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RESUMO 

As formigas-cortadeiras (Hymenoptera: Formicidae), gêneros Atta e Acromyrmex, são 

as pragas mais importantes da silvicultura, encontradas exclusivamente nas Américas. 

Sua importância econômica se deve ao seu hábito alimentar de cortar material vegetal 

fresco – sendo algumas importantes espécies cultivadas - que serve de substrato para o 

fungo simbionte mutualista Leucoagaricus gongylophorus (Basidiomycota: Agaricales) 

o qual é cultivado em câmaras subterrâneas. As fêmeas fecundadas são responsáveis 

pela fundação de uma nova colônia e sofrem influência direta de microrganismos 

presentes no solo, assim existem evidências que fêmeas de Atta spp. recém-fecundadas 

evitam solos férteis, com alta carga microbiana e mesmo as áreas de matas para 

fundação dos seus ninhos. Os fungos entomopatogênicos e fungos antagonistas de L. 

gongylophorus, presentes naturalmente no solo, podem ser usados no controle biológico 

de formigas-cortadeiras. Os objetivos deste trabalho foram avaliar em laboratório o 

desenvolvendo de colônias jovens de Atta sexdens em contato com solos de área de 

mata e de área desnuda, realizar a bioprospecção de isolados de fungos antagonistas de 

L. gongylophorus (Trichoderma spp.), em solos da região de Gurupi - TO, e testar o 

efeito antagônico desses fungos contra L. gongylophorus. Após 106 dias da revoada, as 

operárias de A. sexdens das 36 colônias, logo que iniciado o experimento, removeram o 

solo em todos os tratamentos, e esse comportamento favoreceu a sobrevivência das 

colônias, apresentando uma taxa de sobrevivência de 91,67% durante as 13 semanas. 

Verificou-se que, após as colônias terem passado pelo período crítico de fundação, o 

tipo de solo parece exercer pouca influência na sobrevivência das operárias e das 

colônias. O solo de área de mata apresenta maior quantidade e diversidade de fungos 

filamentosos que o solo de área desnuda; A utilização de Tenebrio molitor como isca-

viva é eficiente para bioprospecção por fungos entomopatogênicos. Todos os isolados 

de Trichoderma foram capazes de inibir o crescimento in vitro de L. gongylophorus; 

Trichoderma spirale isolado 2 apresentou crescimento micelial lento em placa de Petri e 

inibição contra L. gongylophorus, podendo este ser um isolado promissor em testes em 

campo. 

Palavras-chave: Controle microbiano, Antagonismo e Leucoagaricus 

gongylophorus. 



 

 

 

 

ABSTRACT 

 

The leaf-cutting ants (Hymenoptera: Formicidae), Atta and Acromyrmex genera, are the 

most important forest pests. They are found exclusively in Americas. Its economic 

importance is due to behavior to cut fresh plant material that serves as a substrate for the 

mutualistic symbiotic fungus Leucoagaricus gongylophorus (Basidiomycota: 

Agaricales) that are grown in underground chambers. Fertilized females are responsible 

for the founding of a new colony and they suffer direct influence of soil 

microorganisms. Therefore, newly fertilized females of Atta spp. should avoid fertile 

soils with high microbial load and even forested areas to found their nests. 

Entomopathogenic fungi and antagonists of L. gongylophorus are naturally present in 

the soil and they could be used in biological control of leaf-cutting ants. The objectives 

of this study were to evaluate and to compare the developing of young colonies of Atta 

sexdens in contact with soil from forested area and in contact with bare soils. Also, this 

and others procedures served to bioprospect antagonistic fungi of L. gongylophorus 

(Trichoderma spp.) from Gurupi region soil, and test the antagonistic effect of 

Trichoderma spp. against L. gongylophorus. In the first hours of start of experiments, 

Atta workers removed soil from colony recipients. This behavior could have favored 

colony survival, with a survival rate of 91,67 % during the 13 weeks. It was found that 

after the colonies have passed the critical period of foundation, the soil appears to exert 

little influence on the survival of workers and colonies. The soil from forested area had 

greater quantity and diversity of filamentous fungi than that from bare soil. The use of 

Tenebrio molitor as bait alive is efficient for bioprospecting by entomopathogenic 

fungi. All isolates of Trichoderma were able to inhibit in vitro growth of L. 

gongylophorus. Trichoderma spirale isolated 2 showed slow mycelial growth in Petri 

dish and strong level of inhibition against L. gongylophorus in vitro. So, this isolate is 

promising and should be tested in field. 

 

Keywords: Microbial control, antagonism and Leucoagaricus gongylophorus. 
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REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

As formigas-cortadeiras (Hymenoptera: Formicidae), gêneros Atta Fabricius e 

Acromyrmex Mayr, conhecidas como saúvas e quenquéns, respectivamente, são 

encontradas exclusivamente nas Américas (MAYHÉ-NUVES & JAFFÉ, 1998; 

MEHDIABADI & SCHULTZ, 2009) e estão presentes em todos os ecossistemas 

brasileiros. Sua importância econômica é destacada pelo fato delas cortarem material 

vegetal fresco que serve de substrato para o fungo simbionte mutualista Leucoagaricus 

gongylophorus (Basidiomycota: Agaricales) (DELLA LUCIA & SOUZA, 2011). Elas 

são consideradas as pragas mais importantes da silvicultura, atacando de maneira 

constante em qualquer fase do desenvolvimento das plantas (ZANETTI et al., 2003c) e 

causando prejuízos a múltiplas culturas agrícolas e pastagens (DELLA LUCIA, 2003)  

 A desfolha por esses insetos ocasiona grandes perdas econômicas, sendo que os 

danos podem ser irreversíveis e até causar a morte da planta (ZANETTI et al., 2003a; 

ZANETTI et al., 2003b; ZANETTI et al., 2003c). Embora as formigas-cortadeiras 

sejam destacadas pelos prejuízos econômicos causados por meio de sua herbivoria, elas 

também traz benefício ecológico como na ciclagem de nutrientes dos ecossistemas 

(SOUSA-SOUTO et al., 2007), principalmente as espécies do gênero Atta. Devido à 

estrutura interna do formigueiro, que contém diversas câmaras subterrâneas interligadas 

por túneis e com presença de lixo, os solos de áreas com incidência de sauveiros 

possuem alterações positivas na sua estrutura física e química (FARJI-BRENER & 

GHERMANDI, 2008). 

As formigas-cortadeiras apresentam o hábito de cultivar fungo e pertencem à 

tribo Attini, um clado que antes incluía apenas as formigas cultivadoras de fungo, mas 

que passou a incluir gêneros de formigas com outros hábitos alimentares, de acordo 

com uma revisão taxonômica recente (WARD et al., 2015). Os gêneros Atta e 

Acromyrmex se diferenciam das demais cultivadoras de fungo por utilizarem, quase que 

exclusivamente, partes verdes de plantas para o cultivo do fungo mutualista. A 

associação fungo-inseto evoluiu até ao ponto em que as formigas e o fungo mutualista 

não podem viver isoladamente (BRANDÃO et al., 2011). Nessa associação, as formigas 

obtêm seus nutrientes por meio da degradação de polissacarídeos como pectinas, amido 

e celulose (MARTIN & WEBER, 1969; SILVA et al, 2006a) e, ao mesmo tempo, o 
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fungo encontra um ambiente favorável ao seu desenvolvimento, onde há recursos 

acessíveis e livres de competidores e patógenos, além de ser propagado pela própria 

formiga. Leucoagaricus gongylophorus é um fungo filamentoso e possui na porção 

terminal das suas hifas estruturas de reserva nutritivas, ricas em glicogênio, chamadas 

gongilídios, os quais são sugados pelas formigas (CHAPELA, 1994).  

As formigas-cortadeiras, como todas as formigas, são insetos eussociais, pois 

apresentam cuidados com a prole, sobreposição de gerações e divisão de trabalho 

(WILSON, 1971 apud DELLA LUCIA, 2011). As operárias do gênero Atta apresentam 

polimorfismo acentuado (indivíduos morfologicamente distintos), o que permite a 

realização de diversas tarefas dentro da colônia. Esse polimorfismo está diretamente 

relacionado à noção de casta, em que diferentes categorias de indivíduos executam 

tarefas distintas dentro da colônia, sendo que esses indivíduos podem ser identificados 

pela sua aparência física (SOUZA et al., 2011). Podemos encontrar nitidamente duas 

castas permanentes em Atta spp. e Acromyrmex spp.: a casta reprodutiva (a rainha) e a 

casta de operárias. De acordo com Wilson (1980), a casta de operárias de A. sexdens é 

diferenciada morfologicamente em quatro grupos: 1) jardineiras, com largura da cápsula 

cefálica 0,8 a 1,0 mm, são as operárias míninas; 2) generalistas, tendo largura da cápsula 

cefálica em média de 1,4 mm; 3) forrageadoras, com largura da cápsula cefálica 2,0 a 

2,2 mm e 4) soldados, com largura da cápsula cefálica em média de 3 mm. 

Os ninhos das cortadeiras são encontrados geralmente sob o solo e são 

compostos por câmaras ou panelas interligadas por túneis (DELLA LUCIA, 1993). A 

fundação de uma nova colônia se inicia com a revoada, a qual ocorre a cada ano nos 

sauveiros adultos (38 meses após a fundação em Atta sexdens), sendo liberadas 

formigas reprodutivas aladas (AUTUORI, 1950). As fêmeas aladas, antes de saírem do 

ninho, retiram um fragmento do fungo L. gongylophorus e o armazenam na cavidade 

infrabucal. Durante o voo ocorre o acasalamento, e a fêmea fecundada (futura rainha) 

desce ao solo, retira suas asas e busca um local adequado para instalação do ninho e o 

macho morre logo após a cópula (ARAÚJO et al., 2011). Em condições de laboratório, 

a rainha do gênero Atta pode viver até 20 anos (AUTUORI, 1941). As formigas 

possuem metamorfose completa passando pelos estágios de ovo, larva, pupa e adulto. 

As fases de fundação do ninho de Atta sexdens estão resumidas na Figura 1. 
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Figura 1 – Fases da fundação do ninho de formigas-cortadeiras Atta sexdens (adaptado 

de DELLA LUCIA, 2011). 

Em espécies de Atta spp., a fêmea fecundada escava um túnel de 8,5 a 18 cm de 

profundidade com uma pequena câmara na porção terminal, onde será regurgitado o 

fungo e iniciada a postura dos ovos, e poderá ficar enclausurada por até 90 dias nesta 

câmara (AUTUORI, 1941; 1942). Inicialmente, a rainha cultivará o fungo através de 

lambedura e deposição de fluídos fecais e o surgimento dos adultos só ocorrerão 60 dias 

após a revoada (HÖLLDOBLER & WILSON, 1990).  

Há diversos entraves para o controle de formigas-cortadeiras, haja vista que 

várias estratégias são usadas por esses insetos a fim de neutralizar os microrganismos 

invasores, como a limpeza da colônia e da superfície corporal, o uso de secreções e 

também o evitamento de contato com o patógeno (OI & PEREIRA, 1993). O controle 

químico é a forma mais utilizada para o combate de cortadeiras, ocorrendo por meio de 

iscas granuladas contendo o princípio ativo tóxico (sulfluramida ou fipronil (i.a), dentre 

outros) adicionado à base de polpa cítrica (ZANUNCIO et al., 2002; ZANETTI et al., 
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2003a, 2003b, 2003c). Mesmo representando um avanço na substituição do dodecloro 

que anteriormente era utilizado e o qual apresenta maior toxicidade, a sulfluramida não 

é livre de efeitos nocivos ao ambiente e à saúde humana. Devido aos efeitos negativos 

das iscas tóxicas, como eliminação de inimigos naturais e surgimento de resistências, é 

que têm surgido novas linhas de pesquisas alternativas para o controle de cortadeiras.  

O controle de insetos por agentes biológicos é uma opção na busca de produtos 

mais específicos e de menor impacto ao meio ambiente. Os fungos entomopatogênicos e 

antagonistas do jardim de fungo, encontrados naturalmente no solo, já são estudados no 

controle de cortadeiras, pois apresentam a capacidade de infectar ninhos e são adaptados 

ao microclima dentro do formigueiro (LOPEZ & ORDUZ, 2003a). Estudos em 

laboratórios com fungos entomopatogênicos como Metarhizium spp. e Beauveria spp. e 

também fungos antagonistas de L. gongylophorus como Trichoderma spp. (ORTIZ & 

ORDUZ, 2001; LOPEZ & ORDUZ, 2003a; SILVA et al., 2006b; LOPEZ & ORDUZ, 

2003b) demonstraram que eles são capazes de causar a morte da colônia, mas em 

experimentos de campo a ação dos microrganismos é menos expressiva.  
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Capítulo 1 – A influência do solo no desenvolvimento de colônias incipientes de 

Atta sexdens (Hymenoptera: Formicidae) 

 

RESUMO 

 

Considerando que fêmeas de Atta spp. recém-fecundadas rejeitam solos férteis e com 

alta carga microbiana para fundação de seus ninhos, este trabalho teve por objetivo 

avaliar em laboratório o desenvolvendo de colônias jovens de A. sexdens em contato 

com solos de área de mata e de área desnuda, do campus universitário de Gurupi-TO. 

Foram coletadas fêmeas fecundadas após a revoada para o desenvolvimento das 

colônias em laboratório. Após 106 dias da revoada, as colônias (n= 9) foram 

distribuídas em quatro tratamentos: (1) solo desnudo; (2) solo desnudo autoclavado; (3) 

solo de mata e (4) solo de mata autoclavado. Foram quantificadas as unidades 

formadoras de colônias por grama de solo. Após 13 semanas de avaliação, quando as 

colônias passaram pelo período crítico da fundação, conclui-se que o tipo de solo exerce 

pouca influência na sobrevivência das operárias e da colônia. Provavelmente, a remoção 

do solo feita pelas formigas-cortadeiras favoreceu a sobrevivência das colônias em 

laboratório. A taxa de mortalidade das colônias foi de 33,9%, após seis meses da 

revoada. O solo de área de mata apresenta maior quantidade e diversidade de fungos 

filamentosos que o solo de área desnuda. 

 

PALAVRAS-CHAVE: Formigas-cortadeiras; sobrevivência de colônias e fungos 

filamentosos. 
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ABSTRACT 

 

Considering that newly mated females of Atta spp. reject fertile soils - with high 

microbial load - to found their nests, this study aimed to evaluate the developing of 

incipient colonies of Atta sexdens in contact with two soil types in laboratory: (1) soil 

from forested area and (2) bare soil. Mated females were collected after they had lost 

their wings and started colony founding. They were kept in plastic container during 106 

days. Thereafter, when the colonies had some workers and brood, they were transferred 

to other containers of each of the following treatments (n= 9): (1) with bare soil; (2) 

with autoclaved bare soil; (3)with soil from forested area and (4) with autoclaved soil 

from forested area. Colony forming units per gram of soil (CFU/g of soil) were 

quantified to determine the total fungal load in these soils. Thirteen weeks after starting 

the trial period, when the colonies passed through the critical period of foundation, the 

soil appears to exert little influence on the survival of workers and the colony; probably, 

soil removal by workers favored the survival of colonies mortality rate of the colonies 

was 33.9 % after six months of nuptial flight. Finally, it was confirmed that soil from 

forested area has greater quantity and diversity of filamentous fungi than bare soil. 

  

KEYWORDS: Leaf-cutting ants; Survival colonies and filamentous fungi. 
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INTRODUÇÃO 

As saúvas, formigas-cortadeiras do gênero Atta (Hymenoptera: Formicidae), 

são pragas importantes das Américas, pois elas cortam e transportam para seu ninho 

grande volume de material vegetal fresco, incluindo as plantas cultivadas (DELLA 

LUCIA, 2011). Essas formigas cultivam em câmaras subterrâneas o fungo simbionte 

mutualista Leucoagaricus gongylophorus misturado ao material vegetal, que é chamado 

jardim de fungo ou esponja fúngica. O fungo simbionte é responsável pela degradação 

dos polissacarídeos - como pectina, amido e celulose - presentes no material vegetal 

(SILVA et al., 2006a) – e os transformam em glicogênio que é armazenado em 

estruturas de reservas chamadas gongilídeos. Esses últimos, por sua vez, são sugados 

pelas formigas (CHAPELA, 1994). 

A fundação de uma nova colônia nos insetos sociais é de responsabilidade de 

pelo menos uma fêmea fecundada e a nova colônia se inicia com a revoada, que ocorre 

a cada ano nos sauveiros adultos (38 meses após a fundação em Atta sexdens), momento 

em que são liberadas formigas reprodutivas aladas (AUTUORI, 1950). Antes de saírem 

do ninho, as fêmeas aladas guardam um fragmento do fungo simbionte em sua cavidade 

infrabucal. O acasalamento ocorre durante o voo, e a fêmea fecundada (futura rainha) 

desce ao solo na busca de um local adequado para escavação, retira suas asas e o macho 

morre logo após (ARAÚJO et al., 2011). 

Em formigas-cortadeiras do gênero Atta, com poucas exceções, apenas uma 

fêmea será responsável pelo sucesso da fundação do ninho e o sucesso nessa fase 

dependerá da influência direta de fatores ambientais, como as condições climáticas da 

área escolhida para escavação (FERNANDEZ-MARIN et al., 2004). Observações feitas 

em campo por Autuori (1950) mostraram uma taxa de sobrevivência de rainhas de Atta 

spp. em torno de 2,5% após 100 dias da revoada e 0,05% após 15 meses. A elevada 

mortalidade pode ser explicada pelas condições adversas do ambiente, pelo ataque de 

predadores (MARICONI, 1970) e pela ação de microrganismos patogênicos que estão 

presentes naturalmente no solo (BENTO et al., 1991).  

O local de fundação dos ninhos é variável dentre as espécies do gênero Atta.  

Vasconcelos et al. (2006) observaram que fêmeas de Atta laevigata preferem áreas 
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limpas à beira de estradas do que áreas da vegetação adjacente. Atta sexdens constroem 

ninhos em áreas limpas, mas preservadas da insolação direta (MARICONI, 1970; 

PRETTO, 1996). Araújo et al. (2003) observaram que Atta bisphaerica optaram escavar 

seus ninhos em  áreas que sofreram queimadas em plantio de cana de açúcar, 

possivelmente porque a superfície desses solos estejam expostas. Essas características 

do local escolhido para nidificação se somam a fatores físicos e biológicos do local.  

Tem sido observado que fêmeas de Atta sp. tendem a procurar solos pobres em 

nutrientes e com baixa carga microbiana para fundação de ninhos. Em razão disso, 

ocorre maior taxa de viabilidade das suas colônias (BENTO et al., 1991; VAN GILS, 

2011), provavelmente, em parte, ao menor ataque por fungos entomopatogênicos e 

antagonistas do seu fungo mutualista. Em outro gênero de formigas-cortadeiras também 

foi verificado comportamento semelhante. Em laboratório, fêmeas recém-fecundadas de 

Acromyrmex striatus rejeitaram o solo fértil para a fundação de seu ninho, preferindo 

solos argilosos e arenosos (DIEHL-FLEIG & ROCHA, 1998). 

Considerando que as fêmeas de Atta sp. recém fecundadas evitam solos férteis, 

com alta carga microbiana e mesmo as áreas de matas, preferindo áreas livres de 

vegetação para fundação dos seus ninhos, este trabalho teve por objetivo avaliar em 

laboratório o desenvolvendo de colônias jovens de Atta sexdens em contato com solos 

de área de mata e de área desnuda. 
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MATERIAL E MÉTODOS 

Desenvolvimento inicial de colônias em laboratório 

Foram coletadas 56 fêmeas recém-fecundadas da espécie Atta sexdens durante a 

revoada que ocorreu em sete de novembro de 2013, no Campus Universitário de 

Gurupi, Gurupi - TO. Cada espécime foi individualizado em pote plástico de 200 mL 

com uma camada de gesso de 1 cm no fundo (com função de conservar a umidade do 

recipiente) e a tampa perfurada para permitir a ventilação. Os potes foram mantidos em 

escotofase total e em temperatura de 25 ± 2 °C. Após a emergência das primeiras 

operárias, o fotoperíodo foi alterado para 12:12 (Luz: Escuro) e foram fornecidas folhas 

de Mangifera indica, Citrus sp. e Tecoma stans. 

Desenvolvimento da colônia em diferentes solos 

 Amostras de solo de área de mata oriundo de fragmento de Cerrado stricto 

sensu, com densa camada de serrapilheira e solo de área desnuda, com ausência de 

vegetação e alta incidência de irradiação solar, ambos no Campus Universitário de 

Gurupi, foram coletadas no mês de fevereiro de 2014. Realizou-se uma amostragem 

composta em cada área na profundidade de 0 a 20 cm. Uma alíquota de cada solo foi 

mantida sob refrigeração para isolamento de fungos filamentosos. O experimento foi 

conduzido no Laboratório de Controle Microbiano de Insetos, sendo constituído de 

quatro tratamentos: (1) solo desnudo; (2) solo desnudo autoclavado; (3) solo de mata e 

(4) solo de mata autoclavado. Para cada tratamento houve nove repetições. Decorridos 

106 dias da revoada, as colônias foram transferidas para potes plásticos de 250 mL 

conectados com mangueira de 1,9 mm a outro pote plástico de 200 mL sendo este 

destinado á arena de forrageamento e depósito do lixo produzido pela colônia (Figura 

2). A escolha das colônias para cada tratamento (n = 9) foi feita de forma aleatória. A 

umidade da colônia era mantida através de um algodão molhado na tampa do pote com 

o fungo e foram mantidas na temperatura de 25 ± 2 °C. Semanalmente, durante 13 

semanas, foi pesada a produção de lixo e contadas as operárias mortas. O 

desenvolvimento do fungo simbionte foi avaliado mediante a pesagem do pote plástico 

contendo o jardim de fungo no início e no final do experimento. Foram realizadas testes 

de comparações de médias da produção de lixo, operárias mortas e volume do jardim de 
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fungo para cada tratamento durante 13 semanas, no programa Statistica 7. Em todos os 

testes estatísticos, considerou-se um nível de significância de 5%. 

 

Figura 2 – Colônia de Atta sexdens desenvolvendo sobre o solo e arena destinada para 

forrageamento.  

Isolamento de fungos filamentosos de solos 

 O isolamento dos fungos filamentosos foi realizado através do método de 

diluição decimal seriada, sendo que uma alíquota de 1 g de solo foi diluída em 9 mL de 

solução salina 0,9% (p/v) estéril, mantida em agitador vórtex por 15 min. Em placas de 

Petri contendo meio batata dextrose ágar (BDA, HIMEDIA) + Cloranfenicol (150 

mg/L), espalhou-se 0,1 mL da suspensão de solo e as placas foram mantidas em 

escotofase total com temperatura de 25º C por sete dias. Após esse período, 

quantificaram-se as unidades formadoras de colônias (UFC.g-1) por grama de solo, e os 

fungos foram identificados em nível de gênero através de observações do crescimento 

micelial em microscópio óptico, com o auxílio do setor de Fitopatologia do Campus 

Universitário de Gurupi – UFT.  
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RESULTADOS 

Desenvolvimento da colônia em diferentes tipos de solos  

Das fêmeas de Atta sexdens coletadas e mantidas em desenvolvimento no 

laboratório, 28,57% morreram até os 106 dias iniciais da colônia. Durante as 13 

semanas do experimento apenas em três colônias houve a morte da rainha, sendo uma 

no tratamento de solo desnudo, uma no solo desnudo autoclavado e uma no solo de 

mata autoclavado. Desde o dia da coleta das rainhas até o fim do experimento, já havia 

passado mais de seis meses e ocorreu uma taxa de mortalidade de 33,9%. 

Na primeira semana do experimento, não foi verificado forrageamento pelas 

operárias, sendo que estas se ocuparam da remoção do solo do pote com o jardim de 

fungo, apresentando então um alto valor médio no peso do lixo entre os quatros 

tratamentos (19,20 g). A comparação das médias do peso dos rejeitos da colônia 

apresentou variação ao longo do tempo do experimento (Figura 3), mas não apresentou 

variação entre os tratamentos se forem desconsideradas as duas semanas iniciais, pois, a 

partir da terceira semana do experimento, as operárias já apresentaram o comportamento 

de forrageamento e remoção de lixo do pote de jardim de fungo, apresentando o valor 

médio dos quatros tratamentos na semana três de 641,52 mg. Realizada avaliação 

desconsiderando os valores da primeira e segunda semana, verifica-se então que a 

retirada de rejeitos da colônia não variou ao longo do tempo (P = 0,362) (Figura 4). 
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Figura 3 – Peso médio do lixo de cada tratamento durante 13 semanas.  

       Barras verticais representam intervalo de confiança de 0,95 
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          Figura 4 – Produção média de lixo de cada tratamento, exceto semanas 1 e 2.  

     Barras verticais representam intervalo de confiança de 0,95 

 Quando se comparou a produção de lixo somando-se os quatros tratamentos, 

verifica-se uma tendência de decréscimo de produção média do lixo até a nona semana 
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131,24 mg e posteriormente é aumentado gradativamente até a décima terceira semana 

782,37 mg e através de análise de comparação de médias, verificou-se que houve 

diferença significativa durante as 11 semanas finais do experimento P < 0,001 (Figura 

5).
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Figura 5 – Produção média de lixo de todos os tratamentos, exceto semana 1 e 2. 

                Barras verticais representam intervalo de confiança de 0,95 

 A média dos valores de formigas mortas durante as 13 semanas do experimento, 

apresentou diferença significativa P < 0,001 (Figura 6), visto que na segunda semana 

houve um valor médio de 20,1 formigas mortas no tratamento de solo desnudo, sendo 

bem mais alto que os demais tratamentos. 
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Figura 6 – Valores médios de formigas mortas em cada tratamento, durante 13 

semanas. Barras verticais representam intervalo de confiança de 0,95. 

O desenvolvimento do jardim de fungo foi avaliado através da pesagem no 

início e no final do experimento, e nos indicou que não foi encontrada diferença 

estatística significativa no peso médio do jardim de fungo entre os quatros tratamento 

através do ANOVA não-paramétrica (χ2 = 2,47 GL = 3 P = 0,48) (Figura 7).  

 
Figura 7 – crescimento médio (em mg) do jardim de fungo de Atta sexdens em quatro 

tratamentos durante 13 semanas, ± desvio padrão. A = solo desnudo autoclavado; B = 

Solo de mata autoclavado; C = Solo desnudo e D = solo de mata.  
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Isolamento de fungos filamentosos de solos 

Nos solos analisados foram realizados 18 isolamentos de fungos filamentosos, 

pertencentes a quatro gêneros distintos, sendo: 11 Penicillium spp., dois Aspergillus 

spp., dois Fusarium spp., um Verticillium sp. e dois fungos não identificados. No solo 

de área desnuda houve um menor número de UFC.g-1 médio por grama de solo, 

apresentando 0,35 x 103 e o solo de mata 0,75 x 103. No solo de mata foram feitos 14 

isolamentos, sendo encontrados os mesmos quatro gêneros descritos anteriormente e no 

solo desnudo encontraram-se apenas os gêneros Penicillium e Aspergillus. 
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DISCUSSÃO 

 Segundo Alves (1998), os solos são considerados um reservatório natural de 

microrganismos. As formigas-cortadeiras estão constantemente em contato com o solo e 

a densidade populacional dos microrganismos presentes no solo varia com a 

procedência do mesmo. As bactérias e fungos presentes nos solos exercem um papel 

importante no desenvolvimento das colônias de formigas-cortadeiras podendo até 

limitar sua sobrevivência (BENTO et al., 1991). 

 Passados aproximadamente sete meses da revoada, com o fim do experimento 

no laboratório, observou-se uma taxa de sobrevivência de colônias de A. sexdens de 

66,1%, sendo bastante elevado este número quando comparada com Autuori (1950) que 

observou em campo uma taxa de sobrevivência de rainhas de Atta sp. de 2,5% com 100 

dias da revoada. Essa alta taxa de sobrevivência, provavelmente, se deve ao fato de que 

as colônias permaneceram pouco tempo em contato com o solo, sendo que as colônias 

tão logo foram colocadas no tratamento, fizeram a remoção do solo na primeira semana 

do experimento, mantendo então o pote livre de possíveis contaminantes. 

 O solo de mata apresentou a maior quantidade de UFC.g-1 por grama de solo de 

fungos filamentosos, quando comparado com o solo desnudo. Este parâmetro pode estar 

associado à quantidade de serrapilheira presente na mata e conseqüentemente intensa 

atuação de microrganismos na decomposição desses materiais vegetais e em 

contrapartida no solo desnudo pela ausência de vegetação e alta incidência de irradiação 

solar. 

 A fim de verificar a influência do solo no desenvolvimento de colônias iniciais 

de Atta leavigata, Bento et al. (1991) testaram diferentes horizontes do solo (A, B e C) e 

verificam que houve maior sobrevivência das colônias que estavam em contato com 

solo mais pobre em nutrientes e com menor carga microbiana (horizonte C). Entretanto, 

em nosso experimento no laboratório não houve diferença significativa na mortalidade 

das colônias que permaneceram em contato com os diferentes solos, sendo que as 

colônias apresentaram sobrevivência superior a 91% em todos os tratamentos. 

 Na primeira semana do experimento foi notado que as operárias cessaram o 

forrageamento e ocuparam-se da remoção de terra, o que contribuiu para o maior valor 
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médio no peso do lixo. Esse grande volume de solo retirado fez com que a média do 

peso dos rejeitos da colônia variasse significativamente ao longo das semanas P= 

0,0002 (Figura 3) em razão desse maior valor na primeira semana. Na terceira semana, 

os potes possuíam pouca ou nenhuma quantidade de solo e foi realizada então uma 

segunda avaliação estatística das médias do peso do lixo excluindo os dados da primeira 

e segunda semana. Assim, verificou-se que não houve diferença significativa entre as 

médias do peso de lixo durante as 11 semanas seguintes do experimento (Figura 4). 

Uma vez que não houve diferença entre os tratamentos, eles foram agrupados com a 

finalidade de verificar o comportamento de produção de lixo durante as 11 semanas 

finais e, nessa situação verificou-se que não houve diferença estatística (Figura 5), ou 

seja, a produção de lixo foi pequena, constante e invariável ao longo das semanas. 

Os números médios de formigas mortas foram bem próximos nos quatros 

tratamentos no decorrer do experimento. Apenas na segunda semana do experimento, o 

tratamento de solo desnudo, apresentou um valor muito distinto, não havendo relação 

definida com os tratamentos estabelecidos (Figura 6). O crescimento médio do jardim 

de fungo durante as 13 semanas do experimento não apresentou diferenças estatísticas 

entre os quatros tratamentos, tendo então um padrão de crescimento semelhante nos 

quatros tratamentos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



27 

 

 

 

CONCLUSÕES 

 A remoção de todo o solo presente no pote promoveu um ambiente livre de 

patógenos e parece ter favorecido a sobrevivência das colônias nesse período do 

experimento. Podemos concluir que: 

1- A taxa de mortalidade das colônias foi de 33,9%, após seis meses da revoada;  

2- O solo de área de mata apresenta maior quantidade e diversidade de fungos 

filamentosos que o solo de área desnuda; 

3- Após as colônias terem passado pelo período crítico de fundação, o tipo de solo 

parece exercer pouca influência na sobrevivência das operárias e das colônias. 
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Capítulo 2 – Antagonismo de isolados de Trichoderma spp. à Leucoagaricus 

gongylophorus (Singer) Moller 

 

RESUMO 

Trichoderma é um gênero de fungo filamentoso, micoparasita facultativo, encontrado 

naturalmente em solos. São considerados antagonistas de outros fungos e podem inibir o 

crescimento do fungo mutualista Leucoagaricus gongylophorus das formigas-

cortadeiras. Este trabalho teve por objetivo realizar a bioprospecção de isolados de 

Trichoderma spp., em diferentes solos na região de Gurupi - TO, e testar o efeito 

antagônica sobre o fungo mutualista de A. sexdens. Para isolamento de fungos 

filamentosos, foram coletados amostras de seis localidades no campus universitário de 

Gurupi e os isolados de Trichoderma sp. encontrados foram enviados para a Macrogen - 

Coreia do Sul, a fim de ser seqüenciado a região ITS do rDNA, e posterior identificação 

da espécie. Foi isolado L. gongylophorus de colônia de A. sexdens mantida em 

laboratório. Verificou-se o efeito antagônico de sete isolados de Trichoderma sp. contra 

L. gongylophorus através de discos pareados em placas de Petri com meio BDA. 

Conclui-se que todos os isolados de Trichoderma utilizados neste trabalho foram 

capazes de inibir o crescimento de L. gongylophorus em placa de Petri; O isolado de 

Trichoderma spirale isolado 2 apresentou um crescimento micelial lento em placa de 

Petri e elevada taxa de inibição contra L. gongylophorus, podendo este ser um favorito 

em testes em campo. 

PALAVRAS-CHAVE: Formigas-cortadeiras; fungo antagonista e controle 

microbiano. 
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ABSTRACT 

 

Filamentous fungi in the genus Trichoderma are commonly found in the soil. They are 

considered optional mycoparasite and antagonists of other fungi. It has been verified 

that they can inhibit the growth of the fungal cultivar of leaf-cutting ants 

(Leucoagaricus gongylophorus). The aim of the present study was to bioprospect 

Trichoderma spp. in different soils collected in Gurupi, Tocantins state, and to test their 

antagonistic effects against the mutualistic fungus of the leaf-cutting ants. To isolate 

filamentous fungi, samples were collected from six locations.  Based on morphological 

characters, all Trichoderma spp. had their ITS region of the rDNA sequenced to confirm 

species level. Also, it was isolated L. gongylophorus from Atta sexdens colonies kept in 

laboratory. Antagonistic properties of seven isolates of Trichoderma against L. 

gongylophorus were measured by paired disks in Petri dishes with PDA medium. All 

Trichoderma isolates inhibited the growth of L. gongylophorus in Petri dishes. 

Trichoderma spirale isolated 2 showed a slow mycelial growth in Petri dish and high 

rate of inhibition against L. gongylophorus, which may be a promising fungus in field 

tests objecting the development of biological control methods of leaf-cutting ants. 

KEYWORDS: Leaf-cutting ants; antagonistic fungi; microbial control. 
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INTRODUÇÃO 

As formigas-cortadeiras (Hymenoptera: Formicidae) cultivam o fungo simbionte 

mutualista Leucoagaricus gongylophorus (Basidiomycota: Agaricales) do qual se 

alimentam, sendo que a sobrevivência de ambos depende dessa relação que se iniciou há 

~ 50 milhões de anos (MEHDIABADI & SCHULTZ, 2009). As formigas-cortadeiras 

são pragas de grande importância na região neotropical, pois consomem grande volume 

de material vegetal fresco e isto inclui as florestas plantadas e diversas espécies 

cultivadas (DELLA LUCIA, 2011). O fungo simbionte mutualista é cultivado por elas 

em câmaras subterrâneas misturado com o material vegetal, tendo o aspecto esponjoso, 

chamado de jardim de fungo ou esponja fúngica. 

O fungo L. gongylophorus funciona como um estômago externo para as 

formigas-cortadeiras, sendo que este realiza a degradação de polissacarídeos de origem 

vegetal como pectinas, amido e celulose (SILVA et al., 2006a). Em troca, as formigas 

provêm proteção contra patógenos e fazem a dispersão do mesmo. Os fragmentos 

vegetais levados para o ninho são primeiramente raspados pelas operárias, para remoção 

de ceras e microrganismos. Posteriormente, são inoculadas hifas do fungo mutualista 

(MOREIRA et al., 2011) misturados com o líquido fecal, o qual é rico em enzimas 

digestivas provenientes do próprio fungo (MARTIN et al., 1975).  

Diferente de outros insetos da família Hymenoptera, as formigas possuem um 

par de glândulas metapleurais que produzem compostos com propriedades antibióticas, 

o que diminui a incidência de patógenos (BOT et al., 2001). As cortadeiras utilizam 

também secreções salivares na acidificação do jardim de fungo, o que limita o 

estabelecimento de patógenos (PAPA & PAPA, 1982 apud PAGNOCCA et al., 2011) e 

minimiza a ação de compostos tóxicos de origem vegetal. Apesar das diversas 

estratégias de defesas das cortadeiras, os fungos Escovopsis spp. se tornaram parasitas 

especializados do jardim de fungo, sendo altamente virulentos, e capazes de diminuir a 

taxa de crescimento do fungo simbionte, reduzir a quantidade de operárias, larvas e 

pupas, e até mesmo levar a morte da colônia (PAGNOCCA et al., 2011). 

Diversas técnicas de controle de cortadeiras são empregadas, sendo que o uso de 

iscas químicas contendo Sulfluramida (i.a) ou Fipronil (i.a), adicionada à base de polpa 
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de citros é a mais utilizada (ZANUNCIO et al., 2002; ZANETTI et al., 2003a). 

Entretanto, existem efeitos nocivos das iscas tóxicas ao homem e meio ambiente, como 

contaminação de corpos d’água, eliminação de inimigos naturais e surgimento de 

resistências. Neste contexto é que têm surgido novas linhas de pesquisas visando o 

controle alternativo de cortadeiras. 

O controle biológico de insetos pragas através da utilização de fungos ocorre no 

Brasil desde 1964 sendo utilizados diversos gêneros como Metarhizium, Beauveria, 

Paecilomyces e Aspergillus (ALVES, 1998). Em testes preliminares para controle de 

formigas-cortadeiras, o uso de fungos tem se destacado por ser uma alternativa na 

substituição do uso de iscas químicas e os experimentos têm se intensificado. Um dos 

objetivos é repetir em campo com a mesma eficiência os resultados encontrados em 

condições de laboratório. Os principais fungos entomopatogênicos testados são 

Metarhizium anisoplae, Beauveria bassiana e Lecanicilium lecanii (LOPEZ & 

ORDUZ, 2003a; FOLGARAIT et al., 2011), e fungos antagonistas e parasitas de L. 

gongylophorus: Trichoderma spp. (ORTIZ & ORDUZ, 2001; LOPEZ & ORDUZ, 

2003a; SILVA et al., 2006b; LOPEZ & ORDUZ, 2003b) e Escovopsis spp. (SILVA et 

al., 2006b; FOLGARAIT et al., 2011), respectivamente. 

As formigas podem detectar a presença de microrganismos entomopatogênicos 

dentro da colônia. Observações realizadas por Machado et al. (1988) em diferentes 

colônias de Acromyrmex que tiveram contato com esporos de M. anisopliae e B. 

bassiana, constataram que houve o abandono de olheiros e abertura de novos, remoção 

de formigas mortas para fora da colônia e diminuição do forrageamento. 

Semelhantemente, em colônias de Solenopsis invicta, as operárias removem materiais e 

outras operárias contaminadas e ou mortas para fora do ninho, após o contato com 

esporos de B. bassiana (OI & PEREIRA,1993).  

Trichoderma (Ascomycota: Hypocreaceae) é um gênero de fungos filamentosos 

micoparasitas facultativos, sendo comumente encontrados em solos ricos em matéria 

orgânica de diferentes regiões do mundo (SAMUELS, 2006). Fungos desse gênero são 

capazes de induzir à resistência da planta contra fitopatógenos na região rizosférica 

(HERMOSA et al., 2012) e são eficientes no controle de Rhizoctonia solani (PANDEY 

et al., 2010),  Fusarium spp. e Alternaria alternata (MISHRA et al., 2011; YANG, 
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2011) e inibir o crescimento de L. gongylophorus. No entanto, o sucesso no controle de 

fitopatógenos varia com a espécie de Trichoderma utilizada, o fungo alvo e as 

condições do meio em que estão se desenvolvendo. 

Este trabalho teve por objetivo realizar a bioprospecção por isolados de 

Trichoderma sp. em solos com diferentes coberturas vegetais na região de Gurupi – TO, 

e testar o efeito antagônica sobre o fungo mutualista de A. sexdens. 
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MATERIAL E MÉTODOS 

Coleta de solos e isolamento de fungos filamentosos 

Foram coletados amostras de solos em seis localidades no Campus Universitário 

de Gurupi – TO, sendo: (1) solo de mata, em fragmento de Cerrado stricto sensu com 

densa camada de serrapilheira; (2) solo de área desnuda, com ausência de vegetação e 

alta incidência de irradiação solar em duas profundidades e (3,4,5,6) solo da câmara de 

jardim de fungo de quatro ninhos de Atta sexdens. Os solos de área desnuda e de área de 

mata foram coletados em novembro de 2014 em amostragem composta na profundidade 

de 0-10 e 10-20 cm. Ninhos de Atta sexdens localizados em área de mata nativa (MN) 

denominados MN 01 e MN 02 foram escavados no dia 03 de Fevereiro de 2015 e os 

ninhos localizados em área de plantio de mangueiras (Mangifera indica) (PM) 

denominados PM 01 e PM 02 foram escavados no dia 04 de Fevereiro de 2015. Foram 

selecionados ninhos que apresentavam aspectos de poucos meses de fundação e a 

escolha foi feita através de observações da estrutura externa do ninho (diâmetro do 

olheiro, depósito de terra e tamanho de operárias forrageando). Conforme descrito por 

Rodrigues et al. (2013), retirou-se a terra em trincheira circular ao orifício até atingir a 

câmara de jardim de fungo. Em seguida, com uma espátula estéril, retirou-se amostra de 

solo na parede da câmara para posterior isolamento de fungos. Ambos os solos foram 

mantidos sob refrigeração para isolamento de fungos. 

 O isolamento de fungos foi realizado através do método de diluição decimal 

seriada. Uma alíquota de 1g de solo foi diluída em 9 mL de solução salina 0,9% (p/v) 

estéril, e mantida em agitador vórtex por 15 mim e transferidos 0,1 mL para placa de 

Petri contendo meio batata dextrose Agar (BDA, HIMEDIA) + Cloranfenicol (150 

mg/L) e as placas foram mantidas em escotofase total em temperatura de 25º C por sete 

dias. Foram quantificadas as unidades formadoras de colônias (UFC.g-1) por grama de 

solo. Os fungos foram identificados em nível genérico através de observações do 

crescimento micelial em microscópio óptico, com o auxílio do setor de Fitopatologia do 

Campus Universitário de Gurupi – UFT. Cinco isolados fúngicos do gênero 

Trichoderma sp. encontrados nos solos estudados e um isolado fúngico do gênero 

Trichoderma sp. cedido pelo laboratório de Fitopatologia do Campus Gurupi foram 

enviados para sequenciamento das regiões ITS (Macrogen, Coreia do Sul), usando os 
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primers ITS 1 (5 ́ TCC GTA GGT GAA CCT GCG G 3 ́) e ITS 4 (5 ́ TCC TCC GCT 

TAT TGA TAT GC 3’), a fim de ajudar na identificação das espécies. 

Prospecção de fungos entomopatogênicos usando Tenebrio molitor L. (Coleoptera: 

Tenebrionidae) como iscas-vivas 

 Foram utilizadas larvas de Tenebrio molitor criadas no Laboratório de Controle 

Microbiano de insetos do Campus Universitário de Gurupi como iscas de fungos 

entomopatogênicos, com metodologia adaptada de MEYLING (2007). A utilização de 

T. molitor se deve à facilidade de sua criação em laboratório e ao fato de suas larvas 

serem suscetíveis a fungos entomopatogênicos do solo. As larvas foram colocadas em 

potes plásticos com solo de área de mata e solo de área desnuda e em cada tratamento 

na proporção de 10 larvas para cada 100g de solos. Os potes foram mantidos em 

escotofase total e, diariamente, durante 20 dias, os solos eram revirados, mantidos 

úmidos e quantificada a mortalidade das larvas. Para confirmar a mortalidade por 

fungos, os insetos mortos eram desinfetados com hipoclorito de sódio 1%, álcool 70%, 

lavados em água destilada esterilizada por três vezes e secos em papel toalha estéril e 

mantidos em câmara úmida por 10 dias para que ocorra a extrusão do fungo. Os fungos 

encontrados foram enviados para identificação da espécie pelo sequenciamento das 

regiões ITS (Macrogen, Coreia do Sul), usando os primers ITS 1 (5 ́ TCC GTA GGT 

GAA CCT GCG G 3 ́) e ITS 4 (5 ́ TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 3’). 

Isolamento de Leucoagaricus gongylophorus 

 Foi isolado o fungo simbionte mutualista de formigas-cortadeiras L. 

gongylophorus de ninho de Atta sexdens mantido em laboratório, de onde foi retirada 

uma pequena porção do fungo com pinça estéril, principalmente da parte mais clara, e 

colocada em placa de Petri contendo meio batata dextrose ágar BDA (HIMEDIA) + 

Cloranfenicol (150 mg/L). Após sete dias foi realizada repicagem das hifas em placas de 

Petri com BDA. Foram mantidas na temperatura de 26º C em escotofase total. A 

confirmação do fungo se deu através de observação dos gongilídios na porção terminal 

das hifas, em microscópio ótico, após 21 dias da repicagem. 
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Curvas de crescimento de Leucoagaricus gongylophorus e Trichoderma spp.  

 As taxas de crescimento micelial de sete isolados de Trichoderma spp. (5 

isolados provenientes dos solos estudados – Trd1 ao Trd5; 1 isolado encontrado em 

grãos, cedido pelo laboratório de fitopatologia – Trd6 e 1 Trichoderma harzianum 

(ESALQ 1306), solução comercial com conídios - TRICHODERMIL (Koppert Brasil) - 

Trd7 e de L. gongylophorus foram determinadas na temperatura de 26º C. Para isso, 

discos de 5 mm contendo micélio de cada fungo foram colocados no centro da placa de 

Petri com meio BDA. Os isolados do fungo antagônico foram medidos diariamente com 

paquímetro analógico até que o crescimento radial do fungo completasse toda a placa e 

L. gongylophorus foi medido diariamente em estereomicroscópio (LEICA) por um 

período de 21 dias. Foram construídas curvas de regressão (diâmetro x tempo) e 

expressas as suas equações de regressão e o R2 para cada isolado. 

Efeito antagônico de isolados de Trichoderma sp. em Leucoagaricus gongylophorus 

 Verificou-se o efeito antagônico de sete isolados de Trichoderma spp. (Trd1 ao 

Trd7) contra L. gongylophorus através de crescimento de discos pareados. Houve seis 

repetições para cada tratamento (L. gongylophorus - Trichoderma spp.) e controle (L. 

gongylophorus - L. gongylophorus). Em placa de Petri contendo meio BDA, foi 

colocado um disco de cinco milímetros de diâmetro do micélio de L. gongylophorus e, a 

3 cm de distância, um disco de igual tamanho de um dos sete isolados de Trichoderma 

spp. As placas foram incubadas por oito dias em escotofase total na temperatura de 26º 

C, sendo medido diariamente o crescimento do L. gongylophorus em 

estereomicroscópio modelo (LEICA). Para mensurar os efeitos do fungo antagônico 

sobre o L. gongylophorus, primeiramente foi estimado a eficiência de crescimento 

micelial do L. gongylophorus dividindo-se o diâmetro médio final pelo diâmetro médio 

inicial C1= DF/DI. Em cada teste pareado com Trichoderma sp. foi calculado a 

eficiência de crescimento do L. gongylophorus (C). Posteriormente, o crescimento 

relativo (CR) na presença do antagônico foi expresso por CR= C/C1. A taxa de inibição 

do L. gongylophorus foi calculada com base no tratamento controle. As médias do 

crescimento relativo do L. gongylophorus, pareadas com Trichoderma spp., foram 
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comparadas pelo teste t. Os pares de médias obtidos, foram comparados 2 a 2 pelo teste 

de FISHER LSD. As análises estatísticas foram realizadas no programa Statistica 7 com 

nível de significância de 5%. 

RESULTADOS 

Isolamento e identificação de fungos filamentosos 

Nos solos analisados foram encontrados 54 isolados de fungos filamentosos, 

sendo oito gêneros (19 Penicillium sp.; 13 Mucor sp.; oito Aspergillus sp.; cinco 

Trichoderma sp.; três Cladosporium sp.; um Acremonium sp.; um Verticillium sp.; um 

Colletotrichum sp.) e quatro não identificados (N.I.). Em solo desnudo, na profundidade 

de 0 – 10 cm, foi verificado o menor valor de UFC.g-1 por grama de solo 0,63 x 103, 

enquanto o solo de mata na profundidade de 0 – 10 cm apresentou o maior valor, 5,66 x 

103 (Tabela 1). Dentre os cinco isolados de Trichoderma sp. encontrados, dois 

provenientes do solo de mata na profundidade 0 – 10 cm, dois provenientes do solo de 

mata profundidade 10 – 20 cm e um da câmara do jardim de fungo do ninho MN 02. 

Através da comparação das seqüências da região ITS dos isolados de Trichoderma sp. 

com outras seqüências conhecidas usando a ferramenta BLAST encontraram-se 

espécies com elevada similaridade e a árvore evolutiva foi construída com seqüências 

similares e dois grupos externos (Hypomyces samuelssi e Nectria cinnabarina) (Figura 

8). Esta análise evolutiva mostrou que as espécies agrupavam-se com as seguintes 

identificações: Trd1 com T. spirale isolado 1, apresentando 99% de similaridade; Trd2 

com T. spirale isolado 2, apresentando 99% de similaridade; Trd3 com T. strigosellum, 

apresentando 100% de similaridade; Trd6 com T. asperellum, apresentando 100% de 

similaridade. Devido a problemas técnicos com as amostras, apontado pela Macrogen, 

não foi possível realizar o seqüenciamento dos isolados Trd4 e Trd5. 

Tabela 1 - Valor médio de UFC.g-1 de fungos filamentosos em diferentes solos. 

Solo desnudo Solo de mata Câmara de jardim de fungo 

0 -10 cm 10 -20 cm 0 -10 cm 10 -20 cm MN* 01 MN 02 PM** 01 PM 02 

0,63 x 103 1,63 x 103 5,66 x 103 2,66 x 103 4,33 x 103 4,33 x 103 3,0 x 103 3,66 x 103 

*MN= área de mata nativa; **PM= área de plantio de mangueiras. 
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Figura 8 – Árvore evolutiva mostrando similaridade de T. spirale isolado 1 (Trd1) - 

150518-33_A01_TCD1_ITS1; T. spirale isolado 2 (Trd2) - 150518-33_E01_TCD2 

_ITS1; T. strigosellum (Trd3) - 150518-33_I01_TCD3_ITS1; Trichoderma asperellum 

(Trd6) - 150518-33_M01_TCD6_ITS1 e dois grupos externos constando o número de 

aceso: FN859451 Hypomyces samuelsii; HM534894.1 Nectria cinnabarina.  

A árvore evolutiva foi inferida usando o método de Neighbor-Joining (SAITOU 

& NEI, 1987). A árvore ótima está mostrada com o somatório do comprimento do ramo 

= 0,2541354. As porcentagens de árvores replicadas nas quais os táxons associados se 

agrupam no teste de bootstrap (1000 réplicas) são mostradas próximas aos ramos 

(FELSENSTEIN, 1985). A árvore está desenhada na escala, com o comprimento dos 

ramos na mesma unidade como as distâncias evolutivas usadas para inferir a árvore 

filogenética. As distâncias evolutivas foram computadas usando o método de Jukes-
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Cantor (JUKES & CANTOR, 1969) e estão na unidade do número de substituições de 

bases por sítio. Todas as posições contêm gaps e os dados perdidos foram eliminados.  

A análise envolveu 29 seqüências nucleotídicas. Houve um total de 474 posições no 

conjunto final de dados. As análises evolutivas foram conduzidas no programa MEGA6 

(TAMURA, 2013).  

Prospecção de fungos entomopatogênicos usando Tenebrio molitor como iscas-vivas 

 Foram utilizadas 45 larvas de T. molitor em cada tratamento (solo desnudo e 

solo de mata) e verificamos uma maior taxa de mortalidade nos indivíduos que estavam 

em contato com o solo de mata (78%), destes apenas em dois indivíduos ocorreu 

extrusão de fungo filamentoso em seu tegumento. Os dois isolados tiveram a região ITS 

seqüenciados (primers ITS-1 e ITS-4) e por comparação com outras sequencias 

conhecidas (BLAST), foram identificadas as espécies: isolado 1 com 99% de 

similaridade com Fusarium solani e isolado 2 com 100% de similaridade com 

Metarhizium anisopliae.  

Isolamento de Leucoagaricus gongylophorus 

O fungo L. gongylophorus foi isolado em meio BDA, pH= 6,0, contendo 

cloranfenicol (150 mg/L) e após verificar o desenvolvimento das hifas do fungo, este foi 

repicado para placas de Petri contendo BDA, mantidos em escotofase total com 

temperatura de 26 oC. Para confirmação do fungo foram feitas observações em 

microscópio óptico dos gongilídeos nas terminações das hifas, após 21 dias de 

crescimento da cultura pura (Figura 9).  
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Figura 9 – Fungo L. gongylophorus mostrando em detalhe os gongilídios nas 

extremidades das hifas. (aumentado 400x). 

Curvas de crescimento de Leucoagaricus gongylophorus e Trichoderma spp. 

O tamanho inicial de todos isolados era de 5 mm de diâmetro. Ao final dos 21 

dias, L. gongylophorus apresentava em média 31,8 mm de diâmetro, enquanto a maioria 

dos isolados de Trichoderma cresceu completando o tamanho da placa de Petri (85 mm) 

em apenas 4 dias. Somente o isolado Trd2 teve crescimento um pouco mais lento e 

completou a placa no 5º dia. Foram feitas transformações logarítmicas dos valores 

médios dos diâmetros e as curvas de crescimento se ajustaram melhor a um modelo de 

regressão polinomial quadrático, com coeficiente de determinação (R²) superiores a 

0,93 (Tabela 2). 

Tabela 2 – Equações de regressão e valores de R² correspondente ao crescimento radial 

do fungo Leucoagaricus gongylophorus e sete isolados de Trichoderma spp. 

Fungo 

 

Equação 

 

R² 

Trd1 Trichoderma spirale, isolado 1 

 

y = -0,078x2 + 0,629x + 1,708 

 

R² = 0,99  

Trd2 Trichoderma spirale, isolado 2 

 

y = -0,028x2 + 0,425x + 1,567 

 

R² = 0,93  

Trd3 Trichoderma strigosellum 

 

y = -0,059x2 + 0,551x + 1,673 

 

R² = 0,99  

Trd4 Trichoderma spp1 

 

y = -0,059x2 + 0,554x + 1,649 

 

R² = 0,98  

Trd5 Trichoderma spp2 

 

y = -0,076x2 + 0,620x + 1,703 

 

R² = 0,99  

Trd6 Trichoderma asperellum 

 

y = -0,084x2 + 0,663x + 1,685 

 

R² = 0,98  

Trd7 Trichoderma harzianum (ESALQ 1306) 

 

y = -0,076x2 + 0,620x + 1,712 

 

R² = 0,99  

 Lg Leucoagaricus gongylophorus 

 

y = -0,000x2 + 0,049x + 0,702 

 

R² = 0,99 
Y= Crescimento radial; x= tempo, dias. 
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Efeito antagônico de isolados de Trichoderma sp. em Leucoagaricus gongylophorus 

No tratamento controle, após oito dias, observou-se o maior crescimento médio 

do fungo mutualista sendo 6,97mm de diâmetro e, nos demais tratamentos, conforme 

esperado, foram verificados efeitos inibitórios do fungo antagônico sobre o mutualista. 

Os isolados Trd2, Trd6 e Trd7 apresentaram a capacidade de inibição do fungo 

mutualista acima de 57%. Apenas o isolado Trd5 obteve a taxa de inibição inferior a 

50%. Os dados de crescimento relativo médios do fungo mutualista foi comparada com 

o controle e mostraram que houve redução significativa do seu crescimento para todos 

os tratamentos avaliados (Tabela 3). Para efeitos de comparações de cada par de médias, 

a tabela 4 contém os valores de P na comparação 2 a 2 pelo teste de FISHER LSD. 

Tabela 3 – Crescimento (em mm ± desvio padrão) e taxa de inibição de Leucoagaricus 

gongylophorus, após oito dias na presença de diferentes isolados de Trichoderma spp.  

 

Diâmetro 

Inicial (DI) 

Diâmetro 

Final (DF) 
C CR 

Inibição de 

crescimento* 

Controle (C1) 5,03 ± 0,05 12,0 ± 2,09 2,385 1,00a§ 0% 

Trd5 - Trichoderma spp.2  5,82 ± 0,74 6,98 ± 0,97 1,199 0,502b 49,8% 

Trd4 - Trichoderma spp.1  5,62 ± 0,63 6,95 ± 1,07 1,236 0,498bc 50,2% 

Trd1 - T. spirale isolado 1  5,68 ± 086 6,72 ± 0,88 1,183 0,496bc 50,4% 

Trd3 - T. strigosellum  5,61 ± 0,49 6,45 ± 0,71 1,149 0,480bc 52,0% 

Trd7 - T. harzianum                    

(ESALQ 1306) 
5,7 ± 0,8 6,0 ± 1,06 1,052 0,425bc 57,5% 

Trd2 - T. spirale isolado 2  5,15 ± 0,19 5,2 ± 0,17 1,009 0,422c 57,8% 

Trd6 - T. asperellum  5,0 ± 0 5,03 ± 0,14 1,006 0,421c 57,9% 

C1: Eficiência de crescimento do tratamento controle; C: Eficiência de Crescimento de L. 

gongylophorus na presença do fungo antagônico; C= DF/DI; CR: Crescimento relativo do L. 

gongylophorus na presença do fungo antagônico CR= C/C1; *Porcentagem de inibição de 

crescimento de L. gongylophorus. 
§ Médias seguidas de mesma letra na coluna não diferem estatisticamente ao nível de 5% de 

significância pelo teste t. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



41 

 

 

 

 

Tabela 4 – Valores de P, na comparação 2 a 2 das médias do crescimento relativo de L. 

gongylophorus em crescimento pareado com sete isolados de Trichoderma sp. 

Fungo Trd1 Trd2 Trd3 Trd4 Trd5 Trd6 Trd7 L.g. 

Trd1 X - - - - - - - 

Trd2 0,06 X - - - - - - 

Trd3 0,68 0,15 X - - - - - 

Trd4 0,61 0,02* 0,36 x - - - - 

Trd5 0,88 0,04* 0,57 0,72 X - - - 

Trd6 0,06 0,97 0,13 0,02* 0,04* x - - 

Trd7 0,15 0,67 0,29 0,05 0,11 0,65 X - 

L.g. <0,01* <0,01* <0,01* <0,01* <0,01* <0,01* <0,01* X 

*significativos ao nível de 5%, pelo teste de FISHER LSD. 

Trd1= Trichoderma spirale isolado 1; Trd2= Trichoderma spirale isolado 2; Trd3= Trichoderma 

strigosellum; Trd4= Trichoderma spp1; Trd5= Trichoderma spp2; Trd6= Trichoderma 

asperellum; Trd7= Trichoderma harzianum (ESALQ 1306). 

 Após oito dias do teste pareado, foi verificado que todos os isolados do fungo 

antagônico já havia esporulado e L. gongylophorus obteve o menor crescimento pareado 

com Trd6 e Trd2 sendo 0,03 e 0,05 mm médio de diâmetro respectivamente e o maior 

crescimento quando pareado com Trd4 sendo 1,33 mm. O teste de comparação de 

médias do crescimento de L. gongylophorus pareado com os sete isolados do fungo 

antagônico, apresentou diferença significativa entre os tratamentos (F(6,315)= 29,431, 

P< 0,0001) (Figura 10). 

Figura 10 – Crescimento médio (em mm) de L. gongylophorus (L.g) na presença de sete 

isolados de Trichoderma spp. Trd1= Trichoderma spirale isolado 1; Trd2= Trichoderma spirale 
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isolado 2; Trd3= Trichoderma strigosellum; Trd4= Trichoderma spp1; Trd5= Trichoderma 

spp2; Trd6= Trichoderma asperellum; Trd7= Trichoderma harzianum (ESALQ 1306). 

DISCUSSÃO 

 Naturalmente fungos, bactérias e nematóides são encontrados nos solos 

(ALVES, 1998) e as densidades populacionais destes organismos variam com as 

características locais. Com o isolamento dos fungos filamentosos de solos do Campus 

de Gurupi, pode-se encontrar diferentes valores médios de UFC.g-1 sendo o menor valor 

verificado no solo desnudo, na camada mais superficial (0-10 cm). Em contrapartida, no 

solo de mata na camada mais superficial, foi encontrado o maior valor. Esse resultado se 

deve, muito provavelmente, à alta incidência de irradiação solar e ausência de vegetação 

na área desnuda. No solo de mata há constante atividade de diversos microrganismos na 

degradação dos materiais vegetais depositados na superfície e ainda há baixa incidência 

solar sobre o solo. 

 As larvas de Tenebrio molitor que permaneceram em contato com o solo de 

mata apresentaram uma maior taxa de mortalidade (78%), no entanto, entre esses 

indivíduos mortos, em apenas duas larvas foi possível confirmar a morte por fungos 

filamentosos (4,44%). É provável que haja neste solo grande diversidade de 

microrganismos, e análises posteriores devem ser realizados para confirmar os agentes 

causadores desta alta mortalidade nas larvas que permaneceram no solo de mata, pois 

sabem-se que os nematóides presentes no solo são capazes de causar a morte de insetos 

(POINAR et al., 2007; RASMAN et al., 2012). Os fungos filamentosos encontrados nos 

solos estudados foram observados em microscópio óptico, e por meio de comparações 

com chaves taxonômicas, encontramos cinco isolados de Trichoderma sp., três dos 

quais tiveram a região ITS do rDNA sequenciada para fins taxonômicos (Macrogen). 

No entanto, não foi possível realizar o sequenciamento de dois isolados devido à 

problemas técnicos com as amostras (Trd4 e Trd5). Realizamos comparações BLAST 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) e foi verificada a maior similaridade com outras 

seqüências depositadas. Assim foi possível identificar as espécies dos nossos isolados.  

 Para o isolamento do fungo mutualista, foi necessário realizar sucessivas 

repicagens a fim de obter culturas puras. Após 21 dias de crescimento da cultura pura 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed
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foi realizada a observação do micélio no microscópio óptico e os gongilídeos nas 

extremidades das hifas foram facilmente visualizados (Figura 9) e confirmados que se 

tratava do L. gongylophorus, pois estes gongilídeos são encontrados apenas nesta 

espécie de fungo. 

 Houve um comportamento semelhante em todas as curvas de crescimento dos 

isolados de Trichoderma sp. e L. gongylophorus, sendo que se ajustaram melhor num 

modelo polinomial quadrática, apresentando R2 superior a 0,93. Os isolados Trd6 - T. 

asperellum e Trd7 - T. harzianum (ESALQ 1306) se destacaram por apresentarem o 

crescimento mais rápido e o isolado Trd2 - T. spirale isolado 2 por apresentar um 

crescimento mais lento em relação com os demais. 

 Todos os isolados de Trichoderma sp. testados foram capazes de inibir o 

crescimento do fungo mutualista em pelo menos 49,8%. É dado destaque então aos 

isolados Trd7 - T. harzianum (ESALQ 1306), Trd2 - T. spirale isolado 2 e Trd6 - T. 

asperellum por apresentarem os maiores valores de inibição, sendo 57,5%, 57,8% e 

57,9%, respectivamente. Em trabalho semelhante, Ortiz & Orduz (2001), obtiveram 

uma taxa de inibição de apenas 22% de T. harzianum (ESALQ 1306) sobre o fungo 

mutualista e posteriormente Silva et al. (2006b) verificaram 75% de inibição com tais 

combinações de fungos. Apesar de serem fungos da mesma espécie, em cada trabalho 

foram utilizados isolados distintos e possuem diferentes graus de virulência. 

 De modo geral, fungos do gênero Trichoderma sp. apresentam rápido 

crescimento micelial. Por isso, nos ensaios pareados com o fungo mutualista em placa 

de Petri com meio BDA, eles podem causar uma acelerada diminuição de 

disponibilidade dos nutrientes do meio, desfavorecendo o desenvolvimento de L. 

gongylophorus que tem crescimento lento, ficando caracterizado um efeito inibitório 

por competir pelos mesmos recursos energéticos. Após realização de ensaios in vitro, 

Ortiz & Orduz (2001) verificaram que, possivelmente o mecanismo de interação que 

ocorre entre Trichoderma spp. e L. gongylophorus envolve secreção de substâncias 

voláteis e não voláteis, impedindo assim o crescimento do fungo mutualista sem mesmo 

ocorrer o contato físico das hifas. 
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  Com base em nosso trabalho e outros experimentos em laboratório, é 

evidenciada a possibilidade de controle biológico de formigas-cortadeiras com a 

utilização de fungos filamentosos. Deve-se levar em conta que o desenvolvimento de 

formulações para serem usadas no campo depende de uma série de aprimoramentos, 

pois em condições de campo os resultados são menos eficientes. Conforme ressaltado 

por Oi & Pereira (1993) as formigas apresentam diversas estratégias de defesas ao 

detectarem a presença de patógenos em sua colônia, como a utilização de secreções, 

limpeza da superfície do corpo e do ninho e até evitam o contato com o patógeno. 

Diante disso é necessário intensificar os estudos com preparações de formulados 

contendo agentes biológicos de forma a driblar essa detecção pelas formigas, por 

exemplo, como a encapsulamento de iscas micoinseticidas. 
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CONCLUSÕES 

 Podemos concluir com a realização deste trabalho que: 

1. O solo de área de mata apresenta maior quantidade e diversidade de fungos 

filamentosos que o solo de área desnuda; 

2. A utilização de Tenebrio molitor como isca-viva é eficiente para a 

bioprospecção de fungos entomopatogênicos; 

3. Foram encontrados isolados de Trichoderma spp. capazes de inibir o 

crescimento de L. gongylophorus em ensaios in vitro;  

4. O fungo Trd2 -Trichoderma spirale isolado 2 – tem maior potencial para testes 

em campo, pois apresentou crescimento lento em placa de Petri e maior efeito 

inibitório contra L. gongylophorus.  
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