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RESUMO 

 Nas últimas décadas no país, a olivicultura tem se expandido na região sudeste 

principalmente nos estados como São Paulo e Minas Gerais, desafios com insetos pragas 

como as formigas-cortadeiras têm se mostrado um obstáculo para o cultivo. A oliveira 

(Olea europaea) é uma planta originária da região Mediterrânea e tem se mostrado 

altamente atrativa ao corte por formigas-cortadeiras, essa que por sua vez têm origem nos 

neotrópicos. Em busca de métodos de controles alternativo para formigas-cortadeiras, 

pesquisas com microrganismos para esse uso têm ganhado destaques nos últimos anos. 

Os microrganismos endofíticos são principalmente fungos e bactérias que vivem dentro 

do tecido foliar sem causar danos aparentes ao hospedeiro. Pesquisas sobre abundância de 

endófitos mostrou que esse parâmetro além de idade e tenacidade da folha deveriam ser 

considerados sobre escolha de corte. Para a cultura da oliveira não se sabe se cultivares 

diferentes influenciariam na escolha do corte das formigas-cortadeiras. Os endofíticos 

podem desempenhar inúmeros benefícios às plantas hospedeiras como promoção de 

crescimento, resistência a estresse abióticos e proteção anti-herbivoria. Por isso, conhecer 

a diversidade de microrganismos endofíticos associados a folhas de oliveiras é um 

primeiro passo para compreensão dessa interação entre as formigas-cortadeiras e essa 

planta introduzida. Ferramentas moleculares são frequentemente utilizadas para conhecer 

diversidade de endofíticos combinando técnicas de isolamento e de sequenciamento de 

nova geração (NGS). Assim, os objetivos deste estudo foram identificar a diversidade de 

microrganismos endofíticos associados às folhas de oliveira com métodos dependente e 

independente de cultura, verificar quais fatores influenciam a composição e abundância 

dessa comunidade microbiana, realizar isolamento de fungos endofíticos, identificá-los 

molecularmente, identificar o modo trófico desses fungos pelo FunGuild e verificar a 

preferência de corte das formigas-cortadeiras entre as cultivares de oliveiras. Amostras de 

folhas foram coletadas de 93 plantas em nove localidades dos estados de São Paulo e 

Minas Gerais. Uma parte foi utilizada para extrair diretamente o DNA e a outra para 

realizar o isolamento dos fungos. Para o sequenciamento metabarcoding pelo 

equipamento MiSeq (Illumina) foram utilizados primers para as regiões 16S rRNA para 

identificar bactérias e ITS para fungos. Para os fungos cultiváveis utilizou-se 

sequenciamento Sanger da região ITS. Os resultados revelaram que fatores como idade, 

altitude e geografia podem influenciar a comunidade microbiana, enquanto que a cultivar 

não influenciou. Para a comunidade bacteriana endofítica o fator que influenciou foi a 

localização geográfica e para a comunidade fúngica foram idade, altitude e localização. 

Foram obtidos cerca de 800 isolados, que foram agrupados em 191 morfotipos e 

identificados molecularmente, resultando em 38 gêneros, sendo 32 deles registrados pela 

primeira vez em oliveiras cultivadas no Brasil. Entre os fungos cultiváveis o nível trófico 

mais abundante foi o patotrófico. As cultivares não influenciaram no corte pelas 

formigas-cortadeiras. Outros estudos serão necessários para melhor compreender como 

esses herbívoros apresentam uma capacidade de desfolhar plantas não-nativas como as 

oliveiras. Os isolados fúngicos obtidos serão utilizados para novas abordagens em 

diferentes áreas do conhecimento como fitopatologia e controle de insetos. 

Palavras-chaves: 

Herbivoria. NGS. Fungos endofíticos. Bactérias endofíticas. Formigas-cortadeiras. 



 

 

ABSTRACT 

Brazil is the seventh-largest importer of olive oil and olives, in recent years olive growing 

has expanded in the southeast region of the country in states such as Sao Paulo and Minas 

Gerais precisely because it has excellent consume. However, there are some challenges in 

this culture and one of them is the insect pests such as leaf-cutter ants. The olive tree 

(Olea europaea) is a plant originating in the Mediterranean region that has been shown to 

be highly attractive to cutting by leaf-cutting ants, which originate in the Neotropics. 

Nowadays, the most efficient control method is toxic baits, but they are harmful to the 

environment and humans. Therefore, control alternatives are needed, in this line of 

research, microorganisms have gained prominence in recent years. Endophytic 

microorganisms are mainly fungi and bacteria that live inside the leaf tissue without 

causing apparent damage to the host. Research on endophyte abundance has shown that 

this parameter in addition to leaf age and tenacity should be considered on cut choice. For 

olive tree culture, it is not known if different cultivars would influence the choice by 

cutting ants. Endophytes can perform numerous benefits to host plants such as growth 

promotion, resistance to antibiotic stress, and anti-herbivory protection. Therefore, 

knowing the diversity of endophytic microorganisms associated with olive leaves is a first 

step in understanding the interaction between leaf-cutting ants and the introduced plant. 

Molecular approaches are often used to discover endophytic diversity combining isolation 

techniques and new generation sequencing (NGS). Thus, the objectives were to identify 

the diversity of endophytic microorganisms associated with olive leaves with culture 

dependent and independent methods, to verify which factors influence the composition 

and abundance of this microbial community, to isolate endophytic fungi, to identify them 

molecularly, to identify the trophic mode of these fungi by FunGuild and to test the 

cutting preference of ants between olive cultivars. Leaf samples were collected from 93 

plants in nine locations in the states of São Paulo and Minas Gerais. The surfaces of the 

leaves were sterilized and one part was used to extract directly the DNA and the other to 

perform the isolation of the fungi. For the metabarcoding sequencing using Illumina 

MiSeq, primers for the 16S rRNA regions were used to identify bacteria and for the ITS 

region to identify fungi. Isolated fungi had their ITS region sequenced by the Sanger 

method. The results revealed that factors such as age, altitude, and geography could 

influence the microbial community, while cultivar was not influential. For the endophytic 

bacterial community, the most influential factor was geographic location and for the 

fungal community age, altitude, and location. About 800 isolates, were obtained, which 

were grouped into191 morphotypes and identified molecularly resulting in 38 genera, 32 

of which were registered for the first time in olive trees cultivated in Brazil. Among the 

cultivable fungi, the most abundant trophic level was the pathotrophic. Cultivars, had no 

influence on cutting by the cutting ants. Further studies will be needed to better 

understand how these herbivores can defoliate non-native plants like olive trees. The 

obtained fungal isolates will be used for new approaches in different areas of knowledge 

such as phytopathology and insect control. 

 

Key-words 

Herbivory. NGS. Endophytic fungi. Endophytic bacteria. Leaf-cutting ants. 
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1 INTRODUÇÃO 

A cultura da oliveira (Olea europaea L.), ou olivicultura, é emergente no cenário 

agrícola brasileiro e paulista, podendo permitir aumento de renda em propriedades 

localizadas em regiões com clima propício à cultura, menor dependência de produtos 

importados e aumento da qualidade de azeites consumidos no país (BERTONCINI; 

TERRAMOTO, PRELA-PANTANO, 2010). A área paulista de produção de azeitona 

abrange mais de 15 municípios, contando com mais de 60.000 plantas de oliveiras, 

localizados em regiões serranas com altitudes variando de 1.000 metros a 2.798 metros, 

com microclima que proporciona horas de frio necessárias para o florescimento das 

plantas de oliveiras (BERTONCINI; TERRAMOTO; PRELA-PANTANO, 2010).  

As pesquisas com olivicultura no Brasil ainda são incipientes e, tendo em vista o 

baixo nível de conhecimento tecnológico aplicado aos plantios, é de extrema importância 

que sejam realizados estudos dessa cultura no país para que se torne uma alternativa 

rentável aos agricultores brasileiros (PAULUS, 2011). Dentre os estudos de imediata 

importância destaca-se o conhecimento dos artrópodes que podem ocasionar danos às 

plantas. Diversas espécies de pragas são relatadas nos países produtores de oliveira 

olivicultura (COUTINHO et al., 2009) de forma que, em casos extremos, podem ser 

consideradas como fatores limitantes ao seu cultivo (PATANITA; REIS, 2007).  

Os artrópodes são considerados pragas importantes da olivicultura no Brasil e até 

mesmo limitantes na fase de implantação do pomar, dada à severidade dos ataques às 

plantas mais novas. São exemplos de pragas as formigas-cortadeiras, como saúvas (Atta 

sp.) e quenquéns (Acromyrmex sp.) (PRADO; SANTA-CECÍLIA; ALVARENGA, 2012), 

as quais causam desfolhamento parcial ou total das folhas de oliveira. Em casos graves de 

desfolha, podem causar a morte de plantas jovens (COUTINHO et al., 2009) ou ocasionar 

a perda da produtividade. Vale salientar que, por serem espécies originárias da região 

neotropical, essas formigas não ocorrem nas regiões de origem das oliveiras, no 

Mediterrâneo (BESNARD; BERVILLÉ, 2000). 

A maioria dos olivais localizados em território paulista e mineiro está sendo 

implantado em antigas áreas de pastagens e vizinhas a áreas de mata, o que torna ainda 

mais preocupante o ataque pelas formigas-cortadeiras, pois, muitas vezes, não há 

qualquer controle prévio dessa praga. Estudos de controle desses insetos são contínuos no 

Brasil e a busca por alternativas de proteção às plantas é sempre desejável (ZANETTI et 
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al., 2014). Neste contexto, os microrganismos endofíticos demonstram grande potencial 

para o controle de pragas. 

Microrganismos endofíticos, principalmente os fungos e bactérias, têm atraído 

crescente atenção por parte dos pesquisadores, por possuírem propriedades importantes, 

como conferir resistência a seus hospedeiros em condições de estresse hídrico, produção 

de hormônios vegetais e outros compostos, tais como enzimas e fármacos de interesse 

biotecnológico (AZEVEDO et al., 2000). A definição mais abrangente foi proposta por 

Azevedo et al., (2007), que descreveram os endófitos como todos os microrganismos que 

podem ou não ser cultivados com sucesso, que são aptos a colonizar internamente a 

planta hospedeira e não causam danos aparentes e/ou estruturas externas visíveis.  

No caso das bactérias, elas são consideradas endofíticas quando vivem dentro de 

uma planta por, pelo menos, uma parte da sua vida sem causar danos aparentes ao 

hospedeiro. Essas bactérias endofíticas podem ser isoladas a partir de tecidos ou extraídas 

a partir das plantas hospedeiras com superfície desinfetada (HALLMANN et al., 1997) 

para identificação e, posterior, uso. É grande o potencial de aplicações práticas de 

endófitos, o que tem incentivado estudos abordando a capacidade das bactérias para 

controlar tanto doenças quanto infestações de insetos-praga, bem como promover o 

crescimento das plantas (AZEVEDO et al., 2000; KOZDRÓR et al., 2004; KAVINO et 

al., 2007).  

Outro grupo com capacidade de controlar insetos-praga são os fungos endofíticos, 

que colonizam o interior da planta hospedeira (WILSON, 1995), por aumentarem a 

resistência e tolerância do hospedeiro às doenças e pragas (OWNLEY et al., 2010). 

Estudos visando isolamento de fungos endofíticos para o controle de insetos-praga têm se 

tornado frequente (VAN BAEL et al., 2009). Esse tipo de defesa já foi descrito para 

plantas de clima temperado (WILSON; CARROLL, 1994; WILSON; FAETH, 2001), 

porém poucos estudos foram conduzidos em áreas tropicais, onde a diversidade de 

endofíticos é maior e a maioria das espécies de formigas-cortadeiras reside (VAN BAEL 

et al., 2009).  

Trabalhos sobre a preferência ao corte de formigas-cortadeiras conduzidos em 

laboratório demonstraram uma baixa taxa de forrageamento de folhas com alta taxa de 

fungos endofíticos, sugerindo que eles são antagonistas ao fungo simbiôntico das 

formigas cortadeiras (BITTLESTON et al., 2011). Também é possível que a rejeição ao 

corte de plantas com altas taxas de fungos endofíticos se deva aos efeitos desses 
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microrganismos nas propriedades físicas da planta hospedeira, como aumento na 

deposição de lignina nas células de cera (MEJÍA et al., 2014), ou produção de compostos 

secundários (PETTIT, 2009), tornando a planta menos palatável à herbivoria (CLAY, 

1990). O verdadeiro potencial desses microrganismos como agentes de controle biológico 

ainda precisa ser melhor elucidado (MARTINS et al., 2014), principalmente em plantas 

de importância econômica. 

Sobre a composição do microbioma das plantas, Whipps e colaboradores (2008) 

discutiram a importância de métodos independente-cultura para conhecimento da 

diversidade da filosfera (parte das plantas acima da superfície do solo) e de seus 

microrganismos associados. Rasche e colaboradores (2006) demonstraram que o perfil de 

comunidades de filosfera é impreciso quando baseadas em métodos dependentes de 

cultura (isolamento) e subestima sua real diversidade. Esse trabalho sugere que o uso de 

metodologias independentes da cultura possibilita o conhecimento da diversidade de 

comunidades muito maior do que a reconhecida, embora as suposições sobre os 

habitantes dominantes estejam amplamente corretas. 

Atualmente, existem diversas técnicas de Sequenciamento de Nova Geração (Next-

Generation Sequencing - NGS) que podem ser úteis ao estudo dos endofíticos. O presente 

estudo objetiva revelar aspectos importantes sobre a comunidade e diversidade de 

microrganismos associados às folhas de oliveira e sua influência na escolha de corte das 

formigas cortadeiras. 
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5. CONSIDERAÇÕES  

• A diversidade de bactérias endofíticas não-cultiváveis associadas às folhas de oliveiras 

cultivadas na Região Sudeste foi influenciada pela geografia do local em que foi coletada e 

que outros fatores como altitude, idade e cultivar não apresentaram diferença significativa 

para a alfa e beta diversidade quando se diz respeito a composição e abundancia desses 

microrganismos. 

• Análises da diversidade de fungos endofíticos não-cultiváveis associados às folhas de 

oliveiras, apresentaram influencia em fatores como altitude, idade e geografia foram 

importantes e significativos para a composição e abundância dessa comunidade, entretanto, 

cultivar não demonstrou influência nessa diversidade. 

• Em relação ao modo trófico para a comunidade de fungos não cultiváveis foi obtido 

que o grupo mais abundante foi não identificado seguido de patotrófico o que podemos inferir 

que muitos desses organismos ainda não são conhecidos. Isso sugere que são necessárias 

maiores informações a respeito desses fungos. Diferentemente dos fungos cultiváveis onde a 

maioria foi classificada como patotróficos seguidos de sapotróficos, correspondendo com os 

gêneros mais abundantes como potenciais agentes patogênicos.  

• Ao analisar as correlações entre fungos e bactérias não-cultiváveis foram obtidas um 

maior número de correlações positivas comparadas com números de correlações negativas 

entres as comunidades avaliadas. 

• No total foram identificados 38 gêneros de fungos cultiváveis, onde 32 deles são 

inéditos para oliveiras no Brasil. Os gêneros mais abundantes em número de isolados foram 

Colletotrichum, Diaporthe, Xylaria, Alternaria e Neofusicoccum. 

• Não houve diferença significativa sobre a preferência de corte por formigas-

cortadeiras entre as cultivares testadas de oliveiras (Olea europaea L.). 
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