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RESUMO

FUNG, Andresa Toledo. ACAO DE FUNGOS ENDOFITICOS DE OLIVEIRA (Olea
europaea) SOBRE FORMIGAS-CORTADEIRAS (Atta sexdens) E SEU FUNGO
MUTUALISTA (Leucoagaricus gongylophorus). 2022. 72f. Dissertagdo (Mestrado em
Sanidade, Seguranca Alimentar e Ambiental no Agronegdcio) — Instituto Bioldgico, Agéncia
Paulista de Tecnologia dos Agronegdcios, Secretaria de Agricultura e Abastecimento do Estado
de Séo Paulo, S&o Paulo, 2022.

O Brasil é um grande produtor agricola e possui um papel fundamental no setor florestal, no
entanto, prejuizos e danos expressivos podem ser atribuidos as formigas-cortadeiras.
Atualmente o método mais eficaz para o controle desses insetos sdo iscas granuladas a base de
inseticidas quimicos e o uso de microrganismos endofiticos € apontado como uma alternativa
por possuirem acdo entomopatogénica e fungicida. Em busca de uma opcdo que promova o
desenvolvimento de uma agricultura mais sustentavel e competitiva, o presente trabalho teve
como objetivo avaliar a agdo de fungos endofiticos de oliveira (Olea europaea), pertencentes
aos géneros Aspergillus sp., Trichoderma sp., Sarocladium sp., e Xylaria spp. sobre operarias
de formigas-cortadeiras (Atta sexdens) e seu fungo mutualista (Leucoagaricus gongylophorus).
Para avaliar a agdo fungicida, foram realizados testes in vitro de pareamento de culturas e testes
para avaliar o crescimento do fungo mutualista em meio de cultura incorporado com
metabolitos fungicos ndo-volateis (filtrados) nas concentracdes de 50% e 25% (v/v). A acao
inseticida foi avaliada por um teste de toxicidade pela ingestdo de dieta artificial oferecida as
operarias, contendo filtrados também nas concentracfes de 50% e 25% (v/v). Por fim, o teste
de preferéncia foi realizado para avaliar a escolha das operarias sob oferecimento da solucgéo de
metabolitos produzidos pelos cinco isolados fungicos. Os resultados mostraram que todos 0s
isolados inibiram o crescimento de L. gongylophorus no teste de pareamento. A solucdo filtrada
produzida por Aspergillus sp. e Trichoderma sp. também inibiram o crescimento de L.
gongylophorus quando incorporada no meio de cultura nas duas concentracfes testadas. No
teste de toxicidade, todos os isolados causaram mortalidade nas operarias na concentracao de
50%, embora para a concentracdo de 25% os isolados de Xylaria spp. ndo apresentaram
mortalidade significativa associada a dieta. Aspergillus sp. e Trichoderma sp. apresentaram 0s
melhores resultados com taxas de mortalidade de 96% em ambas as concentracGes para
Aspergillus sp., e 96% e 78%, respectivamente, para Trichoderma sp. No teste de preferéncia,
os resultados mostraram que apenas Xylaria sp. 1 apresentou ndo-preferéncia por parte das
colénias. Desse modo, com base nos resultados obtidos, os isolados de Aspergillus sp. e
Trichoderma sp. indicam potencial para estudos futuros visando o controle bioldgico de
formigas-cortadeiras.

PALAVRAS-CHAVE: Controle biol6gico, antagonismo, metabdlitos secundarios



ABSTRACT

Brazil is an important agricultural and forestry producer, however, leaf-cutting ants cause
several losses and damages to farmers. Currently, the most effective method of control are
chemical insecticides although endophytic microorganisms are potential agents with
entomopathogenic and antifungal action when it comes to promote a sustainable and more
competitive agriculture. Thus, this study aimed to evaluate the action of endophytic fungi of
olive tree (Olea europaea), on leaf-cutting ant workers (Atta sexdens) and their mutualistic
fungus (Leucoagaricus gongylophorus) as possible alternatives to their biological control or
repelence. The isolates tested belong to the genera: Aspergillus sp., Trichoderma sp.,
Sarocladium sp., and Xylaria spp. To evaluate antifungal action, in vitro tests were carried out
by paired cultures method and by evaluating L. gongylophorus growth in culture media mixed
with non-volatile metabolites produced by the fungi at concentrations of 50% and 25% (v/v).
The insecticidal action was evaluated by a toxicity test through ingestion of the fungi
metabolites incorporated into the diet and offered to the workers at the concentration of 50%
and 25% (v/v). Finally, the preference of leaf-cutting ants colonies was tested by offering
substrates with or without fungi metabolites. Results showed that all isolates tested inhibited
the growth of L. gongylophorus in the paired cultures, but the isolates Aspergillus sp.,
Trichoderma sp. also inhibited its growth at both concentrations of filtered solution mixed with
culture media. For the toxicity test, all the isolates caused mortality of workers at a
concentration of 50% although both Xylaria spp. tested were nott significant at the
concentration of 25%. Aspergillus sp. and Trichoderma sp. showed the best results with
mortality rates of 96% in both concentrations for Aspergillus and 96% and 78%, respectively,
for Trichoderma sp. In the preference test, results showed that only one isolate from Xylaria
spp. presented non-preference by the ant colonies. Thus, based on the results obtained,
Aspergillus sp. and Trichoderma sp. isolates indicate potential for future studies aiming the
biological control of leaf-cutting ants.

KEYWORDS: Biological control, antagonism, secondary metabolites
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1. INTRODUCAO

O Brasil é um pais com grandes extensdes territoriais, diferentes climas e solos. Esses
sdo alguns motivos nos quais possibilitam a producdo de culturas agricolas, com as mais
diferentes necessidades fisioldgicas. As principais culturas agricolas produzidas no Brasil
incluem a soja, cana-de-agucar, café e laranja. O pais também é o principal exportador mundial
desses produtos (CNA, 2021).

No setor da olivicultura, no entanto, segundo a média dos Ultimos anos, o pais é
totalmente dependente de importagdes e considerado o 3° maior importador de azeite de oliva
do mundo, ficando atras somente dos Estados Unidos da América e da Unido Europeia
(INTERNATIONAL OLIVE OIL COUNCIL, 2021). Com o intuito de explorar regides do pais
com diferentes condicBGes climaticas, diversas iniciativas de pesquisa entre o0s estados
brasileiros apontaram que Sao Paulo, Minas Gerais, Rio Grande do Sul e Santa Catarina
possuem regides favoraveis para a producdo de oliveiras e indicam viabilidade positiva para
exploracdo comercial da cultura (BERTONCINI; TERAMOTO; PRELA-PANTANO, 2010).

Existem inimeros beneficios para as regides produtoras, como a possibilidade de
explorar um mercado interno cada vez mais aquecido e, futuramente, até mesmo mercados
externos. O mercado interno poderia influenciar os comercios e produtores locais, que podem
diversificar sua producéo ao incluir a oliveira, além de atingir nichos de mercado para produtos
azeite de oliva e azeitonas de mesa de alta qualidade (GOMES, 2018; TERAMOTO;
BERTONCINI; PRELA-PANTANO, 2013).

No entanto, um dos grandes desafios para a consolidacdo da olivicultura no Brasil é em
relacdo as pragas e doencas presentes no territorio brasileiro que podem afetar negativamente a
cultura. Uma das pragas identificadas, até 0 momento, como potencialmente prejudicial para o
cultivo da oliveira sdo as formigas-cortadeiras (BERTONCINI, 2018; COUTINHO; RIBEIRO;
CAPPELLARO, 2009). Esses insetos, em geral, tém preferéncia em cortar folhas e outros
orgdos vegetais recém-formados, os quais sdo caracteristicamente tenros, contendo maior
quantidade de agua e nutrientes. Os danos causados pelas formigas podem comprometer
seriamente ndo sO plantas jovens, mas todas as fases de desenvolvimento (MONTOYA-
LERMA et al., 2012; PENTEADO; PICHELLI, 2019).

A principal forma de controle, atualmente, é o controle quimico, a partir de iscas

inseticidas que sdo a base principalmente de sulfluramida e fipronil, considerados altamente
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toxicos para 0 meio ambiente, saide humana e animal (BRITTO et al., 2016).

Dentre algumas alternativas sustentiveis para o controle de pragas agricolas,
encontram-se 0s organismos endofiticos (fungos e bactérias), devido a presenca de substancias
com propriedades fungicidas, herbicidas, antimicrobianas ou inseticidas (LIU et al., 2017; XIA
et al., 2019; YAN et al., 2019). Neste aspecto, existem estudos com esses seres vivos e que
possuem potencial para 0 manejo de formigas-cortadeiras (ESTRADA; WCISLO; VAN BAEL,
2013; ROCHA et al., 2017; VAN BAEL et al., 2012).

Oliveira (2020) isolou e identificou a comunidade endofitica de fungos e bactérias
presentes em folhas de Olea europaea, avaliando também a relacdo entre a herbivoria pelas
formigas-cortadeiras entre cultivares diferentes de oliveira. Os resultados mostraram que ndo
houve diferenca significativa entre cultivares sobre a preferéncia das formigas-cortadeiras. Em
busca de avancos nas alternativas para o controle quimico de formigas-cortadeiras e, pensando
também em entender melhor as interacfes entre a oliveira e as formigas-cortadeiras, faz-se
necessario compreender as acdes destes microrganismos endofiticos sobre o inseto em questéo,
seu fungo mutualista e para investigar se a comunidade endofitica de oliveiras poderia estar
relacionada aos mecanismos de atratividade ou repeléncia pelas formigas-cortadeiras.

Este trabalho teve como objetivo avaliar se os fungos endofiticos testados possuiam
compostos secundarios atuando na inibicdo do crescimento do fungo mutualista das formigas-
cortadeiras, propriedades inseticidas contra formigas operarias e nos testes de preferéncia se as
operarias carregariam o substrato com metabolitos produzidos pelos fungos.

O presente trabalho enquadra-se nas ODS — objetivos de desenvolvimento sustentavel
da Organizacdo das Nagdes Unidas: 2 — fome zero e agricultura sustentavel, 9 — industria,

inovacao e infraestrutura e 12 — consumo e producéo sustentaveis (ONU, 2022).

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Oliveira (Olea europaea) no Brasil

A origem da oliveira é frequentemente atribuida a Libia ou a Siria, mas de maneira geral
esteve presente ao longo do desenvolvimento de civilizacbes da regido mediterranea
(INTERNATIONAL OLIVE COUNCIL, 2020; NEWTON et al., 2014; VEIGA, 2009).

A oliveira é uma espécie arbdrea pertencente a familia Oleaceae, possui caracteristicas
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xerdfitas e, para seu bom desenvolvimento, necessita de temperaturas altas e baixa
pluviosidade. Além disso, durante o inverno na regido mediterrdnea ocorre a acumulagéo de
frio, essencial para que a planta saia da condi¢do de dorméncia e possa florescer de maneira
uniforme, sendo a temperatura entre 25-35 °C ideal para que ocorra a frutificacao efetiva normal
da planta (COUTINHO, 2007).

Algumas iniciativas estaduais promoveram pesquisas para investigar a adaptacdo da
oliveira nas condicdes edafoclimaticas brasileiras. Essas iniciativas indicaram que a regido Sul
e Sudeste possuem caracteristicas favoraveis para o desenvolvimento da cultura
(BERTONCINI, 2018; COUTINHO, 2007; EPAMIG, 2017; TERAMOTO; BERTONCINI,
PRELA-PANTANO, 2010).

O Projeto Oliva SP, por exemplo, criado em 2009, € uma iniciativa da Agéncia Paulista
de Tecnologia dos Agronegocios (APTA) que reune diversos institutos e pesquisadores
vinculados para promover pesquisas relacionadas a olivicultura, principalmente no estado de
S&o Paulo. Dentre os institutos de pesquisa que participam do Projeto Oliva SP, encontra-se o
Instituto Bioldgico, que desenvolve pesquisas relacionadas a sanidade da planta, como pragas
e doencas (APTA, 2018; BERTONCINI; TERAMOTO; PRELA-PANTANO, 2010).

A producéo de olivais no estado de Sdo Paulo abrange cerca de 27 municipios. Tais
municipios encontram-se em regides com microclima favoravel que proporciona horas de frio
necessarias para o florescimento das plantas de oliveiras (BERTONCINI, 2018;
BERTONCINI; TERAMOTO; PRELA-PANTANO, 2010). Segundo os dados do
IBRAOLIVA (2018), o Brasil possui plantios considerados ainda muito jovens quando
comparados aos plantios de regides produtoras tradicionais, mas a estimativa € de que até 2025
serdo 20.000 hectares plantados. Estima-se que a safra brasileira de 2019 produziu cerca de 230
mil litros de azeite de oliva e aproximadamente 180 mil litros apenas no Rio Grande do Sul.
Por ser uma planta exotica de interesse comercial, para garantir a consolidagdo e incentivar o
investimento por parte dos produtores e agéncias governamentais, é essencial entender as
relacdes entre a planta e os organismos que habitam o pais, e quais deles sdo e serdo potenciais
desafios nessa cadeia produtiva.

As principais doencas fungicas que acometem as oliveiras sdo o olho-de-pavéo
(Fusicladium oleagineum, Venturiales: Venturiaceae); cercosporiose (Pseudocercospora
cladosporioides, Mycosphaerellales: Mycosphaerellaceae), antracnose (Colletotrichum spp.,

Glomerellales: Glomerellaceae) e verticiliose (Verticillium dahliae, Glomerellales:
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Plectosphaerellaceae) (FERRARI, 2013). Além disso, recentemente, foi relatado a presenca de
fitoplasma (Mollicutes) com sintomas de vassoura-de-bruxa em oliveiras (BERTONCINI,
2018; FERREIRA, 2017) e presenca da bactéria Xylella fastidiosa (Xanthomonadales:
Xanthomonadaceae) transmitida por insetos vetores (cigarrinhas — Hemiptera:
Auchenorrhyncha) (ANGUITA-MAESO et al., 2021; BERTONCINI, 2018; FROZA, 2017).

Em relagdo as principais pragas da oliveira encontram-se: lagarta-da-oliveira (Palpita
spp. - Lepidoptera: Pyralidae); cochonilhas (Saissetia spp. - Hemiptera: Coccidae); acaro-da-
oliveira (Oxycenus maxwelli - Acari: Eriophyidae) e formigas-cortadeiras (Atta spp.,
Acromyrmex spp. e Amoimyrmex spp. — Hymenoptera: Fomicidae) (BERTONCINI, 2018;
OLIVEIRA, 2020; RICALDE et al., 2015).

Quando trata-se de formigas-cortadeiras, sdo insetos importantes principalmente
durante o periodo de implantagéo e plantios jovens, pois seus danos podem causar a morte de
plantas (PRADO CORDERO; SANTA-CECILIA; ALVARENGA, 2012; WREGE et al.,
2009). Ricalde et al. (2015), identificaram a presenca de cinco espécies de formigas-cortadeiras
do género Acromyrmex pela primeira vez em plantios de oliveira no Rio Grande do Sul,
causando danos e morte em plantas jovens de olivais. Da mesma forma, no estado de S&o Paulo,

os produtores relatam a alta incidéncia desses insetos em seus olivais (OLIVEIRA, 2020).

2.2 Formigas-cortadeiras e seu fungo mutualista

Algumas espécies de formigas (Hymenoptera: Formicidae) sdo chamadas de
agricultoras, uma vez que obtém seu alimento a partir do cultivo de seus jardins de fungo
(MONTOYA et al., 2019; MUELLER et al., 2005; WARD et al., 2015). Dentro deste grande
grupo de formigas agricultoras que pertencem a tribo Attini, destacam-se as formigas-
cortadeiras, que cortam material vegetal e o oferecem para o cultivo do fungo mutualista,
Leucoagaricus gongylophorus que lhes serve de alimento (SCHULTZ, 2020). Essa mudanca
evolutiva das formigas agricultoras para formigas agricultoras cortadeiras é considerada uma
das transices evolutivas de maior sucesso no reino animal (HOLLDOBLER; WILSON, 1990;
HUBBEL; WIEMER, 1983).

As formigas-cortadeiras compreendem os géneros Atta, Acromyrmex e Amoimyrmex,
residem no solo e sdo endémicas do continente americano, distribuidas da América do Sul até
o sul da América do Norte (BARRERA et al., 2022; CRISTIANO et al., 2020; MAYHE-
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NUNES; JAFFE, 1998). Como as demais espécies de formigas, sdo insetos eussociais e,
portanto, possuem (i) divisdo de tarefas no ninho, (ii) cuidado com a prole, e (iii) sobreposicéo
de geragdes (HOLLDOBLER; WILSON, 1990).

Leucoagaricus gongylophorus é um fungo basiodiomiceto (Agaricales: Agaricaceae)
que vive em mutualismo com formigas-cortadeiras. Estima-se que essa relacdo simbidtica
evoluiu aproximadamente entre 8-12 milhdes de anos atrés, sendo que essa espécie de fungo
aparentemente ndo possui vida livre sem associagdo com as formigas (SCHULTZ; BRADY,
2008). Dentro da tribo Attini, as atineas, como as formigas-cortadeiras, vivem em associacao
com este fungo que produz estruturas hifais chamadas de gongilideos, dos quais as formigas se
alimentam desde a fase larval até tornarem-se individuos adultos. As formigas, por sua vez,
garantem nutricdo e protecdo para o fungo. Por meio da revoada, distribuem e perpetuam o
fungo pela natureza (SCHULTZ, 2020).

Formigas-cortadeiras do género Atta possuem preferéncia por determinadas plantas,
ainda que fatores como localizagdo e quantidade de material vegetal disponivel possam
interferir na escolha e atividade de corte. Alguns autores sugerem que 0s nutrientes como
lipidios, carboidratos, proteinas e compostos secundarios de defesa presentes nas plantas
poderiam influenciar essa escolha de corte, uma vez que ha a possibilidade de serem benéficos
ou prejudiciais as formigas e, principalmente, ao seu fungo mutualista (DELLA LUCIA, et al.,
1995; SANTOS et al., 2015, 2019).

2.3 Controle de formigas-cortadeiras e interac6es multitroficas

Existem diversas formas de controle de formigas-cortadeiras, como o controle cultural,
fisico, mecanico, quimico e bioldgico. No controle cultural é realizada a gradagem e aracao do
solo alguns meses antes do plantio, porém, s6 funciona caso o formigueiro seja inicial e esteja
em profundidades rasas para que a lamina alcance e destrua, de fato, o ninho. Esse método néo
é amplamente realizado, principalmente por conta do uso do cultivo minimo (BOARETTO;
FORTI, 1997; OLIVEIRA et al., 2011).

O controle mecanico, consiste em destruir completamente o ninho com uso de
ferramentas como enxadas e pas, por exemplo. Torna-se totalmente inviavel, se a incidéncia de
ninhos na propriedade for alta e principalmente, ninhos com idade acima de quatro meses

estardo em profundidades que as ferramentas ndo alcancam (BOARETTO; FORTI, 1997;
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OLIVEIRA et al., 2011).

O controle fisico, consiste em adicionar obstaculos na planta com a finalidade de
impedir 0 acesso das formigas as partes vegetativas das plantas. Esse método é indicado apenas
para casos isolados e dificilmente é aplicAvel em &reas grandes (ANJOS; DELLA LUCIA;
MAYHE-NUNES, 1998; OLIVEIRA et al., 2011). Existe ainda o controle biolégico, em que
inimigos naturais ou agentes entomopatogénicos podem ser utilizados (DELLA LUCIA,;
VILELA, 1993). Este item em especifico sera detalhado na proxima secéo (3.4).

O método de controle recomendado para 0 manejo dessas formigas em plantios de Pinus
e Eucalyptus, é o quimico, a partir de aplicacGes de iscas granuladas contendo inseticidas
(FILHO et al., 2021b). Embora seja 0 método mais eficaz até 0 momento, os principais
componentes desses produtos s&o o fipronil e a sulfluramida, ambos considerados altamente
perigosos pelo FSC (Forest Stewardship Council), 6rgdo nao-governamental responsavel por
certificacOes florestais.

Além disso, a sulfluramida foi classificada como poluente orgéanico na Convencéo de
Estocolmo, promovida pela Organizacéo das Nacdes Unidas (ONU) em 2005, j& que pode ficar
retida no solo e contaminar corpos aquaticos (FOREST STEWARDSHIP COUNCIL, 2007,
UNITED NATIONS ENVIRONMENT PROGRAMME, 2017).

Os desafios para o controle dessas formigas estdo bastante atrelados aos fatos de que
possuem atividade durante o ano todo e caracterizam-se como insetos extremamente
organizados aliados & uma comunicacdo quimica intraespecifica eficiente, que garante rapida
movimentacdo, tomadas de agdo contra inimigos, identificacdo e isolamento de potenciais
contaminacfes (FISHER; STRADLING; PEGLER, 1994; FORTI; BOARETTO, 1997,
HOLLDOBLER; WILSON, 1990; KERMARREC; DECHARME; FEBVAY, 1993).

A arquitetura complexa do ninho das formigas-cortadeiras auxilia no processo de
protecdo da colbnia contra inimigos naturais, protegendo a rainha, a prole e o fungo mutualista.
Por esse motivo, o controle dessas formigas também pode enfrentar certa dificuldade devido as
suas estruturas e disposicdes (MOREIRA et al., 2004).

Como as formigas dependem do fungo mutualista para sua alimentacao, ele pode ser um
ponto chave de vulnerabilidade com potencial para o controle dessas formigas. Por esse motivo,
estudos envolvendo o fungo mutualista como principal alvo neste sistema podem ser um
mecanismo importante para novas alternativas de controle, uma vez que as formigas-cortadeiras

sdo consideradas uma das principais pragas de outras espécies florestais ndo-nativas e de
6



interesse econdmico, como eucaliptos, pinus e a oliveira (DELLA LUCIA, 2011; OLIVEIRA,
2020).

Portanto, estudos referentes aos métodos de controle de formigas-cortadeiras e
alternativas ao uso do controle quimico adquirem destaque e relevancia para a consolidacdo da
cadeia produtiva da oliveira no pais, mas também no panorama agricola e florestal geral

principalmente levando em consideragao a agricultura sustentavel.

2.4 Controle bioldgico na agricultura

Fatores abidticos e bidticos regulam a populacdo de determinada espécie naturalmente.
Quando se trata de agricultura, este ambiente sofre alteracfes por conta da agdo antropica e
consequentemente, o equilibrio pré-existente é alterado. O controle biologico consiste em
resgatar as premissas basicas do equilibrio natural visando a sustentabilidade, onde atua na
reducdo da populacédo de pragas ou patdgenos a partir de seus inimigos naturais. Esses inimigos,
podem ser classificados como parasitas, predadores e antagonistas (FONTES; PIRES; SUJII,
2020).

O controle biologico tem sido largamente estudado com intuito de proteger plantas de
interesse econdmico, tanto para insetos-pragas, quanto para doengas. Dessa forma, as relacfes
ecologicas sdo abordadas com essa finalidade, desde competicdo, predacdo, parasitismo ou
amensalismo. Os organismos envolvidos incluem bactérias, fungos, virus, nematoides,
artropodes, entre outros (BARBOSA et al., 2021).

Um exemplo de sucesso no controle biolégico reconhecido mundialmente e altamente
eficiente é o0 uso de Cotesia flavipes (Hymenoptera: Braconidae) e Trichogramma galloi
(Hymenoptera: Trichogrammatidae) como parasitoides de lagartas e ovos, respectivamente, da
broca-da-cana (Diatrea saccharalis - Lepidoptera: Crambidae), principal praga da cana-de-
acucar (NAVA et al., 2009; PARRA, 2014; PARRA et al., 2002).

Especificamente para formigas-cortadeiras, existem forideos (Diptera: Phoridae),
moscas parasitoides de formigas, podendo inclusive, parasitar formigas-cortadeiras. No
entanto, como forma de controle ndo é viavel, uma vez que possuem baixa capacidade de
parasitismo natural, entre 2-4% (BRAGANCA, 2007; BRAGANCA; MEDEIRQS, 2006). Isso
também ocorre para besouros do género Canthon (Coleoptera: Scarabaeidae), predadores de

rainhas de formigas-cortadeiras, mas sua baixa taxa reprodutiva, interfere no desempenho como
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agente no controle de formigas-cortadeiras (BARBOSA et al., 2021; OLIVEIRA et al., 2011).

Um dos grandes potenciais no controle bioldgico para formigas-cortadeiras sdo 0s
microrganismos, em especial fungos, ou mesmo a mistura deles com extratos de plantas em
iscas granuladas (LEMES; ZANUNCIO, 2021; MONTOYA-LERMA et al., 2012).

2.5 Fungos endofiticos e seu potencial no controle biolégico na agricultura

Uma possibilidade promissora e interessante aliada no controle bioldgico de pragas e
doencas é a utilizacdo de fungos e bactérias endofiticos, que sdo encontrados em plantas,
fazendo parte da comunidade de microrganismos que as habitam. Podem ser caracterizados
como endofiticos quando realizam pelo menos uma fase de seu ciclo de vida no interior das
plantas e, no entanto, ndo trazem danos expressivos em sua planta hospedeira (GUNATILAKA,
2006). Essa relacdo sugere uma associacdo simbiodtica com as plantas, que Ihes fornecem
nutrientes e abrigo e, em retorno, os endofiticos podem atuar como complemento de defesa e
adaptacdo das plantas (OWNLEY; GWINN; VEGA, 2010; ZHANG; SONG; TAN, 2006;
ZHOU et al., 2010).

A interacdo entre planta e microrganismos endofiticos pode originar metabdlitos
secundarios e compostos de interesse econdmico voltados a biotecnologia (RAI et al., 2014;
XIA et al., 2019; YAN et al., 2018). Estudos recentes nessa area pontuam fungos endofiticos
como fontes de compostos de interesse para a medicina, industria farmacéutica e agricultura
(PALANICHAMY et al., 2019; PAN et al., 2017; ZAFERANLOO et al., 2018).

Hubbard, Germida e Vujanovic (2013) encontraram que a comunidade fungica
endofitica contribuiu para o aumento da tolerancia de trigo a seca e calor, apresentando
potencial na adaptacdo aos estresses abioticos. Um trabalho de Xia e colaboradores (2019),
concluiu que fungos endofiticos melhoraram significativamente o crescimento da parte aérea e
a biomassa de plantas de tomate. Além disso, alguns estudos indicam que a comunidade
endofitica atua diretamente na estabilidade das defesas da planta, principalmente contra pragas
e doencas (BASTIAS et al., 2017; JABER; OWNLEY, 2018; OWNLEY; GWINN; VEGA,
2010).

Fungos das espécies Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae, sdo fungos
naturalmente encontrados no solo ou como endofiticos. S&o classificados como

entomopatogénicos comerciais, sendo utilizados no controle bioldgico de pragas como
8



coledpteros, hemipteros e lepidopteros (AMOBONYE et al., 2020; CAl et al., 2019; FIDELIS
etal., 2021; PITTA et al., 2019). Diversos estudos, inclusive, em formigas-cortadeiras (DAZA
et al., 2019; GOFFRE; FOLGARAIT, 2018; LOUREIRO; MONTEIRO, 2005). Pesquisas
voltadas as propriedades antifingicas, inseticidas e antimicrobianas de fungos endofiticos vém
ganhando destaque nos ultimos anos (SHRIVASTAVA et al., 2015; XIE et al., 2017; YAN et
al., 2019). No entanto, existem inimeros fungos endofiticos a serem testados de diferentes
maneiras e modos de acdo para diversos organismos.

Pouco se sabe ainda sobre as relagdes endofiticas de fungos de oliveira, principalmente,
no Brasil. A partir dos resultados obtidos no trabalho de Oliveira et al., (2022), investigar a
acdo da comunidade endofitica de fungos e suas relagcbes com as formigas-cortadeiras é um
caminho interessante dentro do controle bioldgico, visto que, as razdes pela preferéncia das
formigas-cortadeiras por plantas de oliveira em condicbes de campo permanecem
desconhecidas. Dessa forma, os fungos endofiticos podem estar envolvidos nessas relacées.

Dentre diversos fungos endofiticos de oliveira, Aspergillus é um género de fungos
ascomicetos (Eurotiales: Trichocomaceae). Além de serem registrados como endofiticos,
algumas espécies sdo saprofitas e parasitas, inclusive atuando como patégenos em humanos
(EL-HAWARY et al., 2020). Algumas espécies podem produzir micotoxinas como as
aflatoxinas, nocivas aos animais e seres humanos, podendo contaminar alimentos e levar a
morte de pacientes imunossuprimidos (DENNING et al., 2016; LATGE; CHAMILOS, 2020).
Em contrapartida, algumas espécies sdo consideradas ricas fontes de metabolitos secundarios
de interesse com acdo anti-inflamatdria, anti-microbiana, essenciais para a industria
farmacéutica, satde publica e agricultura (EL-HAWARY et al., 2020).

O género Sarocladium abrange fungos ascomicetos (Hypocreales: Sarocladiaceae), que
podem ser encontrados como saproéfitos e associados as plantas, tanto como endofiticos quanto
como patogenos (GIRALDO et al., 2015). A espécie Sarocladium oryzae, por exemplo, é
responsavel por causar doencas no cultivo do arroz, acometendo tanto sementes como a bainha
da planta (LOBO; FILIPPI; PRABHU, 2021; TSCHEN; CHEN; HSIEH, 1997). Espécies desse
género também foram encontrados como patdgenos em seres humanos (GIRALDO et al., 2015;
SHARMA et al., 2013). No entanto, diversos estudos sobre este mesmo género encontraram
propriedades antiflngicas e inseticidas de interesse (BLASZCZYK et al., 2021; EL-SAYED et
al., 2020; GUIMARAES, 2014).

Fungos do género Trichoderma sdo ascomicetos (Hypocreales: Hypocreaceae)
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comumente encontrados nos mais diferentes tipos de solo, associados as plantas como
endofiticos e com acédo eficaz no controle de doengas de plantas (BAE et al., 2016; BELL,;
WELLS; MARKHAM, 1982; GUIMARAES et al., 2016; MATARESE et al., 2012).
Atualmente existem diversos produtos utilizados comercialmente com essa finalidade e seu
modo de acdo € variavel, atuando por meio de competi¢cdo, micoparasitismo, antibiose ou
inducdo sistémica de resisténcia na planta (COPPOLA et al., 2019; GHAZANFAR et al., 2018;
POVEDA, 2021; RODRIGUEZ-GONZALEZ et al., 2017). Existem também estudos
envolvendo espécies de Trichoderma atuando sobre insetos, incluindo suas interagcbes com
formigas-cortadeiras e seu fungo mutualista. Além de sua atuagdo frente a patégenos, podem
atuar como biofertilizantes, auxiliando o sistema radicular na absor¢do de nutrientes e
promovendo crescimento na planta (OUSLEY; LYNCH; WHIPPS, 1994; VINALE et al.,
2008; VINALE; SIVASITHAMPARAM, 2020; YOU et al., 2022) .

O género Xylaria abrange os fungos ascomicetos (Xylariales: Xylariaceae), geralmente
encontrados como endofiticos e saprofitos em plantas tropicais, vasculares e ndo-vasculares
(DAVIS et al., 2003; HYDE; SOYTONG, 2008). Podem produzir propriedades
antimicrobianas contra bactérias patogénicas como Escherichia coli e Staphylococcus aureus,
assim como propriedades anti-inflamatodrias interessantes para a industria farmacéutica e
medicina (MACIAS-RUBALCAVA; SANCHEZ-FERNANDEZ, 2017).

De maneira geral, a atuacdo dos géneros citados pode variar dependendo das condicgdes
ambientais, espécie ou isolado. Os mecanismos de acdo podem ser diretos contra patdgenos ou
indiretos atuando em beneficio da planta hospedeira. Portanto, o presente trabalho buscou
avaliar as interacOes de fungos endofiticos dos géneros apresentados anteriormente visando
encontrar avancgos para o controle biologico de formigas-cortadeiras e seu fungo mutualista.

A Tabela 1 indica trabalhos realizados com os géneros Aspergillus, Sarocladium,
Trichoderma e Xylaria e suas potenciais propriedades de interesse na agricultura ou saude

publica:
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Tabela 1. Propriedades bioativas de fungos endofiticos descritas na literatura cientifica.

Propriedades

Fungo bioativas Organismos testados: Referéncia
contra:

Aspergillus sp. Inseto (Diptera) Larvas de Aedes aegypti Aradjo et al. (2022)
Aspergillus flavipes Fungo Phytophthora parasitica EI'Sé%ede; Al
Aspergillus welwitschiae Nematoide Oz e e c_je_ Meloidogyne Liu et al. (2019)

graminicola
Botrytis cinerea, Alternaria alternata,
Aspergillus fumigatus Fungos Cglletotrlchum glonSpan'deS’ . Li et al. (2012)
Fusarium oxysporum, Fusarium solani e
Gibberella saubinettii
Inseto Triatoma infestans e Panstrongylus

Aspergillus giganteus

(Hemiptera)

megistus

Costa et al. (2003)

Sarocladium terricola Nematoide Meloidogyne incognita Tian et al. (2022)
Sarocladium brachiariae Fungo Fusarium oxysporum f. sp. cubense Yang et al. (2021)
. . Inseto . . El-Sayed et al.
Sarocladium strictum (Lepidoptera) Spodoptera littoralis (2020)
Sarocladium zeae Fungo Fusarium graminearum Kemp et al. (2020)
Sarocladium oryzae Fungo Magnaporthe oryzae Guimaraes (2014)
. . Inseto
Trichoderma lignorum Atta cephalotes Daza et al. (2019)
(Hymenoptera)
. . Nascimento et al.
Trichoderma spp. Fungo Leucoagaricus gongylophorus (2017)
Trichoderma viride 'f‘se“’ Bombyx mori Berini et al. (2015)
(Lepidoptera) '
Trichoderma spp. Fungos Sclerotium rolfsii e Verticillium dahliae Isaias et al. (2014)
Trichoderma spp. Fungo Leucoagaricus gongylophorus Ortiz e Orduz (2001)
Xylaria grammica Nematoide Meloidogyne incognita Kim et al. (2021)
Xylaria cubensis Fungos Phyllosticta citricarpa Figueiredo et al.
(2018)
Xylaria sp. Cladosporium cladosporioides e .
RIS Cladosporium sphaerospermum sllive el (@)
Xylaria sp. Fungos Cladosporium cladosporioides e Caféu et al. (2005)

Cladosporium sphaerospermum
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral
Analisar os efeitos de fungos endofiticos de oliveira (Olea europaea) sobre
formigas-cortadeiras (A. sexdens) e seu fungo mutualista (Leucoagaricus

gongylophorus).

3.2 Especificos

e Avaliar a atividade fungicida in vitro dos fungos endofiticos de oliveira contra o
fungo mutualista de formigas-cortadeiras;

e Verificar o potencial inseticida dos metabdlitos ndo-volateis produzidos pelos
fungos endofiticos de oliveira por ingestdo pelas formigas operarias de Atta sexdens;

e Avaliar a atratividade de substrato com metabdlitos ndo-volateis produzidos pelos

fungos endofiticos oferecidas as col6nias de formigas-cortadeiras.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 lIsolados fungicos endofiticos de oliveira

Os fungos isolados de folhas de oliveira (O. europaea) testados sdo provenientes de
estudos anteriores conduzidos pelo Instituto Bioldgico juntamente com a Universidade Estadual
Paulista (UNESP/Rio Claro) (OLIVEIRA, 2020). O material encontra-se armazenado no
acervo bioldgico da Unidade Laboratorial de Referéncia em Biologia Molecular Aplicada do
Instituto Biologico em S&o Paulo e estdo identificados somente até nivel de género.

Para a escolha de quais isolados seriam utilizados, foi realizada uma pesquisa na
literatura por género de fungo presente no acervo, com a finalidade de identificar isolados com
potenciais propriedades fungicidas e inseticidas conforme descrito na sec¢éo 2.5. Dessa forma,
neste presente trabalho foram testados cinco isolados fungicos, pertencentes aos géneros:

Aspergillus, Sarocladium, Trichoderma e Xylaria, sendo que para o género Xylaria dois
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isolados diferentes foram escolhidos, posteriormente referidos neste trabalho como Xylaria sp.
1 e Xylaria sp. 2.

Para a realizacdo dos ensaios, 0os fungos foram reativados em meio de cultura BDA
(batata-dextrose-agar) a partir da cole¢do onde estdo preservados pelo método de Castellani
(CASTELLANI, 1939). Posteriormente, foram repicados a cada 15 dias em meio de cultura
BDA e armazenados em camara de baixa demanda de oxigénio (B.O.D.) a 25 + 1°C e fotofase
de 12h.

4.2 Uso do fungo mutualista em laboratorio (Leucoagaricus gongylophorus)

O fungo mutualista das formigas-cortadeiras (FM) pertencente a linhagem FF2006 foi
cedido pelo Prof. Dr. André Rodrigues do Laboratorio de Ecologia e Sistematica de Fungos
(LESF) da UNESP/Rio Claro. Sua manutencéo e multiplicacao para os ensaios foram realizadas
em placas de Petri em meio BDA a cada 21 dias, mantidas em camara B.0.D. a 25 £ 1°C e na
auséncia de luz (HAIFIG, 2014).

4.3 Criacao de formigas-cortadeiras em laboratorio

Colonias de A. sexdens de aproximadamente um ano de idade mantidas em condicdes
de laboratdrio com temperatura de 25 + 1°C foram cedidas pelo Prof. Dr. Odair Correa Bueno
do Laboratorio de Formigas Cortadeiras (LAFC), pertencente a UNESP/Rio Claro. As coldnias
foram dispostas em recipientes plasticos interligados por tubos, também de plastico, que
possuem a funcdo de manter as col6nias com fornecimento do substrato vegetal (cAmara de
forrageamento), seguido de um recipiente de 1L para o fungo simbionte e por fim, um recipiente
para deposicao de lixo pelas formigas (camara de lixo) (Figura 1). Diariamente foram oferecidas
as colénias folhas de jamboldo (Syzygium sp.), amoreira (Morus sp.), farinha de milho ou flocos
de aveia. O preparo para 0s ensaios consistiu em retirar o lixo presente na cAmara e manter as

colbnias sem oferecimento de folhas ou flocos de cereais 48 horas antes do ensaio.

13



Figura 1. llustracdo representativa de col6nia de Atta sexdens mantida em laboratorio. Fonte: Andresa Fung

4.4 Teste de pareamento: Leucoagaricus gongylophorus e fungos endofiticos

O potencial antagonista dos isolados fungicos contra L. gongylophorus foi avaliado
utilizando o método de pareamento de culturas (ISAIAS et al., 2014). Discos de 5 mm de
didmetro de L. gongylophorus foram dispostos em placas de Petri (9,0 cm) em meio BDA por
10 dias. Apos esse periodo cada um dos fungos endofiticos foi depositado no lado oposto ao
fungo mutualista em uma mesma placa e ambos os discos com uma distancia de 1 cm da borda
da placa. Esta vantagem de dez dias foi dada ao L. gongylophorus devido ao seu lento
crescimento (DO NASCIMENTO et al., 2017; SILVA et al., 2006).

Cada tratamento consistiu em um confronto FM (Fungo Mutualista) x FE (Fungo
Endofitico) e foram realizadas cinco repeticbes de confronto por fungo endofitico. Para
comparacdo do crescimento dos fungos em confronto direto, foram feitas também cinco placas
contendo somente cada um dos FE e cinco contendo somente FM, conforme mostra a Figura 2.

As placas foram mantidas em B.O.D. a + 25°C e na auséncia de luz. Foram realizados
testes pilotos para acompanhar o crescimento dos fungos em que eles foram repicados em placas
de Petri com meio de cultura BDA por 20 dias. Devido ao crescimento variado e mais lento dos
FEs, exceto de Trichoderma sp., as medicGes foram feitas diariamente por sete dias e,
posteriormente, ao completar 10, 13, 16, 19, 21 e 25 dias apés a inoculagdo dos fungos (SILVA
et al., 2006). Portanto, as medi¢cdes ocorreram até que um dos fungos (endofitico ou mutualista)

tomasse a placa ou até que o ensaio completasse 25 dias.
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Figura 2. llustracdo do ensaio de pareamento. (FM): Controle de Leucoagaricus gongylophorus;
(PAREAMENTO): teste de pareamento entre 0 FM e FE; (FE): Controle do fungo endofitico. Fonte: Andresa
Fung

Foram realizadas medigOes dos diametros vertical e horizontal de crescimento por meio
de um paquimetro digital, tomando-se como referéncia os discos iniciais de 5 mm (DO
NASCIMENTO et al., 2017). Além disso, também foram realizadas observagdes ao final do
ensaio atribuindo-se nota pela escala proposta por Bell, Wells e Markham (1982), adaptada
conforme a Tabela 2 e a Figura 3. A taxa de inibicdo de cada fungo endofitico sobre o fungo

mutualista foi calculada aplicando a seguinte formula:

% inibicao = [(FMc — FMp) + FMc] x 100,

em que: FMc = crescimento em mm de FM controle; FMp = crescimento em mm de
FM pareado (ROCHA, 2021). Os experimentos foram realizados em DIC (delineamento
inteiramente casualizado) e os dados foram testados quanto a normalidade e homogeneidade
pelos testes de Shapiro-Wilk e Bartlett, respectivamente. Posteriormente, os dados foram

submetidos ao Teste t a 5 % de significancia.
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Tabela 2. Indicadores para avaliacdo da interacéo entre os fungos pela escala adaptada de Bell (1982).

Nota Observacoes*
1 FE superou completamente FM e cobriu toda a superficie do meio.
2 FE cresceu completamente em pelo menos dois tergos da superficie da placa.
3 FE e FM colonizaram cada um aproximadamente metade da superficie média e nenhum organismo
parecia dominar o outro.
4 FM colonizou pelo menos dois tercos da superficie do meio e pareceu resistir a invaséo pelo FE.
5 FM ultrapassou completamente o FE e ocupou toda a superficie do meio.

Figura 3. *As siglas FE representam o fungo endofitico e FM, o fungo mutualista. A figura representa a placa de
Petri dividida segundo a escala de Bell (1982). Fonte: Andresa Fung
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4.5 Metabdlitos n&o-volateis dos fungos endofiticos contra Leucoagaricus

gongylophorus

Foram testados os metabolitos produzidos pelos fungos endofiticos a partir da
fermentacdo pela dificuldade de obter conidios para todos os isolados utilizados. Para o preparo
deste ensaio, nove discos de 10 mm obtidos a partir de placas de Petri em meio BDA com
coldnias puras dos fungos endofiticos, foram adicionadas em frascos Erlenmeyers contendo
450 mL de meio BD (batata-dextrose) e mantidos sob agitagdo em shaker a 120 rpm e 25 +1°C.
Para os isolados de Xylaria spp. a solugéo ficou no shaker por 28 dias (PONGCHAROEN et
al., 2008; SILVA et al., 2010) e os demais — Aspergillus, Sarocladium e Trichoderma —
permaneceram por 15 dias (EL-SAYED et al., 2020). Apds este periodo, foi realizada a
filtragem por gaze para separar a biomassa produzida ao longo do periodo de incubagéo.
Posteriormente, a solucdo resultante foi filtrada por pré-filtro de celulose, membranas de
0,42um, e 0,2um atraves de uma bomba a vacuo e por altimo, foi filtrada também por um filtro
estéril de 0,2um e armazenada em recipientes de vidro previamente esterilizados conforme

ilustra a Figura 4 a sequir:

Figura 4. Esquema ilustrativo da preparacdo da solucdo de metabdlitos ndo-volateis. (1): cultivo e manutencédo
dos fungos endofiticos para retirada de plugs, (2): agitacdo do meio de cultura BD e os plugs de fungos endofiticos
sob shaker, (3): filtragem por gaze, (4): filtragem por bomba & vacuo, (5): armazenamento da solu¢do resultante.
Fonte: Andresa Fung

Para a avaliacdo da interacdo de metabdlitos ndo-volateis produzidos pelos fungos
endofiticos, a solugdo resultante da filtragem foi incorporada ao meio de cultura BDA em placas
de Petri de 30mL, nas concentracdes de 50% e 25% (volume/volume). Uma vez incorporados
ao meio BDA, discos de agar (5 mm) retirados de cultura pura do fungo mutualista (FM), foram

depositados no centro de cada placa de Petri conforme ilustra a Figura 5. Foram utilizadas cinco
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repeticOes para cada tratamento mais o controle (0%) contendo somente BDA.

As medigdes foram realizadas avaliando os diametros vertical e horizontal de FM para
comparacdo de médias de crescimento dos fungos submetidos ao meio de cultura nas
concentragdes de 50% e 25% comparando com o crescimento do tratamento controle (0%). As
medicdes de didmetro foram realizadas utilizando como referéncia o centro do disco depositado
no centro da placa e foram realizadas nos dias 2, 5, 7, 10, 14, 21 e 28 dias ap0s a inoculagdo do
fungo (DE SOUZA et al., 2012; HAIFIG, 2014; MOIA, 2014).

Os experimentos foram realizados em DIC (delineamento inteiramente casualizado) e
os dados foram testados quanto a normalidade e homogeneidade pelos testes de Shapiro-Wilk
e Bartlett, respectivamente. Quando necessario, foi realizada a transformacdo dos dados pelo
método de Box-Cox. Posteriormente, os dados foram submetidos 8 ANOVA e ao teste de Scott-
Knott a 5 % de significancia (GUIMARAES et al., 2016).

Para avaliacdo dos fungos que apresentaram inibicéo de crescimento de FM, as médias
de crescimento do 7 e 28 dias foram comparadas utilizando o teste t pareado, a fim de verificar

o efeito do FE sobre FM nos dois periodos comparados.
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Figura 5. Imagem ilustrativa referente ao ensaio de metabdlitos ndo-voléteis de acordo com a proporcéo de solucdo
fangica no meio de cultura. (A): 50% de solucdo fungica, (B): 25% e (C): 0% (apenas meio de cultura feito com
BDA). Fonte: Andresa Fung

4.6 Testes de toxicidade

Para este ensaio foram utilizadas operarias médias (capsula cefalica entre 1,4-2,2 mm)
segundo as divisdes propostas por Wilson (1980). Estes individuos foram coletados de um
ninho mantido em laboratdrio e distribuidas em uma bandeja plastica previamente higienizada
com alcool. Posteriormente, estes individuos foram transferidos para placas de Petri contendo

10 formigas por placa e um papel filtro conforme ilustra a Figura 6, totalizando 50 individuos
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e cinco placas de Petri por tratamento (BUENO, 2013; BUENO et al., 1997).

Durante 21 dias, as placas foram armazenadas em camaras B.0O.D. a 25 + 1°C.
Foram oferecidas diariamente as formigas, 0,5g de dieta sélida produzida com a solugdo fungica
filtrada dos fungos endofiticos (ver se¢éo 4.5) nas concentracdes de volume de 25% e 50% além
de peptona, extrato de levedura, glicose e 4gua que consistia na dieta pura e foi utilizada como

tratamento controle para comparacgdo dos dados do ensaio (BUENO et al., 1997).

Figura 6. Imagem ilustrativa referente ao ensaio de toxicidade. Fonte: Andresa Fung

A avaliacdo deste ensaio foi realizada diariamente, em que a cada 24h, as formigas
mortas foram contabilizadas, retiradas da placa e a dieta substituida. Quando necesséario, foi
trocado também o papel filtro de cada placa, para reduzir o risco de proliferacdo de
microrganismos durante o periodo do ensaio. A mortalidade das operarias foi avaliada
diariamente. Para comparar a taxa de sobrevivéncia dos individuos no periodo de 21 dias, as
analises estatisticas foram realizadas por uma curva de sobrevivéncia utilizando o teste ndo-
paramétrico Log-rank pelo software GraphPad Prisma 3.0. (MEDEIRQOS, 2018).

4.7 Testes de preferéncia

Para avaliar a repeléncia e/ou atratividade das col6nias de formigas-cortadeiras aos
metabolitos produzidos pelos fungos endofiticos, foram utilizadas 30 coldnias mantidas em

condicOes de laboratério como descrito na secdo 4.1. As coldnias e metabolitos dos fungos
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foram sorteados para execucdo de cada ensaio e houve pelo menos uma semana de intervalo
entre um ensaio e outro com a mesma colonia.

A cémara de forrageio foi substituida por uma bandeja de plastico (40 cm x 30 cm)
previamente higienizada com alcool, 24 horas antes da realizacdo do teste para aclimatacao.
Uma placa de vidro contendo quatro quadrados numerados foi disposta no centro da bandeja
(Figura 7):

O ensaio consistiu em oferecer cinco flocos de arroz dispostos em cada quadrado da
placa de vidro e a medida em que foram carregados, os flocos foram repostos até que todos
fossem carregados ou 0 ensaio completasse uma hora de observacdo. A quantidade méaxima de
flocos foi de 60 unidades e em todos os flocos, foram adicionados 5 uL. da solugdo controle
(agua destilada) ou solugéo filtrada dos metabolitos 20 minutos antes do ensaio. O oferecimento
dos flocos ocorreu de maneira alternada, em que se os quadrados I-l111 apresentaram flocos
apenas com agua, os quadrados I1-1V continham o tratamento com a solugdo dos metabdlitos
fangicos, a fim de minimizar o efeito de escolha apenas de um lado ou outro. No entanto, as

analises consideraram a soma da quantidade de flocos carregados por tratamento, ou seja, a

v
a

8000

Figura 7. Imagem ilustrativa de montagem do ensaio de preferéncia. Fonte: Andresa Fung
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soma dos flocos carregados em I-111 e igualmente para 11-1V. A escolha da utilizacdo de flocos
de arroz foi motivada por ser um substrato ndo oferecido previamente as col6nias e por possuir
porosidade facilitando a absorcdo da solucdo aplicada, &gua ou solugdo flngica.

Todos os ensaios foram gravados com o auxilio de uma webcam acoplada ao
computador e analisados no software BORIS 7.13.3 (FRIARD; GAMBA, 2016). A avaliagéo
dos videos consistiu em contabilizar a quantidade de flocos carregados para fora de cada
quadrado da placa de vidro de cada tratamento, controle ou solucéo fungica, considerando como
fim do teste apds uma hora de observagdo ou até que um dos tratamentos fosse carregado por
completo. A ordem desse oferecimento foi definida ao acaso para cada teste e foram realizados
36 ensaios para cada fungo endofitico.

Os dados foram submetidos a verificagdo da normalidade e homogeneidade de
variancias pelos testes Shapiro-Wilk e Bartlett, respectivamente, pelo software R. Quando 0s
resultados atenderam os pressupostos de normalidade e homogeneidade, foram realizados o
Teste t pareado, do contrario, os dados foram analisados pelo teste de Wilcoxon utilizando o
software SPSS.

5. RESULTADOS

5.1 Teste de pareamento

Os resultados do teste de pareamento mostraram que todos os isolados inibiram o
crescimento de L. gongylophorus, embora Aspergillus sp., Sarocladium sp. e Xylaria sp. 2 ndo
tomaram totalmente a placa de Petri. No caso de Aspergillus sp., ap6s os 25 dias de avaliacéo,
ndo houve contato fisico direto com FM, e mesmo assim, sua presenca na placa inibiu o

crescimento de FM (Figura 8).
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Aspergillus sp.

FM Pareamento A

Figura 8. Aspergillus sp. ap6s 25 dias de ensaio. (FM): Leucoagaricus gongylophorus, (A): Aspergillus sp. e em
pareamento: ambos os fungos na placa. Valor de P=0,000635.

O isolado de Sarocladium sp. também ndo tomou a placa completamente apés o periodo
de avaliacdo, mas é possivel visualizar na Figura 9 a interacdo entre suas hifas vegetativas,
quase transparentes, mas que deixaram a borda de FM escurecidas. Isto pode ser visualizado

também para Xylaria sp. 1 na Figura 10.

Sarocladium sp.

FM Pareamento S

Figura 9. Sarocladium sp. ap6s 25 dias de ensaio. (FM): Leucoagaricus gongylophorus, (S): Sarocladium sp. e
em pareamento: ambos os fungos na placa. Valor de P=0,008519.
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Xylaria sp. 1

FM Pareamento X1

Figura 10. Xylaria sp.1 ap6s 10 dias de ensaio. (FM): Leucoagaricus gongylophorus, (X1): Xylaria sp. 1 e em
pareamento: ambos os fungos na placa. Valor de P=0,000738.

O isolado de Trichoderma sp. cobriu totalmente a placa apds 5 dias, onde cresceu por
cima do fungo mutualista e produziu esporos (Figura 11). Diferentemente do isolado de
Xylaria sp. 2, que ndo tomou totalmente a placa ao fim dos 25 dias de experimento, entretanto,

ainda assim inibiu o crescimento de FM (Figura 12).

Trichoderma sp.
o Q
FM Pareamento T

Figura 11. Trichoderma sp. ap6s 5 dias de ensaio. (FM): Leucoagaricus gongylophorus, (T): Trichoderma sp. e
em pareamento: ambos os fungos na placa. Valor de P=0,003134.
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Xylaria sp. 2

Pareamento X2

Figura 12. Xylaria sp. 2 apés 25 dias de ensaio. (FM): Leucoagaricus gongylophorus, (X2): Xylaria sp. 2 e em
pareamento: ambos os fungos na placa. Valor de P= 0,001411.

As taxas de inibicdo de crescimento dos fungos endofiticos frente ao FM foram
calculados separadamente em trés periodos: 5 dias (Tabela 3), 10 dias (Tabela 4) e 25 dias
(Tabela 5). A analise foi realizada em momentos diferentes pois os testes de pareamento tiveram

diferentes desempenhos e duracao.

Tabela 3. Taxa de inibicdo e média de crescimento do FM em pareamento apés 5 dias. Valores pareados
comparados com FM controle. Média de FM controle: 23,17 mm.

PAREAMENTO COM: TAXA DE INIBICAO (%) MEDIA DE CRESCIMENTO (mm)

Aspergillus sp. 2,26 22,65
Sarocladium sp. 591 21,80
Trichoderma sp.* 17,91 18,88
Xylaria sp. 1 8,57 21,18
Xylaria sp. 2 2,17 22,67

*Ensaio no Gltimo dia pois o fungo tomou a placa de Petri por completo.

Tabela 4. Taxa de inibicdo e média de crescimento do FM em pareamento ap6s 10 dias. Valores pareados
comparados com FM controle. Média de FM controle: 28,57 mm.

PAREAMENTO COM: TAXA DE INIBICAO (%) MEDIA DE CRESCIMENTO (mm)

Aspergillus sp. 7,32 26,48
Sarocladium sp. 7,14 26,53
Xylaria sp. 1* 23,00 21,58
Xylaria sp. 2 7,14 26,53

*Ensaio no dltimo dia pois o fungo tomou a placa de Petri por completo. O ensaio de Trichoderma sp. ja havia
terminado no dia 10.
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No dia 5, Trichoderma j& havia crescido por toda a placa, inclusive sobre FM. Sua taxa
de inibicdo corresponde a maior taxa comparados com os outros fungos no mesmo dia. Os
efeitos sdo similares em relacdo ao dia 10 para Xylaria sp. 1. As taxas de inibi¢ao dos isolados
que foram medidos até os 25 dias encontram-se na Tabela 5:

Tabela 5. Taxa de inibicdo e média de crescimento do FM em pareamento apés 25 dias. Valores pareados
comparados com FM controle. Média de FM controle: 43,30 mm.

PAREAMENTO COM:* TAXA DE INIBICAO (%) MEDIA DE CRESCIMENTO (mm)

Aspergillus sp. 31,45 30,03
Sarocladium sp. 28,41 31,00
Xylaria sp. 2 27,83 31,25

*QOs ensaios de Trichoderma sp. e Xylaria sp. 1 ja tinham terminado no dia 25.

As notas baseadas na escala de Bell (1982) para os fungos endofiticos apds o periodo
de ensaio para os fungos Trichoderma sp. e Xylaria sp. 1, foram nota 1. A nota 1 significa o
fungo endofitico (FE) superou completamente FM e cobriu 100% da placa. Os fungos
Aspergillus sp., Sarocladium sp. e Xylaria sp. 2 obtiveram a nota 2 ao final do ensaio, em que

FE cresceu completamente em pelo menos 2/3 da placa.

5.2 Metabdlitos ndo-volateis
Para o teste de metabolitos ndo-volateis, foi possivel notar que embora tenha sido

utilizado o mesmo meio de cultura (BD), a coloracdo da solucdo resultante do processo de

fermentacao e filtragem diferiu entre os isolados conforme mostra a Figura 13:
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Figura 13. Metabolitos ndo-volateis produzidos por cada isolado apés a fermentacao.

Na concentracdo de 50%, Aspergillus sp. e Trichoderma sp. foram significativos na
inibicdo de crescimento de FM. Os fungos Sarocladium sp., Xylaria sp. 1 e Xylaria sp. 2, ndo
apresentaram diferencas significativas de crescimento de FM comparados com o crescimento

de FM em meio de cultura BDA (controle) no 28° e tltimo dia de medicdo (Figura 14).

50% | 7 dias 50% | 28dias |

A 's T | A | s T
X X o

(BDA)

0%
(BDA)

XL xz|

Figura 14. Ensaio de metabdlitos nao-volateis na concentracao de 50% de solugdo flngica. No centro da placa
estdo os plugs do FM. A esquerda, aos 7 dias e & direita apds 28 dias. (A) Aspergillus sp., (S) Sarocladium sp., (T)
Trichoderma sp., (X1) Xylaria sp. 1, (X2) Xylaria sp. 2 e 0% (BDA) é o controle contendo somente meio de
cultura.

Para a concentracdo de 25%, Aspergillus sp. e Trichoderma sp. também apresentaram
efeitos de inibicdo no crescimento do FM apds 28 dias. Os filtrados dos demais isolados
Sarocladium sp., Xylaria sp. 1 e Xylaria sp. 2 ndo foram observadas diferencas significativas

guanto ao crescimento do FM em meio BDA (controle), conforme mostra a Figura 15:

26



25% 7 dias | 25% | 28dias

A s T

A s T

X2

Figura 15. Ensaio de metabolitos ndo-volateis na concentragdo de 25% de solugdo flngica. No centro da placa
estdo os plugs do FM. A esquerda, aos 7 dias e a direita apds 28 dias. (A) Aspergillus sp., (S) Sarocladium sp., (T)
Trichoderma sp., (X1) Xylaria sp. 1, (X2) Xylaria sp. 2 e 0% (BDA) é o controle contendo somente meio de
cultura.

0%
(BDA)

0%

x (BDA)

A Figura 16 ilustra o crescimento do FM em todos os tratamentos durante as medicdes.
E possivel visualizar que para os tratamentos de Sarocladium sp., Xylaria sp. 1 e Xylaria sp. 2
possuem uma tendéncia de crescimento similar ao FM controle (BDA). As linhas do gréafico
demonstram a reducdo de crescimento do FM sobre meio de cultura incorporado com
Aspergillus sp. e Trichoderma sp. em ambas as concentragdes.

5 @ Aspergillus 50%*

@ Aspergillus 25%*

& Sarocladium 50%
Sarocladium 25%

W Trichoderma 50%*

W Trichoderma 25%*
Xylaria 1 - 50%

* Xylaria 1-25%

A Xylaria 2 - 50%

A Xylaria 2 - 25%

== Controle (BDA)

10 +

35+

30 +

25 +

20 +

Crescimento médio (mm)

Dias

Figura 16. Crescimento médio do FM ao longo das medi¢des. (*) identifica os tratamentos em que houve
diferencas significativas quando comparados com o Controle (BDA). Aspergillus sp. 50% e 25% (P<0,0001),
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Trichoderma sp. 50% e 25% (P<0,0001).

Apo6s o0 28 dia de medicdo, o crescimento do FM foi comparado entre os tratamentos.
Né&o houve diferencas significativas entre os tratamentos comparados com 0 controle, exceto

para Aspergillus e Trichoderma sp. como mostra a Figura 17.
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Figura 17. Crescimento médio do FM ao fim das medicbes (dia 28). Letras distintas indicam diferencas
significativas de acordo com o teste de Scott-Knott (p<0,05).

O crescimento do FM sobre o meio de cultura incorporado com filtrados de
Trichoderma sp. na concentracdo de 50% néo apresentou diferenca significativa entre os dias 7
e 28, conforme mostram a Figura 18 e a Tabela 6. Dessa forma, este tratamento inibiu o
crescimento do FM a partir do dia 7 de avaliacéo.

Para Aspergillus sp. 50%, os resultados mostraram que entre os dias 7 e 28, houve
inibicdo do crescimento do FM. Na concentracdo de 25%, os dados mostraram que para ambos
os tratamentos (Aspergillus sp. e Trichoderma sp.), FM continuou crescendo entre os dias 7 e

28 embora comparado com o crescimento do FM controle (BDA), houve inibicdo de seu
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crescimento (Figura 18 e Tabela 6).

16 T
14
12

10

Crescimento médio (mm)
o]

Aspergillus sp. 50% Aspergillus sp. 25% Trichoderma sp. 50% Trichoderma sp. 25%

o7 228
Dias de medigao

Figura 18. Crescimento médio do FM em meio de cultura com filtrados dos FEs, representando os tratamentos
50% e 25% para os fungos Aspergillus sp. e Trichoderma sp. avaliados no 7° e 28° dia.

Tabela 6. Valores de P referentes as analises estatisticas pelo Teste t pareado a 5% de significancia. Crescimento
de FM nos dias 07 e 28 para 0os meios de cultura contendo filtrados de Aspergillus sp. e Trichoderma sp. nas duas
concentragdes (50% e 25%).

TRATAMENTO VALOR DE P
Aspergillus sp. 50% 0,003
Aspergillus sp. 25% 0,002

Trichoderma sp. 50% 0,237
Trichoderma sp. 25% <0,0001

5.3 Testes de toxicidade

Os testes de toxicidade demonstraram que todos os fungos endofiticos testados
causaram mortalidade significativa nas operarias na concentragdo de 50%. Na concentracdo de
25%, Aspergillus sp., Sarocladium sp. e Trichoderma sp. também apresentaram mortalidade
significativa nas operarias. As Figuras 19-21 representam a curva de sobrevivéncia das
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operarias ao longo dos 21 dias de experimento para cada um dos fungos testados e as Tabelas
7-11, indicam a porcentagem de mortalidade acumulada por dia para cada um dos fungos nas
duas concentragdes testadas e a dieta pura utilizada para controle.

Os resultados da solucéo filtrada proveniente do isolado Aspergillus sp. utilizado na
dieta artificial oferecida as operarias mostrou acdo inseticida em ambas as concentracfes
testadas (Figura 19). A taxa de mortalidade foi de 96% nas duas concentragdes testadas e
alcangou metade dos individuos testados para cada tratamento nos dias 13 e 16, respectivamente
(Tabela 7).

Aspergillus sp.
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Figura 19. Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens submetidas ao bioensaio de incorporacdo em
dieta artificial de metabolitos secundarios produzidos pelo isolado de Aspergillus sp. durante o periodo de 21 dias.

Tabela 7. Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias de Atta sexdens submetidas ao
bioensaio de incorporacdo em dieta artificial de metabolitos secundérios produzidos pelo isolado de Aspergillus
sp. oferecidos por 21 dias em duas concentragdes e dieta pura.

% ACUMULADA DE MORTALIDADE POR DIA

TRATAMENTO 1 ) 3 6 9 1 16 ’1 Md* VALOR DE P
Dieta Pura 0 0 0 0 0 8 22 38 >21a -
50% 0 0 0 2 18 48 76 96 13c p<0,0001
25% 0 0 0 14 20 32 50 96 16b p<0,0001

*A mediana (Md) representa o dia do experimento em que a mortalidade atingiu 50% da amostra (25 formigas).
Letras distintas em relagdo a Dieta Pura (controle) indicam diferenga significativa de acordo com o teste “Log-
rank” (p<0,05).
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Os resultados da solucéo filtrada proveniente do isolado Sarocladium sp. utilizado na
dieta artificial oferecida as operarias mostrou acdo inseticida em ambas as concentracdes
testadas (Figura 20). A taxa de mortalidade foi de 82% na concentracdo de 50% de filtrados e
68% para a concentracdo de 25% e a taxa de mortalidade atingiu metade dos individuos testados

para cada tratamento nos dias 17 e 19, respectivamente (Tabela 8).

Sarocladium sp.
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Figura 20. Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens submetidas ao bioensaio de incorporacdo em
dieta artificial de metabdlitos secundarios produzidos pelo isolado de Sarocladium sp. durante o periodo de 21
dias.
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Tabela 8. Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operéarias de Atta sexdens submetidas ao
bioensaio de incorporacéo em dieta artificial de metabolitos secundarios produzidos pelo isolado de Sarocladium
sp. oferecidos por 21 dias em duas concentragcdes com op¢do de dieta pura.

% ACUMULADA DE MORTALIDADE POR DIA

TRATAMENTO 1 ) 3 6 9 1 16 ’1 Md* VALOR DE P
Dieta Pura 0 0 0 0 0 8 22 38 >21a -
50% 0 o0 0 2 14 24 48 82 17c p<0,0001
25% 0 4 4 8 10 18 36 68 19b p=0,0043

*A mediana (Md) representa o dia do experimento em que a mortalidade atingiu 50% da amostra (25 formigas).
Letras distintas em relagdo & Dieta Pura (controle) indicam diferenca significativa de acordo com o teste “Log-
rank” (p<0,05)
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Os resultados da solucéo filtrada proveniente do isolado Trichoderma sp. utilizado na
dieta artificial oferecida as operarias mostrou acdo inseticida em ambas as concentracfes
testadas (Figura 21). A taxa de mortalidade foi de 96% na concentracdo de 50% de filtrados e
78% para a concentracdo de 25% e a taxa de mortalidade atingiu metade dos individuos testados

para cada tratamento nos dias 12 e 18, respectivamente (Tabela 9).

Trichoderma sp.
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Figura 21. Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens submetidas ao bioensaio de incorporacdo em
dieta artificial de metabdlitos secundarios produzidos pelo isolado de Trichoderma sp. durante o periodo de 21
dias.

Tabela 9. Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias de Atta sexdens submetidas ao
bioensaio de incorporacdo em dieta artificial de metabdlitos secundarios produzidos pelo isolado de Trichoderma
sp. oferecidos por 21 dias em duas concentragdes e dieta pura.

% ACUMULADA DE MORTALIDADE POR DIA

TRATAMENTO 1 ) 3 6 9 1 16 ’1 Md* VALOR DE P
Dieta Pura 0 0 0 0 0 8 22 38 >21a =
50% 0 2 2 16 32 56 88 96 12¢ p<0,0001
25% 0 © 0 8 12 20 38 78 18b p=0,0004

*A mediana (Md) representa o dia do experimento em que a mortalidade atingiu 50% da amostra (25 formigas).
Letras distintas em relagdo a Dieta Pura (controle) indicam diferenga significativa de acordo com o teste “Log-
rank” (p<0,05).
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Os resultados da solugéo filtrada proveniente do isolado Xylaria sp. 1 utilizado na dieta
artificial oferecida as operarias mostrou acao inseticida apenas na concentracao de 50% (Figura
22). A taxa de mortalidade foi de 76% na concentragcdo de 50%, mas para a concentracao de
25%, ndo houve mortalidade associada a dieta oferecida. Além disso, a taxa de mortalidade
atingiu metade dos individuos testados apenas para a concentracao de 50% no dia 14 (Tabela
10).

Xylaria sp. 1

100 — Dieta pura
=]
& — 50%
© 80+ — 25%
©
&
® 60
=
2 401
Q0
O
@ 201
0 I I I I I I

0 3 6 9 12 15 18 21
Dias

Figura 22. Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens submetidas ao bioensaio de incorporacdo em
dieta artificial de metabélitos secundarios produzidos pelo isolado de Xylaria sp. 1 durante o periodo de 21 dias.

Tabela 10. Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias de Atta sexdens submetidas ao
bioensaio de incorporacéo em dieta artificial de metabdlitos secundarios produzidos pelo isolado de Xylaria sp. 1
oferecidos por 21 dias em duas concentrages e dieta pura.

% ACUMULADA DE MORTALIDADE POR DIA

TRATAMENTO 1 9 3 6 9 1 16 ’1 MD* VALOR DE P
Dieta Pura 0 0 0 0 0 8 22 38 >21a -
50% 0 0 0 14 28 38 54 76 14b p=0,0002
25% 0 2 2 2 8 12 28 40 >21a p=0,8895

*A mediana (Md) representa o dia do experimento em que a mortalidade atingiu 50% da amostra (25 formigas).
Letras distintas em relagdo a Dieta Pura (controle) indicam diferenca significativa de acordo com o teste “Log-
rank” (p<0,05).
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Os resultados da solugéo filtrada proveniente do isolado Xylaria sp. 2 utilizado na dieta
artificial oferecida as operarias mostrou acao inseticida apenas na concentragao de 50% (Figura
23). A taxa de mortalidade foi de 82% na concentragcdo de 50%, mas para a concentracao de
25%, ndo houve mortalidade associada a dieta oferecida. Além disso, a taxa de mortalidade
atingiu metade dos individuos testados no dia 16 para a concentracdo de 50% e dia 20 na
concentragédo de 25% (Tabela 11).
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Figura 23. Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens submetidas ao bioensaio de incorporacdo em
dieta artificial de metabdlitos secundarios produzidos pelo isolado de Xylaria sp. 2 durante o periodo de 21 dias.

Tabela 11. Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias de Atta sexdens submetidas ao
bioensaio de incorporacdo em dieta artificial de metabdlitos secundarios produzidos pelo isolado de Xylaria sp. 2
oferecidos por 21 dias em duas concentra¢des e dieta pura.

% ACUMULADA DE MORTALIDADE POR DIA

TRATAMENTO 1 9 3 6 9 1 16 ’1 MD* VALOR DE P
Dieta Pura 0 o0 0 0 0 8 22 38 >21a -
50% 0 0 2 14 30 36 58 82 16b p<0,0001
25% 0 0 0 0 10 16 26 56 20a p=0,1478

*A mediana (Md) representa o dia do experimento em que a mortalidade atingiu 50% da amostra (25 formigas).
Letras distintas em relagdo & Dieta Pura (controle) indicam diferenga significativa de acordo com o teste “Log-
rank” (p<0,05).
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5.4 Testes de preferéncia

Os resultados mostraram que apenas 0s metabdlitos produzidos por Xylaria sp. 1 foram
menos carregados pelas formigas-cortadeiras, quando comparados com os flocos oferecidos
apenas com agua. Os demais fungos, ndo apresentaram diferencas significativas entre 0s
tratamentos. Nao houve diferenca significativa (Tabela 12) quanto a preferéncia ou repeléncia
dos filtrados para esses fungos nas concentracgdes testadas (Figura 24).
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Figura 24. Média de flocos carregados por Tratamento (Filtrado) e Controle (Agua). Letras distintas em relacio
ao Controle (Agua) indicam diferenca significativa de acordo com o teste de Wilcoxon (p<0,05).

Tabela 12. Valores de P referentes as andlises estatisticas dos testes de preferéncia (Wilcoxon a 5% de
significancia).

TRATAMENTO (FILTRADO) VALOR DEP
Aspergillus sp. 0,371
Sarocladium sp. 0,509
Trichoderma sp. 0,131
Xylaria sp. 1 0,016

35



Xylaria sp. 2 0,484

6. DISCUSSAO

6.1 Acéo fungicida

Nos ultimos anos, diversos trabalhos vém abordando a complexidade das interacdes
entre as formigas-cortadeiras, seu fungo simbionte e outros agentes que possam interferir no
equilibrio desse sistema, a fim de encontrar pontos estratégicos que possam sugerir op¢des para
o controle desses insetos (CURRIE; MUELLER; MALLOCH, 1999; GOES et al., 2020).

Os testes de pareamento visaram avaliar as taxas de inibi¢éo de crescimento do FM por
parte dos fungos endofiticos. Ortiz e Orduz (2001) testaram diferentes isolados de Trichoderma
contra o fungo mutualista de Atta cephalotes pelo método de pareamento. As taxas de inibicdo
apos 7 dias de teste variaram, desde 0% a 53%, entretanto, o isolado de T. longibrachiatum,
favoreceu o crescimento do FM em 15%. Nos resultados obtidos neste trabalho, todos os
isolados testados inibiram o crescimento de FM mesmo com a vantagem de dez dias dada a FM
nas placas de Petri. Ndo foram observados halos de inibicdo do mutualista frente aos fungos
endofiticos testados como tentativa de defesa.

Para o isolado de Trichoderma sp. e Xylaria sp. 1, estes receberam nota 1 na escala de
Bell (1982) e, portanto, tomaram a placa nos dias 5 e 10, respectivamente. Demonstraram uma
velocidade de crescimento mais rapida que a do FM, fato que contribuiu para que a inibicao
ocorresse de maneira mais acelerada. E interessante ressaltar que para os tratamentos
envolvendo os FEs que ndo tomaram a placa em 25 dias e receberam nota 2 como foi o caso de
Aspergillus sp., ele obteve a maior taxa de inibicdo (31,45%) sem contato fisico direto aparente
com FM, seguido de Sarocladium sp. (28,41%) e por ultimo Xylaria sp. 2 (27,83%).

A alteracdo na coloracdo do FM foi relatada por Moia (2014) para Sarocladium kiliense
e que apresentou taxa de inibicdo de 33% ap6s 15 dias de ensaio. Para os isolados de
Sarocladium sp., Xylaria sp. 1, e Xylaria sp. 2, foram observadas mudancas nessa coloracdo do
FM, quando em contato com os outros fungos, isto se deve, possivelmente em reacdo aos
compostos secundarios liberados pelas hifas vegetativas dos FEs.

No entanto, para o teste de filtrados, em que foi avaliado o potencial dos metabdlitos

secundarios produzidos pelos FEs para inibir o crescimento do FM, os isolados Sarocladium
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sp. e Xylaria sp. 1 e 2, ndo demonstraram inibicdo do FM. Como resultado, infere-se que a
inibicdo no teste de pareamento pode ndo estar associada aos metabdlitos ndo-volateis
produzidos, mas a propria competicdo com os FEs pelos nutrientes do meio de cultura. Além
disso, os metabdlitos volateis, podem ter contribuido para a inibi¢do do crescimento do FM,
uma vez que esse fato ocorreu somente no teste de pareamento.

Varanda-Haifig et al. (2017) observaram que Escovopsis spp. € Escovopsioides nivea
produzem compostos antifingicos contra FM a partir do contato fisico, o que poderia justificar
porque 0s metabdlitos produzidos por alguns fungos testados (Sarocladium sp., Xylaria sp. 1 e
2) ndo foram eficazes para inibir FM no teste de filtrados. Este fato corrobora com os resultados
obtidos nos testes de pareamento, em que as hifas de FM e FEs estavam proximas para que
houvesse producdo de metabolitos que inibiram o crescimento de FM.

Os isolados de Aspergillus sp. e de Trichoderma sp. foram os Unicos eficientes em
ambos os testes in vitro. A inibicdo causada ao FM sugere que os metabolitos produzidos
atuaram diretamente no seu crescimento e no caso de Trichoderma sp. & 50%, ndo foram
observadas diferencas significativas entre as medi¢fes do dia 7 e 28, mostrando que FM
praticamente ndo alterou suas caracteristicas morfoldgicas sob essas condicdes (Figuras 14 e
18).

Fungos do género Aspergillus séo ricas fontes de compostos de interesse como
antifangicos e anti-inflamatorios. Em um trabalho de El-Hawary et al. (2020), dentre varias
espécies, A. fumigatus, A. versicolor e A. terreus foram consideradas as mais associadas as
plantas como endofiticas e com mais compostos secundarios produzidos. Os resultados obtidos
neste trabalho identificaram o isolado testado com grande potencial em sua acdo fungicida e
inseticida.

Diversas espécies de Trichoderma ja sdo amplamente utilizados em formulac6es
comerciais para controle de fitopatdgenos. Dentro do seu potencial contra pragas, de maneira
indireta, fungos do género Trichoderma podem atuar como micoparasitas em fungos simbiontes
de insetos que cultivam fungos como no caso de formigas-cortadeiras (Atta spp., Acromyrmex
spp. e Amoimyrmex spp.) e seu fungo associado (L. gongylophorus) ou em besouros
Xylosandrus germanus (Coleoptera: Curculionidae) e fungos dos géneros Ambrosiella sp. e
Raffaelea sp. (CASTRILLO et al., 2016; KUSHIYEV et al., 2021; LOPEZ; ORDUZ, 2003;
POVEDA, 2021).

De maneira direta, diversos estudos envolvendo espécies de Trichoderma demonstram
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seu potencial contra formigas-cortadeiras e em diferentes abordagens: uso de iscas, aplicagdo
topica, endofitico em eucalipto, avaliagdo de comportamento e resposta da coldnia, entre outros
(BATISTA et al., 2022; DA SILVA et al., 2020; DAZA et al., 2019; FILHO et al., 2021b;
LACERDA et al., 2010; OCAMPO, 2018; ROCHA et al., 2017; STEFANELLI et al., 2020a,
2020b). Este género é caracterizado por possuir crescimento rapido e apresentar esporos com
ampla dispersdo (VINALE et al., 2008). Essas caracteristicas podem ser promissoras para 0
controle de insetos com estruturas de defesas complexas como as formigas-cortadeiras.

Os resultados dos testes envolvendo FEs e 0 FM, em testes de pareamento e no uso dos
filtrados sugerem que o isolamento, identificacdo dos compostos, ou grupo de compostos com
atividade antifingica podem ser interessantes para que em testes futuros a eficiéncia seja
maximizada e sua atividade melhor monitorada. Isso também € interessante para testes visando
avaliar a atividade dos compostos volateis produzidos pelos fungos, tal como a producéo dos

metabolitos quando em contato com FM.

6.2 Acdo inseticida e testes de preferéncia

Nos ensaios de toxicidade das operérias, os filtrados provenientes dos géneros
Aspergillus sp, Trichoderma sp. e Sarocladium sp. apresentaram mortalidade em ambas as
concentracgdes testadas (50% e 25%). Para o Aspergillus sp. a taxa de mortalidade foi de 96%
para ambas as concentrac6es no final do periodo de avaliagcdo. Para Sarocladium sp. essa taxa
foi de 82% e 68% respectivamente, e para Trichoderma sp. um total de 96% e 78% de
mortalidade nas concentracOes avaliadas. El-sayed et al. (2020) encontrou resultados similares
ao testar a ingestdo de extratos produzidos por Sarocladium strictum e Aspergillus nidulans
pelas larvas de Spodoptera littoralis (Lepidoptera: Noctuidae). Nesse caso, além da
mortalidade, os extratos aumentaram a duracdo da fase imatura das lagartas e causou
deformidades nas pupas. Os autores sugeriram que a presenca de compostos como acidos
graxos nos extratos estaria relacionada a acdo inseticida obtida a partir de fungos endofiticos
(EL-SAYED et al., 2020; ELBANHAWY et al., 2019). Dessa forma, compostos produzidos
pelos FEs testados podem estar relacionados a mortalidade das operarias.

Ribeiro et al. (2012) relataram toxicidade de Aspergillus ochraceus em operérias de Atta
bisphaerica a partir da aplicacdo topica com suspensdo de conidios. Silva-Junior et al. (2017)

observaram patogenicidade de Aspergillus nomius ASR3 em rainha de Atta sexdens. Em um
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trabalho de Hughes e Boosma (2004), a combinagdo de Metarhizium anisopliae e Aspergillus
flavus na aplicagdo topica de suspensdo de conidios em operdrias de Acromyrmex echinatior
demonstrou alta capacidade de infeccdo e esporulacéo por A. flavus. Os autores sugeriram que
compostos produzidos por M. anisopliae, fungo conhecido por suas propriedades
entomopatogénicas, poderiam ter diminuido a imunidade dos insetos, favorecendo a infeccgéo
por A. flavus, conhecido por ser um fungo oportunista.

A producdo de micotoxinas sdo relatadas para fungos desse género como toxicas para
animais (LATGE; CHAMILOS, 2020). Os compostos presentes nos metabélitos produzidos
pelo isolado de Aspergillus através da fermentagdo, podem estar associadas as respostas toxicas
obtidas neste trabalho. Os trabalhos citados anteriormente e os resultados obtidos apresentam
evidéncias do potencial para fungos deste género no controle bioldgico de insetos em diferentes
mecanismos de acdo como topica e ingestéo.

Fungos do género Trichoderma spp. possuem diversos mecanismos de acéo diretos ou
indiretos para acdo contra pragas como a aplicacdo topica de suspensdo de conidios ou por
compostos secundarios (ANWAR et al., 2016; EVIDENTE et al., 2009; NASUTION et al.,
2018; NAWAZ et al., 2020).

Dessa forma, pode-se inferir que estes compostos produzidos possuem grande potencial
na atuacdo contra pragas, uma vez que enzimas como quitinases produzidas por Trichoderma
viride foram relatadas como prejudiciais ao desenvolvimento de lagarta de Bombyx mori
(Lepidoptera: Bombycidae) por meio da ingestdo, em que afetaram a fase pupal e causaram
mortalidade (BERINI et al., 2015). Resultados parecidos foram encontrados com operarias de
Atta sexdens, em que a mortalidade foi mais alta quando em contato com substrato de arroz
tratado com Trichoderma. A autora sugere que os resultados podem estar relacionados as
propriedades inseticidas do fungo como quitinases e proteases produzidas, que poderiam
facilitar a entrada de toxinas pela cuticula da formiga (ROCHA, 2011).

Para os fungos Xylaria spp. (1 e 2), os resultados mostraram que a mortalidade das
operéarias associada a ingestdo da dieta artificial com solucdo filtrada produzida ocorreu apenas
na concentracdo de 50%, atingindo 76% e 82%, respectivamente, 0 que sugere que a
concentracdo dos compostos presentes na solucdo foi importante para a sua atuagdo por
antibiose na ingestéo.

Wu, Chen e Miao (2011) identificaram compostos secundarios produzidos por Xylaria

sp. isolada de planta de nim (Azadirachta indica) e testaram a ag&o inseticida em lagartas de
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Plutella xylostella (Lepidoptera: Plutellidae). Todos 0s compostos apresentaram acéao
inseticida, e embora, a taxa de mortalidade ndo tenha sido considerada alta, ndo se exclui o
potencial das propriedades testadas (MACIAS-RUBALCAVA; SANCHEZ-FERNANDEZ,
2017). Nos resultados obtidos neste trabalho, as duas espécies de Xylaria, apresentaram
mortalidade para as operérias na concentracdo mais alta, sendo assim, é um indicio de que
existem propriedades interessantes a serem exploradas futuramente. Uma maneira de adequar
a selecdo de compostos e concentracdes para testes futuros € a partir da obtencéo de extratos
dos metabdlitos produzidos pelos fungos através da destilacdo por retroevaporacdo por
diferentes solventes visando separar os compostos, identifica-los e aumentar a eficiéncia na
toxicidade das operarias.

Os testes de preferéncia indicaram que os metabolitos dos fungos Aspergillus sp.,
Sarocladium sp., Trichoderma sp. e Xylaria sp. 2, ndo apresentaram resultados significativos
relacionados a preferéncia pelas formigas cortadeiras, sendo assim, carregaram igualmente
flocos com agua e flocos com os metabolitos produzidos pelos fungos testados. Estudos
sugerem que um substrato ser atrativo ou ndo para formigas-cortadeiras pode estar associado
também aos compostos volateis, que ndo foram avaliados nesse trabalho (BATISTA-PEREIRA
et al., 2006; GREEN; KOOIJ, 2018; JEMAA, 2014). Alem disso, esse teste buscou avaliar a
preferéncia imediata das operarias. Ndo foram avaliados os efeitos no fungo mutualista apés a
incorporacdo dos flocos. E possivel que a longo prazo, os metabdlitos poderiam afetar
negativamente FM, a producéo de semioquimicos pelo FM poderia sinalizar as formigas para
alterar o comportamento de preferéncia dos flocos (GREEN; KOOIJ, 2018).

Em relacdo a Xylaria sp. 1, houve preferéncia pelo carregamento de flocos com agua
(controle) quando comparado com flocos com metabdlitos produzidos pelo fungo. Os
resultados sugerem que algum composto produzido por Xylaria sp. 1 poderia ter causado a
preferéncia pelos flocos com agua. Como nao foram identificados os compostos produzidos
pelos fungos, para estudos futuros seria interessante identifica-los para melhor entendimento da
preferéncia pelas formigas-cortadeiras.

Entre os isolados de Xylaria utilizados neste trabalho, os dois isolados sdo bem
diferentes dentro da arvore filogenética (Anexo A) obtida por Oliveira (2020). A Xylaria sp. 1
representada por CUN12 e Xylaria sp. 2 por PIN42. Dessa forma, os resultados distintos entre
os isolados podem ser explicados pela diversidade da espécie e possivelmente 0s compostos

produzidos por cada isolado.
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6.4 Interacdes multitroficas, desafios e perspectivas

Como pontuado anteriormente, os fungos endofiticos (FES) podem atuar em beneficio
a sua planta hospedeira por conta de alguns mecanismos como antibiose, competicdo e
parasitismo contra o organismo alvo. Eles também podem promover alguns efeitos indiretos
como a promog&o de crescimento tal como a resisténcia induzida que possibilitam um melhor
desenvolvimento da planta resultando em melhores defesas e resisténcia perante pragas e
patdégenos (CANUTO et al., 2012; GHAZANFAR et al., 2018; JABER; OWNLEY, 2018).

Lacerda et al. (2010) testou a mortalidade de operarias de Atta sexdens que estiveram
em contato com lixo da colonia resultante de diversas fontes vegetais (Acalypha wilkesiana,
Ligustrum japonicum e Eucalyptus urophylla) e isolou os fungos presentes no material. Dentre
outros fungos identificados, Aspergillus flavus e Trichoderma viride estavam presentes nos
rejeitos de todos os tratamentos e as operarias em contato com a A. wilkesiana tiveram maiores
taxas de sobrevivéncias. Além das propriedades dos fungos na atuacdo direta contra as
formigas, a planta A. wilkesiana e suas proprias substancias antifungicas e antimicrobianas
possivelmente influenciaram a capacidade de infecgdo pelos fungos antagonistas. Ao mesmo
tempo, T. viride competiu com o FM e A. flavus, conhecido por sua capacidade oportunista,
aproveitou a desestabilizacéo e baixa imunidade da colnia, e em consequéncia, causou a morte
das operarias (HUGHES; BOOMSMA, 2004).

Um trabalho de Vidal (1996) testou suspensdo de conidios de Sarocladium strictum em
plantas de tomate oferecidas as larvas de Trialeurodes vaporariorum (Hemiptera: Aleyrodidae).
Os resultados mostraram que a presenca do isolado associado ao estresse hidrico da planta,
causou mortalidade nas lagartas. O que sugere que as relacGes entre planta e endofitico podem
ser influenciadas pelo ambiente em que se encontram e pela producdo de substancias
sintetizadas pelo hospedeiro, potencializando a acdo conjunta contra o inseto praga.

Fungos do género Xylaria sdo considerados importantes competidores antagonistas do
fungo cultivado por cupins (Blattodea: Termitidae) (LI et al., 2021; VISSER et al., 2012).
Quando se trata de formigas, em um trabalho de Mighell e Van Bael (2016), fungos do género
Escovopsis, Trichoderma, e Xylaria foram os mais retirados dos jardins de fungo de
microcoldnias de Atta colombica em laboratorio.

Ao mesmo tempo, resultados encontrados por Rocha et al. (2014) mostraram que
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fragmentos de folhas com a presenca de fungos endofiticos do género em questdo estavam entre
0s mais carregados por col6nias em campo. Os autores sugeriram que essa aceitacdo estaria
relacionada ao fato de outros fungos ou bactérias serem mais preocupantes para a colonia, de
modo que em pequenas quantidades esses fungos talvez ndo sejam prioridade para rejeicéo
direta pelas formigas-cortadeiras.

Dessa forma, para os fungos do género Xylaria, existe a possibilidade de que eles
produzam, de fato, compostos fungicidas e inseticidas, mas, diversos outros fatores podem
influenciar na resposta de um agente antagonista. Dentre desses fatores, encontram-se a
comunidade endofitica e metabdlitos produzidos pela propria planta, condi¢cdes ambientais que
regulam imunidade e estresse do organismo alvo (GREEN; KOOIJ, 2018; LOBO-
ECHEVERRI et al., 2016; MARSARO et al., 2004; VIDAL, 1996).

Como meétodos alternativos, as misturas de fungos, extratos de plantas ou produtos
quimicos se mostram promissores para o0 controle formigas-cortadeiras (BARBOSA et al.,
2021; DAZA etal., 2019; FILHO et al., 2021a; MONTOYA-LERMA et al., 2012; POLEZEL,
2017). Possivelmente, porque cada componente atua em uma parte do sistema em que as
formigas-cortadeiras estdo inseridas e possibilita que o equilibrio e as defesas fiquem mais
vulneraveis (HUGHES; BOOMSMA, 2004; LACERDA et al.,, 2010). Isso ressalta a
importancia de estudos voltados aos diferentes modos de acdo de cada organismo antagonista
e evidencia os conceitos de manejo integrado de pragas (MIP) e seu potencial na agricultura e
silvicultura sustentavel.

Como foi descrito nesta secdo, existem inumeros trabalhos que utilizam fungos
endofiticos no controle bioldgico de pragas, principalmente a partir do uso de conidios. E
interessante ressaltar que, de maneira geral, o foco do uso de suspensdo de conidios visa 0
contato topico com o inseto alvo e muitas vezes, sua capacidade de colonizar o inseto é
satisfatoria para o controle de sua populacdo. Quando se trata de formigas-cortadeiras, a
dindmica é extremamente complexa porque sdo insetos sociais e existe a associacdo com seu
fungo mutualista. Fatores como comunicacdo quimica, microbiota local, imunidade social e as
estruturas fisicas do ninho, desafiam o estabelecimento de métodos de controle bioldgico
eficientes a nivel de campo (GOES et al., 2020; MONTOYA-LERMA et al., 2012; PULL;
MCMAHON, 2020).

Os ensaios realizados até o momento buscaram avaliar os FEs em cada componente

separado, nas interacdes com o fungo mutualista (L. gongylophorus) e com as operérias, tal
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como, a preferéncia imediata delas quando em contato com os metabolitos produzidos por FEs.
Os resultados aqui apresentados se mostram promissores, porém, estudos futuros precisam ser
realizados. A identificacdo a nivel de espécie dos fungos testados é também um préximo passo
importante para que as referéncias e trabalhos anteriores disponiveis na literatura auxiliem de
maneira mais assertiva de acordo com as espécies identificadas. Os ensaios realizados neste
trabalho, posteriormente, servirdo como base para testes futuros, a fim de identificar isolados
com potencial para o controle ou repeléncia de formigas-cortadeiras.

7. CONCLUSOES

Os cincos isolados testados inibiram o crescimento de L. gongylophorus no teste
pareado.

Os isolados Aspergillus sp. e Trichoderma sp. apresentaram eficiéncia na inibicéo de L.
gongylophorus também pelos seus metabdlitos secundarios produzidos em ambas as
concentragdes testadas (50% e 25%).

A ingestdo dos metabdlitos produzidos de todos os fungos endofiticos testados causaram
mortalidade em operarias de Atta sexdens na concentracdo de 50%. Para a concentracdo de
25%, Aspergillus sp. e Sarocladium sp. e Trichoderma sp. também foram eficientes.

Os testes de preferéncia indicaram que apenas Xylaria sp. 1 apresentou menos
atratividade na escolha de operérias para carregamento de flocos de arroz. Os demais isolados
ndo apresentaram diferencas significativas entre a preferéncia das col6nias quando comparados

com os flocos com agua.
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ANEXO A - ARVORE FILOGENETICA DE ISOLADOS DE XYLARIA SPP
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100 Amanda-MOGO7-TUB4RD G11

Amanda-MOG12-TUB4RD H11

Amanda-PIN-47A-TUB4RD D12

AYS51763.1 Xylara berteri voucher YMJ 90112623 beta-tubulin gene partial sequence

Amanda-CUN12-TUB4RD F10

Amanda-CUMN30-TUB4RD H10

. (OLIVEIRA 2020)
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