos dos compostos volateis microbianos contra outros micro-organismos sdo de
interesse para o controle bioldgico pois ja existem relatos da acdo de volateis bacterianos e
fangicos contra fitopatdgenos (FIDDAMAN, 1993; PANDEY et al, 1993). Ha uma ampla
variedade de compostos volateis como etileno, cetonas, aldeidos, os quais sdo produzidos
pelo género Trichoderma, que podem exercer importante papel contra fitopatdégenos (VEY,
et al, 2001).
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3
Capitulo 1

Potencial dos fungos filamentosos para o biocontrole da formiga Atta sexdens rubropilosa
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RESUMO

As formigas-cortadeiras, ao longo da evolugdo, desenvolveram o hébito de cultivar fungos e
utiliza-los como fonte de alimento. Esses insetos utilizam substrato vegetal para o cultivo do
fungo mutualista (Leucoagaricus gongylophorus). Nesse contexto, devido a intima relacdo
entre as formigas e 0 seu mutualista, é de grande relevancia selecionar linhagens capazes de
interferir negativamente sobre tal fungo. Dessa forma, no presente trabalho, avaliamos
linhagens de fungos filamentosos isolados como contaminantes de col6nias iniciais da
formiga Atta sexdens rubropilosa como potenciais candidatos para o desenvolvimento de
métodos de controle bioldgico. Inicialmente, apds o isolamento e agrupamento dos isolados,
vinte linhagens foram selecionadas para cultivo direto sobre fragmentos de jardim de fungo
sem operdrias. A partir disso, 0s testes evoluiram até atingir col6nias completas. CombinacGes
das linhagens mais promissoras foram realizadas com a finalidade de avaliar um possivel
sinergismo das mesmas. Os resultados demonstraram que fungos filamentosos podem utilizar
o fungo mutualista das formigas como substrato para o crescimento (micoparasitismo). Dentre
esses fungos destacaram-se as linhagens Trichoderma harzianum (A215-2), Trichoderma
virens (A174-1) e Rhizomucor variabilis (A073-1), as quais diminuiram o jardim de fungos
das coldnias e influiram no comportamento das formigas. Estas informacgfes enfatizam o

potencial desses fungos para o biocontrole de formigas-cortadeiras.

Palavras-chave: Antagonismo. Controle biolégico. Formigas-cortadeiras. Leucoagaricus
gongylophorus.
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3.1. Introdugéo

A agricultura de grande parte do continente americano, principalmente na América do
Sul, sofre grandes prejuizos causados pela acdo das formigas-cortadeiras, as quais cortam
folhas e flores frescas que utilizam para cultivar fungos especificos como alimento. O fungo
mutualista hidrolisa esse substrato vegetal e, além de servir de alimento, gera nutrientes
assimilaveis para as formigas (SILVA et al., 2003).

Uma das principais formas de controle das formigas-cortadeiras é o uso de inseticidas
quimicos formulados em iscas. A sulfluramida (N-etil perfluooctano sulfonamida) é
amplamente empregada para essa finalidade devido sua eficacia em eliminar coldnias de
varias espécies de formigas-cortadeiras, porém, além da toxicidade, € um composto
persistente no ambiente (OLIVEIRA et al.,, 2011). Buscar métodos eficientes e mais
amigaveis ao meio ambiente e aos demais seres vivos direta ou indiretamente atingidos pelos
efeitos danosos dos inseticidas empregados atualmente para o controle das formigas-
cortadeiras tornou-se uma necessidade inadiével.

O uso de fungos patogénicos e antagonistas para as formigas-cortadeiras ou o fungo
mutualista pode representar uma estratégia promissora de controle bioldgico e deve ser
buscada. Tal abordagem inclui o estudo dos fungos filamentosos associados aos ninhos das
formigas (DELLA LUCIA; GANDRA; GUEDES, 2014).

Dentre os principais géneros de fungos encontrados em associagcdo com coldnias de
formigas-cortadeiras temos: Fusarium, Trichoderma, Syncephalastrum, Trichosporon, o0s
entomopatogénicos Beauveria e Metarhizium (DIEHL-FLEIG et al., 1992; FISHER, et al.,
1996; ALVES, 1998; RODRIGUES, et al., 2005; BARCOTO, 2016) . Ainda, um género que
tem chamado a atencdo dos pesquisadores € o Escovopsis, o qual foi descrito como um
parasita especifico do fungo das formigas (LITTLE; CURRIE, 2007; CURRIE; MUELLER,;
MALLOCH, 1999), mas que ainda é muito pouco compreendido.
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3.2 Objetivos

- Encontrar fungos que possam se desenvolver como contaminantes no ambiente das
formigas-cortadeiras;

- Selecionar linhagens que possam atuar como interferentes na simbiose das formigas com o
fungo mutualista;

- Estruturar uma colecdo desses fungos na Central de Recursos Microbianos da UNESP, Rio
Claro/SP.
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3.3Material e métodos
3.3.1 Isolamento e preservagéo dos fungos

Foram isolados fungos filamentosos diversos a partir de 215 ninhos iniciais da espécie
Atta sexdens rubropilosa, provenientes de coletas realizadas por colaboradores da empresa
BASF, em trés locais: Fazenda Alvorada (Charqueada-SP) Rodovia SP-191, Km 113,
Fazenda Duratex (Lengois Paulista-SP) Rodovia Marechal Rondon, Km, 293 (Zona Rural) e
Fazenda Suzano (Anhembi-SP) Zona Rural. Foram retirados fragmentos dos fungos que

estavam se desenvolvendo sobre o jardim de fungo residual. Eles foram semeados em placas

de potato-dextrose agar (PDA) contendo 100 pg mL1 de cloranfenicol. As placas foram
incubadas a 25°C e observadas diariamente e, uma vez detectado o crescimento de fungos,
estes foram sub- cultivados até obtencdo de cultura pura (cultura monospérica). Os isolados
foram mantidos sob duas formas de preservacao: (i) a 4 °C em MA2% inclinado e (ii) a - 80 °C

em glicerol 10%.
3.3.2 Cultivo direto no jardim de fungo

Para este ensaio foram selecionados 20 fungos. A selecdo dos fungos foi realizada
escolhendo um fungo de cada género, apdés um agrupamento morfolégico baseado no
crescimento das coldnias, coloracdo e observacdo em estereomicroscopio. Tal selecdo também

priorizou a escolha de fungos que haviam apresentado intensa deteriorag@o dos jardins iniciais.

Os ensaios nos quais o micélio foi inoculado diretamente no jardim de fungo foram
realizados segundo o método proposto por Taerum et al. (2007). Esse método consiste em
inocular micélio de fungos filamentosos (cultivados previamente em PDA a 25 °C, durante
sete dias, no escuro) sobre fragmentos de jardim de fungo livre de operérias e larvas. Para
tanto, partes de jardim de fungo foram removidos de um ninho de 18 anos de A. sexdens
rubropilosa mantido no Laboratério de Formigas do Centro de Estudos de Insetos Sociais
(CEIS/IB/UNESP/RIo0 Claro). Em seguida, essas porcdes do jardim de fungos foram colocadas
em quatro tampas de 35 mm de didmetro cada e sobre eles foram adicionados pedagos de

fungos de aproximadamente 0,5 cm?

(150 mm de diametro).

. Este arranjo foi mantido dentro de uma placa de Petri
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Para o controle foram utilizados fragmentos de mesmo tamanho de PDA sem fungo
inoculado. No centro de cada placa foi disposto um pedaco de algoddo esterilizado e
umedecido com agua deionizada. Para avaliar a contaminacdo do jardim de fungo, foram
gerados dados categoricos (0 : sem crescimento; 1: crescimento sobre todo o jardim e 2:
crescimento sobre todo o jardim e presenca de esporulacdo). Foram realizadas 5 réplicas para

cada um dos vinte fungos e cinco réplicas para o controle.

3.3.3Teste de patogenicidade em sub-coldnias de A. sexdens rubropilosa

A partir do resultado obtido no “Cultivo direto no jardim de fungo”, dez fungos foram
selecionados para os testes de patogenicidade em sub-colbnias, contendo operérias e
fragmentos do jardim de fungo obtidos de uma colénia adulta mantida no Laboratério de
Formigas do Centro de Estudos de Insetos Sociais (CEIS/UNESP/Rio Claro). As sub-col6nias
foram acondicionadas em conjuntos de trés recipientes plasticos interligados por tubos, sendo
um deles destinado ao jardim de fungo, outro para o forrageamento e o terceiro para o descarte
(lixo). Para manter a umidade do jardim de fungo, uma camada de aproximadamente 1,0 cm de
espessura de gesso foi colocada no recipiente central, antes dos testes. Para evitar fuga das
operarias foi aplicada fina camada de Teflon® nas bordas dos recipientes. Quatro réplicas

foram utilizadas para cada linhagem de fungo e o teste consistiu em colocar 1,0 mL de

suspensdo padronizada de 10° esporos/mL em Tween® 80 0,05% na superficie dos fragmentos
de jardim. Ao grupo controle foi adicionado sobre a superficie do jardim 1,0 mL de solugdo
0,05% de Tween® 80.

As sub-col6nias foram mantidas durante 21 dias, alimentadas com folhas de Eucalyptus
sp., € 0s seguintes aspectos foram observados ao longo desse periodo: corte de folhas,
mortalidade de operarias, condigdes gerais da subcoldnia e separacdo de lixo. Estes aspectos
foram avaliados com base na escala de quantificacdo (BARCOTO, 2015).

3.3.4 Teste de patogenicidade em sub-coldnias de A. sexdens rubropilosa utilizando mix de

fungos

Tal teste foi realizado utilizando as quatro linhagens que apresentaram os melhores
resultados no teste mencionado no item 3.3. As combinacdes foram feitas par a par e também
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juntando as 4 linhagens, totalizando 7 conjuntos. A montagem do teste e a obtencdo dos

resultados foram realizados conforme o item 3.3.

3.3.5Teste de patogenicidade em col6nias de A. sexdens rubropilosa utilizando mix de fungos.

Para este experimento foram selecionados dois conjuntos de fungos que apresentaram

resultados promissores no item 3.3.3.

As col6nias, que tinham em média dois anos, estavam montadas em conjuntos de trés
recipientes plasticos interligados por tubos, sendo um recipiente destinado ao jardim de fungo,
um recipiente para o forrageamento e outro para o descarte (lixo) da col6nia. Para manter a
umidade do jardim de fungo, uma camada de aproximadamente 1,0 cm de espessura de gesso

foi adicionada no recipiente central.

Foram utilizadas trés réplicas para cada mistura de duas linhagens de fungo. Na

superficie do jardim foi inoculado 5,0 mL de suspensdo padronizada de 108 esporos/mL em
Tween® 80 0,05% de cada fungo. O grupo controle recebeu 5,0 mL de solugdo 0,05% de
Tween® 80. As colbnias foram avaliadas durante 21 dias, de acordo com o método citado no
item 3.3.

3.3.6 Teste de patogenicidade em coldnias de A. sexdens rubropilosa utilizando mix de fungos:

técnica de polvilhamento

Para este teste foi selecionado o conjunto de fungos composto por Trichoderma
harzianum (A215-2) e Trichoderma virens (Al174-1). Os fungos foram cultivados em meio
BDA a 25°C durante 7 dias. Ap6s o crescimento, foi feita a suspensdo dos esporos em
Tween® 80 (0,05%). Obtida a suspensdo, esta foi colocada para secar a 35°C. Apos a
secagem, pesou-se 0,1g de esporo, e em seguida fez-se uma suspensdo com a finalidade de
saber quantos esporos haviam em 0,1g. Ap6s esse procedimento, esporos de cada fungo foram
pesados separadamente a fim de obter 10° esporos, os quais foram misturados & 0,5 g de amido
de milho e 0,59 de maltodextrina. Obtida a mistura em pd, foi realizado o polvilhamento com
auxilio de um frasco com a tampa perfurada. Os jardins de fungo de trés colbnias foram

polvilhados.
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3.3.7 Teste de patogenicidade em colonias de A. sexdens rubropilosa utilizando mix de fungos:

técnica de nebulizacao

Para este teste foi selecionado o0 mesmo conjunto de fungos Trichoderma harzianum
(A215-2) e Trichoderma virens (A174-1) utilizado para o teste de polvilhamento. Os fungos
foram crescidos em meio BDA a 25°C durante 7 dias. ApOs o crescimento, foi feita a
suspensdo dos esporos em Tween® 80 (0,05%), obtendo uma concentracio de 103
esporos/mL.. Por fim, 1,5 mL de cada supenséo foi nebulizada com auxilio de compressor de
pistdo Compbrasil®550-8L e de Micro-inalador 1-205/12V NS® ao qual foi adicionado 1,5mL
de cada suspensao, resultando na adicdo final de 10° esporos por coldnia. Para o controle foi

nebulizado apenas a solugdo de Tween® 80 (0,05%). O experimento foi realizado em triplicata.

3.3.8 Viabilidade dos esporos

Para determinar a viabilidade dos esporos dos fungos utilizados nas col6nias, as
linhagens foram cultivadas a 25 °C em meio Potato Dextrose Agar (PDA) por 7 dias. Ap6s
este periodo, 0s esporos foram suspensos em Tween® 80 (0,05%) e, utilizando placas de Elisa,
foram preparadas concentragbes de 10%, 10% 10° e 10° conidios.mL*. Apds 24 horas,
utilizando camara de Neubauer, fez-se a contagem dos esporos germinados € as porcentagens

de viabilidade de cada linhagem foram calculadas.

3.3.9 Caracterizacao polifasica dos isolados de fungos filamentosos

A identificacdo dos vinte fungos que foi realizada empregando marcadores

morfoldgicos e moleculares.

3.3.10 Marcadores morfoldgicos

Inicialmente os fungos foram agrupados em nivel de género, segundo as caracteristicas
macromorfoldgicas das colonias, avaliando a cor e quantidade de micélio aéreo, padréo de
crescimento (ELLIS, 1971, 1976; SUBRAMANIAN, 1971; DOMSCH et al., 1980; SAMSON
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et al., 2000) em meio Batata Dextrose Agar (BDA).No caso das culturas com marcadores
fenotipicos insuficientes para uma identificagdo morfoldgica, foi realizado sequenciamento do

DNA, utilizando-se as técnicas descritas abaixo.

3.3.11 Marcadores moleculares: Extracdo de DNA, Amplificacdo e Seqiienciamento

A extracdo de DNA dos isolados foi realizada de acordo com o método CTAB
(cetiltrimetil brometo de amonio), adaptado de Moller et al. (1992) e Gerardo et al. (2004).
A regido ITS (internal transcribed spacer) do genoma de cada fungo foi sequenciada. Para
algumas linhagens a regido ITS ndo foi satisfatdria, dessa forma utilizou-se a regido large
subunit RNA — LSU .

A regido de interesse foi amplificada utilizando reacdes de 25 pL de volume final
e os primers ITS4 e ITS5 ou LSU1lfd e LRS com base nas seguintes condi¢bes: 94
°C/3minutos, seguido de 35 ciclos a 94 °C/1minuto, 55 °C/1minuto, 72 °C/2minuto, 10
°C/oo. A confirmagdo da amplificacdo foi realizada através da visualizacdo em gel de

agarose 1% (em TBE 1x) e colora¢do com GelRed™ (Biotium).

As amostras foram purificadas utilizando Wizard® SV Gel and PCR Clean-up
System (Promega) e em seguida foram quantificadas em NanoDrop (Thermo Scientific).
Uma quantidade de 20 ng do produto de amplificacdo purificado foi utilizada na reagéo de
sequenciamento utilizando BigDye Terminator v.3.1 Sequencing Kit (Life Technologies),
seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante. Os primers utilizados na reacdo de
sequenciamento foram os mesmos empregados na reacdo de amplificagcdo. As sequéncias
forward e reverse de cada isolado foram geradas utilizando o sistema ABI 3330 (Life
Technologies). As sequéncias foram reunidas em contigs utilizando o software BioEdit v.

7.0.5.3 (HALL, 1999). A comparagdo dos contigs obtidos foi realizada nos bancos de

acesso publico (online) como o NCBI-GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov).

3.4.Resultados

3.4.1ldentificacdo dos isolados


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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A partir de 215 ninhos iniciais, foram obtidos 85 isolados de fungos (Anexo 1). Dos
ninhos provenientes da Fazenda Duratex (Lencdis Paulista-SP), nenhum fungo foi isolado
devido as méas condicBes que se encontravam os ninhos iniciais.  Apos o isolamento, foi
realizado um agrupamento preliminar, baseado nas caracteristicas macromorfoldgicas das
linhagens, resultando em Fusarium (20), Trichoderma (19), Aspergillus (03); Mucor (24)
Cunninghamella (11 isolados) e sem classificacdo (10). Dentre esses 85 isolados, 20 foram
selecionados para prosseguir 0s experimentos. Os fungos selecionados para 0s

experimentos foram identificados por sequenciamento do DNA (Tabela 1).

Tabela 1- Identificacdo molecular de 20 fungos selecionados

Cédigo Identificagéo Regiéo P.B Codigo de CS/Zi;Ze N:ZX
acesso

Al42 Fusarium falciforme LSU 728 KM401893. 100% 90%
A217(2) Fusarium chlamydosporum LSU 680 KJ126422.1 100% 98%
A036 Fusarium oxysporum ITS 556 KU872840. 100% 99%
A031(2) Fusarium sp. ITS 534 KT313637.1 100% 99%
A170(2) Fusarium sp. ITS 572 KT313637.1 99% 100%
A071 Fusarium equiseti ITS 484 KU926350. 100% 99%
A215(2) Trichoderma harzianum ITS 606 KR856216. 100% 99%
A174(1) Trichoderma virens ITS 602 KP056781.2 100% 99%
A102(2) Trichoderma spirale ITS 579 KT278857.1 100% 100%
A020 Trichoderma harzianum ITS 603 KC478545. 100% 100%
A165(2) Trichoderma spirale ITS 583 JQ040382.1 100% 100%
A155(2) Trichoderma virens ITS 592 KP056781.2 100% 100%
A184(1) Trichoderma harzianum ITS 599 KT336515.1 100% 99%
A196 Trichoderma hamatum ITS 565 KR093827. 100% 100%
A139(E) Aspergillus sclerotiorum ITS 606 AY373866. 100% 99%
Al40 Aspergillus sclerotiorum ITS 599 FJ878633.1 98% 98%
A073(1) Rhizomucor variabilis ITS 620 HM623314. 100% 97%
V006 Mucor sp. ITS 563 HM770967. 100% 99%
A078 Eutypa linearis LsSu 746 KU863138 100% 95%

Al67 Penicillium shearii ITS 556 AJ004893.1 100% 99%
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/304367890?report=genbank&amp;log%24=nucltop&amp;blast_rank=1&amp;RID=R80VCF8S01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/304367890?report=genbank&amp;log%24=nucltop&amp;blast_rank=1&amp;RID=R80VCF8S01R
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1004363397?report=genbank&amp;log%24=nucltop&amp;blast_rank=1&amp;RID=R7JY1A3R014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/3925521?report=genbank&amp;log%24=nucltop&amp;blast_rank=1&amp;RID=R8T7WHBM01R

3.4.2.Cultivo direto no jardim de fungo
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Cinco dias ap0s a introducdo dos isolados contaminantes, os jardins de fungos sem

operarias apresentaram, em sua maioria, o crescimento de fungos filamentosos (Tabela 2).
Os fungos Eutypa linearis A078, Trichoderma spirale A165(2), T. harzianum A020, F.

oxysporum A036, F. falciforme A142 ndo cresceram sobre o jardim de fungo. J& os fungos

Trichoderma hamatum A196, Fusarium sp. A031(1), Fusarium chlamydosporum A217(2)

cresceram mas nao esporularam. Os demais cresceram e esporularam, sendo que duas

linhagens de T. harzianum A184(1) e A215(2) foram as que esporularam mais rapidamente.

Tabela 2. Crescimento e esporulacdo dos fungos nos jardins de fungos.

Cédigo Descricéo 1 9 D?S 4 5
A 215(2) Trichoderma harzianum 3/5 5/5* 5/5 5/5 5/5
A078 Eutypa linearis 0/5 0/5 0/5 1/5 1/5
A102(2) Trichoderma spirale 2/5 4/5 4/5 5/5* 5/5
A165(2) Trichoderma spirale 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
A020 Trichoderma harzianum 0/5 0/5 0/5 1/5 1/5
A036 Fusarium oxysporum 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
Al42 Fusarium falciforme 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
Al74(1) Trichoderma virens 4/5 5/5 5/5* 5/5 5/5
A196 Trichoderma hamatum 1/5 1/5 2/5 2/5 3/5
A073 (2) Rhizomucor variabilis 4/5 5/5 5/5* 5/5 5/5
Al170(2) Fusarium sp. 4/5 4/5 4/5* 5/5 5/5
Al67 Penicillium shearii 3/5 3/5 4/5 4/5* 5/5
A140 Aspergillus sclerotiorum 3/5 3/5 3/5 3/5* 5/5
A031(2) Fusarium sp. 2/5 2/5 4/5 4/5 4/5
V006 Mucor sp. 2/5 4/5 5/5* 5/5 5/5
A155(2) Trichoderma virens 2/5 2/5 2/5 3/5 3/5
A217(2) Fusarium chlamydosporum 2/5 2/5 2/5 3/5 3/5
Al139 (E)  Aspergillus sclerotiorum 2/5 3/5 4/5 5/5* 3/5
A184(1) Trichoderma harzianum 4/5 5/5* 5/5 5/5 5/5
A071 Fusarium equiseti 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
- Controle 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
Os valores indicam: o numero de réplicas em que o fungo cresceu / 0 numero

total de réplicas. (*) significa esporulacao.



28

Até o terceiro dia de experimento, os jardins apresentaram tonalidade bege com
algumas regides de marrom escuro na presenca dos fungos. Ao final de cinco dias, os jardins
apresentaram coloracdo escura. Os controles dos jardins mantiveram sua tonalidade original
(Figura 1).

Figura 1 — Cultivo direto no jardim de fungo. (A) =Controle (ndo inoculado com
colorac@o mais clara) (B)=Trichoderma harzianum A184 (1) sobre o jardim de fungo, apos
5dias.

A partir dos resultados obtidos nesse experimento, dez linhagens: Trichoderma
harzianum A215(2); Trichoderma harzianum A184(1); Aspergillus sclerotiorum A139(E);
Mucor sp. VV006; Aspergillus sclerotiorum A140; Penicillium shearii A167; Fusarium sp
A170(2); Rhizomucor variabilis A073(2); Trichoderma virens A174(1); Trichoderma

spirale A102(2) foram selecionadas para o prosseguimento dos experimentos.
3.4.3 Teste de patogenicidade em sub-coldnias de A. sexdens rubropilosa

A partir das informagdes obtidas durante o experimento, foi utilizada uma tabela
para analise segundo Barcoto (2016). Observou-se que quatro linhagens interferiram nas
condicBes do jardim de fungos (Figura 2), com morte do jardim em pelo menos trés das
cinco sub-coldnias tratadas com Rhizomucor variabilis A073, Trichoderma virens A174-1
e Trichoderma harzianum A184-1. No conjunto de sub-col6nias tratadas com Trichoderma
harzianum A215-2 ndo ocorreu morte das sub-colbnias; entretanto, foi observado
crescimento do fungo (A215-2) no material de descarte dessas sub-coldnias. Observou-se
também, desde os primeiros dias, uma maior quantidade de producdo de lixo quando

comparado com o controle.
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Figura 2 — Sub-colbnias: contendo Rhizomucor variabilis A073 (A), Trichoderma
harzianum A215-2 (B), Trichoderma virens A174-1 (C), Trichoderma harzianum A184-1
(D) e sem inéculo — controle (E). Col6nias com 21 dias.

As sub-col6nias tratadas com Trichoderma virens A174-1 tiveram alteragdo no
forrageamento e a partir do segundo dia de experimento ja foi observada a diminuicdo do
jardim nas réplicas. A morte das cinco sub-colénias ocorreu dez dias ap6s o inicio do

experimento.

Em relacdo as sub-colbnias tratadas com Rhizomucor variabilis A073, foi
observado o acumulo de lixo junto ao jardim de fungo e diminui¢cdo do mesmo. As sub-
col6bnias tratadas com Trichoderma harzianum A184-1, também apresentaram diminuicédo

no jardim de fungo, além de ser observada uma maior mortalidade de formigas.

Com as demais seis linhagens utilizadas nesse experimento ndo foi possivel
observar maiores alteragdes nas sub-col6nias. Assim, quatros linhagens que apresentaram
bons resultados (Rhizomucor variabilis A073, Trichoderma harzianum A215-2
Trichoderma virens A174-1 e Trichoderma harzianum A184-1) ,foram selecionadas para

as etapas seguintes

3.4.4Teste de patogenicidade em sub-colonias de A. sexdens rubropilosa utilizando

consorcio de fungos.

Esse teste foi realizado utilizando os fungos: Rhizomucor variabilis AQ073,

Trichoderma harzianum A215-2 e A184-1 e Trichoderma virens Al74-. Foram feitas
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combinacBes (pares) e também uma combinagdo com os quatro fungos, totalizando sete

combinacdes, e para cada combinacao, foram feitas quatro réplicas.

A combinagéo entre Trichoderma harzianum A215-2 Trichoderma virens A174- 1
alterou as condi¢des das sub-col6nias j& nos primeiros minutos ap6s a inoculacdo dos
fungos, onde as pupas foram carregadas pelas operarias para outra camera (Figura 3). Tal
fato ocorreu nas quatro réplicas. Ainda nesse conjunto, foi observada a morte das sub-

coldnias ap6s 11 dias de inoculagdo dos fungos.

Figura 3 — Sub-col6nia contendo mix Trichoderma harzianum A215-2 Trichoderma virens

Al174-1. Visdo geral da sub-coldnia (A). Detalhe das pupas carregadas pelas operarias (B).

Em uma das combinagdes (Rhizomucor variabilis A073 e Trichoderma virens
A174) foi observado diminuicdo do jardim de fungo apds seis dias, bem como acimulo de
lixo junto ao jardim de fungos e também ocorreu das formas jovens serem levadas para
outra camara (Figura 4). Nas demais combinacdes as sub-colonias ndo sofreram grandes

danos.

Figura 4 — Sub-coldnia contendo mix Rhizomucor variabilis A073 e Trichoderma virens
Al174. Visdo geral da sub-colonia (A). Detalhe do jardim contendo lixo e crescimento do
fungo (B).

A partir desse ensaio foram selecionadas as combinagdes Rhizomucor variabilis
AO073 e Trichoderma virens A174-1; Trichoderma harzianum A215-2 e Trichoderma virens

A174-1 para os testes com coldnias jovens de Atta sexdens rubropilosa.
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3.4.5 Teste de patogenicidade em coldnias de A. sexdens rubropilosa utilizando consorcio de

fungos

Nesses ensaios foram utilizados os mesmos parametros de leitura. As coldnias
tratadas com Trichoderma harzianum A215-2 e Trichoderma virens A174-1 apresentaram o
mesmo comportamento das sub-colénias logo apds a inoculagdo dos fungos: as pupas foram

carregadas pelas operarias para fora do jardim de fungo (Figura 5).

Figura 5 — Pupas sendo carregadas pelas operéarias ap06s inoculacdo dos esporos

-

Além disso, nesse tratamento, foi também observada tentativa de descontaminacgéo
do jardim de fungo, onde consideravel quantidade de lixo foi produzido e também

constatou-se crescimento dos fungos inoculados junto ao descarte.

O tratamento com a combinacdo dos fungos Rhizomucor variabilis A073 e
Trichoderma virens A174-1 também apresentou a tentativa de descontaminacdo do jardim

de fungo bem como o crescimento dos fungos inoculados junto ao descarte.

Entretanto, em ambas as combinacGes ndo houve a morte total de nenhuma das
colbnias. As alteracBes observadas foram a diminui¢do do jardim de fungos e também na

aparéncia do mesmo.

3.4.6.Teste de patogenicidade em colbnias de A. sexdens rubropilosa utilizando mix de

fungos: técnica de polvilhamento

Para a técnica de polvilhamento foi selecionada a combinagéo T. harzianum (A215-

2) e T. virens (Al74-1). Logo ap6s o polvilhamento, houve alteracdo no comportamento



32

das formigas, as quais mudaram as pupas de lugar, mas ndo as levaram para fora do jardim
como nos experimentos anteriores. J4 no primeiro dia foi observado o crescimento de
contaminacdo no material de descarte (Figura 6). As condicbes gerais das trés réplicas
foram mantidas, onde o corte de folhas permaneceu normal, ocorrendo pouca diminuigédo

no jardim de fungos e inicio de mudanca do jardim de fungos para outra repartigéo.

Figura 6 — Crescimento (contaminagdo) no material de descarte apds 1 dia de inoculagéo
da combinagdo de T. harzianum (A215-2) e T. virens (A174-1).

3.4.7Teste de patogenicidade em coldnias de A. sexdens rubropilosa utilizando mix de fungos:

técnica de nebulizagdo

Para a técnica de nebulizagdo também foi selecionada a combinagdo T. harzianum
(A215-2) e T. virens (A174-1). Nessa técnica ndo houve alteracdo no comportamento das
formigas, tal como foi observado nos experimentos anteriores. Ao final do experimento, as
condicBes gerais das trés réplicas foram mantidas, onde o corte de folhas permaneceu
normal, ndo houve diminuicdo no jardim de fungos e ndo foi constatada a contaminagéo por
Trichoderma.

3.4.8 Viabilidade dos esporos

O teste de viabilidade dos esporos revelou que a taxa de germinacdo em Tween 80
(0,005%) é maior nas espécies de Trichoderma harzianum A215(2) e Trichoderma virens
Al74 (1) , os quais apresentaram, respectivamente, 86% e 83% de esporos viaveis . Ja a
linhagem de Rhizomucor variabilis A073 apresentou 78% de viabilidade.
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3.5 Discussao

A variedade de fungos filamentosos presentes nos jardins de fungo das formigas-
cortadeiras ja foi relatada em trabalhos anteriores (RODRIGUES et al., 2005a; 2008), sendo

que muitos desses fungos séo considerados potenciais antagonistas de L. gongylophorus.

Dentre os vinte fungos selecionados para os experimentos iniciais, 10 mostraram
potencial contra o fungo L. gongylophorus, utilizando-o como substrato para crescimento,
sendo que quatro desses fungos pertencem ao género Trichoderma. Podemos citar
Trichoderma harzianum e Trichoderma virens como exemplos de fungos micoparasitas
necrotroficos, os quais também apresentam capacidade de crescerem como competidores
saprofiticos de outros fungos (JEFFRIES,1995). Os géneros Fusarium e Mucor, 0s quais
mostraram potencial contra o fungo mutualista, j& foram encontrados em jardim de formigas-

cortadeiras previamente tratadas com inseticidas (RODRIGUES et al. 2005).

No entanto, quando os dez fungos que haviam crescido sobre fragmentos de jardim na
auséncia de formigas foram testados em sub-col6nias e, posteriormente, nas col6nias, nem
todos se desenvolveram sobre o jardim de fungos, sendo que o crescimento foi observado
apenas nas sub-col6nias. A auséncia de contaminacdo dos jardins das col6nias pode estar
relacionada com a presenca de maior numero de formigas, pois como ja relatado em alguns
estudos, o crescimento de micro-organismos nos jardins também pode ser impedido
quimicamente. Isso se da através da producdo de compostos antissépticos pelas glandulas
metapleurais, como &cido fenilacético, &cido indolacético e 3-hidroxidecandico, por exemplo
(FISHER; STRADLING; PEGLER, 1994; CURRIE, 2001a; POULSEN et al., 2002;
FERNANDEZMARIN et al., 2006). Ainda, as glandulas mandibulares também podem
produzir compostos bioativos pois a secrecdo destas glandulas inibe a germinacéo in vitro de
esporos de S. racemosum, Cunninghamella elegans, Fusarium solani, e Trichoderma
harzianum (RODRIGUES et al, 2008).

Os resultados obtidos durante os testes de consércio indicaram que a combinacdo de
dois fungos causa alteracfes nas colénias, sendo que os comportamentos de defesa foram
executados, como a remocéao de fragmentos do jardim de fungos. Também, logo apds co-
infeccdo T. harzianum e T.virens, as pupas foram removidas do jardim e transportadas para a

camara de descarte, onde fragmentos do jardim foram depositados sobre elas. De acordo com
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Jaccoud et al. (1990) os individuos transportados estdo contaminados por conidios do fungo e
sdo removidos para outro local com a finalidade de evitar a contaminagdo dos outros
individuos.

Em relacdo aos métodos de dispersdo (nebulizacdo e polvilhamento) de esporos, 0s
resultados demonstraram que as metodologias precisam ser otimizadas. Ambos os métodos
causaram poucas perturbacdes nas condicOes das colonias. Estas perturbacGes foram mais
pronunciadas nos seis primeiros dias, onde as operarias retiraram os fragmentos de jardim
contaminados. De acordo com Jaccoud et al. (1999) a utilizacdo de esporos livres de outras

formulagdes é mais eficiente, pois dificulta a manipulagéo pelas formigas.

3.6 Conclusao

Os isolados de Trichoderma harzianum (A215-2), Trichoderma virens (A174-1) e
Rhizomucor variabilis (A073-2) apresentaram pronunciado efeito contra o fungo mutualista
L. gongylophorus presente no jardim de fungos e atuaram como micoparasitas. Além disso, a
combinacdo entre Trichoderma harzianum (A215-2) e Trichoderma virens (A174-1)
impactou negativamente as colénias, causando danos ao jardim de fungos e alterando o
comportamento das operarias. Assim, faz-se necessario aprofundar esses estudos,
especialmente buscando uma forma de otimizar a aplicacdo desses fungos visando o

desenvolvimento de um método eficaz de controle das formigas-cortadeiras.
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4
Capitulo 2

Acéao dos fungos filamentosos frente ao fungo mutualista L. gongylophorus
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RESUMO

Os fungos filamentosos contaminantes isolados a partir de col6nias iniciais de Atta sexdens
rubropilosa sdo promissores para serem utilizados no controle bioldgico. Neste trabalho
buscamos elucidar atraves de testes in vitroa producdo de compostos organicos volateis
(VOC’s) das linhagens de Trichoderma harzianum(A215-2), Trichoderma virens (A174-1) e
Rhizomucor variabilis (A073-1) quando co-cultivadas com o fungo mutualista das formigas-
cortadeiras. Isto porque uma vez considerada a intima relacdo entre as formigas e o seu
mutualista, é de grande valor ao controle bioldgico selecionar linhagens capazes de interferir
negativamente sobre o fungo mutualista, e saber qual composto pode atuar nessa
interferéncia. O perfil de VOC’s secretado pelas culturas revelou a presenga do alcool
alifatico 1-octen-3-ol, o qual possui efeitos fungicidas e fungistaticos, mostrando dessa forma,
seu potencial contra o fungo mutualista. Ainda, durante 0s experimentos, notou-se
escurecimento do fungo mutualista quando este foi co-cultivado com R. variabilis. Para tanto,
fez-se também microscopia eletrbnica de varredura (MEV) desse co-cultivo, buscando
elucidar tal interacdo. A partir das analises, notamos a acdo fisica do fungo filamentoso R.
variabilis frente ao fungo mutualista L. Gongylophorus. Tais resultados ressaltam o potencial

uso desses fungos filamentosos para o biocontrole das formigas-cortadeiras.

Palavras-chave: Compostos organicos volateis. Controle Biol6gico.