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RESUMO
SOUZA, M. D. Extratos vegetais — efeitos sobre o desenvolvimento in vitro

do fungo simbionte e na longevidade de operéarias de Atta sexdens
(Hymenoptera: Formicidae). 2012. Dissertacdo - Programa de PoOs
Graduacdo em Ciéncias Florestais e Ambientais - Universidade Federal de
Mato Grosso, Cuiaba — MT. Orientador: Prof. Dr. Otavio Peres Filho.

O presente estudo teve como objetivo analisar os efeitos de diferentes extratos
vegetais em operarias de Atta sexdens, através de alimentacdo fornecida em
dietas e no desenvolvimento in vitro do fungo simbionte Leucoagaricus
gongylophorus em diferentes proporcées. O experimento foi realizado no
Laboratério de Patologia Florestal da Faculdade de Engenharia Florestal
(FENF) da Universidade Federal de Mato Grosso (UFMT). O fungo e as
formigas foram coletados em formigueiros presentes no campus de Cuiaba. O
fungo foi inoculado no meio BDA acrescidos com 0s extratos vegetais em
diferentes proporcées, em placas de Petri. As placas foram mantidas em
camaras climatizadas do tipo BOD em temperatura de 25 £+ 1°C no escuro, por
um periodo de 42 dias. O crescimento do fungo foi avaliado semanalmente
através do diametro da col6nia. As formigas foram colocadas em placas de
Petri (100mm x 15mm) e mantidas em sala climatizada a 26 + 1°C, sendo as
placas forradas com papel filtro, contendo dez formigas/placa na qual as
formigas foram mantidas com dietas artificiais contendo extratos vegetais e a
cada 24h era verificado o niumero de formigas mortas por placa. O fungo
simbionte apresenta um crescimento diferenciado em relacdo aos extratos
fornecido nas placas, sendo que os meios acrescidos com 0s extratos a base
de Physocalymma scaberrimum (aricad), Amburana acreana (cerejeira), Cedrela
fissilis (cedro), Magonia pubescens (timbd), Leucaena leucocephala (leucena) e
Swietenia macrophylla (mogno) prejudicam o desenvolvimento do fungo,
mesmo em baixas concentracdes. As formigas cortadeiras podem sobreviver
por até nove dias sem presenca de agua ou alimento, e o seu fornecimento
aumenta para 18 dias o periodo de sobrevivéncia, entretanto a adicdo dos
extratos vegetais nas dietas diminui significativamente a sobrevivéncia, sendo a
maior mortalidade obtida nas dietas acrescidas com extratos a base de timbo.

Palavras—chave: Dieta artificial, formigas cortadeiras, simbiose, Leucoagaricus
gongylophorus.



ABSTRACT

SOUZA, M. D. Effect of plant extracts in workers of Atta sexdens rubropilosa
Forel, 1908 (Hymenoptera: Formicidae) in vitro and in the development of
symbiotic fungus Leucoagaricus gongylophorus Moller (Singer) 2012.
Dissertation - (master's program Forest and Environmental Sciences) Federal
University of Mato Grosso, Cuiaba — MT.

The objective this study was analyze the effects of different plant extracts on
workers of Atta sexdens by powering supplied in diet and in the in vitro
development of symbiotic fungus Leucoagaricus gongylophorus in different
concentrations. The experiment was conducted in the Pathology Forest
Laboratory of college of Forestry (FENF) Federal University of Mato Grosso
(UEMT). The fungus and the ants were collected from nests presents in the
campus of Cuiaba. The fungus was inoculated in the media PDA added with the
plant extracts in different proportions, in dishes Petri. The dishes were kept in
climatic chambers of type BOD at temperature of 25 + 1 °C in the dark, for a
period of 42 days. The fungal growth was measured weekly by the diameter of
the colony. The ants were placed in Petri dishes (100mm x 15mm) and
maintained in a climatic room at 26 + 1°C, being the dishes lined with filter
paper, containing ten ants/dishes in which the ants were maintained with
artificial diets containing plant extracts and, which was checked every 24 hours
the number of dead ants per dishes. The symbiotic fungus has a differently
growth in relation to the extracts provided in the dishes, being the media added
with the extracts of Physocalymma scaberrimum, Amburana acreana, Cedrela
fissilis, Magonia pubescens, Leucaena leucocephala and Swietenia
macrophylla inhibit the fungal growth, even at low concentrations. The leaf-
cutter ants may survive for up to nine days without the presence of water or
diet, and with its supply increases for 18 days the survival period, however the
added of plant extracts in the diets decreases significantly the survival, being
the highest mortality obtained in the diets increased with extracts of M.
pubescens.

Key-words: Artificial diet, leaf-cutter ants, Leucoagaricus gongylophorus,
symbiosis.



1. INTRODUCAO

No Brasil, a atividade florestal é de grande importancia, ndo s6
pela extensa cobertura de florestas existente no Pais, mas também pela
capacidade de geracdo de emprego e renda do setor. A cobertura
florestal do territorio brasileiro, associada as excelentes condi¢cdes
edafoclimaticas (solo e clima) para a silvicultura, confere ao Pais grandes
vantagens para o setor agricola e florestal, o que acarreta no aumento da
producdo de produtos nesses setores. A crescente demanda por
produtos de origem florestal tem levado a conversdo de areas nativas
para florestas cultivadas, como florestas plantadas com eucalipto, pinus e
teca, entre outras espécies florestais, o que favorece o surgimento de
insetos praga, em razdo da reducdo da biodiversidade do local
reflorestado.

Entre os insetos pragas associados a essas plantacdes, as
formigas cortadeiras destacam se pelo potencial de danos, causando
sucessivos desfolhamento e mortalidade de mudas e arvores adultas. O
ataque realizado pelas formigas cortadeiras dos géneros Atta e
Acromyrmex é comum em areas reflorestadas, podendo ocorrer danos
em qualquer fase de desenvolvimento do vegetal. Esses dados séo
ocasionados por cortes de folhas, brotos, ramos finos e flores, que séo
carregados para o interior de ninhos subterrdneos e usados como
substrato para manutencdo do fungo Leucoagaricus gongylophorus,
(Moller) Singer,1986. Um motivo que pode explicar a seletividade no
corte das espécies vegetais pode estar relacionado com a exigéncia
nutricional do fungo simbionte.

A associacéo entre as formigas cortadeiras e o fungo simbionte
€ obrigatéria, de tal forma que nenhum dos simbiontes poderiam
sobreviver isoladamente, pois as formigas inoculam o fungo sobre o
material vegetal e previnem o0 crescimento de microorganismos
contaminantes, que podem comprometer seu desenvolvimento
(HOLLDOBLER e WILSON, 1990). Para que o formigueiro esteja sempre

em atividade e garanta a sobrevivéncia dos seus individuos, as formigas



necessitam constantemente cortar os vegetais, ocasionando grandes
prejuizos as plantacdes agricolas e florestais.

Devido & importancia que as formigas exercem ao causar
danos aos vegetais e pela complexa simbiose com o fungo L.
gongylophorus, alguns autores tém realizado trabalhos visando fornecer
subsidios sobre toxidade ou beneficios no desenvolvimento do fungo
simbionte. O cultivo in vitro € um método utilizado para conhecer melhor
o desenvolvimento do fungo simbionte, porém o comportamento desse
fungo € complexo e de dificil entendimento, ja que apresenta um
crescimento diferente e lento em condi¢cdes de laboratério, quando
comparados as condi¢des naturais encontradas em formigueiros.

Como as formigas utilizam substratos vegetais para a
manutencdo do fungo simbionte, alguns autores tém adicionado extratos
vegetais em meios de cultura com o objetivo de conseguir uma inibicao
ou um rapido crescimento no desenvolvimento in vitro. De acordo com
Siqueira et al. (1998), o fungo simbionte dessas formigas cresce
eficientemente em componentes encontrados nas folhas das arvores,
como amido e xilana, sendo esses polissacarideos, quando
metabolizados pelo fungo, sdo importantes fontes de carbono para a
dieta das formigas, porém podem também ser afetado pela acdo das
substancias secundarias encontrados nos vegetais, que podem ser
toxicas.

E possivel a obtencéo de novas formas de produtos com agio
inseticida partindo da extracdo de compostos originados dos metabdlitos
secundarios presentes em algumas plantas, pois estes podem ser
prejudiciais as formigas cortadeiras e/ou ao seu fungo simbionte. Nesse
contexto o presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos de
diferentes extratos vegetais no desenvolvimento in vitro do fungo
simbionte L. gongylophorus e na sobrevivéncia de operarias de Atta

sexdens fornecidos em dietas artificiais.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. IMPORTANCIA DAS FORMIGAS CORTADEIRAS PARA AS
FLORESTAS PLANTADAS

As formigas cortadeiras dos géneros Atta e Acromyrmex sao
consideradas pragas de grande importancia nas regides tropicais das
Américas. A capacidade de colonizacdo e forrageamento dessas
formigas aliada, principalmente, ao ambiente que sofreu desequilibrio
ecologico provocado pelo desmatamento e implantacdo de monoculturas,
propiciam condi¢des ideais para o estabelecimento e a proliferacdo das
colénias, favorecendo também o aumento da densidade populacional
(CHERRETT, 1986; DELLA LUCIA e FOWLER, 1993). Estes insetos
necessitam do material de origem vegetal, pois servem de substrato para
o crescimento do fungo Leucoagaricus gongylophorus (Mdller) Singer
(Agaricales: Agaricaceae) que € uma de suas principais fontes de
alimento (QUINLAN e CHERRETT, 1979).

Desta forma, embora sejam primariamente fungivoras, as
formigas exercem um papel ecolégico de herbivoros polifagicos. Garcia
et al. (2003) reportaram que Atta sexdens cortam folhas de véarias
espécies de plantas, contudo possuem clara preferéncia por algumas
espécies. Assim as formigas cortadeiras, de uma maneira geral sdo
consideradas pragas na agricultura por atacarem muitas plantas
cultivadas (CARLOS, 2008). Para Zanetti et al. (2002), o ataque realizado
por formigas cortadeiras é intensivo e constante, podendo ocorrer danos
em qualquer fase do desenvolvimento da planta, ocasionados por cortes
de folhas, brotos, ramos finos e flores, os quais séo carregados para o
interior de ninhos subterraneos.

Em Teca, Tectona grandis, as formigas cortadeiras atacam,
preferencialmente, folhas jovens, deixando as mais velhas sem danos.
Nos plantios novos os ponteiros também séo cortados e transportados,
promovendo o0 surgimento de brotacdo lateral que acarreta na
deformagé&o do fuste, dando-lhe um aspecto falciforme. Em outros casos,
com a morte da parte distal, a planta emite uma série de brotacbes

entouceiradas, comprometendo a forma e o desenvolvimento da planta.



Nas arvores adultas, somente os apices das plantas sdo atacados
(PERES FILHO et al., 20086).

Em florestas plantadas de Pinus sp. e de Eucalyptus sp., as
formigas cortadeiras destacam-se como as principais pragas,
especialmente nas fases de pré-corte (areas de reforma ou conducgéo da
floresta) e imediatamente apds o plantio ou no inicio da conducao de
brotagéo. Pela ocorréncia praticamente generalizada se destacam as
espécies Atta laevigata, A. sexdens rubropilosa, Acromyrmex disciger,
Acromyrmex niger e Acromyrmex crassispinus, dentre outras
(BOARETTO e FORTI, 1997).

Os prejuizos causados pela acdo dos desfolhnamentos
causados por A. sexdens, numa densidade de quatro col6nias.ha™ foram
calculados em 14% em areas reflorestadas com eucalipto e 14,5% em
areas de pinos (AMANTE, 1972). Anjos et al. (1998) relataram que o
desfolhamento provocado pelas formigas causam prejuizos de 13% da
colheita e em ecossistemas tropicais, as formigas cortadeiras consomem
cerca de 15% da producdo florestal. Além desses prejuizos diretos
causados pelas formigas cortadeiras, existem os problemas de forma
indireta, como é o caso da grande quantidade de agrotoxicos aplicados
no controle desses insetos, afetando a saude do homem e de outros
seres vivos (DELLA LUCIA e FOWLER, 1993).

2.2. IMPORTANCIA DAS FOLHAS DAS ARVORES PARA AS
FORMIGAS CORTADEIRAS E O FUNGO SIMBIONTE

A associacdo mutualistica entre a formiga cortadeira e o fungo
L. gongylophorus é muito forte e existe uma total dependéncia entre
ambos, nesta interacdo as formigas usam vegetais frescos para o
desenvolvimento do fungo e para sua propria alimentacao (DELLA LUCIA
e FOWLER, 1993; FERNANDES et al., 2002). O fungo cresce sobre o
material vegetal, produzindo hifas e gongilideos que sao considerados a
principal fonte de nutrientes para as formigas, especialmente para as

larvas. O fungo constitui a Unica fonte de alimento para estas larvas e



fornecem cerca de 9% da energia necessaria para as operarias das
formigas (QUINLAN e CHERRETT, 1979).

As formigas cortadeiras sdo capazes de manipular o fungo
sobre o substrato vegetal, transplantando-o de jardins velhos para os
novos, especialmente preparados para acolhé-lo, onde aperfeicoam seu
crescimento através da aplicacdo regular de suas fezes, limpeza dos
esporos contaminantes e extirpacdo dos micélios infestados (MARTIN,
1987). O papel destes fungos esta associado a dieta das formigas
cortadeiras. As dos géneros Atta (salva) e Acromyrmex (quenquém) que
utilizam a cultura do fungo como a mais importante fonte de alimento,
pois assim evitam a ingestdo de componentes quimicos téxicos
presentes nos vegetais (TEREZAN et al., 2003).

A relacdo simbidtica entre o fungo e as formigas proporciona
beneficios a ambos (SCHUTZ et al., 2005), pois as formigas se
beneficiam do fungo através da quebra das enzimas possibilitando a
desoxidacdo de compostos secundarios (aleloquimicos) oriundos dos
vegetais, que poderiam agir como inseticidas naturais as formigas
(NORTH et al., 1999), ja o fungo se beneficia, entre outras razdes, pela
manutencdo do ambiente livre de competidores (antagonista ou
entomopatogénicos) através da aplicacdo de compostos antibidticos
produzidos pelas formigas, onde o fungo ndo poderia sobreviver sem a
presencas das formigas (CURRIE et al., 1999).

O fungo simbionte € a principal fonte de alimento para a
colénia de formigas cortadeiras, entretanto ndo se constitui como a Unica
fonte, pois as operarias adultas ingerem seiva diretamente das plantas no
momento de corte e recorte do material vegetal e o ato de lamber é
frequente e realizado simultaneamente, pois através das bordas das
folnas ocorre seiva extravasada. As operarias também raspam a
superficie da folha removendo a camada de cera epicuticular (QUINLAN
e CHERRETT, 1979; FORTI e ANDRADE, 1999). Além de seiva,
consomem lipidios presentes em varias estruturas das plantas, entre elas
os corpos de alimentacdo e os elaiossomos das sementes (BUENO et
al., 2008).



2.3. FORRAGEAMENTO E PREFERENCIA DAS FORMIGAS
CORTADEIRAS POR ESPECIES VEGETAIS

As formigas cortadeiras podem ser consideradas espécies
monofagas, do ponto de vista alimentar, pois cultivam um Unico tipo de
fungo que sera a base da alimentacédo, principalmente das larvas e da
rainha (WETTERER, 1994), mas também, podem ser chamadas de
polifagas, pois cortam folhas e partes vegetais de alguma determinada
planta, na qual servird de base para a micocultura, ou seja, alimentar o
fungo simbionte (PINTERA, 1983).

As operarias de A. sexdens cortam material vegetal a uma
distancia de até 100 metros de seu sauveiro. As primeiras salvas deixam
uma trilha de feroménios apds descobrir uma fonte vegetal, que sao
identificadas pelas demais operarias até a localizacdo da fonte vegetal.
Além disso, os primeiros individuos emissores do feromdnios limpam o
caminho, formando uma trilha, permitindo que as formigas caminhem
rapidamente (HOLLDOBLER e WILSON, 1990).

A procura de folhas ideais para a colénia € um mecanismo
complexo, envolvendo elementos individual e social que interagem para
determinar o carregamento de substratos para a colonia, visando um alto
rendimento produtivo (ROCES e HOLLDOBLER, 1994). A coleta do
material vegetal pelas formigas cortadeiras inclui a selecdo do material a
ser cortado e a conducdo deste ao interior dos formigueiros. Segundo
Wetterer (1989), para Atta cephalotes estas atividades acontecem com
alternancia estacional: no verdo, a maior intensidade de corte ocorre nos
horarios noturnos e, no inverno, durante o dia. Os desfolhamentos dos
vegetais se desenvolvem em condicdes Otimas de umidade e
temperatura, as quais sdo bastante variaveis dependendo da espécie e
do ambiente (ZAYAS, 1981).

Schlindwein e Fowler (1999) apontaram que operarias de A.
sexdens, quando encontram recursos apeteciveis ao seu
desenvolvimento, realizam trilhas de corte que, conjuntamente com a
liberacdo de feroménios, permitem a agregacdo em massa das operarias,

onde sdo conhecidos como trilha de forrageio. Assim, estas formigas



fazem uma exploracdo e corte de forma intensiva, organizada e
sincrbnica que, as vezes, resulta no desfolhamento total da planta.

A preferéncia para o corte das espécies vegetais esta
relacionada com a exigéncia nutricional do fungo mutualista, onde em um
ecossistema natural, as formigas mostram preferéncia por algumas
espécies vegetais, as quais sdo constantemente desfolhadas, enquanto
outras ndo sdo atacadas, embora sejam abundantes e localizadas
préximas aos ninhos (BORBA et al., 2006). As salvas e quenquéns
cortam as mais variadas espécies de plantas, para servirem de substrato
para o fungo do qual se alimentam. Existem espécies de formigas que
cortam preferencialmente monocotiledoneas e outras que preferem as
dicotiledbneas, assim como também ha espécies que cortam tanto
monocotiledéneas como dicotiledéneas (PERES FILHO, 2002).

Aparentemente, na selecdo do hospedeiro para o corte, as
formigas cortadeiras sdo influenciadas pelos repelentes quimicos
presentes nas plantas, por mudancas fisicas nas folhas, associadas as
flutuacbes de temperatura e pela exigéncia nutricional do seu fungo
simbionte (BORBA et al., 2006). A capacidade de diferentes substratos
na promocao do crescimento de fungos depende da sua composicao
guimica, que é diferente entre as espécies de plantas, sendo influenciada
pelas condicbes culturais, fatores climaticos e estagio de
desenvolvimento da planta. Estas diferencas afetam as preferéncias das
formigas e sdo extremamente dificeis de serem medidas com precisao,
mas sdo detectaveis por seu efeito sobre a taxa de crescimento do fungo
simbionte (MUDD e BATEMAN, 1979).

Peres Filho et al. (2002), visando fornecer subsidios ao
manejo da espécie A. sexdens rubropilosa (sauva limdo), observaram
algumas preferéncias dessa espécie por diferentes espécies florestais,
em condicdes de laboratério. Entre as espécies estudadas, as menos
preferidas foram: Caryocar brasiliensis (pequi), Cariniana strellensis
(jequitibd), Cedrela fissilis (cedro), Dipteryx alata (cumbaru), Eucalyptus
grandis (eucalipto), Genipa americana (jenipapo), Hevea brasiliensis

(seringueira) e Magonia pubescens (timbo).



2.4. METODOS DE CONTROLE DE FORMIGAS CORTADEIRAS

Entre os métodos de controle de formigas mais utilizados
estdo a termonebulizac&o, pds-secos e iscas granuladas (ZANUNCIO et
al., 2002; ZANETTI et al., 2003), mas nem todos séo totalmente eficazes.
Para Hebling et al. (1994), o controle de insetos sociais considerados
pragas € particularmente complexo, devido as caracteristicas de
polimorfismo (individuos que se diferenciam morfologicamente) e
polietismo (de acordo com as fun¢gdes que desempenham) nas coldnias,
no caso das formigas cortadeiras, essa complexidade é ainda maior,
devido a delicada interacdo planta, formiga e o fungo simbionte.

Para a eliminacao total de um formigueiro é necessario que a
rainha seja eliminada e uma boa alternativa para isto é eliminando as
operarias menores denominadas de jardineiras e “babas”, que s&o
encarregadas de cuidar dos fungos (hifas), da trituracao final das folhas
para servir de substrato ao fungo e do cuidado com a prole (PERES
FILHO, 2002).

As pesquisas voltadas para o controle desses insetos devem
levar em consideracdo todos os fatores presentes nos formigueiros,
procurando conhecer o alvo primario de acdo e 0s aspectos mais
complexos da interacao planta, formiga e fungo (HEBLING et al., 1994).
Existem alguns métodos de controle que agem nesta interacdo e o mais
conhecido é o que usa iscas granuladas.

Segundo Boaretto e Forti (1997), as iscas granuladas
compreendem um substrato atrativo oriundo de plantas, em mistura com
um ingrediente ativo téxico, podendo ser os metabdlitos secundarios
presentes em algumas plantas, em pellets. Estas iscas sdo transportadas
para o formigueiro pelas proprias formigas e agem em contato direto com
o fungo simbionte, participando assim na interacao.

Em consequéncia dos aspectos desfavoraveis (deterioracao
do ambiente, eliminacdo de inimigos naturais e o0 aumento de individuos
resistentes) apresentados pelas iscas granuladas, tém gerado linhas de
estudos na busca de produtos mais especificos e de menor impacto
ambiental (HEBLING et al., 2000).



2.5. EFICIENCIA DOS EXTRATOS VEGETAIS NO CONTROLE DE
ALGUNS INSETOS

Muitas espécies vegetais produzem substéncias que tém
atividades bioldgicas e que foram desenvolvidas pelas plantas ao longo
de sua existéncia, tendo sido util para garantir sua sobrevivéncia. Essas
substancias sdo os metabdlitos secundarios e apresentam acdes
medicinais, inseticidas, repelentes, antimicrobianas, entre outras (SAITO,
2004). Devido a necessidade de se dispor de novos compostos para o
uso no controle de pragas sem problemas de contaminacdo ambiental,
residuos nos alimentos, efeitos prejudiciais sobre organismos benéficos e
aparecimento de insetos resistentes, surgiram estudos com inseticidas
oriundos de espécies vegetais (VENDRAMIM e CASTIGLIONI, 2000).

A utilizacdo de extratos vegetais, no controle de insetos,
requer plantas que tenham metabdlitos secundarios com acgdes
inseticidas. Alguns extratos de plantas ou suas combinacdes ativas
isoladas possuem acéo inseticida aguda ou crénica como reguladores de
crescimento ou redutores da alimentacdo de espécies de insetos
(SHAPIRO et al., 1994). Os inseticidas botanicos sé&o produtos derivados
de plantas que apresentam metabdlitos secundarios de acao inseticida,
ou parte delas, podendo ser o préprio material vegetal, normalmente
moido até ser reduzido a pd, ou seus produtos derivados por extracao
aguosa ou solventes organicos (WIESBROOK, 2004).

Segundo Dequech et al. (2008), a utilizagdo de extratos
aguosos de plantas inseticidas no controle de insetos-praga € uma
alternativa pratica e menos agressiva ao ambiente e ao homem. Além
disso, os extratos podem ser produzidos facilmente pelos agricultores
familiares e podem ser aplicado em pequenas areas de cultivo, caso das
estufas com filmes plasticos.

As espécies botanicas mais utilizadas como plantas inseticidas
pertencem as familias Meliaceae, Rutaceae, Asteraceae, Annonaceae,
Labiateae e Canellaceae, com destaque para as meliaceas, na qual

estdo Melia azedarach (cinamomo), Azadirachta indica (nim) e Trichilia



pallida (catigua-amarelo) (MORDUE e BLACKWELL, 1993; RODRIGUEZ
e VENDRAMIM, 1996). De acordo com Isman (2000), 6leos essenciais,
principalmente das espécies pertencentes as familias Lamiaceae e
Myrtaceae estdo entre as plantas inseticidas com resultados notaveis.

Um dos destaques da familia Meliaceae € a espécie A. indica,
pois, além de ser a espécie mais estudada, ja tem seu efeito comprovado
sobre aproximadamente 400 espécies de insetos (MARTINEZ, 2002).
Essa comprovacdo deve-se a presenca de um limondide denominado
azadiractina, cuja atividade sobre alguns insetos € comparavel a dos
melhores inseticidas sintéticos encontrados no mercado
(SCHMUTTERER, 1990).

Mordue e Blackwell (1993) afirmaram que insetos tratados ou
alimentados com azadiractina apresentam inibicdo do crescimento, morte
de larvas durante o processo de ecdise, alongamento da fase larval,
deformacdes de pupas e adultos, reducao na longevidade, fecundidade e
fertilidade dos adultos, e até a morte dos insetos horas apos o
tratamento.

As formigas apresentam algum grau de seletividade nos
vegetais dos quais os cortam. Caracteristica fisica dos vegetais tais como
as adaptacdes morfologicas, tem sido identificada como fatores de
reducdo de danos causados pelas formigas cortadeiras. Além disso, um
baixo teor de agua na folha € um fator que influencia na inibicdo do
ataque, ou seja, repelente (Cherrett, 1972). Cherrett et al. (1989)
sugerem que o mecanismo por trds da escolha de material vegetal
adequado para o fungo é simplesmente o bom ou mal gosto de uma
determinada planta no momento do corte. Cherrett e Seaford (1970)
relatam que a qualidade nutricional, determina a preferéncia das
formigas, em relacdo ao tipo de vegetal.

Uma alternativa que vem despertando o interesse de muitos
pesquisadores € o retorno aos estudos de compostos naturais presentes
nos vegetais, principalmente os que fazem parte do metabolismo
secundario, que constituem novas fontes para o controle de insetos
praga (OLIVEIRA, 2006). De acordo com Fernandes et al. (2008),

algumas plantas podem causar a morte do fungo simbionte e das
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formigas cortadeiras, por apresentarem metabdlitos secundarios téxicos
as formigas e/ou ao fungo. Conforme Della Lucia et al. (2008), a
obtencdo de moléculas extraidas de extratos de plantas téxicas € uma
das éareas de maiores perspectivas para o manejo de formigas
cortadeiras, onde € necessario estudar as plantas que apresentam
resisténcia ao ataque de formigas cortadeiras no campo, para uma
possivel descoberta de plantas toxicas as formigas ou o fungo simbionte.

Segundo Roel (2001) o emprego de plantas inseticidas tem
inlmeras vantagens quando comparada ao emprego de produtos
sintéticos, uma vez que séo obtidos de recursos naturais renovaveis, ndo
persistem no ambiente, ndo deixam residuos em alimentos e possuem
baixo custo financeiro. As principais plantas que originaram as
substancias puras com atividade inseticida pertencem aos géneros:
Derris, Lonchocarpus, Tephrosia e Mundulea (Leguminosae), produtoras
de rotendides; Chrysanthemum (Asteraceae), produtoras de piretrinas;
Nicotiana (Solanaceae), produtoras de nicotina e nornicotina (Alcaléides);
Azadirachta (Meliaceae), Quassia (Simaroubaceae) produtoras de
azadiractina, limondides, quassindides e terpendides, furanocumarinas e
cromenos sdo tipicamente encontradas em plantas das familias
Rutaceae e Apiaceae (FERNANDES et al., 2008).

Bueno et al. (1995; 2004) observaram que ninhos iniciais
cuidados em laboratério e tratados exclusivamente com folhas de
Sesamum indicum (gergelim) foram drasticamente afetados e que os
compostos téxicos para formigas estariam concentrados no extrato
metabdlico desta planta. Segundo Hebling et al. (1996), ninhos de
laboratorio de Atta sexdens rubropilosa alimentados diariamente com
folhas de Ricinus communis (mamona) mostraram gradual decréscimo no
volume do jardim de fungo e aumento da velocidade de morte de
formigas, com extingdo total dos ninhos apds seis semanas de
tratamento.

Ribeiro et al. (1998) relataram que extratos de gergelim,
adicionados em meio de cultura, podem causar até 60% de inibicdo no
desenvolvimento in vitro do fungo simbionte. Peres filho e Dorval (2003)

avaliaram o nivel de controle do gergelim formulado em iscas a base de
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folhas e de sementes em diferentes concentracdes para formigueiros de
A. sexdens rubropilosa, onde concluiram que a isca granulada a base de
farinha de folhas de gergelim (a 15%) apresenta-se como uma alternativa

no controle de formigas cortadeiras.

2.6. CULTIVO IN VITRO DE Leucoagaricus gongylophorus

O fungo simbionte produz estruturas especializadas para a
alimentacdo das larvas, denominadas de gongilideos. Essas estruturas
estdo espalhadas por todo o jardim de fungo e, quando observadas no
microscopio, revelam as extremidades das hifas infladas, de forma
arredondada e ocorrem em agrupamentos chamados de estéfilas, sendo
esta parte rica em gongilideos (Figura 1). Elas constituem o principal
alimento das larvas, que, apesar de estarem em contato constante com o
fungo, ndo sdo capazes de se alimentar sozinhas, sendo desta forma

totalmente dependentes das operarias (BUENO et al., 2008).

o

FIGURA 1 - FOTOMICROGRAFIAS DE LUZ DO JARDIM DE FUNGO
DE Atta sexdens rubropilosa. (A) REGIAO RICA EM
ESTAFILAS (SETAS). (B) DETALHE DA REGIAO DE
ESTAFILAS (SETAS). (C) DETALHE DO EXSUDATO
DAS HIFAS (SETA). (D) DETALHE DA ESTAFILA
REVELANDO OS GONGILIDEOS CARACTERISTICA
PRINCIPAL DO FUNGO SIMBIONTE (SETAS).

Fonte: (SCHNEIDER, 2003).
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De acordo com Schneider (2003), a alimentacao de uma larva
por uma operaria pode ser de duas formas: € coletado pela operaria uma
estafila ou tufo de hifas que é colocado diretamente entre as pecas
bucais das larvas, ou entdo a operaria coleta a estéfila, a manipula com
as mandibulas, labios e pernas anteriores, sempre tocando com as
antenas até que se obtenha uma consisténcia umedecida, e s6 entdo
deposita entre as pecas bucais da larva. Durante a manipulacdo, que &
bastante frequente, a operaria pode ingerir o liquido extravasado e
mesmo pequenas por¢des do fungo simbionte.

As estéfila permitem o isolamento in vitro do fungo em
laboratério, entretanto o isolamento € de muita dificuldade, uma vez que
no ambiente em que o fungo cresce naturalmente, ha outros
microrganismos (fungos, bactérias e leveduras) (CRAVEN et al., 1970),
0 que pode levar ao surgimento de contaminacgdes, crescendo nas placas
fungos e bactérias consideradas como contaminantes. Alguns autores
enfatizam varios tipos de testes para isolamento, onde em muitas
tentativas ocorreram contaminacfes e em outras pode ser observado o
isolamento do fungo simbionte livre de contaminacdes (CASTELLANI et
al., 2007; 2009; MIYASHIRA, 2007).

Miyashira et al. (2010) s6 obtiveram sucesso no isolamento, a
partir do momento que as saulvas foram coletadas juntamente com o
fungo, sendo transportadas ao laboratério e, apenas durante o0 processo
de inoculagdo, realizada em camara de fluxo laminar, que o fungo foi
separado das salvas e transferido para o meio de cultura. A coleta do
fungo com as sauvas possibilita um isolamento mais eficiente, devido ao
fato das salvas realizarem um constante processo de limpeza do fungo,
afastando e até eliminando outros microrganismos.

Outro detalhe sobre o fungo simbionte de formigas cortadeiras
€ que apresenta crescimento lento em laboratério, fazendo com que
depois de semanas de incubacao, paralisa seu desenvolvimento sem
atingir as bordas das placas. De acordo com Souza et al. (2011a), o
fungo simbionte em condigbes de laboratério, se caracteriza por uma

fase de crescimento maior em determinado intervalo, que com o passar
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do tempo vai se atenuando até que o0 processo tenda a se estabilizar ou
parar, sendo esse processo de avaliagdo determinado pelo fator tempo

em intervalos iguais para cada leitura de crescimento.
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3. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério de Patologia
Florestal do Departamento de Engenharia Florestal, da Faculdade de
Engenharia Florestal, da Universidade Federal de Mato Grosso — UFMT,

sob temperatura média de 26 + 2°C e umidade relativa de 70 + 10%.

3.1. COLETA DO FUNGO SIMBIONTE

O fungo simbionte e as formigas cortadeiras foram coletados
de formigueiros de Atta sexdens rubropilosa (salva-liméo) presentes no
campus da Universidade Federal de Mato Grosso, em Cuiaba. Partes do
s fragmentos do fungo dos sauveiros, juntamente com algumas saulvas,
foram retirados das panelas de fungo e armazenados em um recipiente
colocado na parte central, contendo fungo e formigas, o qual era
interligado com mais dois recipientes, de igual volume, ligados entre si
por um tubo plastico (Figura 2), possibilitando assim que as formigas
transportadas para o laboratério continuassem suas atividades
normalmente, garantindo a sobrevivéncia e manutencdo do fungo,
evitando futuras contaminacdes (MIYASHIRA et al., 2010). Esses potes
permaneceram no laboratério, sob temperatura média de 27 = 2°C,

umidade relativa de 60 + 10% em escotofase (escuro) até sua utilizacao.

FUIiGD
FORMIGAS

RECIPIENTES DE PLASTICO

FOLHAS

TUBO DE PLASTICO

FIGURA 2 — DEMONSTRACAO ESQUEMATICA DE UM MODELO DE
SAUVEIRO ARTIFICIAL, PARA MANUTENCAO DAS
FORMIGAS CORTADEIRAS E DO FUNGO SIMBIONTE.
CUIABA, MT, 2010.
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3.2. OBTENCAO DOS EXTRATOS VEGETAIS

Para obtenc&o dos extratos vegetais foram coletadas folhas de

24 espécies vegetais (Tabela 1), as quais foram secas em estufa a 40°C

durante 48h e, apos esse processo, foi feita a trituracdo do material em

liquidificador. Os extratos foram obtidos através do processamento da

massa seca das folhas com agua destilada, na propor¢cdo de 1:6

(peso:volume), sendo posteriormente filtrados através de tecido fino (voil)
(SOUZA e VENDRAMIM, 2001), e transferidos imediatamente uma

porcao do extrato para o meio de cultura, de acordo com cada ensaio.

TABELA 1 — ESPECIES VEGETAIS USADAS NA OBTENCAO DE
EXTRATO FOLIAR AQUOSO. CUIABA, MT, 2010.

Nome vulgar | Espécie | Familia
Almécega Protium heptaphyllum March Burseraceae
Angico branco  Albizia polycephala (Benth.) Killip1. Fabaceae
Arica Physocalymma scaberrimum Lythraceae

Aroeira
Caixeta
Cambara
Carvaozinho
Cedro
Cerejeira
Copaiba
Cumbaru
Jenipapo
Goncaleiro
Inga
Ipé-amarelo
Jatoba
Jequitiba
Leucena
Mogno
Mutamba
Pau-terra
Pequi
Seringueira
Timbé

Astronium urundeuva Pohl.
Simarouba versicolor St. Hil.
Vochysia divergens Ponhl.

Callisthene fasciculata Mart.

Cedrela fissilis Vell.

Amburana acreana (Ducke) A. C. Sm.
Copaifera langsdorffii Desf.

Dipteryx alata Vog.

Genipa americana L.

Astronium fraxinifolium Schott

Inga edulis Mart.

Tabebuia aurea (Manso) Benth. & Hook
Hymenaea courbaril L.

Cariniana estrellensis (Raddi) Kuntze
Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit
Swietenia macrophylla King
Guazuma tomentosa Kunth.

Qualea grandiflora Mart.

Caryocar brasiliensis Camb.

Hevea brasiliensis M. Arg.

Magonia pubescens St. Hil.

Anacardiaceae
Simaroubaceae
Vochysiaceae
Vochysiaceae
Meliaceae
Leguminosae
Caesalpinaceae
Leguminosae
Rubiaceae
Anacardiaceae
Fabaceae
Bignoniaceae
Leguminosae
Lecythidaceae
Leguminosae
Meliaceae
Sterculiaceae
Voquisiaceae
Caryocaraceae
Euphorbiaceae
Sapindaceae
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3.3. INSTALACAO DOS ENSAIOS

O meio de cultura utlizado para isolamento do fungo foi
Sabouraud Agar preparado com 10g peptona bacterioldgica; 40g de
dextrose e 15g de agar para 1000 ml de agua destilada. Os frascos
contendo o meio de cultura e as placas de Petri de 90mm x 15mm foram
autoclavados a 120°C e 1,1 atm de pressao, durante 15 minutos. Em
uma camara asséptica de fluxo laminar foi transferido 15 ml de meio para
cada placa, onde permaneceram até a completa solidificacdo. Pequenos
fragmentos do fungo foram transferidos para placas de Petri com o BDA
e em seguida incubadas em céamaras climatizadas do tipo B.O.D
(Demanda Bioguimica de Oxigénio) a temperatura de 25 + 1°C em
escotofase. O fungo foi replicado para novas placas, sempre que

necessario, para conducéo dos ensaios.

3.3.1. Experimento 1: Extratos Vegetais no Desenvolvimento in vitro do
Fungo Simbionte

Foram adicionados 20 ml de extrato para 100 ml de meio de
cultura (2:10 v/v) (BORBA et al.,, 2006; CASTELLANI et al., 2007). O
meio de cultura utilizado foi 0 BDA, preparado com 200g de batata, 20g
de dextrose e 15g de agar para 1000 ml de agua destilada, pois de
acordo com Souza et al., (2010), o fungo simbionte apresenta melhor
crescimento em meio BDA do que o Sabouraud Agar. Os valores de pH
dos meios foram ajustados para 5,5 utilizando-se solu¢des de HCI ou
NaOH 1mol.L™. Os frascos contendo o meio de cultura com adicdo dos
extratos foram esterilizados da mesma forma descrita no item 3.3.

Preparados os tratamentos, discos de meio de cultura contendo
micélio do fungo foram transferidos para as placas de Petri contendo os
meios de cultura: BDA (testemunha) e outros com BDA + extratos, com
um vazador de 5mm de diametro (Figura 3), sendo as placas de Petri
seladas com filme de polietileno e em seguida incubadas em camaras
climatizadas do tipo B.O.D a temperatura de 25 +1 °C em escotofase

(escuro).
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FIGURA 3 — PLACA DE PETRI UTILIZADA PARA RETIRADA DOS
DISCOS DE MICELIO COM UM VAZADOR DE 5mm
PARA AS OPERACOES DE INOCULACAO E DE
REPICAGEM DO FUNGO SIMBIONTE. LABORATORIO
DE PATOLOGIA FLORESTAL, FENF/UFMT. CUIABA,
MT, 2010.

3.3.2. Experimento 2: Extratos Vegetais em Diferentes Proporcdes no
Desenvolvimento in vitro do Fungo Simbionte

Com os resultados obtidos no primeiro experimento, foram
selecionados os extratos das seis espécies vegetais que causaram as
maiores inibicdes crescimento micelial do fungo, juntamente com uma
espécie que propiciou boas condicdes de desenvolvimento, sendo
transferidos 15 ml, 10 ml e 5 ml de extrato dessas espécies
imediatamente para cada 100 ml de meio de cultura, respectivamente
correspondendo as diluicdes de 1,5:10, 1:10 e 0,5:10 v/v (CASTELLANI
et al., 2009). Foi utilizado o meio de cultura BDA, preparado com 200g de
batata, 20g de dextrose e 15g de agar para 1000 ml de agua destilada.
Os valores de pH dos meios foram ajustados para 5,5 utilizando-se
solucées de HCl ou NaOH 1mol.L™. Os frascos contendo o meio de
cultura com adicdo dos extratos foram esterilizados de acordo com a
metodologia escrita no item 3.3.

Apbs a distribuicdo e solidificagdo de 15 ml de meio de cultura:
BDA (testemunha) e outros com BDA + Extratos, para cada placa de
Petri, discos de micélio do fungo, obtidos com um vazador de 5mm de
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diametro, foram transferidos para as placas de Petri que foram seladas
com filme de polietieno e em seguida incubadas em camaras
climatizadas do tipo B.O.D a temperatura de 25 + 1°C em escotofase

(escuro).

3.3.3. Experimento 3: Extratos Vegetais na Sobrevivéncia de Operarias
de Atta sexdens rubropilosa Através de Ingestéo

Operarias de A. sexdens rubropilosa, com peso entre 15 a 25
mg foram coletadas de formigueiros presentes no campus da
Universidade Federal de Mato Grosso, em Cuiaba. Os formigueiros
aparentemente estavam cortando folhas de Gmelina arborea, sendo
possivel constatar os danos presente nas folhas dessa espécie proximo
ao local de ocorréncia do formigueiro. As formigas foram colocas em
placas de Petri (100mm x 15mm) e mantidas em sala climatizada a 24 +
1°C com 35% de umidade relativa no local de teste. Para cada
tratamento foram utilizadas seis placas de Petri forradas com papel filtro,
contendo dez formigas/placa (PENAFLOR et al., 2009; TEREZAN et al.,
2010).

Durante o ensaio as formigas foram mantidas com uma dieta
artificial preparada com 50 g de glicose, 10 g de peptona bacteriolégica, 1
g de extrato de levedura e 15 de agar para 1000 ml de 4gua destilada. As
dietas foram preparadas com a adi¢cdo dos extratos, exceto os controles,
A concentracao final dos extratos das espécies vegetais foi 2% (mg.ml™)
sendo os extratos incorporados na dieta utilizando o método dry-mix, que
consiste em acrescentar o extrato junto a glicose e aos demais
ingredientes secos da dieta e, posteriormente, a agua destilada
(PENAFLOR et al., 2009).

Para esterilizacdo, as dietas foram autoclavadas a 120°C e 1,1
atm de pressao, durante 20 minutos (BUENO et al., 1997). Apds a
esterilizacéo, as dietas foram vertidas em placas de Petri de 10cm de
diametro em camera asséptica de fluxo laminar, sendo as placas
envolvidas com filme de polietileno, apds o resfriamento, e mantidas na

geladeira para melhor conservagao durante o periodo dos bioensaios.
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Foram montados nove tratamentos, trés controles (1: auséncia
de dieta e de 4gua; 2: apenas agua; 3: dieta solida sem extrato + 4gua) e
seis com dietas acrescidas com 0s extratos vegetais que inibiram o
desenvolvimento in vitro do fungo simbionte, da qual foram fornecidas de
0,4g a 0,59 por placa. A cada 24 horas as dietas foram renovadas e,
sempre gue necessario, os papéis filtro foram trocados, a fim de se evitar
o desenvolvimento de microorganismos contaminantes, que poderiam
alterar o comportamento e/ou a sobrevivéncia das formigas. O periodo
maximo de observacéao foi de 20 dias e o numero de formigas mortas foi

diariamente registrado.

3.4. COLETA DOS DADOS E ANALISE ESTATISTICA

3.4.1. Extratos Vegetais no Desenvolvimento in vitro do Fungo Simbionte
e Extratos Vegetais em Diferentes Propor¢ces no
Desenvolvimento in vitro do Fungo Simbionte

O crescimento do fungo foi avaliado macroscopicamente com
base no didametro da col6nia, em milimetros e em intervalos semanais,
totalizando seis avaliacbes aos 7, 14, 21, 28, 35 e 42 dias apés a
inoculacdo. Para facilitar as mensuracdes foram tracadas duas retas
perpendiculares com ponto de cruzamento coincidindo com o centro do
disco do inéculo (Figura 4). As medidas foram realizadas a partir da
borda do inéculo até a extremidade do crescimento do fungo no meio de
cultura e em seguida calculado o valor médio dos diametros para cada

placa.
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FIGURA 4 - PLACA DE PETRI TRACADA COM DUAS RETAS
PERPENDICULARES COM O MICELIO DO FUNGO EM
DESENVOLVIMENTO. LABORATORIO DE PATOLOGIA
FLORESTAL, FENF/UFMT. CUIABA, MT, 2010.

Para o efeito dos extratos vegetais no desenvolvimento in vitro
do fungo simbionte, o delineamento experimental, foi inteiramente
casualizado, sendo 28 tratamentos (quatro controles e 24 com BDA +
extratos vegetais) e seis repeticdes. Os controles consistiam em BDA
puro (Controle 1 e 3) e BDA + Agua destilada sem Extrato (Controle 2 e
4). Para o efeito dos extratos vegetais em diferentes propor¢des no
desenvolvimento in vitro do fungo simbionte experimento, o delineamento
experimental foi inteiramente casualizado em esquema fatorial de 8x3
(espécies vegetais x propor¢cao) com seis repeticbes, onde os controles
foram acrescidos com agua destilada sem extrato. Ambos 0s
experimentos foram realizados em duas etapas, pois a incubadora B.O.D
nao comportava todos os tratamentos simultaneamente, todavia as
condicdes de temperatura e fotoperiodo foram idénticas.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e
as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de
probabilidade de erro. As analises foram executadas através do software
SISVAR verséo 5.6 (FERREIRA, 2008).

3.4.1.1. Andlise multivariada de agrupamento de dados

A andlise de agrupamento foi utilizada com o objetivo de
agrupar os valores do crescimento do fungo L. gongylophorus

relacionados com os efeitos benéficos ou prejudiciais dos extratos, sendo
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escolhidos aleatoriamente oito extratos vegetais que nao inibiram o
crescimento do fungo simbionte, juntamente com o0s controles,
totalizando dez tratamentos. O método utilizado para a sequéncia de
fusdo dos agrupamentos foi a ligagdo média com a distancia euclidiana
(HAIR JUNIOR et al., 2005). Foi adotado como ponto de corte a distancia
equivalente a 50% da distancia maxima observada, conforme
Albuquerque et al. (2006), a fim de facilitar a avaliagdo e a tomada de

deciséo sobre os grupos formados.

3.4.1.2. Andlise de regressao

Para validar os grupos obtidos, foram estimadas e
confeccionadas as curvas de crescimento do fungo, sob os diferentes
extratos, por meio do ajuste do modelo de regressdo nao-linear de
Chapman-Richards, pois este modelo interpreta melhor o crescimento
bioldgico (FLORIANO et al., 2006), sendo expresso por:

d=g,0-e V)" 4 ¢

Em que:

d = diametro (mm)

t = tempo (dias)

Bo, B1 € B2 = coeficientes de regressao
e = exponencial

€ = erro associado.

O modelo foi ajustado com o auxilio do pacote estatistico SAS
(SAS INSTITUTE, 2008) e o critério de avaliacdo considerou o menor
erro padréo da estimativa em porcentagem (Syx%) e ao maior coeficiente
de determinacado ajustado (Rza,-_). O Syx% mede a dispersdo média entre
os valores observados e estimados ao longo da linha de regresséo e o R?
. expressa 0 quanto a variagdo total € explicada pela regressédo
(MACHADO et al., 2002).
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Foram avaliados o teste F e a significancia dos coeficientes de
regresséo (B) pelo teste t, ao nivel de 5% de probabilidade, o qual
fornece uma estimativa baseada na probabilidade de que os coeficientes
obtidos em muitas amostras de um dado tamanho, sejam de fato
diferentes de zero. Assim, se ndo for estatisticamente significativo, a
variavel independente especifica (tempo) ndo € um bom indicador da
variavel dependente (diametro), devendo, portanto, ser descartada a
equacdo (HAIR JUNIOR et al., 2005).

3.4.2. Extratos Vegetais na Sobrevivéncia de Operérias de Atta sexdens
rubropilosa Através de Ingestao

A cada 24h foi verificada a quantidade de formigas mortas por
placa de Petri. Para a analise estatistica, foi utilizado o dia em que 50%
das sauvas morreram (Msp) (VICTOR, et al., 2001; ALMEIDA et al., 2007;
MIYASHIRA, 2007; BUENO et al., 2005; PENAFLOR, et al., 2009:
TEREZAN et al.,, 2010). O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, sendo nove tratamentos com seis repeticdes, onde os
dados foram submetidos a uma Analise de Variancia (ANOVA) e as
médias comparadas pelo teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de
probabilidade de erro. As analises foram executadas através do software
SISVAR versdo 5.6 (FERREIRA, 2008). Nas analises estatisticas,
levando-se em conta a distribuicdo dos valores de contagem do numero

de formigas mortas nas diferentes dietas fornecidas, utilizou-se a
transformacdo dos dados wusando a formula X +05, para a

uniformizagéo destes e normalidade dos dados.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. ISOLAMENTO E MANUTENCAO DO FUNGO

Embora o fungo simbionte trazido ao laboratorio estivesse
acompanhado das formigas, as quais continuavam a manutencao do
fungo, o isolamento e a manutencéo in vitro do fungo simbionte das
sauvas foi de grande dificuldade, pois microrganismos contaminantes,
ainda cresceram em algumas placas (Figura 5A). Isso ocorre porque no
ambiente em gue o fungo cresce naturalmente, ha outros microrganismos
(fungos, bactérias e leveduras), que desempenham papel importante
nesse sistema sauva-fungo (CRAVEN et al., 1970). Além disso, o fungo
mutualista apresenta um lento crescimento em meio de cultura, o que
leva a um maior tempo de incubacdo, aumentando 0s riscos de
contaminacgdes por esses microrganismos. Outro problema é a perda de

agua no meio de cultura, fazendo com que se desidrate e rache (Figura 5

B), podendo influenciar no desenvolvimento do fungo.

FIGURA 5 — (A) FUNGOS E BACTERIAS CONSIDERADOS COMO
CONTAMINANTES, CRESCENDO NO MEIO DE
CULTURA E (B) MEIO DESIDRATADO
APRESENTANDO RACHADURAS. LABORATORIO DE
PATOLOGIA FLORESTAL, FENF/UFMT. CUIABA, MT,
2010.

Em algumas placas pdde ser observado o fungo sem a
presenca de nenhum microorganismo contaminante, os quais foram
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repicados para novas placas, garantindo seu isolamento puro. Essa
replicacdo foi realizada sempre que o0 meio de cultura comecava a
diminuir de tamanho devido a perda de agua, comecava a escurecer,
e/ou quando ocorria 0 aparecimento de algum microorganismo
contaminante. A replicacdo geralmente ocorria apds oito semanas, a nao
ser nos casos de ocorréncia de contaminacdo, onde este tempo era
menor.

Para confirmar se o fungo isolado nas placas de Petri era o
mesmo cultivado pelas salvas, as placas contendo fungo foram
colocados nos sauveiros e observada as reacdes das formigas, onde o
recolhiam o incorporavam ao fungo do sauveiro. O mesmo fato foram
observados por Howard et al. (1988) e Cazin Jr. et al. (1989). Outro
método de confirmacdo do isolado puro, se da pela observacdo de
gongilideos presentes no fungo simbionte de formigas cortadeiras
(CASTELLANI et al., 2007; MIYASHIRA et al., 2010), onde foi possivel
constatar a presenca desses gongilideos nas placas de Petri (Figura 6),

podendo assim iniciar 0s ensaios.

FIGURA 6 - GONGILIDEOS E HIFAS DO FUNGO SIMBIONTE DE Atta
sexdens ISOLADO NO LABORATORIO (AUMENTO DE
400 X). LABORATORIO DE PATOLOGIA FLORESTAL,
FENF/UFMT. CUIABA, MT, 2010.
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4.2. EFEITO DOS EXTRATOS VEGETAIS NO DESENVOLVIMENTO IN
VITRO DO FUNGO SIMBIONTE

A variacédo do pH do meio de BDA apoés o preparo foi de 5,55 a
5,68. Os extratos vegetais apresentaram uma faixa bem mais ampla, de
3,81 a 6,57, assim, apOs a mistura com o BDA, foram ajustados para 5,5,
onde houve reducado no valor do pH entre 0,3 a 0,33 ap0s a esterilizacao
em autoclave (Tabela 2). Segundo Castellani et al. (2007), com o valor de
pH inicial de 4,5 ha pouca variagdo apds a autoclavagem, porém
apresenta pouco crescimento micelial quando comparado a pH de 6 e
7,5. Para Loeck et al. (2004), fungos cultivados pela tribo Attini
apresentam um 6timo desenvolvimento em pH préximo de 5,0, ja Mudd e
Bateman (1979) encontraram um valor de pH ideal de 5,5 a 6,0 para o

fungo de A. cephalotes.

TABELA 2 - VALORES DE pH DO MEIO BDA, DO EXTRATO

VEGETAL, DA MISTURA DO BDA COM O EXTRATO
APOS A CORRECAO, DA MISTURA APOS A
AUTOCLAVAGEM E SUA VARIACAO EM RELACAO
AO BDA ANTES DA AUTOCLAVAGEM, UTILIZADO
COMO SUBSTRATO PARA O CRESCIMENTO DO
FUNGO Leucoagaricus gongylophorus. CUIABA, MT,

2010.
pH
Meio de cultura Extrato | BDA + E BDA + E Variagao
BDA .
(E) Corrigido | autoclavados

BDA + Almécega 5,68 4,93 5,41 5,08 0,33
BDA + Angico 5,58 4,88 5,44 511 0,33
BDA + Arica 5,66 4,78 5,42 5,09 0,33
BDA + Aroeira 5,58 3,81 5,47 5,26 0,21
BDA + Caixeta 5,62 5,26 5,43 5,12 0,31
BDA + Cambara 5,66 5,36 5,58 5,42 0,16
BDA + Carvdozinho 5,67 5,17 5,46 5,28 0,18
BDA + Cedro 5,63 6,16 5,62 5,54 0,08
BDA + Cerejeira 5,66 6,12 5,61 5,58 0,03
BDA + Copaiba 5,63 4,34 5,43 5,13 0,30
BDA + Cumbaru 5,68 5,18 5,38 5,27 0,11
BDA + Jenipapo 5,63 6,57 5,62 5,56 0,06

Continua...
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Tabela 2, continuacéo

pH
Meio de cultura Extrato | BDA + E BDA + E Variacao
BDA -
(E) Corrigido | autoclavados
BDA + Gongaleiro 5,55 5,08 541 5,16 0,25
BDA + Inga 5,55 5,82 5,62 5,49 0,13
BDA + Ipé 5,55 5,96 5,55 5,48 0,07
BDA + Jatoba 5,55 5,89 5,61 5,43 0,18
BDA + Jequitiba 5,62 4,89 5,39 5,10 0,29
BDA + Leucena 5,58 5,12 5,43 5,26 0,17
BDA + Mogno 5,68 4,52 5,32 5,06 0,26
BDA + Mutamba 5.68 3.89 5,54 5,23 0,31
BDA + Pau-terra 5,68 5,09 5,53 5,48 0,05
BDA + Pequi 5,68 5,21 5,38 5,20 0,18
BDA + Seringueira 5,62 5,85 5,66 5,59 0,07
BDA + Timbo6 5,62 4,58 5,45 5,15 0,30

Nos tratamentos BDA + extratos de aroeira, copaiba e
mutamba n&o houve solidificacdo do meio e esses trés tratamentos foram
excluidos do ensaio. Foi possivel observar que estes extratos
apresentaram o0s menores valores de pH, 3,81, 4,34 e 3,89,
respectivamente, esse resultado confirma com os de Pierik (1987), onde
o meio de cultura BDA, acrescido com partes vegetais, quando
apresentando valor de pH baixo (<4,8) tem a solidificacdo dificultada.

Para saber se o fato do experimento terem sido realizado em
duas etapas influenciava nos resultados, os dados foram calculados
juntos e separados (dados ndo amostrados), onde néo foi constatado
diferencas entre as analises juntas e separadas. Na primeira semana
apos o inicio do ensaio, ja se constatou diferencas significativas entre os
crescimentos radias nos tratamentos.

Alguns extratos apresentaram condi¢cdes inadequadas para o
desenvolvimento e acabaram levando o fungo a morte em algumas
placas ou apenas impediram que o fungo se desenvolvesse por mais um
periodo. Esse fato foi constatado nos tratamentos BDA + extratos de
arica, cerejeira, cedro, timbo, leucena e mogno, onde o desenvolvimento
foi paralisado nos periodos 14, 14, 21, 21, 28 e 28, respectivamente

(Tabela 3). Resultado semelhante foi obtido por Castellani et al. (2009),
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onde ao incorporarem extratos de cana-de-agucar (Saccharum
officinarum, variedade SP80-1842) e Brachiaria brizantha (Marandu) no
meio de cultura BDA, prejudica o crescimento micelial do fungo simbionte
de A. capiguara.

TABELA 3 — CRESCIMENTO MEDIO (mm), DO FUNGO Leucoagaricus
gongylophorus CULTIVADO EM MEIO DE CULTURA
COM DIFERENTES EXTRATOS VEGETAIS, EM SEIS
PERIODOS DE AVALIACAO. CUIABA, MT, 2010.

Periodo de incubacéao (dias)

Tratamentos
7 14 21 28 35 42
BDA + Almécega 53b 12,1b 183d 238d 30,3e 354c
BDA + Angico 1,79 2249 25h 2,61 2,6]j 2,81
BDA + Arica 1,0h 1,2h - - - -
BDA + Caixeta 1449 20g 25h 2,81 3,0j 3,81
BDA + Cambara 30e 1l41a 24a 30,6b 37,3c 46,4a
BDA + Carvéaozinho 24 f 7,8d 13e 16,7f 18,1h 21,4¢g
BDA + Cedro 0,5h 0,6 h 0,7 i - - -
BDA + Cerejeira 0,5h 0,5h - - - -
BDA + Cumbaru 6,6a 142a 215b 283c 354d 40,7b
BDA + Jenipapo 3,3d 135a 23,2a 326a 391b 448a
Controlel 44c 135a 19,7c 234d 289e 34,1c
Controle2 3,8d 115b 175d 219e 256f 27,1e
BDA + Gongaleiro 149 10,1c 185d 20,7e 219g 26,7e
BDA + Inga 30e 142a 23,0a 324a 400b 454a
BDA + Ipé 20f 4.2 f 86f 138g 17,3h 24,1f
BDA + Jatoba 19f 96c 21,1b 295b 33,8d 388b
BDA + Jequitiba 29e 3,2f 4049 4,4 h 4,7 49
BDA + Leucena 0,9h 1,1 h 2,1h 241 - -
BDA + Mogno 0,8h 1,4 h 15i 1,71 - -
BDA + Pau-terra 1649 56e 124e 141¢g 14,31 175h
BDA + Pequi 2,2f 3,9f 449 4,8 h 40] 411
BDA + Seringueira 53b 139a 23,2a 33,1a 429a 457a
BDA + Timbo 2,3f 25¢g 2,8h - - -
Controle3 47c 141a 204c 243d 26,6f 304d
Controle4 41d 124b 18,2d 22,4e 25,2f 26,3e
CV(%) 25,03 11,35 8,19 8,29 7,91 7,12

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas nao diferem entre si pelo teste de
Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade.

Controle 1 e 3: BDA puro; Controle 2 e 4: BDA + 20 ml a mais 4gua destilada sem
Extrato.
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Foi verificado maior desenvolvimento do fungo nos
tratamentos BDA + extratos de cambard, seringueira, inga e jenipapo,
sendo significativamente superiores aos demais tratamentos, na maioria
dos periodos avaliados. Camargo et al. (2003) acrescentaram macerados
de seis espécies de plantas, individualmente e uma mistura de todas no
meio artificial (&gar), na qual foram encontradas diferencas significativas
entre 0s meios, sendo o meio acrescido com Alchornea triplinervia
(alcérnea), o que apresentou melhores condicbes de desenvolvimento,
guando comparado com as outras espécies e até mesmo o controle.

Ao incorporar extratos vegetais ao meio BDA pode favorecer
ou inibir o desenvolvimento do fungo L. gongylophorus, pois alguns dos
meios acrescidos com 0s extratos apresentaram melhores condicbes de
desenvolvimento que os controles e outros eliminaram o fungo antes do
periodo final de incubacéo. Bueno et al. (1995) e Hebling et al. (2000)
observaram que componentes das folhas de algumas plantas exercem
forte efeito sobre o desenvolvimento do fungo simbionte, beneficiando ou
prejudicando o seu desenvolvimento, havendo evidéncias de que isso
ocorra pela presenca de metabolitos secundarios presentes em algumas
espécies. Sendo essa uma das possibilidades para explicar as alteracfes
observadas em campo no comportamento de preferéncia de corte pelas
formigas.

Segundo Siqueira et al. (1998), o fungo simbionte de A.
sexdens cresce eficientemente em componentes encontrados nas folhas,
como amido e xilana, sendo esses polissacarideos, quando
metabolizados pelo fungo, importantes fontes de carbono para a dieta
das formigas. Mesmo que a adi¢éo de alguns extratos possa beneficiar o
desenvolvimento do fungo, 0 mesmo ainda apresentou um crescimento
lento em laboratério, o que corrobora com muitos autores que analisaram
o desenvolvimento in vitro do referido fungo (BORBA et al., 2006;
CAMARGO et. al., 2003; CASTELLANI et al., 2007; CASTELLANI et al.,
2009).

Apesar das densidades de gongilideos nao terem sido
guantificadas no presente trabalho, alguns meios apresentaram maiores

guantidades de biomassa e quantidade reduzida de gongilideos e outros
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apresentaram maiores quantidades de gongilideos. Segundo Castellani
et al. (2007), certos meios de cultura podem resultar em maior producao
de biomassa, especialmente hifas, no entanto com formacgéo reduzida de

gongilideos.

4.2.1. Andlise Multivariada de Agrupamento de Dados

A analise de agrupamento para o desenvolvimento do fungo,
com fase no diametro da colbnia resultou na formacéo de cinco grupos
ao estabelecer o ponto de corte (C) igual a 0,65 da distancia euclidiana,
sendo que 0s grupos apresentaram as seguintes composic¢des: o grupo 1
com as espécies carvaozinho e pau-terra; 0 grupo 2 com as espécies
cambard, ing4, jenipapo e seringueira; o grupo 3 composto pelos
controles; e finalmente, o goncaleiro e o jatoba que ndo apresentaram
similaridade com outras espécies e cada um constituiu um grupo isolado
(Figura 7).

Gongaleiro

Carvéozinho

Pau-terra

Jenipapo

Inga

Cambara

Seringueira

Jatoba

|
I
Controle 1 |
|
|
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FIGURA 7 - DENDROGRAMA DA AI\~IALISE,DE AGRUPAMENTO PELO
METODO DA LIGACAO MEDIA NOS DIFERENTES
EXTRATOS FLORESTAIS. CUIABA — MT, 2010.
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De acordo com Puntar (2003), para identificar em um conjunto
de dados, grupos cujos dados apresentam um comportamento
semelhante segundo um determinado critério ou fator, o caminho mais
comumente utilizado para tal procedimento € a analise de agrupamento
de dados que engloba uma série de técnicas para analise multivariada.
Para Alves e Belo (2003), a andlise de agrupamento (cluster) é o
processo de particionar um conjunto de dados em classes, chamadas de
grupos, sendo que os objetos dentro de cada grupo compartilham de
caracteristicas semelhantes entre si. Assim sendo, cada grupo deve
apresentar alta homogeneidade interna e, da mesma forma, grupos

diferentes devem apresentar alta heterogeneidade entre si.

4.2.2. Andlise de Regressao

O modelo de Chapman-Richards apresentou bons ajustes
(Tabela 4) ao fornecer erros padréo de estimativa (Syx%) inferiores a 13%
e eficiéncia na estimativa do crescimento do fungo L. gongylophorus ao
apresentar coeficientes de determinacdo ajustados (Rza,-.) superiores a
0,900. Com o menor S,,% e o maior R%;. de 5,265% e 0,991,

respectivamente, para o extrato a base de jenipapo.

TABELA 4 - COEFICIENTES E ESTATISTICAS DO MODELO DE
CHAPMAN-RICHARDS PARA A ESTIMATIVA DO
CRESCIMENTO IN VITRO DO FUNGO Leucoagaricus
gongylophorus NOS DIFERENTES EXTRATOS
VEGETAIS. CUIABA — MT, 2010.

Extrato Bo B1 B> S, R%,;. F

Gongaleiro  25,5881* 0,1169* 4,3342* 10,761 0,957 1297,15*
Carvaozinho 23,9376* 0,0671* 2,2585* 10,834 0,954 1263,14*
Jenipapo 56,2521* 0,0573* 2,4593* 5265 0,991 5654,36*
Jatoba 42,5376* 0,0872* 4,1310* 7,527 0,984 2841,21*
Seringueira  63,8582* 0,0470* 2,0914* 8,179 0,978 2309,87*
Inga 59,0342* 0,0533* 2,3334* 6,096 0,988 1297,15*
Pau-terra 17,021* 0,1155* 4,4552* 12,088 0,945 1023,75*
Cambara 69,3521* 0,0377* 1,8545* 6,922 0,985 3272,66*
Controle 1 32,4501* 0,0720* 1,9640* 5,910 0,981 4053,58*
Controle 2 30,3623* 0,0717* 2,1782* 7,037 0,977 292553*

* significativo ao nivel de 5% de probabilidade.
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O erro padrdo da estimativa em porcentagem (Sy,%) € o
parametro mais eficiente para informar a qualidade dos ajustes de
modelos de regressdo, pois apresenta o quanto, relativamente, a
equacao erra, em média, ao estimar a variavel dependente (MACHADO
et al., 2008). Enquanto os valores das estatisticas F e dos coeficientes de
regressao (B) foram significativos, o0 que demonstra que a variavel tempo
(dias) € um bom indicador da variavel diametro (mm) para o estudo do
crescimento do fungo L. gongylophorus.

O corte estabelecido na analise de agrupamento foi essencial
na explicagdo do comportamento do crescimento micelial, uma vez que
determinou quais 0s extratos vegetais que influenciaram de forma

semelhante as curvas de crescimento do fungo L. gongylophorus (Figura
8).
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FIGURA 8 - CURVAS DE CRESCIMENTO DO FUNGO Leucoagaricus

gongylophorus EM DIFERENTES EXTRATOS
FLORESTAIS ESTIMADOS PELO MODELO DE
CHAPMAN-RICHARDS. CUIABA — MT, 2010.
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Os extratos obtidos a partir das folhas de pau-terra e
carvaozinho apresentaram comportamentos semelhantes no crescimento
do fungo L. gongylophorus ao longo do periodo de avaliagdo, com
maiores valores de crescimento no extrato a base de carvdozinho e
tendéncia a estabilizacdo da curva de crescimento no extrato de pau-
terra a partir dos 30 dias (Figura 8A). J4 o grupo formado pelos extratos
de cambard, ing4, seringueira e jenipapo proporcionaram 0S maiores
crescimentos em diametro, com aproximadamente 50mm aos 50 dias, e
comportamentos similares entre si (Figura 8B).

Os controles demonstraram tendéncias semelhantes em
funcdo do tempo, com os maiores diametros observados no controle 1.
Enquanto o controle 2 demonstrou que a adicdo de 20ml de agua
destilada ao meio de cultura resultou em menor crescimento do fungo L.
gongylophorus (Figura 8C). Os extratos a base de jatoba e goncaleiro
nao resultaram em crescimentos similares a outros tratamentos pela
analise de agrupamento. Desta forma, a avaliacdo comparativa das suas
curvas (Figura 8D) demonstrou a dissimilaridade do crescimento de L.
gongylophorus em funcdo do tempo, com semelhanca somente nos
periodos iniciais de desenvolvimento do fungo, até aproximadamente 18
dias, seguido por um maior crescimento no extrato de jatoba e forte
tendéncia a estabilizagcdo com o extrato de goncaleiro.

O modelo de Chapman-Richards € um dos mais utilizados
para modelar o crescimento bioldgico, devido a grande flexibilidade ao se
ajustar aos diversos conjuntos de dados (ZEIDE, 1993). O que
demonstrou ser eficiente para modelar o crescimento do fungo L.
gongylophorus e comprovar a similaridade observada entre os extratos
vegetais pelos resultados da analise de agrupamento. Borba et al. (2006)
descreveram o comportamento de crescimento do fungo simbionte de
espécies de Acromyrmex spp. por meio de regresséo linear e quadratica,
onde foi verificado apenas a precisdo da curva (R?), na qual os valores
tiveram uma variacdo de 60,82 a 98,51. Cabe ressaltar que a regressao
linear ndo consegue descrever precisamente o crescimento de L.
gongylophorus, uma vez que este fungo é de crescimento lento em

laboratorio, caracterizado por uma fase de crescimento maior que vai se
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atenuando com o passar do tempo até que o processo tenda a se
estabilizar ou parar, sendo esse processo de avaliagdo determinado pelo
fator tempo em intervalos iguais.

Segundo Godoy et al. (2006), quando o crescimento de alguns
organismo vivos for estudado por longos periodos de desenvolvimento,
estes podem nado ser satisfatoriamente representados por funcdes
lineares, visto que o comportamento ndo-linear € o que predomina nos
seres Vvivos, em razdo de sua natureza dinamica e complexa. Para
Regazzi (2003), crescimento bioldégico com variavel idade ou periodo de
tempo séo melhores explicados por meio de regressao nao-lineares, pois
explicam melhor o crescimento, apresentando menores erros e maior
valor da curva de precisao.

Silveira et al. (2001), ao compararem a influéncia da
temperatura no desenvolvimento in vitro de Fusarium verticillioides
(Sacc.) Niremberg, Geotrichum candidum Link. ex Pers. e Rhizopus
stolonifer (Ehrenb.: Fr.) Vuill., constataram que os modelos matematicos
nao lineares explicaram melhor o comportamento do crescimento dos
referidos fungos. Assim como observado por Andrade et al. (2005), que
ao descreverem o desenvolvimento in vitro do fungo Monosporascus
cannonballus Pollack no colapso do meloeiro, constataram que 0s
modelos de regresséo nado-linear foram os mais adequados para explicar
o comportamento do referido fungo do que os modelos de regresséo

linear.

43. EFEITO DOS EXTRATOS VEGETAIS EM DIFERENTES
PROPORCOES NO DESENVOLVIMENTO IN VITRO DO FUNGO
SIMBIONTE

Os extratos de folhas de cerejeira, timbd, mogno, cedro,
leucena e arica apresentaram inibicdo no desenvolvimento do fungo, j& o
extrato de seringueira foi escolhido aleatoriamente dentre as que
proporcionaram boas condi¢cdes de desenvolvimento. A quantidade de
extrato fornecido no meio de cultura foi reduzida a fim de determinar se
com a reducéo da quantidade adicionada ao meio de cultura, ocorre a

inibicdo no crescimento do fungo. Em relacdo ao pH, houve pouca
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variacdo nos valores das concentracdes apds a esterilizacdo em
autoclave e a diferenca entre as concentragdes foram decimais, sendo os
meios contendo extrato de cerejeira € mogno, 0S que apresentaram

maior variacao, 0,22 e 0,19, respectivamente (Tabela 5).

TABELA 5 - VALORES DE pH DO MEIO BDA, DA MISTURA DO BDA
COM O EXTRATO (E) APOS A CORRECAO E APOS A
AUTOCLAVAGEM E A RESPECTIVA VARIACAO NAS
DIFERENTES CONCENTRA(}OES DOS EXTRATOS DAS
ESPECIES UTILIZADAS NO DESENVOLVIMENTO IN
VITRO DE Leucoagaricus gongylophorus. CUIABA, MT,
2010.

pH
BDA + E BDA + E Variagao
Corrigido |autoclavados

Extrato /
Concentragao (v/v) BDA

Cerejeira
1,5:10 5,63 5,43 5,21 0,22
1:10 5,63 5,37 5,26 0,11
0,5:10 5,63 5,46 5,33 0,13
Timbo
1,5:10 5,63 531 5,12 0,19
1:10 5,63 5,36 5,15 0,11
0,5:10 5,63 5,39 5,27 0,12
Mogno
1,5:10 5,61 5,62 5,86 0,11
1:10 5,61 5,61 5,78 0,08
0,5:10 5,61 5,67 5,73 0,09
Leucena
1,5:10 5,59 5,65 5,87 0,04
1:10 5,59 5,61 5,83 0,03
0,5:10 5,59 5,59 5,76 0,04
Arica
1,5:10 5,59 5,41 5,28 0,13
1:10 5,59 5,48 5,37 0,11
0,5:10 5,59 5,51 5,41 0,12
Seringueira
1,5:10 5,61 5,61 5,61 0,05
1:10 5,61 5,63 5,61 0,02
0,5:10 5,61 5,61 5,61 0,02

Continua...
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Tabela 5, continuacéo

pH
BDA + E BDA + E Variacao
Corrigido Corrigido

Extrato /
Concentracgao (v/v) BDA

Controle

1,5:10 5,56 - 5,54 0,02
1:10 5,56 - 5,55 0,01
0,5:10 5,56 - 5,55 0,01

De acordo com Castellani et al. (2009), o pH do meio é um
fator importante na determinacdo de efeitos dos extratos no
desenvolvimento, onde o fungo L. gongylophorus apresenta baixo
crescimento quando submetidos a valores de pH abaixo de 4 e quando
acima de 6, além de desenvolver lentamente, o meio favorece o
aparecimento de microrganismos contaminantes. Nos estudos realizados
por Boaretto et al. (1999) foram encontrados resultados diferentes em
relacdo ao melhor valor do pH, para o desenvolvimento do fungo
simbionte de Atta capiguara, sendo constatado um melhor crescimento
em meio com pH de 7,5.

A quantidade de extrato adicionado no meio de cultura
influenciou nos resultados, onde os meios contendo maior proporcao de
extratos apresentaram efeito inibitorio, exceto no meio contendo extrato
de seringueira, que catalisou o crescimento do fungo, onde quanto menor
a proporcao, menor foi o crescimento (Figura 9A). Em algumas placas
com 0 mesmo extrato, porém com concentracdes diferentes, pdde-se
observar um crescimento diferenciado de acordo com a concentracao,
onde em propor¢do maiores, maior foi o efeito inibitério, como o extrato a

base de mogno (Figura 9B).
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DE INCUBACAO EM MEIO DE CULTURA ACRESCIDO
COM DIFERENTES PROPORCOES DE EXTRATOS
VEGETAIS DE (A) SERINGUEIRA E DE (B) MOGNO.
LABORATORIO DE PATOLOGIA FLORESTAL,
FENF/UFMT. CUIABA, MT, 2010.

Na primeira semana de avaliagdo, ocorreram diferencas
significativas nos extratos e nas concentracées, onde a proporcao de
1,5:10 resultou em maior efeito inibitério no desenvolvimento do fungo
em todos os periodos avaliados. O extrato a base de timbo foi o que mais
inibiu o desenvolvimento, mesmo em propor¢cdes mais baixas. Alguns
extratos apresentaram condicOes tdo inadequadas que resultaram na
morte do fungo simbionte em algumas placas ou apenas evitaram que o
fungo se desenvolvesse por mais um periodo. Esse fato foi constatado
nas maiores propor¢des dos extratos de cerejeira, timbo, leucena e arica,
onde o desenvolvimento foi paralisado nos periodos 21, 21, 35 e 21 dias

respectivamente (Tabela 6).
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TABELA 6 - CRESCIMENTO MEDIO (mm) DE Leucoagaricus
gongylophorus EM  SEIS PERIODOS DE
INCUBACAO, CULTIVADO EM TRES PROPORCOES
DE EXTRATOS VEGETAIS. CUIABA, MT, 2010.

Extrato / Periodo de incubacéo (dias)
Concentragao
(VIV) 7 14 21 28 35 42
Cerejeira
1,5:10 0,29 e 0,341 - - - -
1:10 1,19e 225h 429g 9,83h 1454i 19,25i
0,5:10 2,12d 9,62d 1549c 19,66d 22,33f 26,33f
Timbé
1,5:10 1,37e 1,58h - - - -
1:10 1,85d 2,08h 2,04h 2,75 - -
0,5:10 208d 4,33¢g 8,41f 14,16f 17,66h 23,62¢g
Mogno
1,5:10 1,33e 1,75h 3,83g 12,25g 17,20h 20,54 h
1:10 425b 9,04d 13,01d 24,66b 31,41c 34,75c
0,5:10 5,08a 9,79d 18,16b 26,54a 33,79b 37,41b
Cedro
1,5:10 3,16c 4,459g 11,29e 12,87g 17,01 h 18,87i
1:10 425b 6,58f 12,41d 15,16f 19,83g 21,41 h
0,5:10 4,62 a 75e 13,29d 17,70e 2191f 2387¢g
Leucena
1,5:10 091e 1,251 2,45h 2,79 i - -
1:10 1,20e 221h 354¢g 4,011 4,70 | 6,37 j
0,5:10 437b 13,45a 18,01b 22,33c 24,83e 30,0le
Arica
1,5:10 0,95e 1,15 - - - -
1:10 1,16e 1,83h 2,25h 2,87 i - -
0,5:10 33c 10,87c 1754b 19,95d 22,20f 24,51¢g
Seringueira
1,5:10 208d 1245b 16,70b 26,70a 36,04a 44,79 a
1:10 3,25¢ 12,95b 17,87b 21,95c¢ 33,12b 4391 a
0,5:10 412b 135a 17,83b 18,95e 26,62d 31,29d
Controle
1,5:10 3,20c 5,259 14,70c 18,58e 21,83f 24,45¢g
1:10 3,75¢ 9,62d 15,25c 20,08d 23,33f 29,66¢€
0,5:10 491a 13,75a 19,33a 2287c 25,62e 31,83d
CV(%) 23,77 11,83 8,75 7,56 5,09 4,73

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste
de Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade.
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Pode ser observado um maior desenvolvimento do fungo nas
propor¢cdes menores de extratos vegetais em relagdo aos controles em
todos os tratamentos. Como a quantidade de extrato reduzida,
influenciou na quantidade de compostos extraidos, ndo sendo o
suficiente para inibir o desenvolvimento do fungo e de acordo com
Siqueira et al. (1998), o fungo simbionte de A. sexdens cresce
eficientemente em componentes encontrados nas folhas, como amido e
xilana, podendo estes ter catalisado o desenvolvimento.

Apesar das plantas produzirem metabdlitos secundarios, estes
nem sempre sdo toxicos a um determinado grupo de microrganismo, ou
podem apenas ter efeito inibidor ao ataque, como no caso do extrato a
base de jatoba, que ndo tem efeito deletério sobre o fungo e de acordo
com Hubbell et al. (1983), essa planta funciona como um repelente para
as formigas. Para Fernandes et al. (2008), algumas plantas podem
causar a morte do fungo simbionte e das formigas cortadeiras, por
apresentarem metabolitos secundarios toxicos, onde no campo, essas
plantas tém menor preferéncia de corte pelas formigas.

Segundo Della Lucia et al. (2008), a obtencdo de moléculas
extraidas de extratos de plantas toxicas € uma das areas de maiores
perspectivas no manejo de formigas cortadeiras, onde é necessario
estudar as plantas que apresentam resisténcia ao ataque de formigas
cortadeiras no campo, para uma possivel descoberta de plantas toxicas
as formigas ou ao fungo simbionte.

Existem varias espécies vegetais com efeito comprovado em
inibir o desenvolvimento do fungo simbionte e/ou eliminar formigas.
Extratos de sementes, frutos e folhas velhas e novas de Sesamum
indicum L. (Pedaliaceae) (gergelim) causam inibicdo no crescimento in
vitro do fungo simbionte de A. sexdens rubropilosa (PAGNOCCA et al.,
1990). Ribeiro et al. (1998) relataram que extratos dessa espécie
adicionados em meio de cultura, podem causar até 60% de inibicdo no
desenvolvimento in vitro do fungo simbionte. Souza et al. (2011b)
relataram que as espécies Tabebuia vellosoi (ipé amarelo), Magonia
pubescens (Timbd), Azadirachta indica (Nim), Annona reticulata (Pinha) e
Amburana acreana (Cerejeira) apresentaram efeito deletério sobre o
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fungo simbionte de A. sexdens, onde ao aplicar extratos diretamente
sobre o fungo, fez com que as formigas os descartassem, pois estavam
impregnado com os extratos, além de constatar a presenca de formigas
mortas.

Pode se perceber que o fator concentracdo influencia
fortemente nos resultados, onde praticamente as proporc¢oes, em todos
0s extratos, se diferenciaram significativamente, exceto nos extratos a
base de timbo e seringueira. Os extratos a base de cerejeira, arica e
timbo apresentaram maior efeito inibitério nas proporcées 1,5:10, 1:10 e
0,5:10, respectivamente (Tabela 6). De acordo com Miyashira et al.
(2010), quando o produto a ser adicionado ao meio de cultura apresenta
poder inibitério de desenvolvimento, se for adicionado em maiores
concentracfes, a tendéncia é que diminua o desenvolvimento ou
podendo até mesmo matar o organismo ou interromper o crescimento em

algum determinado periodo.

TABELA 7 — CRESCIMENTO MEDIO (mm), DE Leucoagaricus
gongylophorus APOS 42 DIAS DE INCUBACAO EM
MEIO DE CULTURA COM DIFERENTES
PROPORCOES DE EXTRATOS VEGETAIS. CUIABA,

MT, 2010.
Proporcao

Extratos 1510 | 110 [ 0510
Cerejeira 0,34 fC 19,25 eB 26,33 eA
Timbé 158 fB 2,75 gB 23,62 fA
Mogno 20,54 cC 34,75 bB 37,41 aA
Cedro 18,87 dC 21,41 dB 23,87 fA
Leucena 2,79 eC 6,37 fB 30,01 dA
Arica 1,15 fC 2,87 gB 245 fA
Seringueira 44,79 aA 4391 aB 34,29 bB
Controle 24,45 bC 29,66 cB 31,83 cA
CV(%) 5,87

Médias seguidas pela mesma letra minldsculas nas colunas e maiusculas nas
linhas, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de
probabilidade.

Castellani et al. (2009) adicionaram diferentes proporgdes de
extratos de Pennisetum purpureum (capim-elefante), Hyparrhenia rufa
(capim-vermelho), Brachiaria brizantha (braquiaria), Saccharum

officinarum (cana-de-acucar) variedade SP80-1842 e Paspalum sp.
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(gramado) em meio de cultura BDA e constatarem que 0S meios
contendo extratos de B. brizantha apresentaram maior efeito inibitério de
desenvolvimento, sendo que na maior concentracéo utilizada retardou o
crescimento do fungo L. gongylophorus.

Miyashira (2007) estudando o desenvolvimento do fungo in
vitro do fungo simbionte de A. sexdens incorporou diferentes doses de
cafeina ao meio de cultura conhecido como “pagnocca”, na qual o fungo
nao sobreviveu nas maiores concentracdes, 0,10% e 0,50% (p/p), ja na
menor concentracdo (0,01%) pode se perceber um beneficiamento no

desenvolvimento do fungo em algumas placas, em relacéo ao controle.

4.4. EFEITO DOS EXTRATOS VEGETAIS NA SOBREVI\JENCIA DE
OPERARIAS DE Atta sexdens ATRAVES DE INGESTAO

Como os extratos de arica, cedro, leucena, mogno, timbé e
cerejeira apresentaram inibicdo no desenvolvimento in vitro do fungo
simbionte, estes foram fornecidos em dietas artificiais para as operarias
de A. sexdens rubropilosa. As formigas nao se alimentavam das dietas
com extratos de cerejeira, sendo este retirado das andlises. Pode se
perceber que as formigas conseguem sobreviver sem a presenca de
dieta e agua no maximo oito dias, ja quando adicionado apenas agua ou
dieta controlada + agua, a longevidade aumenta para 10 e 17 dias
respectivamente (Figura 10). Bueno et al. (1997) encontraram valores
diferentes, das quais as operarias de A. sexdens conseguiram sobreviver
em dieta artificial + Agua e contendo apenas agua por mais de 20 dias,
cabe ressaltar que estes autores utilizaram estufas climatizadas para

realizacdo dos testes.
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FIGURA 10 - MORTALIDADE DE OPERARIAS DE Atta sexdens
ALIMENTADAS COM DIETA ARTIFICIAL A BASE DE
DIFERENTES EXTRATOS VEGETAIS. CUIABA, MT,
2010.

De acordo com Terezan et al. (2010), operérias de A. sexdens
sobrevivem até 20 dias em condi¢cdes controladas e sem adicdo de
componentes vegetais nas dietas. Nos estudos de Almeida et al. (2007),
as operarias conseguiram sobreviver por mais de 25 dias. Um motivo que
pode explicar a baixa sobrevivéncia das formigas é que o consumo das
dietas foi baixo, pois a cada 24h as dietas recolhidas apresentavam
poucos sinais de consumo, tanto nas dietas contendo extratos (Figura

11A), quanto nas condi¢des controladas (Figura 11B).
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FIGURA 11 — DIETA ARTIFICIAL RECOLHIDA DAS PLACAS APOS
24H, (A) DIETA CONTENDO EXTRATO DE CEDRO E
(B) DIETA NAS CONDICOES DE CONTROLE.
LABORATORIO DE  PATOLOGIA  FLORESTAL,
FENF/UFMT. CUIABA, MT, 2010.

Um fator que explica o motivo das formigas sobrevirem mais
nas condi¢des controle, é devido a presenca da glicose na formulacéo
das dietas, uma vez que esta substancia pode ser responsavel por até
50% das necessidades nutricionais das operéarias (MIYASHIRA, 2007).
Silva et al. (2003) constataram um aumento na sobrevivéncia das salvas
em condigbes experimentais num periodo de até 25 dias, quando as
dietas continham glicose em sua composigao.

As dietas contendo extratos vegetais causaram mortalidade
nas operarias, sendo que a dieta contendo extratos de timbo6 apresentou
mortalidade de 100% (Mjo) depois de 12 dias e valor médio de
mortalidade de 50% (Mso) 6,51 dias, o qual foi significativamente igual as
dietas contendo extratos de arica e leucena, 7,01 e 7,33 dias,
respectivamente (Tabela 8). E possivel observar que o valor da média
para Mso da situacdo de controle contendo dieta e 4gua foi 0 maior para
todos os tratamentos, sendo significativamente igual a dieta contendo

extrato de cedro.
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TABELA 8 — PERCENTUAL DE MORTALIDADE E Msy; DAS FORMIGAS
CORTADEIRAS FORNECIDA DIARIAMENTE COM DIETA
A BASE DE EXTRATOS VEGETAIS. CUIABA, MT, 2010.

. Dias 1
Dietas 4 | 8 | 12 | 16 | 20 Mso

Arica 25 72 98 100 100 7,01+3,14 c
Cedro 22 38 72 98 100 9,67+3,60 a
Leucena 28 68 100 100 100 7,33+3,20 c
Mogno 18 50 73 100 100 833+3,38 b
Timbo 35 73 98 100 100 6,51+3,02 c
Controle 1 52 100 100 100 100 416+253 d
Controle 2 33 88 100 100 100 516+2,77 d
Controle 3 15 37 70 97 100 10,83 +3,79 a

F - - - - - 19,37

CV(%) - - - - - 15,86

! Dados transformados /X +0,5.

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas néo diferem entre si pelo teste
de Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade.

O fato de fornecer dieta com 4gua nao influenciou no aumento
da sobrevivéncia das salvas, pois os valores de Msy para os controles
sem agua e sem dieta e os de apenas agua (4,16 e 5,16
respectivamente) foram significativamente iguais, sendo que esses
resultados corroboram com os obtidos por Miyashira (2007) que
estudando o efeito da cafeina adicionado em dietas para as formigas
relataram que nas situacdes dos controles (iguais ao deste trabalho)
apresentaram resultados significativamente iguais, sendo possivel
observar que o valor da média para Msy da situacdo controle foi o maior
entre todos os tratamentos nas duas procedéncias de formigas, 8,00 e
10,67, respectivamente, mostrando que as salvas sobreviveram por
mais tempo quando a dieta sem cafeina e a tampa com algodao e agua
foram fornecidas.

As dietas contendo extrato de mogno apresentaram a menor
mortalidade dos extratos, pois as formigas sobreviveram por até 16 dias,
e tiveram Msp em cerca de oito dias. Bueno et al. (2005) acrescentaram
extratos de diferentes partes vegetais de Cedrela fissilis em dietas
artificiais para A. sexdens rubropilosa, na qual apresentou Migp ao 15

dias de experimento e Msy aos oito dias, na qual foi significativamente

44



maior quando a extracdo dos compostos secundarios foi a base de
metanol.

Pefaflor et al. (2009) analisaram extratos de diversas partes
vegetais de S. versicolor (caixeta) adicionados as dietas artificiais para as
formigas cortadeiras e em meios de cultura para o fungo simbionte, onde
0S autores constataram que extratos das folhas adicionados nas dietas
provocam Msp, em torno de 16 e 10 dias respectivamente. Miyashira
(2007) adicionou terrores de cafeina em dietas artificiais para
alimentacdo de A. sexdens rubropilosa, onde algumas formigas as
rejeitaram, mesmo em menores concentracdes, e outros que se
alimentam dessas dietas acabam mortos, sendo essa substancia
responsavel por acelerar a morte dos insetos.

Terezan et al. (2010) verificaram o efeito dos componentes
encontrados em nas folhas de Spiranthera odoratissima St. Hil (manacd),
nas formigas e no fungo simbionte, sendo as extracdes realizadas a base
dos extrativos hexano (HEX), diclorometano (DIC) e metanol (MET), onde
no desenvolvimento in vitro de L. gongylophorus provocou uma inibicao
em torno de 100%, ja quando adicionado nas dietas artificiais para A.
sexdens rubropilosa, a extracdo a base de hexano, teve M5y aos 5 dias
de experimento sendo observado uma sobrevivéncia de no maximo 18
dias em todas as repeticoes.

Almeida et al. (2007) verificaram o efeito dos componentes
encontrados em diversas partes vegetais de Helietta puberula RE Fr.
(canela-de-veado) nas formigas e no fungo simbionte, sendo as
extracOes realizadas a base dos extrativos hexano, diclometano e
metanol, onde as extracOes de todas as partes (folhas, caule e ramos)
foram capazes de provocar uma inibicdo quase que total no
desenvolvimento in vitro de L. gongylophorus. Quando adicionados nas
dietas artificiais para A. sexdens rubropilosa, a extracéo foliar a base de
hexano, teve M5y aos 5 dias de experimento sendo observado uma

sobrevivéncia media de no maximo 15 dias.
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5. CONCLUSOES

- Os meios contendo extratos de Physocalymma scaberrimum, Amburana
acreana, Cedrela fissilis, Magonia pubescens, Leucaena leucocephala e
Swietenia macrophylla prejudicam o desenvolvimento do fungo
Leucoagaricus gongylophorus, enquanto os meios contendo os extratos
de Genipa americana, Hevea brasiliensis, Inga edulis e Vochysia

divergens propiciam melhores condi¢cdes ao desenvolvimento;

- A analise estatistica multivariada de agrupamento é eficiente para
discriminar o comportamento do fungo Leucoagaricus gongylophorus nos
meios de cultura com a adicdo dos extratos vegetais, bem como a
regressdo nao-linear, com o modelo de Chapman-Richards, pode

descrever e estimar o crescimento desse fungo em meio de cultura;

- Diferentes concentracbes de extrato foliares adicionado ao meio de
cultura podem eliminar, interromper ou beneficiar o desenvolvimento do

fungo, em fungéo da concentracéo;

- As formigas conseguem sobreviver, em condi¢cdes de laboratorio sem
presenca de agua ou alimento, ja quando ha fornecimento disso, essa
sobrevivéncia aumenta, entretanto se adicionados extratos, tais como o0s

de leucena podem causar mortalidade;

- Os extratos vegetais que inibiram o desenvolvimento do fungo
simbionte e causaram mortalidade nas formigas, devem ser melhores
analisados, descobrindo os grupos quimicos presentes nas folhas, sendo
analisado cada componente isoladamente, podendo assim contribuir com
0 manejo integrado de pragas (MIP) de formigas cortadeiras, fornecendo
outras moléculas toxicas que possam ser usados para controle desses

insetos.
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