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Atividade antagonista de bactérias endofiticas de plantas da amazonia
contra o fungo simbionte L. gongylophorus, e dos fungos associados
presentes nos ninhos de Atta sexdens
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RESUMO

Interacdes entre microrganismo compartilhando um mesmo nicho ecoldgico revestem-se de
caracteristicas fundamentalmente competitivas. Este trabalho teve como objetivo verificar a
atividade antagonista de 160 bactérias endofiticas de plantas da Amaz6nia contra microrganismos
presentes no ninho das formigas cortadeiras Atta sexdens. Os ensaios foram feitos in vitro pelo
método de culturas pareadas, contra os microrganismos simbiontes e outros, que foram isolados
de ninhos das formigas. O foco dos estudos eram os fungos L. gongylophorus, Trichoderma sp.,
Aspergillus sp. e Leveduras. Todos 0s ensaios de antagonismos foram feitos em meio BDA onde
as bactérias endofiticas, em confronto com os fungos isolados dos formigueiros, foram colocadas
em pdlos opostos de uma placa de Petri e a 1 cm da borda interna da placa. Em relag&o a inibigao
do isolado L. gongylophorus, 38 bactérias apresentaram resultados positivos os quais foram
constatados pela distancia entre as culturas pareadas Aspergillus sp. teve o crescimento inibido
por 21 bactérias e Trichoderma sp. foi inibido por 19 bactérias. O isolado de levedura, teve o
crescimento inibido por somente trés antagonistas, mas atuou como agente inibidor da maioria
das bactérias endofiticas. Na avaliacdo geral, seis bactérias endofiticas foram capazes de inibir
todos os trés fungos filamentosos do formigueiro mostrando-se promissoras para o controle dos
fungos associados a formigas cortadeiras.

Palavras-chave: Controle biol6gico, Microrganismos, Formigas cortadeiras.

Antagonist activity of bacteria endophytic of amazon plans against the fungi

Symbiont L. gongylophorus, and fungi associated present in Atta sexdens. Interactions
between microorganisms sharing the same ecological niche are of fundamentally competitive features. This
work aimed to determine the antagonist activity of 160 endophytic bacteria from Amazonian plants against
microorganisms present in the nest of cutting ants Atta sexdens. The tests were performed in vitro by the
method of paired cultures against and other symbiotic microorganisms, which were isolated from the ant
nests. The focus of the studies were L. gongylophorus fungi, Trichoderma sp., Aspergillus sp. and yeasts.
All antagonism tests were done on PDA medium where endophytic bacteria in comparison with the isolated
fungal nests were placed at opposite poles of a Petri dish and 1 cm from the inner edge of the plate. In
relation to inhibition of L. gongylophorus isolated, 38 were positive bacteria which have been found by the
distance between the paired cultures Aspergillus sp. growth was inhibited by 21 bacteria and Trichoderma
sp. It was inhibited by 19 bacteria. The isolated yeast, was growth inhibited for only three antagonists, but
acted as an inhibitor of most endophytic bacteria. In the overall assessment, six endophytic bacteria were
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able to inhibit all three of filamentous fungi tingling showing great promise for the control of fungi

associated with leaf-cutting ants.

Keywords: Biological control, Microorganisms, Leaf-cutting ants.

1. INTRODUCAO

A introducdo de bactérias benéficas
visando aumentar a produtividade de
culturas €& wuma atividade praticada,
empiricamente, ha séculos (ROMEIRO,
2007). Intuitivamente, agricultores
percebiam que adicionar ao solo comum
solo onde leguminosas haviam sido
cultivadas aumentava a produtividade do
primeiro (BASHAN, 1998). Pesquisas
foram sendo realizadas em torno dessa ideia
e, em 1896, ja era registrada a primeira
patente nos EUA sobre o uso de Rhizobium
sp. para inoculagio de  sementes
(GONZAGA, 2012; NOBBE; HILTNER,
1896).

Também o conceito bioldgico de
enfermidades de plantas, por praticas
empiricas, remonta de longa data. Conforme
Cook e Baker (1983), desde 5.000 a.C. os
egipcios ndo tinham problemas com
Sclerotium cepivorum em cebola, posto que
as inundacBes ciclicas do rio Nilo se
encarregavam de manter as margens
cultivadveis cobertas com lamina d’4gua, o
gue favorecia a prevaléncia, na microbiota
do solo, de antagonistas naturais ao
patégeno. A enfermidade, contudo, passou a
ter importancia apos a construgdo da represa
de Assud, a qual alterou esse ciclo natural de
inundacdes.

Os chineses, ja por volta de 4.000
a.C., costumavam deixar o solo em repouso
se a colheita era pobre, aumentando
intuitivamente as chances de a populacédo de
antagonistas presentes na microbiota do solo
recuperar-se. Os maias, 1.000 anos a.C,
entremeavam fileiras de cravo-de-defunto
nos campos de plantio usando esta planta,
hoje reconhecida como efetiva antagonista a
alguns nematdides, de forma intuitiva para
seu o controle bioldgico (KHAN et al.,
1971).

Antes mesmo da invencdo do
microscopio, que permitiu a percepcdo
cientifica da existéncia de microrganismos,
e de ser jogada por terra a teoria da geragéo
espontanea, Cook e Baker (1983) relatam

que se costumava recorrer a procedimentos
curiosos para tratar ferimentos de podas,
como aplicar fezes e urina (AUSTEN,
1657), pincelar uma mistura de esterco, cal e
cinza ou mesmo vedar o ferimento com lama
conforme citado por Baker e Cook (1974).
Obviamente, todos esses tratamentos
implicavam dispensa, no local do ferimento,
de material contendo uma diversificada e
desconhecida microbiota, e é possivel que
alguns dos seus componentes exercessem
alguma forma de antagonismo contra 0s
patégenos-alvo.

Sutton e Peng (1993) lembram que,
na Roma antiga, Plinio (420 a.C) menciona
0 uso de residuos de extracdo de azeite de
oliva como medida de controle das
ferrugens. Adicionalmente, desde os tempos
do Brasil Colénia até os dias que correm em
pequenas propriedades da Zona da Mata de
Minas Gerais, costuma-se “imunizar” (e esse
¢, exatamente, o termo empregado) o feijdo
recém-colhido, recobrindo-se a superficie
dos grdos com lama preparada com terra de
formigueiro, numa forma empirica de
controle  do carruncho (ROMEIRO;
GARCIA, 2003).

Depois de 1850, com o
desenvolvimento de técnicas de cultivo de
microrganismos em meio liquido e, apds
1880, em placas, foi-se percebendo a
existéncia das interagdes antagonisticas
entre  microrganismos. Assim, Roberts
(1874, citado por COOK e BAKER, 1983)
cunhou o termo antagonismo ao perceber
que bactérias tinham dificuldade de crescer
em meio liquido contaminado por
Penicillium sp.; no fim do século XIX.
Segundo Madigan et al. (2003), Viullemin
em 1889, criou o termo antibiose ao
constatar, in vitro, a inibicdo de
microrganismos uns pelos outros.

Os primeiros trabalhos envolvendo a
introducdo consciente de antagonistas
visando o controle biolégico de
enfermidades de plantas aconteceram no
inicio do século XX, nas décadas de 1920-
1940. Assim, Hartley (1921) dispensou em



solo de viveiros de mudas de esséncias
florestais, fungos previamente selecionados
in vitro como potenciais antagonistas, para o
controle de tombamento. Também Millard e
Taylor (1927) relatam haver reduzido a
severidade da sarna (Streptomyces scabies)
pelo uso do antagonista S. precox veiculado
a fragmentos de grama, trabalhando em
vasos com solo estéril. Interessantemente, S.
precox ndo mostrou antagonismo in vitro
contra o patdégeno, mas causou decréscimo
na populacéo de S. scabies, veiculado ou ndo
a fragmentos de grama. Henry (1931)
selecionou actinomicetos, bactérias e fungos
gue, quando adicionados a solo estéril,
proporcionam protecao relativa a plantas de
trigo contra Helminthosporium sativum.

A partir da década de 1940, por todo
0 mundo, uma grande énfase foi dada ao uso
de fungos como agentes de biocontrole e
também a estirpes atenuadas de virus para
imunizacdo de plantas contra estirpes
virulentas, passando por estudos com solos
supressivos e micorrizas, numa evolucao
rapida, ainda que por etapas, da pesquisa
com controle bioldgico de enfermidades de
plantas (COOK e BAKER, 1983; BAKER e
COOK, 1974). Parece que a comunidade
cientifica havia percebido que antagonistas —
quer introduzidos, quer autéctones — eram
capazes de reduzir a severidade de doenga.

O uso de organismos procariotas
para o biocontrole de enfermidades de
plantas — uso este menos especulativo e de
forma mais cientifica e direcionada — parece
ter se iniciado ha algumas décadas apenas.
Talvez 0 mérito principal caiba a
pesquisadores chineses, que iniciaram
importantes trabalhos nas décadas de 1950 e
1960. Por exemplo, Yin et al. (1957, 1965)
selecionaram uma cultura se Streptomyces
sp. de uma colecdo de 4.000 actinomicetos
isolados de raizes de algodao e alfafa com
forte atividade antagdnica in vitro contra
Verticillium alboatrum e Rhizoctonia solani,
a qual denominaram de “Strain 5406”. Por
promover  controle  biolégico  das
enfermidades  incitadas  pelos  dois
patdgenos, foram usadas por mais de duas
décadas em plantios comerciais. Também
merecem menc¢do os trabalhos do grupo do
Dr. Chen (CHEN et al., 1996) sobre a
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experiéncia chinesa, desde a década de 1960
até os dias que correm, com 0 Uso rotineiro
de rizobactérias como ativadoras de defesas
e como promotoras de crescimento de
plantas. A microbiolizacdo de sementes,
antes do plantio, com propégulos de
rizobactérias, tem sido pratica agronémica
rotineira na China continental onde o
governo se encarrega de distribuir aos
agricultores 3.000 toneladas de formulagoes
de células de rizobactérias todos os anos,
para serem utilizadas em 35.000.000 de
hectares. Talvez por razoes politicas que
motivaram o isolamento da Republica
Popular da China em todos os niveis, de
intercdmbio cientifico inclusive, talvez pela
prépria filosofia de pesquisa e enfoque de
problemas, somente em tempos recentes o
mundo ocidental tem tomado conhecimento
e percebido a incomensuravel
potencialidade do desenvolvimento de
tecnologias especificas para ativacdo de
mecanismos de defesa de plantas como
alternativa inteligente ao uso indiscriminado
de agrotoxicos.

No mundo ocidental, na década de
1970, sdo dignas de nota pesquisas com
bactérias promotoras de crescimento de
plantas (PGPR) em paises como Inglaterra,
Australia e Russia (antiga URSS). Os
trabalhos de (BROADABENT et al., 1971)
com bactérias de solo — rizobactérias — tanto
na promogdo de crescimento como no
controle bioldgico de doengas ndo podem ser
esquecidos.

Também nas décadas de 1970 e
1980, ndo podem deixar de ser mencionadas
as pesquisas do australiano Allen Kerr e seus
colaboradores, da Universidade de Adelaide,
na Australia. No inicio da década de 1970, o
grupo de trabalho de Kerr obteve, de solo,
isolamento de A. radiobacter (saprofitas)
fortemente antagbnicos a A. tumefaciens in
vitro. A continuidade das pesquisas mostrou
que esse antagonismo era também exercido
in vivo, estabelecendo-se assim o primeiro
caso de controle biolégico de uma bacteriose
de planta que realmente funciona em campo,
adotado como prética cultural rotineira em
muitos paises do mundo (KERR, 1979;
1980; KERR e TATE, 1984). O controle
fundamenta-se, principalmente, na producgéo



de uma bacteriocina, denominada Agrocina
84, produzida por certos isolamentos de A.
radiobacter (sapréfita), notadamente pelo
isolamento-padréo K84.

Na década de 1980, os trabalhos de
Milton Schroth e seu grupo, nos EUA, foram
de imensa importancia na pesquisa com
controle bioldgico. Fora da China talvez
fosse onde mais se trabalhava com
rizobactérias, quer como promotora de
crescimento de plantas quer como agentes de
controle biol6gico (SCHROTH e BECKER,
1990) e muita énfase se deram a espécies de
Pseudomonas e a sider6foros (KLOEPPER
etal., 1981).

Com o avango dos conhecimentos
cientificos e a melhoria das técnicas
microscopicas, tem-se constatado que 0s
insetos sdo seres altamente infestados por
microrganismos. Esse fato apresenta uma
grande importancia e torna ainda mais
complexo o trabalho dos patologistas de
insetos que se dedicam ao estudo por
determinacgdo dos agentes das doencas, dos
sintomas e outros tipos de relacionamentos e
interacOes entre insetos e microrganismos,
incluindo o estudo do controle microbiano
de pragas (ALVES, 1998).

Os microrganismos podem estar
presentes internas ou externamente ao corpo
dos insetos, mantendo ou ndo relagdes
complexas com 0s mesmos. A maioria das
relacdes ecoldgicas entre microrganismos e
insetos é construtiva, resultando em
beneficios aos insetos, aos microrganismos
ou a ambos (ALVES, 1998).

2. MATERIAL E METODO
2.1 Atividade Antagonista in vitro

O antagonismo foi ensaiado pelo
método de cultura pareada, ou simplesmente
pareamento, que consistiu no confronto
direto do antagonista (bactérias endofiticas)
e do fungo simbionte L. gongylophorus e
seus fungos associados.

Foram utilizados da cole¢do do
LABGEMMA (Laboratorio de Genética de
Microrganismos Amazonicos, da
Universidade Federal do Amazonas), 160
bactérias endofiticas de diferentes plantas da
Amazébnia (Ej — Peperomia sp.; Dg -
Duguethia stelachanta; Ansp — Rollinia sp.;
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Cosp — Malvaviscus sp.; Pp — Pothomorphe
peltata; Stsp — Strychnos sp.; Cj- Arrabidea
sp. e Qp- Phyllanthus sp) que apresentaram
anteriormente em outros testes agdo
antifangica ou antibacteriana.

Os fungos simbiontes foram
cultivados em placas de Petri com meio
BDA (Batata Dextrose Agar), pH 6,8 a 28
°C, de 7 a 14 dias. Com o auxilio de um
vazador de rolhas, foram retirados cilindros
de agar de 5 mm de didmetro, das bordas das
colbnias dos fungos em crescimento. As
bactérias endofiticas foram inoculadas em
BDA, por 18 a 22 horas a 37 °C. Apos este
periodo, foram coletadas por meio de uma
alca de platina e a seguir também
transferidas para as placas do ensaio.

O cilindro de meio de cultura
contendo o fungo alvo a ser inibido bem
como a bactéria atuando como possivel
agente inibidor foram colocados em polos
opostos equidistantes a 1 cm da borda
interna da placa de Petri onde seriam
realizados os ensaios. Durante a incubagéo,
foi analisada a inibicdo do crescimento do
fungo simbionte. Os testes foram realizados
em triplicata e foram utilizados como
controle placas contendo somente o fungo.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Apbs a identificacdo taxonémica
dos fungos associados as formigas
cortadeiras A. sexdens foram iniciados os
testes de antagonismo. Para os testes foram
utilizadas 160 bactérias endofiticas de
diferentes plantas medicinais da Amazénia,
estas bactérias apresentaram anteriormente
acdo antifingica e antibacteriana mostrando-
se como promissora ferramenta para o
controle destes fungos.

Trabalhos  utilizando  amostras
dessas  bactérias  foram  realizados
anteriormente por Lima et al. (2010) que
avaliaram antagonismo contra Candida
albicans.  Algumas  dessas  bactérias
endofiticas apresentaram resultados
positivos de antibiose contra C. albicans e
outras apresentaram micoparasitismo. Estes
resultados sugerem que a biodiversidade de
bactérias endofiticas de plantas arboreas da
AmazOnia pode ser uma rica fonte de



antifangicos e de outras substancias de valor
biotecnoldgico.

Portanto, com resultados tdo
promissores em outros experimentos optou-
se por utilizar 160 bactérias para o controle
dos fungos associados as formigas
cortadeiras: L. gongylophorus; Trichoderma
sp., Aspergillus sp., e leveduras. Os testes de
antagonismo foram realizados pelo método
de cultura pareada ou simplesmente
pareamento, que consiste no confronto
direto do antagonista (bactérias endofiticas)
e dos fungos simbiontes.

O teste de antagonismo contra 0
fungo L. gongylophorus foi realizado no més
de janeiro de 2010. Das 160 bactérias
endofiticas utilizadas 38 apresentaram
resultado  positivo de  antagonismo
(antibiose). Todos os testes foram realizados
em triplicata tendo como meio de cultura
BDA (Batata Dextrose Agar).

Testes realizados com extratos
vegetais de Cedrela fissilis, conhecida
popularmente como cedro ou cedro real,
contra as formigas cortadeiras Atta sexdens
e seus fungos associados mostraram que
extratos brutos de fruto, galho, caule e folha,
alguns foram inativos e outros inibiram no
méaximo 40% o desenvolvimento do fungo
(extratos brutos hexanico, ambos de galho e
folha). Dos extratos brutos da raiz, os que
apresentaram melhor atividade foram o
hexénico e o diclorometanico, ambos
inibindo em 100 % o crescimento do fungo
simbionte na concentragdo de 1000 g/mL
(GODOY et al., 2003).

Certos fungos apresentam potencial
para utilizagdo no controle biologico de
formigas cortadeiras. Segundo Queiroz
(1996), os fatores de mortalidade mais
importantes para rainhas de Atta mexicana
sdo os fungos entomopatogénicos. Em
levantamentos realizados pelo autor, no
México, foram identificadas as espécies
Aspergillus  parasiticus,  Paecilomyces
farinosus, Beauveria bassiana, Metarhizium
anisopliae var. anisopliae e Metarhizium
sp., destacando-se nos ensaios de
patogenicidade Bauveria bassiana e P.
farinosus, como 0s mais promissores para
controle biolégico de A. mexicana. No
Brasil, a maioria dos estudos tem sido

Scientia Amazonia, v. 5, n.1, 1-14, 2016
Revista on-line http://www.scientia-amazonia.org

ISSN:2238.1910

realizada com B. bassiana e M. anisopliae,
entretanto os resultados ainda ndo sé&o
conclusivos.

Alves e Sosa-Gomez (1983) relatam
a ocorréncia destes fungos em rainhas de
Atta sexdens rubropilosa, provocando a
mortalidade em operérias, em condicGes de
laboratério. Em floresta de Eucalyptus
grandis, resultados promissores foram
obtidos com a utilizacéo de B. bassiana, em
iscas, para controle de Acromyrmex spp.
(DIEHL-FLEIG et al., 1992). No entanto, o
controle biolégico microbiano de formigas
cortadeiras tem sido questionado devido ao
fato destes insetos sociais reconhecerem
agentes patogénicos e emitirem reacdes
comportamentais de defesa (KERMARREC
etal., 1986).

Obtivemos, portanto dos 160 testes
de antagonismo utilizando bactérias
endofiticas de plantas medicinais da
Amazodnia, 38 resultados positivos para a
atividade antagonista do tipo antibiose, 55
resultados moderados e/ou médios da
atividade antagonista, 64 de resultado
negativo para atividade antagonista e em 03
bactérias apresentaram-se contaminada por
outro microrganismo.

Além disso, neste primeiro teste foi
medido o espacamento da area onde se
encontrava inoculado o fungo e a bactéria.
Neste sentido, podemos verificar que as
bactérias: LB 18/03 QPC1 1.1; LB 04/03
COSP 42/32; LB 20/03 QPR1 2.2; LB 20/03
QPR2 3.2; ISP2 09/03 LB CJF 1.2; ISP2
09/03 CJRCO 1.1, mostraram-se com um
maior espacamento entre o fungo e as
bactérias quando comparado com as demais,
mas tal fato ndo descarta a possibilidade das
outras bactérias serem utilizadas como
antagonistas contra o fungo L.
gongylophorus.

Atualmente tém se realizado estudos
com algumas espécies botanicas para o
controle do jardim de fungos associados as
formigas cortadeiras, sendo um dos
destaques, Trichilia emetica, conhecida por
possuir atividades contra Schistosoma
haematobium (SPARG et al., 2000). Alguns
trabalnos com diferentes espécies de
Trichilia relataram a presenca de
tetranotrirpendides nas raizes, com atividade



deterrente (SIMMONDS et al., 2001), bem
como o isolamento de limonoide da casca do
caule (CORTEZ, 2000).

Resultados obtidos com os extratos
de Trichilia sp. sobre o desenvolvimento do
fungo simbionte mostraram que os extratos
e fragBes de folha n&o inibiram ou inibiram
discretamente (20%) o fungo. Resultados
mais expressivos foram obtidos com o0s
extratos hexanicos brutos de galho e dos
frutos, ambos inibindo em 60% o
crescimento do fungo. Do fracionamento
dos extratos de galhos (GODOY, 2003)
obteve a fracdo mais ativa que apresentou
inibicdo de cerca de 40%. As anélises das
fracbes mostraram que 0s principais
compostos presentes eram 0s &cidos graxos
hexadecandico e oléico. Estes resultados
vieram a confirmar os ensaios realizados por
Simmonds et al. (2001) que, analisando a
atividade de é&cidos graxos variando o
namero de carbonos de 6 a 31, verificou que
a toxicidade para o fungo esteve entre 6 a 12
carbonos, sendo que, maiores cadeias
carbdnicas resultaram na perda da atividade.
Outro fator verificado foi que o grau de
insaturacbes  favorecia a  atividade
antifingica destes compostos. Segundo
Godoy (2003), o é&cido hexadecandico
(palmitico) na concentragdo de 100 mg/mL
ndo inibiu o fungo, enquanto que o &cido
oléico na mesma concentragdo inibiu o
desenvolvimento do fungo em 40%. Ja o
acido linoléico e o linolénico inibiram 80%
o fungo também na concentragdo de 100
mg/mL.

No segundo teste de antagonismo,
verificou-se que a levedura isolada do jardim
de fungos simbiontes inibiu o crescimento
da maioria das bactérias endofiticas
utilizadas como antagonistas. Também
foram obtidos poucos resultados positivos de
antagonismo das bactérias endofiticas contra
a levedura. Magliani et al. (1997),
descrevem que algumas leveduras podem
secretar compostos (micocinas ou toxinas
killer), geralmente glicoproteinas
antagbnicas para outras espécies de
leveduras. Dentre as estirpes isoladas de
ninhos de A. sexdens por Carreiro et al.
(2002), foi constatada a presenca de
atividade  “killer” em  espécies de
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Aureobasidium, Candida, Cryptococcus,
Debaryomyces, Pichia, Rhodotorula,
Saccharomyces, Torulaspora, Tremella e
Trichosporon. Essa atividade killer pode ser
um instrumento para a manutencdo da
estrutura da comunidade de leveduras
(CARREIRO et al., 2002).

A pesquisa de Rodrigues e
colaboradores (2009) mostraram que 0
antagonismo de leveduras isoladas de ninhos
de A. texana em relacdo ao fungo parasita
Escovopsis, sendo que as espécies Bullera
sinensis, Cryptococcus magnus e espécies de
Pseudozyma inibiram significativamente as
duas estirpes de Escovopsis testadas. Esta
observacdo evidenciou um papel biologico
das leveduras até entdo desconhecido em
relacdo a defesa do ninho contra Escovopsis.

Por outro lado, Little e Currie (2007)
encontraram um possivel novo simbionte
associado a formigas da espécie
Apterostigma pilosum, uma Attini basal.
Leveduras negras do género Phialophora
foram isoladas da cuticula, na regido do
térax, isto €, no mesmo local em que as
bactérias simbiontes se encontram. Elas
podem utilizar nutrientes diretamente da
Pseudonocardia, 0 que promove O
crescimento dessas leveduras e diminui o
crescimento da Pseudonocardia, dessa
forma interferindo de modo negativo na
protecdo aos ninhos. Assim poderiam
reduzir o crescimento das bactérias
produtoras de antibiticos que inibem o
fungo Escovopsis. Portanto, as leveduras
negras podem sinergizar indiretamente a
infeccdo por Escovopsis nos ninhos dessas
formigas (LITTLE e CURRIE, 2008).

Muitos dos géneros e espécies de
formigas nunca foram estudados quanto a
ocorréncia e caracteristicas das leveduras
associadas aos seus ninhos, principalmente,
com ninhos de Attini ndo cortadeiras,
mostrando uma nova linha promissora de
pesquisas.

No teste seguinte, das 160 bactérias
endofiticas utilizadas no confronto direto
contra o Trichoderma sp., dezenove (19)
apresentaram resultado positivo para
antagonismo, nove (9) apresentaram
resultado moderado e cento e trinta e dois
(132) apresentaram resultado negativo.



Mendes (2010) realizou um
experimento para a avaliacdo da atividade
antagonista das actinobactérias sobre o0s
fungos filamentosos isolados do jardim de
fungo de Trachymyrmex sp. (grupo lheringi)
mostrando que das 38 actinobactérias
isoladas, apenas 9 (23,68%) apresentaram
inibicdo do crescimento de pelo menos um
dos fungos filamentosos isolados do jardim
de fungo de Trachymyrmex sp. (grupo
Iheringi) (Fusarium solani, Mucor sp. e
Trichoderma spirale).

Diversos autores tém relado a
presenca de actinobactérias ndo pertencentes
ao género Pseudonocardia associadas a
formigas Attini (ZUCCHI, et al., 2010;
HARDER et al., 2009; MUELLER et al.,
2008; KOST et al, 2007). Estas
actinobactérias podem ndo fazer parte da
simbiose e sim serem apenas transitorias ou
frutos de contaminagéo.

Porém, actinobactérias nao-
Pseudonocardia isoladas do exoesqueleto de
operarias apresentaram forte atividade sobre
0 crescimento de Escovopsis, maior
atividade se comparada com as estirpes de
Pseudonocardia spp. e também inibiram o
crescimento dos fungos Fusarium solani,
Mucor sp. e Trichoderma spirale, sugerindo
que estas bactérias, além de controlarem o
crescimento do Escovopsis também podem
atuar na defesa do ninho contra outros
fungos. Aparentemente, muitas
actinobactérias contribuem para a nao
contaminagdo dos ninhos de  Attini
produzindo compostos antimicrobianos
(MENDES, 2010).

Outro teste de antagonismo foi
realizado por Favarin (2005) testando
linhagens de Streptomyces, o qual mostrou
resultados de inibicdo da germinagdo dos
conidios de todas as linhagens do fungo
Escovopsis weberi. Houve inibicdo da
germinacdo dos conidios até mesmo com a
adicdo da menor concentragédo dos filtrados
testada, ou seja, para uma proporcéo de 10 %
do filtrado, obtiveram cerca de 80 % de
germinacdo dos conidios, e com 0 aumento
da concentracdo dos filtrados incorporados
ao meio de cultivo, a porcentagem de
germinagdo dos conidios diminuiu, sendo
totalmente inibidos quando testados com a
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adicdo da maior concentracdo de filtrados,
50%.

O quarto teste de antagonismo foi
realizado com o fungo isolado Aspergillus
flavus, este teste foi realizado com duas
metodologias diferentes para a adequacéo e
verificagdo dos resultados, mas ambos
apresentaram resultados positivos, entre 0s
mesmos  destacaram-se 21  bactérias
endofiticas com resultados positivos de
antagonismo para este fungo, dez com
resultado de antagonismo moderado e 129
apresentando resultados negativo.

Apos a realizacdo de todos os testes
de antagonismo (Leucoagaricus
gongylophorus, Levedura, Trichoderma
longibrachiatum, Aspergillus flavus), os
dados foram reunidos em planilhas com os
resultados mais promissores e foram
escolhidas as bactérias que proporcionaram
um resultado positivo em 3 ou 4 testes.
Como observado das 160 bactérias
endofiticas utilizadas nos testes de
antagonismo apenas seis apresentaram acao
antagonista contra, pelo menos, trés fungos
simbiontes (QPC2 2.1, QPF2 2.3, QPF2 3.1,
QPF1 3.2, QPF2 2.2, QPR2 3.3). Tais
bactérias foram, portanto, utilizadas para os
testes in vivo.

4. CONSIDERACOES FINAIS

Bactérias endofiticas conhecidas
inicialmente como assintomarticas passaram
a ter destaque ja que cada vez mais, novas
fungdes e atividades vém sendo atribuidas
aos microrganismos endofiticos,
consequentemente, vdo surgindo novas
possibilidades para 0 uso  desses
microrganismos em processos
biotecnoldgicos. Fungos e  bactérias
endofiticos estdo sendo utilizados no
controle biolégico como vetores para
introducdo de genes em plantas e como
produtores de farmacos (ZHANG et al.,
2006; STROBEL e DAISY 2003; BILLS et
al., 2002; SALLES et al., 2000).

Os enddfitos produzem enzimas,
antibidticos, substancias anticancerigenas,
gomas, auxinas, giberelinas. Sédo
responsaveis pela fixacdo do nitrogénio,
podem solubilizar fosfatos e ser usados
como agentes de controle biol6gico etc.



(SOUZA, 2006; STROBEL, 2002;
STROBEL et al. 1996).

A maioria dos estudos com o0s
microrganismos endofiticos se concentra em
plantas de climas temperados e somente
mais recentemente esses estudos se voltaram
para as plantas de clima tropical sendo que,
também nestes €asos, resultados
interessantes vém se confirmando e até
ampliam-se as perspectivas de
aproveitamento biotecnologico
(SAMUELS, 2004; SOUZA et al., 2004;
STROBEL, 2002; HANADA et al., 2009).

Considerando a importancia dos
microrganismos, 0 pouco gue se conhece da
biodiversidade existente e ainda diante dos
resultados obtidos nesta pesquisa onde
explorou-se novos métodos de controle
biolégico de formigas cortadeira, justificam-
se novas pesquisas com essa abordagem
utilizando-se 0S microrganismos
endofiticos. A biodiversidade microbiana no
interior das plantas é quase que totalmente
desconhecida e especialmente nas plantas da
Amazodnia. Os dados de pesquisa nessa area
na regido ainda sdo preliminares, frutos de
poucas teses, dissertagdes e de trabalhos de
iniciacdo cientifica (PEREIRA et al., 2007).

O fato de alguns endofitas
exercerem atividade antagonistica contra
fitopatégenos, em bioensaios, in vitro, pode
sugerir uma potencialidade como agentes de
biocontrole. Tal fato corrobora para 0s
resultados vistos neste trabalho onde
bactérias endofiticas utilizadas nos testes de
antagonismo contra os fungos associados
das formigas cortadeiras comprovaram agéo
antagonista,  mostrando-se, in  vitro,
promissoras para o controle dos fungos
associados a formigas cortadeiras, e
indiretamente viabilizando-se o controle das
préprias formigas.

Para estas seis bactérias com
resultado positivo foi realizado o “pull das
bactérias”, ou unido das mesmas, para
futuros testes de mortalidade in vivo contra
formigueiros.

Divulgacéo

Este artigo é inédito e ndo esta sendo
considerado para qualquer outra publicacéo.
Os autores e revisores ndo relataram
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qualquer conflito de interesse durante a sua
avaliacdo. Logo, a revista Scientia Amazonia
detém os direitos autorais, tem a aprovagdo
e a permissdo dos autores para divulgagéo,
deste artigo, por meio eletrdnico.
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