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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar a interacdo entre o fungo cultivado pelas formigas
cortadeiras e microfungos provenientes de diversas origens. Um total de 15 isolados de
microfungos foi utilizado em experimentos de co-cultivo in vitro frente ao fungo mutualista
da formiga Atta sexdens rubropilosa. A partir das medicdes do crescimento radial do fungo
cultivado pelas formigas na presenca e auséncia dos microfungos, foi possivel avaliar os
efeitos da interacdo. Do total de microfungos, 11 inibiram significativamente o crescimento
do fungo mutualista (Kruskal-Wallis, P< 0,05). Os microfungos Trichoderma harzianum e
Trichoderma spirale apresentaram as maiores porcentagens de inibicdo. Ao contrario do
esperado, tais microfungos inibiram o fungo mutualista em maiores proporg¢des, quando
comparado ao parasita especializado Escovopsis sp. Por outro lado, o fungo mutualista das
formigas ndo inibiu o crescimento de nenhum microfungo (Mann-Whitney, P< 0,05), mas
estimulou o crescimento de Sarocladium Kkiliense, Escovopsis sp., Fusarium equiseti,
Fusarium oxysporum, Fusarium solani, Clonostachys sp. e T. harzianum. Em um segundo
experimento, no qual fragmentos de jardins de fungo desprovidos de operarias foram
inoculados com esporos dos diferentes microfungos, este revelou que todos os isolados
testados foram capazes de colonizar e esporular nos fragmentos de jardins em cinco dias.
Finalmente, foram realizados testes de antagonismo com os filtrados de cultivo de todos os
microfungos. Um total de 13 filtrados inibiu significativamente o fungo mutualista (ANOVA
1-fator, P< 0,05), demonstrando que este € suscetivel aos compostos quimicos produzidos
pelos microfungos. Os resultados indicaram que microfungos encontrados tanto no solo
proximo aos ninhos das formigas, quanto presentes também em outros ambientes sdo capazes
de inibir o crescimento do fungo mutualista das formigas cortadeiras. Em especial, fungos do
género Trichoderma constituem em um potencial agente para o desenvolvimento de métodos

alternativos de controle desses insetos pragas.

PALAVRAS CHAVE: Tribo Attini. Antagonismo. Leucoagaricus, Microfungo. Interacéo
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1 INTRODUCAO

As formigas cortadeiras (géneros Atta e Acromyrmex) mantém um mutualismo com
um fungo basidiomiceto denominado, Leucoagaricus gongylophorus. Esses insetos
alimentam suas larvas com gongilideos, estruturas semelhantes a vesiculas, presentes nas
extremidades das hifas do fungo. Este é cultivado pelas operarias no interior de camaras
subterraneas, nas quais as formigas acumulam folhas e flores frescas utilizadas como
substrato para o crescimento do fungo. Fragmentos desse substrato vegetal juntamente com o
micélio do fungo mutualista constituem o “jardim de fungo”. Devido ao fato de promoverem
o desfolhamento de cultivares, as formigas cortadeiras sdo consideradas pragas agricolas e
ocasionam prejuizos significativos na economia dos paises da América Latina.

Além do fungo mutualista, outros micro-organismos podem ser encontrados nos
jardins desses insetos, tais como bactérias, fungos filamentosos e leveduras (os dois ultimos
denominados de microfungos). Alguns microfungos podem ser considerados indesejaveis a
cultura do fungo mutualista, pois sdo considerados antagonistas frente ao fungo cultivado
pelas formigas. No entanto, poucos estudos exploraram o papel desses microfungos como
agentes antagonistas de L. gongylophorus.

Nesse contexto, o0 presente projeto avaliou as interagfes de microfungos isolados de
diferentes ambientes (ninhos de formigas cortadeiras, solo e folhas) e seu potencial de
inibicdo frente ao fungo mutualista de Atta sexdens rubropilosa (espécie de formiga
cortadeira amplamente distribuida no Brasil), com a finalidade de entender se este fungo € um
bom competidor ou apresenta suscetibilidade frente aos microfungos, independente da origem
destes.

Para avaliar as interacdes entre os fungos foram conduzidos trés experimentos: (i) co-
cultivo in vitro entre os microfungos e o fungo mutualista de A. sexdens rubropilosa, (ii)
cultivo direto dos microfungos em fragmentos de jardins de fungo desprovidos de operarias e
(iii) cultivo in vitro do fungo mutualista na presenca de filtrados de cultivo dos microfungos.
O ultimo experimento foi realizado no sentido de entender se 0 antagonismo observado nos
testes de co-cultivo apresentam uma natureza quimica.

Os resultados obtidos sugerem que os microfungos séo antagonistas frente o fungo das
formigas, mesmo aqueles que ndo sdo encontrados em ambientes associados aos ninhos
desses insetos. Isso demonstra a suscetibilidade do fungo mutualista frente a microfungos

considerados saprofiticos e indica que algumas linhagens de microfungos (especialmente



aquelas do género Trichoderma) podem ser, eventualmente, empregadas no controle

bioldgico das formigas cortadeiras.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Formigas da tribo Attini e o cultivo de fungos

A tribo Attini (Hymenoptera: Formicidae) compreende formigas que apresentam a
caracteristica de cultivarem fungos como alimento. Considerada um grupo monofilético, a
tribo Attini compreende 16 géneros e aproximadamente 297 espécies (BRANDAO; MAYHE-
NUNES; SANHUDO, 2011; SOSA-CALVO et al., 2013), distribuidas na regido neotropical,
desde o sudeste dos EUA até a America do Sul (MEHDIABADI; SCHULTZ, 2010). As
formigas dessa tribo ocupam diferentes biomas, tais como a Floresta Amazonica até regies
extremas, como desertos (WEBER, 1972). Dentre as vérias espécies de formigas Attini,
destacam-se as formigas cortadeiras, insetos que utilizam folhas e flores frescas para o cultivo
do fungo L. gongylophorus e sua utilizacdo como alimento para suas larvas.

De acordo com andlises moleculares, estima-se que a fungicultura na tribo Attini
surgiu h& 50 milhdes de anos (SCHULTZ; BRADY, 2008). Segundo Mueller et al. (2001)
duas hipoteses podem explicar a origem do cultivo de fungos por esses insetos: (i) as formigas
se alimentavam de fungos que cresciam acidentalmente nos ninhos, e estas, posteriormente,
desenvolveram a capacidade de cultivd-lo e transmiti-lo para as proximas geracdes; ou (ii) 0s
fungos utilizavam as formigas para dispersdo, e estas, posteriormente, desenvolveram a
capacidade de cultiva-lo, transmiti-lo, além de utiliza-los na alimentacéo.

A filogenia do fungo mutualista esta associada com os sistemas agricolas realizados
pelas formigas, indicando uma co-evolucdo entre esses dois organismos (MEHDIABADI;
SHULTZ, 2010). Segundo esses autores, apesar das diferencas nos sistemas agricolas, as
formigas da tribo Attini apresentam algumas caracteristicas em comum. As rainhas
armazenam na sua cavidade infrabucal um “pellet” do fungo mutualista e saem para acasalar.
Apdbs o acasalamento, as rainhas da tribo Attini estabelecem um local de nidificacdo, onde
regurgitam o “pellet” e iniciam uma nova colénia.

Segundo Schultz e Brady (2008), os diferentes fungos basidiomicetos cultivados pelas
formigas da tribo Attini, possibilitou ordena-la em cinco grupos, de acordo com o grau de
evolucdo da fungicultura: (i) Attini basais, como Cyphomyrmex, Mycocepurus e
Myrmicocrypta, que utilizam um substrato mais diversificado, como partes mortas de plantas
e carcacas de outros insetos; (ii) composto por formigas do género Apterostigma, que
cultivam um fungo pertencente a familia Pterulaceae; (iii) composto por formigas do grupo

Cyphomyrmex rimosus, que cultivam nddulos de leveduras, formando “jardins de leveduras”;
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(iv) representado pelas Attini “derivadas” dos géneros Sericomyrmex e Trachymyrmex, que
cultivam fungos que dependem exclusivamente dessas formigas, pois ndo apresentam vida
livre, estabelecendo relagGes simbidticas benéficas, oferecendo as formigas o *“gongilideo”
para sua alimentacdo; (v) representado pelas formigas mais derivadas da tribo, os géneros Atta
e Acromyrmex cortam folhas e flores frescas para o cultivo do fungo mutualista. O micelio
desse fungo e o substrato vegetal processado pelas operarias compdem o “jardim de fungo”,
estrutura geralmente localizada em camaras subterraneas, construidas pelas formigas
(RODRIGUES et al., 2011).

Poulsen e Boomsma (2005) demonstraram que formigas cortadeiras do mesmo género,
porém de espécies diferentes, cultivam fungos que apresentam incompatibilidade micelial.
Segundo os autores, quando os fungos mutualistas de Acromyrmex echinatior e Acromyrmex
octospinosus foram inoculados na mesma placa de Petri, observou-se incompatibilidade
micelial, visualizada através de zonas de demarcacdo. Assim, os autores demonstraram que
em cada ninho existe uma linhagem particular do fungo. A incompatibilidade vegetativa
significa que os fungos ndo sdo da mesma linhagem, embora sejam da mesma espécie,
portanto, apenas uma se estabelecerd no jardim. Além disso, Mueller et al. (2010)
demonstraram através de sequenciamento genético de diversas regides de microssatélites, que
nas diversas camaras subterraneas que compdem um Gnico ninho de Atta texana, estas sdo
preenchidas pelo mesmo clone de fungo. Assim, em um Unico ninho desses insetos, pode ser
encontrado apenas um unico clone do fungo mutualista; fato que levou os pesquisadores a

considerarem que as formigas cultivam o fungo em uma monocultura.

2.2 Interac@es entre os microfungos e o fungo mutualista das formigas cortadeiras

O fungo cultivado pelas formigas cortadeiras é conhecido como L. gongylophorus
(Basidiomycota: Agaricales; SINGER, 1986; FISCHER et al., 1994). Tal fungo produz
enzimas despolimerases (BACCI et al., 1995; SIQUEIRA et al., 1998; SILVA et al., 2006a,b)
capazes de degradar os polissacarideos do substrato vegetal presente no jardim de fungo.
Outros micro-organismos auxiliam nessa hidrolise, eventualmente possibilitando o acesso do
fungo mutualista aos nutrientes no interior da células vegetais (PAGNOCCA; RODRIGUES;
BACCI, 2011).

E sabido que existe uma diversidade de outros micro-organismos presentes nos jardins
de fungo das formigas cortadeiras (RODRIGUES et al., 2008, 2011), tais como leveduras e
fungos filamentosos, para 0s quais ainda ndo se conhece o real papel na simbiose.



11

Rodrigues et al. (2011) coletaram jardins de fungo de trés espécies de formigas no
estado do Texas (EUA) e demonstraram que microfungos foram mais frequentemente
encontrados em jardins de Cyphomyrmex wheeleri, do que em jardins de fungo de
Trachymyrmex septentrionalis e Atta texana, confirmando que os jardins das Attini inferiores
apresentam maior prevaléncia de microfungos, quando comparado com os jardins de fungo de
Attini superiores, conforme também demonstrado por Currie et al. (1999). Isso pode estar
associado ao fato de que as Attini inferiores utilizam uma maior variedade de substratos, além
de um processo mais simples para prepara-lo, antes de incorpora-lo no jardim. J& as Attini
superiores, apresentam um preparo de substrato mais elaborado, removendo micro-
organismos contaminantes, antes de incorporéa-lo ao jardim de fungo (RODRIGUES et al.,
2011).

Foi descoberto que fungos do género Escovopsis sdo parasitas especificos do fungo
mutualista e somente foram encontrados nos jardins de fungo das formigas Attini (CURRIE et
al., 1999). Escovopsis sp. é responsavel por inibir o crescimento do fungo mutualista, atuando
como um fungo micoparasita de L. gongylophorus. Aparentemente, o parasita € capaz de
detectar substancias quimicas secretadas por L. gongylophorus e provocar a morte da hifa do
hospedeiro sem a necessidade de contato direto (REYNOLDS; CURRIE, 2004; FOLGARAIT
etal., 2011).

Rodrigues et al. (2005a,b) estudando colénias de A. sexdens rubropilosa no campo e
no laboratério, e as quais foram tratadas com inseticidas, identificaram os microfungos
presentes nos jardins de fungo nessa situacdo. Sarocladium kiliense (= Acremonium Kiliense),
Escovopsis weberi, Fusarium solani e Trichoderma harzianum sdo algumas das espécies
encontradas nos jardins de ambos os tipos de ninhos (RODRIGUES et al., 2005a,b). As
espécies Penicillium citrinum, Penicillium janthinellum, Penicillium sp. subgen. Furcatum,
Piptocephalis sp., Trichothecium roseum, Arthrobotrys cladodes, Aspergillus flavus,
Cladosporium cladosporioides, Cunninghamella elegans, Fusarium equiseti, Fusarium
verticillioides e Syncephalastrum racemosum foram encontradas em jardins de fungos de
colénias de laboratorio (RODRIGUES et al., 2005a). Ja S. kiliense (15%), E. weberi (15%),
Fusarium oxysporum (23%), Mucor hiemalis (15%) e T. harzianum (38%) foram as espécies
prevalentes em jardins de fungos de col6nias de campo (RODRIGUES et al., 2005a). Esse
estudo sinalizou que outros fungos filamentosos podem ocorrer nos ninhos, além do fungo
mutualista e de Escovopsis sp. Os autores sugerem que tais microfungos poderiam ser
oportunistas, de modo a se aproveitar dos ninhos quando estes entram em algum estado de
desequilibrio (i.e. no caso, provocado pelo inseticida).
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Rodrigues et al. (2008a) demonstraram que a taxa de infecgdo por Escovopsis em
ninhos de algumas espécies de Acromyrmex (do sul do Brasil) sdo menores que as taxas de
infeccdo encontradas na América Central. Contudo, ndo se sabe ao certo se isso ocorre devido
ao fato dos habitos alimentares, ou a idade dos ninhos serem diferentes entre as duas regides.
Além disso, esses autores determinaram que F. oxysporum foi isolado de 40,5% dos ninhos de
Acromyrmex do sul do Brasil, enquanto que em ninhos de A. sexdens rubropilosa foi isolado
de 23% no sudeste do Brasil. Os géneros Cunninghamella e Fusarium foram encontrados,
respectivamente, em 19% e 26% dos jardins de fungos originados a partir do substrato de
folhas de monocotiledoneas (RODRIGUES et al., 2008a). Os géneros Fusarium, Mucor e
Escovopsis foram encontrados em 18,5%, 14,8% e 13%, respectivamente, em jardins de
fungos de espécies que cortam folhas de dicotileddneas (RODRIGUES et al., 2008a).

Fungos endofiticos e epifiticos estdo presentes nos tecidos das folhas trazidas para
dentro dos ninhos, bem como esporos e micélio de outros fungos também podem ser trazidos
no corpo das formigas (FISHER et al., 1996; VAN BAEL et al., 2012). Os estudos destes
mesmos autores demonstraram que leveduras sdo carregadas junto as formigas e apresentam,
portanto, grande dispersdo dentro dos ninhos.

Com tamanha diversidade de microfungos presentes nos jardins de fungo, acredita-se
que muitos podem ser antagonistas do fungo mutualista. Contudo, ndo descarta-se a
possibilidade que algumas espécies de microfungos sejam benéficas para esses insetos. E
sabido que as formigas cortadeiras desenvolveram mecanismos para promover o
desenvolvimento do fungo mutualista em detrimento dos outros microfungos. Por exemplo,
Rodrigues et al. (2008b), estudaram os efeitos do fluido fecal e da glandula mandibular na
germinacdo dos esporos de microfungos. Foi demonstrado que a glandula mandibular
apresentou maior inibicdo da germinacdo de Fusarium solani, T. harzianum, C. elegans e S.
racemosum do que o fluido fecal. No entanto, a germinacdo dos esporos de E. weberi e
Metarhizium anisopliae (fungo entomopatogénico) nao foi afetada; sugerindo que as formigas

cortadeiras apresentam outros mecanismos para se defender contra esses microfungos.

2.3 Compostos bioativos produzidos por fungos

Pelo fato de uma diversidade de micro-organismos interagir com as formigas e o
fungo mutualista, sabe-se que muitos metabolitos podem mediar essa interacdo
(SCHOENIAN et al., 2011). Por exemplo, segundo Rodrigues et al. (2013), a tribo Attini

mantém uma associagdo com actinobactérias que secretam antibi6ticos. A comunidade
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microbiana associada com as formigas cortadeiras e a secre¢do de compostos sugerem que
modifica¢bes quimicas e fisicas ocorrem nos ninhos (RODRIGUES et al., 2013).

Uma diversidade de fungos antagonistas apresenta grande potencial para realizar
atividade de biocontrole. Tal atividade geralmente esta relacionada a producdo de compostos
quimicos (STEYAERT; RIDGWAY; STEWART, 2003).

Dentre os fungos mais estudados em relacdo a producdo de compostos com atividade
bioldgica, incluem os fungos endofiticos. Virtualmente, todas as plantas em ecossistemas
naturais mantém uma simbiose com esses organismos (RODRIGUEZ et al., 2008). Segundo
esses autores, os diferentes grupos de fungos endofiticos apresentam uma variedade de
hospedeiros, desempenhando fungdes ecoldgicas muitas vezes desconhecidas.

Fungos endofiticos utilizam muitos mecanismos para se adaptar aos ambientes em que
vivem e depois de coexistirem por um longo tempo com suas plantas hospedeiras, estes
fungos podem produzir, in vitro, substancias bioativas (WANG; DAI, 2010). Segundo esses
autores, os fungos endofiticos e suas plantas hospedeiras podem apresentar vias semelhantes
para a sintese de compostos secundarios, devido a troca de material genético, ocasionada pelo
longo tempo de convivéncia. Os fungos endofiticos podem produzir metabdlitos, substancias
reguladoras, antimicrobianas, antivirais ou inseticidas, de importancia farmacéutica, industrial
e agricola (CABEZAS et al., 2012).

Entretanto, a atividade antimicrobiana também €é encontrada em outros grupos de
fungos. Por exemplo, fungos do género Trichoderma representam um terco de todas as
preparacfes produzidas e vendidas como biocontrole de fitopatdgenos (STEYAERT,
RIDGWAY; STEWART, 2003). Esses fungos apresentam grande potencial para se adaptar a
diferentes condicdes ecoldgicas e sdo considerados grandes oportunistas (DRUZHININA et
al., 2011).

Devido aos fungos serem produtores de diversos compostos com atividade
antimicrobiana, o presente trabalho procurou estudar se o0 antagonismo entre microfungos e o

fungo cultivado pelas formigas cortadeiras pode ser mediado por compostos bioativos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral
Avaliar as interacOes entre fungos filamentosos (microfungos) frente ao fungo mutualista

cultivado pelas formigas cortadeiras.

3.2 Especificos

- Avaliar e comparar o potencial antagonista dos fungos filamentosos utilizando trés
abordagens diferentes: (i) co-cultivo in vitro; (ii) cultivo direto nos jardins de fungos e (iii)
ensaios utilizando filtrados de cultivo.

- Comparar o potencial antagonista dos fungos filamentosos associados aos ninhos de
formigas cortadeiras com fungos provenientes de outros ambientes ou substratos.

- Avaliar se o fungo mutualista apresenta antagonismo frente aos fungos filamentosos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Origem dos isolados de fungos e manutencao das culturas

Os microfungos utilizados nos bioensaios foram obtidos em estudos prévios
(RODRIGUES et al. 2005a,b; 2008; 2011 e projeto PROTAX - “Programa de Capacitacdo em
Taxonomia” — Cédigo de barras de DNA de Basidiomycota e Ascomycota de areas do semi-
arido e da Mata-Atlantica do estado da Bahia). Os microfungos foram isolados de varios
substratos, tais como: (i) solo adjacente e jardim de fungo de ninhos de formigas dos géneros
Atta e Acromyrmex e (ii) solos amostrados a 10 m de distancia de ninhos de formigas
cortadeiras (Tabela 1). Para analisar a suscetibilidade do fungo mutualista frente a fungos
provenientes de outros ambientes, foram utilizados os fungos endofiticos isolados de folhas
de cacaueiro: Verticillium sp. END61, Clonostachys sp. END72 e Fusarium equiseti END77.
Os dois primeiros fungos foram isolados de cacaueiros mantidos em uma area completamente
rodeada com floresta nativa conservada, em estagio avangado de sucessdo. Fusarium equiseti
END77 foi isolado de cacaueiros em uma area na qual o entorno apresenta mata perturbada,
com a presenca de outros cultivos, além de rodovias que cruzam a area.

Todos o0s microfungos estdo depositados no acervo da Central de Recursos
Microbianos da UNESP em glicerol 10% a -80 °C. Para a reativac¢do dos fungos, os isolados
foram retirados do freezer -80 °C, dispostos em freezer -20 °C durante 20 minutos e depois na
geladeira até seu completo descongelamento. A suspensdo celular foi transferida para placas
de Petri, contendo MA2%, com auxilio de uma alca e incubadas a 25 °C, durante sete dias.
Ap0ds este periodo, esporos do microfungo foram transferidos para tubos contendo MA2% e
armazenados em geladeira.

O fungo mutualista L. gongylophorus FF2006, isolado de ninho de laboratério de A.
sexdens rubropilosa, foi mantido atraves de repiques periodicos durante os experimentos em

meio A com aveia e incubado em BOD a 25 °C, no escuro, durante 15 a 20 dias.



91

"a)uaweoniaushol iy seyunsip ogs waiod sajuey|awss selbojojiow wejussaide anb sa109dss ap oxa|dwod ;

vg-shay|l - gIURIIW|Y BPUSZES ‘0l1aNBIRD X8|dwoo sa1oads nesinbs wniresn- //aN3
vg-shay|l - Aoe[ epUaZRS ‘0J18NERIRD ‘ds sAyoeisouo|D 2/aN3
vg-shay|l - Aoe[ epuazed ‘oslaneae) "ds wnifIomIan T9aN3
dS-n1eaniog 10-6270604V eolIgeydsiq BNY 9P OYUIU 3P BIOUBISIP 3P W QT © 0]0S 8[eJ1ds euwapoyoL | 6900S
ds-nyeanjog T10-6270604V eoligeydsiq eny ap ajusdelpe ojos 8[eJ1ds euwIapoyoL | Z80V'S
dS-nreanjog 10-6270604V eolIgeydsIq BNy 8p slusdelpe 0jos  x8|dwod $8108ds WnueIZIey BwspoydL | 290VS
dS-rerequinio) 10-2070604V eso|1doagnu suapxas eny ap ajuadelpe 0jos 143][90W SNouAylobAz £00VS
SY-S02IR|N 0BS 90-7060809INOV snsJadse xawlAwoiay ap obuny ap wipJer aelreulq efjaweybuiuun) 8£0SY
SY-sijodosiad enoN 20-7060909N 0OV snnBigue xawJAwoloy ap obuny sp wipJser me_QEOO sa19ads wnuodsAxo wniresn 210SY
vg-uedewe) T0-2TSOTTONAEY "ds xawaAwo42y ap obuny ap wipler X@|dwo sa1oads 1ue|0S Wwnisesnd 1£04dV
vg-uedewe) T0-LTSOTTONAEY "ds xawaAwo42y ap obuny ap wipJer "ds sap1o1sdonoasg 9804V
Vv g-uedewe) TO-LTSOTTONAYY "ds xawuAwo9y ap obuny sp wipJer X81dwod s31oads Wwnuelzrey euwIspoyal | 7e0dv
dS-rerequinio) V9 esojidoJqn. suspxas eny ap obuny sp wipJer wnsowadel wnuseeydasuis q980v
dS-lerequinio) JA%) eso|1doagnu suapxas eny ap obuny ap wip.tep "ds sisdonods3 980V
dS-rerequinio)d € OYuIN esojidoagnu suspxas eny ap obuny ap wipJep asual|ly wnipejpotes  (gT=1)sg
[e207] oyuiu op obIpgd wablo obuny 061poD

'S0IBSUR0IQ SOU sopezijnn (sobunjoidiw) sosojuawe]ly sobuny sop wabuQ ‘T elage.L



17

4.2 Bioensaios

4.2.1 Co-cultivo in vitro

O potencial antagonista dos microfungos selecionados frente ao fungo mutualista foi
avaliado em testes in vitro utilizando a técnica de co-cultivo, segundo Silva et al. (2006c¢).
Com auxilio de um furador de rolha, foram recortados “discos” (8 mm de diametro) do
micélio do fungo mutualista, mantido em meio A com aveia (em g L™: 50 de aveia em flocos,
5 de NaCl, 10 de glicose, 5 de peptona, 10 de extrato de malte e 10 de bacto &gar granulado).
Os “discos” foram inoculados em placas contendo meio PDA (Potato-Dextrose Agar,
Acumedia), a uma distancia de 1,5 cm da borda da placa e, em seguida, incubados durante 17
dias, a 25 °C, no escuro. Apds incubacdo, um “disco” de micélio do microfungo selecionado
(previamente cultivado em MA2% - Agar malte 2%, nas mesmas condicdes), foi inoculado a
uma distancia de 1,5 cm da borda da placa, oposta ao fungo mutualista. Esse sistema foi
incubado durante 14 dias a 25 °C, no escuro. Com as placas de Petri viradas de cabeca para
baixo foram realizadas as medidas do diametro (em cm) da coldnia do fungo mutualista no
dia em que foi inoculado o “disco” do microfungo. O didmetro das colbnias do fungo
mutualista e do microfungo foram medidas no 2° 3°, 5° 7°, 10° e 14° dia ap6s inicio do
bioensaio. Para cada combina¢do microfungo-fungo mutualista foram realizadas seis réplicas.

Foram realizados dois controles: o controle 1 consistia em placas de PDA apenas com
0 “disco” do fungo mutualista. O controle 2 consistia em placas de PDA apenas com 0
“disco” do microfungo selecionado. Foram realizadas as medidas dos diametros em ambos os
controles no 2°, 3°, 5° 7° 10° e 14° dia. Os controles também foram realizados em seis
réplicas.

Os valores das medicdes foram anotados e organizados em uma planilha (Excel) e a
partir desta foram conduzidas as seguintes analises, segundo Silva et al. (2006c¢):

(i) foi calculado o diametro inicial médio (DI) e o diametro final médio (DF) de cada
combinacdo. A partir desses valores foi estimada a eficiéncia média do crescimento do fungo
mutualista (E), conforme a formula: E = DF / DI. A eficiéncia relativa (ER) do crescimento
das coldnias de L. gongylophorus FF2006 na presenca de diferentes microfungos foi expressa
em relacdo ao controle do fungo mutualista, pela formula: ER = E / EC; sendo EC a eficiéncia
do crescimento do fungo mutualista na auséncia dos microfungos. A partir da eficiéncia
relativa foi estimada a porcentagem de crescimento e de inibicdo do fungo mutualista.

Diferencas estatisticas entre o crescimento do fungo mutualista no controle e o fungo
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mutualista frente aos microfungos foram avaliadas para cada dia de leitura atraves do teste
ndo paramétrico de Kruskal-Wallis (a um erro de 5%), utilizando o programa BioEstat 5.0
(AYRES et al., 2007). As comparac¢des multiplas entre os valores de crescimento do fungo
mutualista e os microfungos foram realizadas utilizando-se o teste de Dunn.

(if) foi avaliado os possiveis efeitos do fungo mutualista no crescimento dos
microfungos. Para tanto, o didmetro do micélio do microfungo na presenca do fungo
mutualista e na auséncia do mesmo foi avaliado. As diferencas estatisticas entre as médias do
diametro final do microfungo na auséncia (controle) e na presencga do fungo mutualista foram
avaliadas com o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney (a um erro de 5%), utilizando o
programa BioEstat 5.0 (AYRES et al., 2007).

4.2.2 Cultivo direto no jardim de fungo

Foram realizados ensaios nos quais 0 micélio dos fungos (Tabela 1), com exce¢do dos
fungos endofiticos, foram inoculados diretamente no jardim de fungo, segundo o método
proposto por Taerum et al. (2007). Esse método consiste em inocular micélio de fungos
filamentosos (cultivados previamente em MA2%, a 25 °C, durante sete dias, no escuro) em
fragmentos de jardim de fungo livre de operarias e larvas. Fragmentos de jardim de fungo
foram removidos de uma coldnia de A. sexdens rubropilosa mantida no laboratorio do Centro
de Estudos de Insetos Sociais (CEIS/IB/UNESP/Rio Claro).

Foi elaborado um sistema em placas de Petri (52 mm de didmetro), nas quais em seu
interior continham uma tampa de garrafa, sobre a qual foi disposto o jardim de fungo.
Fragmentos de micélio (8 mm de diametro) de cada microfungo ou fragmentos de mesmo
tamanho de MA2% sem microfungo inoculado (no caso do controle) foram dispostos ao lado
do jardim (ver Figura 3 para detalhes). Na outra extremidade da placa foi disposto algodao
umedecido com agua destilada estéril para manter a umidade no interior da placa. Foram
realizadas oito réplicas para cada microfungo e oito réplicas para o controle. As placas que
contaminavam com fungos que nao constavam no experimento foram removidas.

Os resultados foram avaliados segundo a capacidade dos fungos filamentosos em
colonizar o jardim de fungo. Desse modo, foram gerados dados categdricos (0= sem
crescimento; 1= crescimento na metade do jardim; 2= crescimento sobre todo o jardim e 3=
crescimento sobre todo o jardim e presenca de esporulacdo). Foi organizada uma planilha,
indicando para cada microfungo, o numero de réplicas em que o microfungo cresceu e a

presenca ou ndo de esporulacéo.
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4.2 .3 Ensaios utilizando filtrados de cultivo

Foram obtidos os filtrados de cultivo dos 15 microfungos utilizados nos bioensaios de
co-cultivo. Cada microfungo foi cultivado em MA2%, durante sete dias, a 25 °C, no escuro.
Ap0s incubacéo, foram realizadas suspensdes de esporos de cada microfungo, as quais foram
padronizadas a 10° esporos mL™, em camara de Neubauer. As suspensdes foram inoculadas
em Erlenmeyers (125 mL) contendo 90 mL de caldo extrato de malte 2%. Os frascos foram
incubados a 25 °C, durante oito dias, sob agitacdo de 120 rpm. Apéds incubacdo, 0 meio de
cultivo foi filtrado em papel filtro estéril e centrifugado a 10.000 rpm, durante 15 minutos. O
sobrenadante foi recuperado e filtrado em membrana de 0,45 micra.

Para os ensaios em placa de Petri, foram adicionados 5 mL do filtrado de cada
microfungo a 5 mL do meio A suplementado com aveia (este duplamente concentrado).
Foram realizadas sete réplicas para cada filtrado de cultivo de microfungo.

O controle consistiu em 5 mL de malte liquido mais 5 mL do meio A suplementado
com aveia, duplamente concentrado. Para o controle foram realizadas sete réplicas.

Apos a elaboracdo dos meios, foi inoculado no centro da placa um “disco” (8 mm de
didametro) de micélio do fungo mutualista, previamente cultivado em meio A com aveia,
durante 15 a 20 dias. Todas as réplicas foram digitalizadas no 3°, 7° e 14° dia de cultivo do
fungo mutualista e as medidas dos didametros (em cm) do fungo mutualista foram calculadas
através do programa ImageJ v. 1.38 (ABRAMOFF; MAGALHAES; RAM, 2004).

Diferencas significativas entre as médias de didmetro de crescimento do fungo
mutualista na presenca dos diferentes filtrados de cultivo foram avaliadas com o teste
ANOVA 1-fator, utilizando o software R v. 2.12.1 (The R Foundation for Statistical
Computing, Vienna, Austria, 2011). Para realizar os testes, comparou-se as diferencas de
crescimento do fungo mutualista no 14° dia. O teste posthoc de Tukey HSD foi utilizado para
comparagcfes mdltiplas entre as médias. A normalidade dos dados e homogeneidade das

variancias foram averiguadas pelos testes de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente.
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5 RESULTADOS

5.1 Efeitos dos microfungos no crescimento do fungo mutualista

Apos 14 dias de experimento a maioria dos microfungos (11 de um total de 15
isolados) inibiu significativamente o crescimento do fungo mutualista de A. sexdens
rubropilosa (Kruskal-Wallis, H= 111.44, P <0.0001, Tabela 2). Nenhum dos 11 isolados que
inibiram significativamente o crescimento do fungo mutualista, apresentaram diferencas
significativas de efeito entre si. Os microfungos que n&o inibiram significativamente o fungo
mutualista foram: Escovopsioides sp. AR036, F. solani AR037, Verticillium sp. END61 e
Clonostachys sp. END72 (Tabela 2).

Os microfungos que inibiram o crescimento do fungo mutualista em maior intensidade
foram: Trichoderma harzianum SA062, Trichoderma spirale SC069 e Trichoderma
harzianum AR034 (43%, 42% e 41%, respectivamente, Tabela 3). Considerando as médias de
crescimento do fungo mutualista na presenca desses trés microfungos (Tabela 2), pode-se
notar que as diferengas observadas ndo foram estatisticamente significativas, portanto, os trés
microfungos inibiram em igual intensidade L. gongylophorus (Tabela 2).

Ainda, ndo foram observadas diferencas significativas no crescimento de L.
gongylophorus até o segundo dia de experimento (H= 22.46, P= 0.0961, Tabela 2). Por outro
lado, diferencgas significativas foram observadas a partir do terceiro dia, pois o fungo
mutualista cultivado na presenca de T. harzianum SA062 e T. spirale SA082 apresentou
menores médias de crescimento radial quando comparadas com o controle na auséncia de
microfungos (Tabela 2). Escovopsis sp. A086a, considerado parasita especializado do fungo
mutualista, inibiu L. gongylophorus na mesma intensidade que outros microfungos (Tabela 3).

Notavel foi a constatacdo de que todos os microfungos proporcionaram o
escurecimento da coldnia de L. gongylophorus, ap6s 14 dias de experimento (Figura 1). Tal
modificacdo na colénia do fungo mutualista indica que a interacdo com os microfungos pode
envolver sinais quimicos. Além disso, foi observado que a coldnia do fungo mutualista na
presenca de T. harzianum AR034, T. spirale SC069, S. kiliense 3e(t=12) e Zygorhyncus

moelleri SA003 apresentou coloracdo mais fraca, tendendo a ficar transparente.
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Tabela 3. Porcentagem de inibicdo do fungo mutualista na presenca dos
microfungos.

Codigo Microfungo ER? Inibicéo (%)
SA062 Trichoderma harzianum 0,577421585 43
SC069 Trichoderma spirale 0,589344527 42
AR034 Trichoderma harzianum 0,59721677 41
RS038 Cunninghamella binariae 0,607142857 40
SA003 Zygorhyncus moelleri 0,612021858 39
SA082 Trichoderma spirale 0,62541425 38
A086a Escovopsis sp. 0,65513468 35
RS012 Fusarium oxysporum 0,656685191 35
3e(t=12) Sarocladium kiliense 0,676636036 33
A086b Syncephalastrum racemosum 0,679874214 33
AR036 Escovopsioides sp. 0,723905724 28
END77  Fusarium equiseti 0,74393531 26
ARO037 Fusarium solani 0,792676768 21
END61  Verticillium sp. 0,87109045 13
END72  Clonostachys sp. 0,956980519 5

TER: eficiéncia relativa de crescimento do fungo mutualista.

Figura 1 — Coloragdo do micélio do fungo mutualista Leucoagaricus
gongylophorus FF2006 na presenca de microfungos. (a) cultura pura do fungo
mutualista de Atta sexdens rubropilosa; (b) fungo mutualista cultivado na
presenca de Fusarium oxysporum RS012. Placas contendo meio PDA apos 14
dias de experimento.

5.2 Efeitos do fungo mutualista no crescimento dos microfungos

Pode-se observar que ao final de 14 dias de experimento, o fungo mutualista ndo
afetou o crescimento de nenhum dos 15 microfungos testados, quando comparado aos
respectivos controles (Mann-Whitney, P> 0,05).
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Alguns microfungos, por exemplo, S. kiliense 3e(t=12), Escovopsis sp. A086a, F.
solani AR037, T. harzianum ARO034, Clonostachys sp. END72, F. equiseti END77 e F.
oxysporum RS012, apresentaram um crescimento mais rapido durante a interagdo com o
fungo mutualista, alcancando o didmetro total da placa de Petri (7 cm) antes dos seus
respectivos controles (Figura 2 b, c, d, f, I, n e 0). Cunninghamella binariae RS038 e T.
spirale SC069 apresentaram um crescimento mais rapido durante a interagdo com o fungo
mutualista até o segundo dia de experimento, e a partir do terceiro dia, 0 crescimento ndo
diferiu do controle (Figura 2 g e k, respectivamente). T. spirale SA082 e T. harzianum
SA062 atingiram o didmetro final ap6s dois dias de crescimento na presenca do fungo
mutualista, ndo diferindo do controle (Mann-Whitney, P= 0,5, Figura 2 j e |,
respectivamente). Escovopsioides sp. AR036 e Z. moelleri SA003 apresentaram um
crescimento mais rapido na auséncia do fungo mutualista, entretanto, este ndo interferiu no

crescimento desses microfungos (Figura 2 a e h, respectivamente).

5.3 Colonizag&o dos microfungos nos fragmentos de jardins de fungos

Ao final de cinco dias de experimento, os jardins de fungos que permaneceram na
auséncia de operarias ndo apresentaram crescimento de fungos filamentosos, com algumas
excecOes. Nesses casos, observou-se a presenca de contaminagdes com o fungo S. racemosum
a partir do quinto dia. Tais placas foram removidas do experimento e provavelmente
sinalizam a contaminacéo prévia com esse fungo.

Apdbs cinco dias de experimento, todos os microfungos inoculados cresceram e
esporularam nos fragmentos de jardins desprovidos de operarias (Tabela 4). Somente o0s
jardins inoculados com os microfungos F. solani AR037, F. oxysporum RS012 e Z. moelleri
SA003, ndo foi possivel observar a esporulacdo dos microfungos, apesar destes crescerem
neste substrato.

T. harzianum SA062 foi o fungo que esporulou mais rapido, em apenas dois dias
(Tabela 4). Escovopsis sp. A086a, apresentou crescimento rapido, preenchendo toda a placa
de Petri a partir do segundo dia. Este fungo também apresentou rapida esporulacéo, porém a
partir de 4 dias de experimento.

Até o terceiro dia de experimento, os jardins apresentaram tonalidade bege com
algumas regides de marrom escuro na presen¢a dos microfungos. Ao final de cinco dias, 0s

jardins apresentaram coloragédo escura em algumas regides e alguns ficaram totalmente pretos.



25

As placas controle apresentaram os jardins com sua coloracdo original de bege a marrom

claro (Figura 3).
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Tabela 4. Crescimento e esporulacdo dos microfungos nos jardins de fungos. Os
valores indicam: o nimero de réplicas em que o microfungo cresceu / 0 numero de
réplicas total. A presenca de esporulacéo foi indicada com um asterisco (*).

Microfungos 1 dia 2 dias 3 dias 4 dias 5 dias
SA062 8/8 8/8* 8/8* 8/8* 8/8*
A086b 8/8 8/8 8/8 8/8* 8/8*
RS012 8/8 8/8 8/8 8/8 8/8

SC069 8/8 8/8 8/8 717* 717*
SA003 6/8 7/8 8/8 717 717

AR037 2/8 7/8 8/8 8/8 8/8

RS038 0/8 0/6 2/6 216 3/6*
ARO036 7/8 8/8 8/8 8/8* 8/8*
A086a 8/8 8/8 8/8 8/8* 8/8*
3e(t=12) 5/8 6/8 7/8 7/8* 7/8*
AR034 7/8 8/8 8/8* 8/8* 8/8*
SA082 7/8 7/8 8/8* 8/8* 8/8*
Controle 0/8 0/8 0/8 0/8 1/8

Figura 3 — Jardins de fungos na presenca dos microfungos. Placa controle com
jardim ndo inoculado apresentando coloragdo mais clara (a), Escovopsioides sp.
ARO036 (b), Escovopsis sp. A086a (c) e Syncephalastrum racemosum A086b (d),
com 5 dias de experimento.
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5.4 Efeitos dos filtrados de cultivo no crescimento do fungo mutualista

Apbs 14 dias de experimento, a maioria dos filtrados (13 de um total de 15) inibiu
significativamente o crescimento de L. gongylophorus FF2006, quando comparado ao
controle (ANOVA 1-fator, F= 1,3494 P< 0,05, Tabela 5). Apenas os filtrados dos fungos
Escovopsis sp. A086a e Fusarium equiseti END77 n&o inibiram significativamente o
crescimento do fungo mutualista (Teste de Tukey, P> 0,05, Tabela 5).

Tabela 5. Médias do crescimento radial (em cm) do fungo mutualista,
Leucoagaricus gongylophorus FF2006, ap6s 14 dias de incubacdo na
auséncia dos filtrados (controle) e na presenca dos filtrados dos microfungos
isolados de diversas origens. Médias seguidas do erro padrdo.

Microfungos Diametro (cm)*
Controle 244+0,11a
3e(t=12) 1,11+0,04b

A086a 2,16 £0,09a
A086b 0,98+0,02b
AR034 1,03+0,05b
AR036 1,75+0,09 b
AR037 1,91+0,01b
END61 1,76 0,03 b
END72 157+0,04b
END77 2,28+0,05a
RS012 1,93+0,04b
RS038 1,63+0,08b
SA003 1,74 +£0,08 b
SA062 1,73+£0,04b
SA082 153+0,04b
SC069 1,47 +£0,05b

! Valores seguidos pela mesma letra ndo apresentam diferencas significativas, segundo o
teste de posthoc de Tukey HSD (valores sdo relativos apenas ao controle).

Dentre os filtrados avaliados, notavel foi a inibicdo proporcionada pelo filtrado de
cultivo de S. racemosum A086b (Tabela 5, Figura 4). A inibicdo ocasionada por este fungo
foi maior e significativamente diferente da inibi¢cdo causada pelos microfungos do género T.
spirale SC069, T. spirale SA082 e T. harzianum SA062 (Teste de Tukey, P> 0,05, dados ndo
mostrados), onde a media de crescimento do fungo mutualista na presenca do filtrado de
cultivo de S. racemosum A086b foi menor que a média de crescimento do fungo mutualista na
presenca dos filtrados de cultivo de T. spirale SC069, T. spirale SA082 e T. harzianum
SA062, apos 14 dias de crescimento (Tabela 5).
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Ainda, pode-se observar que os fungos endofiticos de cacaueiro Verticillium sp.

ENDG61 e Clonostachys sp. END72 inibiram significativamente L. gongylophorus FF2006.

Figura 4 — Crescimento radial e alteracfes macroscopicas do fungo mutualista
apos 14 dias de cultivo na auséncia (a) e presenca de filtrados de cultivo de
microfungos: Syncephalastrum racemosum AO086b (b), Clonostachys sp.
END72 (c), Escovopsioides sp. AR036 (d), Trichoderma harzianum AR034
(e), Zygorhyncus moelleri SA003 (f). Note as alteragdes na coloracdo do
micélio do fungo mutualista.

Foi possivel observar um maior escurecimento da colbénia de L. gongylophorus
FF2006 quando na presenca dos filtrados de cultivo dos fungos: Escovopsioides sp. AR036,
T. harzianum ARO034, Z. moelleri SA003 e T. spirale SA082, indicando que estes podem
apresentar compostos quimicos que causem uma alteracdo da coldnia (Figura 4). Essas

alteracdes observadas sao semelhantes aquelas obtidas nos experimentos de co-cultivo.
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6 DISCUSSAO

Conforme relatado em trabalhos prévios, os jardins de fungo das formigas cortadeiras
apresentam uma variedade de fungos filamentosos (RODRIGUES et al., 2005a; 2008).
Muitos desses fungos séo considerados potenciais antagonistas de L. gongylophorus. Por tal
motivo, 0 presente estudo teve como objetivo entender as interagcbes microbianas que ocorrem
no jardim de fungo, especialmente, as interagdes entre o fungo cultivado pelas formigas e os
outros fungos filamentosos, na tentativa de encontrar potenciais antagonistas do fungo das
formigas.

A maioria dos microfungos inibiu significativamente o fungo mutualista, quando
comparado com o controle (Tabela 2). Em alguns ensaios de co-cultivo, pode-se notar que o
didmetro médio das colbnias do fungo mutualista diminuiu nas duas Gltimas leituras. Assim,
deve-se considerar que nessas leituras houve dificuldade na identificagdo dos limites das
coldnias do fungo mutualista, devido a sobreposicao das col6nias dos fungos antagonistas. Tal
fato € um possivel fator limitante desse tipo de ensaio in vitro. Por outro lado, foi observado
que o fungo mutualista frente a S. racemosum AQ086b, T. spirale SA082 e F. equiseti END77
apresentou crescimento até o 14° dia (Tabela 2), porém, este foi significativamente menor do
que o do controle. Nesses ensaios, 0s limites da colénia de L. gongylophorus foram
detectados da mesma forma que nos experimentos nos quais observaram-se a diminuicdo da
col6nia do fungo. Portanto, a diminuicdo do diametro médio da colénia de L. gongylophorus
frente alguns microfungos pode também ser devida a uma possivel atividade litica das hifas
do fungo cultivado pelas formigas.

Trés espécies do género Trichoderma inibiram o fungo mutualista em maior
intensidade em relacdo aos demais microfungos. Interessante é o fato de que fungos isolados
de diversas origens inibirem o crescimento do fungo mutualista de A. sexdens rubropilosa.
Essa observacdo demonstra que o fungo mutualista das formigas € suscetivel a varios fungos,
inclusive aqueles que ndo estdo adaptados ao ambiente dos ninhos desses insetos. Além disso,
é possivel que esses microfungos também apresentem inibicdo com os fungos cultivados por
Acromyrmex; ja que as rainhas pertencentes aos géneros Atta e Acromyrmex carregam o fungo
mutualista da coldnia parental para uma nova colonia e dessa forma, cultivam a mesma
linhagem do fungo mutualista (MUELLER et al., 2001).

Fungos do género Trichoderma, assim como o0 género Escovopsis, séo frequentemente
encontrados nos jardins de fungo das formigas Attini (RODRIGUES et al., 2005a; 2008).
Algumas espécies de Trichoderma sdo consideradas parasitas necrotroficos, ou seja, aqueles
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gue matam o hospedeiro e depois digerem a biomassa remanescente. Segundo varios autores,
tanto Trichoderma sp., quanto Escovopsis sp., aparentemente nao penetram nas hifas do fungo
mutualista, indicando que a inibi¢cdo ndo ocorre através de contato fisico, mas sim a partir de
uma certa distancia; o que sugere o envolvimento de compostos quimicos na interacéo
(ORTIZ; ORDUZ, 2000; REYNOLDS; CURRIE, 2004; HAIFIG, 2014. O fungo mutualista
frente a T. harzianum AR034 e T. spirale SC069 apresentou uma segunda alteracdo no
micélio, além do escurecimento da coldnia. O fungo mutualista frente a essas linhagens
ficaram “transparentes” e ocorreu também uma diminui¢do do didmetro da coldnia ao final de
14 dias de experimento. Este fato pode ser explicado, segundo Ortiz e Orduz (2000), que
utilizaram fungos do género Trichoderma em seus experimentos in vitro de antagonismo,
obtendo como resultado a perda da pressdo de turgor das células do fungo mutualista.
Segundo esses autores, isso pode ter ocorrido devido ao fato de que este microfungo produz
compostos toxicos, como enzimas e substancias volateis e ndo-volateis, que degradam a
parede das células do mutualista. Ja4 os fungos, S. kiliense 3e(t=12) e Z. moelleri SA003,
ocasionaram a mesma mudanca de coloragdo no fungo mutualista, porém tal mudanca pode
ter ocorrido, provavelmente, devido a competicdo por nutrientes (SILVA et al., 2006c). De
qualquer forma, fica claro que o fungo mutualista apresenta alteragdes na presenca de outros
micro-organismos, além daqueles do género Trichoderma.

O género Fusarium ja foi encontrado em jardim de formigas cortadeiras
(RODRIGUES et al. 2005a). Dentre os trés isolados que utilizamos no presente estudo, F.
oxysporum RS012 e F. equiseti END77 inibiram o crescimento do fungo mutualista. Este
altimo foi isolado de folhas de cacaueiro na regido de Ilhéus, BA (Tabela 1). Esse resultado é
interessante, pois demonstra que outros microfungos associados a outros ambientes também
podem inibir o fungo mutualista.

O fungo mutualista ndo interferiu no crescimento dos microfungos testados neste
trabalho. Todos os microfungos que, ao final de 14 dias, ndo inibiram significativamente,
incluindo os fungos endofiticos de cacaueiro, apresentaram um crescimento normal. Portanto,
os resultados sugerem que o fungo mutualista ndo é um bom competidor para esses fungos
filamentosos.

Como demonstrado por Ortiz e Orduz (2000), o fungo mutualista ndo € capaz de inibir
fungos dos géneros Trichoderma e Clonostachys (= Gliocladium), isso também é valido para
os microfungos analisados neste trabalho. O aparecimento de uma pigmentacdo mais escura
no fungo mutualista pode ter sido um mecanismo de defesa contra os microfungos; entretanto,

essas alteracdes podem ter ocorrido apenas por resultado da interacdo entre os micélios que
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ndo envolva um mecanismo de defesa. Além disso, a maioria dos microfungos apresentou um
crescimento mais rapido, quando em contato com o fungo mutualista (RODRIGUES et al.,
2005a).

Os microfungos encontrados nos ninhos apresentam mecanismos que 0S caracterizam
como antagonistas. O jardim de fungo apresenta grande quantidade de nutriente devido sua
atividade metabolica, como aglcares simples, que podem ser utilizados pelos microfungos e
ocasionar um esgotamento, inibindo o crescimento do fungo mutualista e acelerando o
crescimento do microfungo (RODRIGUES et al., 2005a; ORTIZ; ORDUZ, 2000).

Com excecdo de C. binariae RS038, todos os microfungos comegaram a crescer nos
fragmentos de jardins sem operarias, a partir do primeiro dia de experimento. Além disso, a
maioria dos microfungos apresentou esporulacdo nos jardins (Tabela 3), indicando que uma
variedade de microfungos pode se desenvolver nesse substrato (RODRIGUES et al., 2005a).
Esses microfungos podem aproveitar dos nutrientes presentes nos jardins de fungos e
tornarem-se competidores do fungo mutualista. A esporulacdo precoce de T. harzianum
SA062, T. harzianum ARO034 e T. spirale SA082, mostra que estes microfungos apresentam
uma grande capacidade de colonizagao dos jardins, 0 que evidencia o grau de patogenicidade.

Escovopsis sp. A086a também apresentou antagonismo frente ao fungo mutualista,
pois tanto nos experimentos de co-cultivo, quanto no cultivo direto nos jardins de fungo, esse
microfungo apresentou o crescimento rapido. Segundo Taerum et al. (2007), linhagens
geneticamente semelhantes de Escovopsis encontradas tanto nos jardins de fungo de Atta,
como no de Acromyrmex, indicando que ndo houve co-especiacdo entre este fungo parasita e
esses géneros de formigas. Dessa forma, pode-se dizer que independente da origem deste
microfungo, ele pode inibir o crescimento do fungo mutualista de diversas espécies de
formigas.

O ninho cultivado em laboratoério, onde foram isolados os jardins de fungo para o
experimento de cultivo direto, poderia estar contaminado com S. racemosum, porém, na
presenca das formigas este fungo ndo se desenvolve. Como esses experimentos foram
realizados na auséncia de operarias, este microfungo teve a oportunidade de se desenvolver.
Ao que tudo indica, S. racemosum sO é encontrado em jardins de fungos cultivados em
laboratério, mas ndo no solo adjacente e solo a 10 metros de distancia dos ninhos
(RODRIGUES et al., 2005, 2008, 2011).

Como demonstrado por Currie e Stuart (2001), as formigas cortadeiras desempenham
um importante papel na manutengdo dos ninhos contra micro-organismos invasores. Segundo

esses autores, elas utilizam suas antenas para detectar esporos de outros microfungos
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presentes ao redor do jardim de fungo e, caso houver algum microfungo parasita, elas retiram
fragmentos do jardim e movendo-os para o lixo. Essa acdo foi mais frequente na presenca de
Trichoderma e Escovopsis. Dessa forma, a presenca das formigas cortadeiras é necessaria
para protecdo do fungo mutualista e limpeza dos ninhos contra fungos parasitas, confirmando
que o fungo mutualista ndo € um bom competidor.

O resultado observado com os filtrados dos fungos Escovopsis sp. A086a e F. equiseti
END77 indica que estes fungos podem ndo ter produzido seu principio ativo durante o
periodo de incubacdo. Escovopsis sp. A086a ndo apresentou um bom crescimento em MA2%,
durante os sete dias. Consequentemente, este fungo pode ndo ter produzido o principio ativo
no caldo extrato de malte durante o periodo de incubagdo sob agitacdo, ndo apresentando
inibicdo significativa.

Alguns microfungos que ndo apresentaram inibigdo significativa no experimento de
co-cultivo, inibiram significativamente o fungo mutualista nos testes utilizando os filtrados de
cultivo, sdo eles: Escovopsioides sp. AR036, F. solani AR037, Verticillium sp. END61 e
Clonostachys sp. END 72 (Tabelas 2 e 5). Esses microfungos foram submetidos a um periodo
de incubacdo e agitacdo suficiente para que produzissem no meio liquido, compostos
quimicos soltveis que inibiram o fungo mutualista.

Nos experimentos de co-cultivo foi demonstrado e discutido sobre a diminuicdo do
didmetro da coldnia do fungo mutualista, devido a perda da pressdo de turgor das células,
causada pela acdo de compostos toxicos (ORTIZ; ORDUZ, 2000). Corroborando 0s
resultados de Ortiz e Orduz (2000), os filtrados de Trichoderma e Clonostachys (=
Gliocladium), inibiram significativamente o fungo mutualista, devido a presenca de enzimas,
metabdlitos, antibioticos ou substancias volateis e ndo-volateis nesses filtrados, que degradam
a parede celular de L. gongylophorus FF2006.

Fungos do género Trichoderma podem ser considerados potenciais agentes de controle
bioldgico, devido a sua alta capacidade de reproducdo e habilidade de colonizar ambientes
desfavoraveis. Estes fungos apresentam alta capacidade de obter ATP a partir do metabolismo
de diferentes aglcares difundidos em varios substratos (BENITEZ et al., 2004). Além disso,
estes fungos tém a capacidade de produzir enzimas liticas que funcionam como potenciais
agentes de controle biologico, como as lipases, xilanases, mananases, pectinases, liases de
pectina, amilases, fosfolipases, RNases e DNases, que apresentam atividade antifingica
contra uma variedade de micro-organismos (MONTE, 2001).

Segundo Strobel e Daisy (2003), fungos endofiticos tem a capacidade de produzir

compostos bioativos, como antibi6ticos que inibem o crescimento de bactérias, fungos,
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protozoarios e virus, combatendo diversas doencas. Estes autores demonstraram que
Cryptosporiopsis quercina apresentou atividade antifungica contra alguns patégenos como
Candida albicans e Trichophyton spp. Os fungos endofiticos Verticillium sp. END61 e
Clonostachys sp. END72, estudados nesse trabalho, apresentaram uma inibicdo significativa
do fungo mutualista, indicando a producédo destes compostos.

Buayairaksa et al. (2011), utilizando solventes organicos e métodos cromatograficos
obtiveram o extrato bruto do fungo S. racemosum, que apresentou atividade citotdxica contra
linhagens de células tumorais. Neste trabalho, notavel foi a inibicdo significativa causada pelo
filtrado de S. racemosum A086b, indicando uma possivel producdo de metabolitos bioativos
com atividade antiflngica.

As formigas cortadeiras sdo conhecidas por modificarem as propriedades quimicas do
solo adjacente aos seus ninhos. Essas alteracfes sdo proporcionadas por compostos quimicos
advindos das glandulas metapleurais ou mesmo de micro-organismos produtores de
antibidticos que estdo associados ao integumento das operarias (RODRIGUES et al., 2013).
Os micro-organismos que permanecem no solo ao redor dos ninhos podem ser considerados
antagonistas do fungo mutualista, pois esses fungos podem secretar compostos bioativos que
inibem o crescimento de L. gongylophorus. Os resultados do presente trabalho corroboram as
evidéncias levantadas por Pagnocca et al. (2012), de que microfungos de diferentes origens

podem ser considerados oportunistas dos ninhos das formigas cortadeiras.
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7 CONCLUSOES

» O presente estudo demonstrou que o fungo mutualista de A. sexdens rubropilosa em
cultura pura é suscetivel a varios microfungos, independente da origem destes.

» O antagonismo dos microfungos frente ao fungo cultivado pelas formigas ocorre através de
varios mecanismos, sendo a competicdo por nutrientes e a producdo de compostos
bioativos, dois exemplos observados no presente estudo.

» O presente estudo reforca resultados de outros trabalhos, no que tange o potencial dos

fungos do género Trichoderma como antagonistas do fungo mutualista.
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8 PERSPECTIVAS

O presente trabalho selecionou microfungos que apresentam capacidade de inibir o
fungo mutualista das formigas cortadeiras. Os microfungos avaliados proporcionaram
inibicbes tanto fisicas, como quimicas, indicando que o fungo mutualista é suscetivel a
diversos antagonistas que colonizam o jardim de fungo. Considerando o controle biorracional
desses insetos pragas e tendo em vista a producdo de compostos quimicos pelos fungos
avaliados, estes organismos podem, eventualmente, serem associados com doses sub-letais de
inseticidas, constituindo uma estratégia para o emprego desses agentes no controle bioldgico
das formigas.
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