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Resumo

FREITAS, Deise Farias. Exigéncias térmicas do fungo cultivado por formigas
cortadeiras do género Acromyrmex Mayr, 1865 (Hymenoptera, Formicidae). 2010.
37f. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Pds-Graduacdo em Fitossanidade.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas-RS-Brasil.

As formigas cortadeiras, pertencentes a tribo Attini (Hymenoptera-
Formicidae-Myrmicinae,) em especial 0 género Acromyrmex, Situam-se entre as piores
pragas da agricultura brasileira, pois cortam plantas e transportam pedacos para
interior de seus ninhos. O material vegetal € usado para o cultivo do fungo
Leucoagaricus gongylophorus (Singer), do qual se alimentam. O trabalho teve como
objetivo verificar a temperatura ideal para o crescimento e desenvolvimento do fungo
simbionte Leucoagaricus gongylophorus. Os fungos utilizados no trabalho provém de trés
diferentes espécies de formigas cortadeiras, Acromyrmex ambiguus (Emery, 1887), A.
crassispinus (Forel, 1909) e A. heyeri (Forel, 1899), fungos estes que foram isolados e
repicados em placas de Petri, contendo meio de cultura SILVA-PINHATI et al.
(2005). Como tratamentos foram utilizados seis temperaturas (15,18, 22, 25, 28 e 30
°C), onde se avaliou o0 halo de crescimento do fungo aos 63 dias apds o0 seu
estabelecimento no meio de cultura. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, sendo que para cada temperatura foram feitas 20 repeticées. Os dados
foram analisados pelo programa MOBAE. O valor do limiar térmico inferior de
desenvolvimento (Th) para o fungo simbionte L. gongylophorus cultivado pela espécie
A. ambiguus, foi de 16,22°C, para o periodo estudado, respectivamente, com limite
térmico 6timo de desenvolvimento entre 19,39°C e 21,02°C.



O modelo adotado ndo se ajustou para os fungos cultivados por A. crassispinus € A.
heyeri mostrando que as faixas de temperaturas adotadas nao foram adequadas para

aguelas espécies, evidenciando assim exigéncias térmicas diferentes.

Palavras-chave: Temperatura, Leucoagaricus gongylophorus, Insecta.



Abstract

FREITAS, Deise Farias. Thermal requirements of fungi cultivated by leaf cutting
ants of the genus Acromyrmex Mayr, 1865 (Hymenoptera, Formicidae).
2010.37f. Dissertation (Master of Science) — Post Graduate Program in
Phytosanitary. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas-RS-Brasil.

Leaf-cutting ants belonging to Attini (Hymenoptera-Formicidae-Myrmicinae),
especially the genus Acromyrmex, are among the worst pests of Brazilian agriculture,
because plants and cut pieces to carry inside their nests. The plant material is used
for growing Leucoagaricus gongylophorus (Singer), from which they feed. The study
aimed to determine the optimal temperature for growth and development of the
symbiotic fungus Leucoagaricus gongylophorus (Singer). The fungi used in the study come
from three different species of leaf cutting ants: Acromyrmex ambiguous (Emery, 1887),
Acromyrmex crassispinus (Forel, 1909) and Acromyrmex heyeri (Forel, 1899), that these fungi
were isolated and layered on Petri dishes containing culture medium SILVA-PINHATI
et al. (2005). The treatments used were the temperatures 15, 18, 22, 25, 28 and
30°C, which evaluated the halo of growth of the fungus 63 days after its
establishment in the culture medium. The experimental design was randomized, and
for each temperature were 20 repetitions. Data were analyzed by the MOBAE
program. The value of the lower development threshold temperature (Tb) for the
symbiotic fungus L. gongylophorus cultivated by the species A. ambiguus, were 16.22°C,
for the period studied with excellent development thermal threshold between 19.39°C
and 21.02°C. The model adopted did not set the fungi cultivated by A. crassispinus and
A. heyeri, showing that the temperature ranges adopted were not appropriate for those

species, thus revealing different thermal requirements.

Keywords: Temperature, Leucoagaricus gongylophorus, Insecta
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1. Introducéo geral

A tribo Attini (Subfamilia Myrmicinae) € um clado de formigas compostas por
cerca de 220 espécies (MULLER et al., 2005) distribuida em 13 géneros (BRANDAO
& MAYHE-NUNES, 2001), todos obrigatoriamente dependentes do cultivo do fungo
simbionte para sua alimentagéo e sobrevivéncia (MULLER et al., 2005). Acromyrmex
Mayr, 1865 € um dos géneros mais apomorficos dessa tribo, constituindo um clado
popularmente conhecido como formigas cortadeiras, devido ao seu habito de cortar
flores e folhas para cultivar seus fungos (CURRIE, 2002).

O fungo cultivado pelas formigas cortadeiras da Tribo Attini pertence ao filo
Basidiomycota, representado aproximadamente por 22.300 espécies. Apresentam
estruturas tipicas, como: basidio (responsavel pela producdo dos basididésporos -
esporos), parede celular com quitina e hifas com septos perfurados. A maioria
possui vida livre (terrestres), poucos sdo simbidticos (liquens) ou parasitas, e
algumas espécies ainda se adaptaram ao ambiente aquatico. Sao representados
pelos cogumelos comestiveis e venenosos, alguns fitopatdgenos (ferrugens e
carvoes) e leveduras (FREDGARDSON, 2009). O fungo simbionte, Leucoagaricus
gongylophorus (Singer), produz hifas e gongilideos que séo tidos como a principal fonte
de nutrientes para as formigas, especialmente para as larvas (QUINLAN;
CHERRETT, 1979).

Grande parte da biomassa vegetal coletada ndo é de fato consumida
diretamente pelas formigas, sendo usada como substrato para o desenvolvimento do
fungo mutualistico, o qual, em troca oferece nutrientes para as colonias. O fungo
cultivado constitui a Unica fonte de alimento para as larvas dessas formigas. Ja os
individuos adultos tém apenas parte de seu requerimento nutricional oriundo do

fungo, sendo o restante obtido através da ingestdo de seiva de vegetais durante a
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manipulacdo do substrato (BASS; CHERRETT, 1995; MULLER et al., 2005). Em
troca, o fungo recebe os cuidados empregados pelas formigas para o seu bom
crescimento, como o fornecimento de um farto suprimento de substrato, protecdo
contra inimigos e propagagéo para as novas colonias (NASCIMENTO et al., 1996;
CURRIE, 2002; CURRIE et al., 2003; MEHDIABADI et al., 2006).

Este fungo simbionte ainda ndo tem uma taxonomia claramente definida e
aceita entre os especialistas, devido a auséncia de frutificacdo sob condi¢cdes de
laboratério (BORBA et al., 2006). Além disso, eles apresentam baixa velocidade no
crescimento e compartiiham o substrato com diferentes microrganismos
oportunistas, dificultando ainda mais as pesquisas realizadas (SILVA-PINHATI et al.,
2005).

Tradicionalmente, a identificacdo de fungos baseia-se na morfologia dos
orgdos reprodutivos. Para o fungo simbionte das formigas cortadeiras ndo se tem
observado a producéo de esporos ao nivel de campo e de laboratério, e acredita-se
qgue eles tenham se adaptado as diferentes condicbes de meio oferecidas pelas
formigas (BORBA et al., 2007).

Varios trabalhos com extratos de plantas para verificar o efeito sobre o
desenvolvimento do fungo simbionte também tém sido realizados. Borba et al.
(2005) avaliaram o crescimento do fungo simbionte, L. gongylophorus, cultivado pela
formiga A. heyeri Forel, 1899, em diferentes meios de cultura, sendo que o maior
diametro e peso seco foram observados quando cultivado no meio de cultura
contendo farelos de arroz e de trigo na sua composicao.

Ja em 2006, a mesma autora desenvolveu o fungo de A. ambiguus Emery, 1887,
A. crassispinus Forel, 1909, A. heyeri Forel, 1889 € A. lundi (Guerin, 1838) em meios de cultura
acrescidos de melago e de extratos de azevém (Lolium multifiorum Lam.), de tifa (Typha
angustifolia L.) € de formiga (Atta sexdens piriventris Santschi, 1919). O meio de cultura
desenvolvido por Pagnocca (glucose 10g, cloreto de sédio 5g, bacto peptona 5g,
extrato de malte 10g, agar 15g, agua destilada 1000 ml) PAGNOCCA et al. (1990)
mostrou-se o mais adequado para o desenvolvimento do fungo daquelas formigas.
Esse resultado corrobora com aquele encontrado no trabalho de Loeck et al. (2004),
no qual, avaliando quatro diferentes meios de cultura (Pagnocca, Murashige &
Scoog, Vg juice agar e Celulose-asparagine) sobre o crescimento do fungo de A.
sexdens piriventris € A. heyeri, observaram que, para ambas as espécies, 0 meio

Pagnocca apresentou maior crescimento micelial.
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Em continuidade a este trabalho, Borba et al. (2006), expuseram diferentes
isolados de fungos de diferentes espécies de Attini oriundos de locais distintos a luz
ultravioleta e realizou pareamentos entre 0s mesmos, para verificar a ocorréncia de
heterocariose. Neste trabalho pdde ser constatada a grande variabilidade na
morfologia dos fungos cultivados por diferentes espécies de formigas e que, a
exposicao a radiacdo de luz UV, além de alterar a coloracdo e margem das col6nias,
produziu isolados mais dissimilares comparados aos nado submetidos a esta
condigdo. Estas analises foram realizadas ainda atraveés da técnica de AFLP, que
também verificou a diferenca genética de isolados de fungos que foram pareados
sugerindo a ocorréncia de heterocariose.

O crescimento do fungo in vitro € muito lento. Apesar de existirem trabalhos
sobre exigéncia nutricional (BORBA et al., 2006; BORBA et al., 2008 e LOECK et al.,
2004) nado existem trabalhos sobre sua exigéncia térmica, de maneira que 0s
trabalhos vem sendo desenvolvidos em temperaturas em torno de 25°C
(PAGNOCCA et al.,1990; LOECK et al., 2004; BORBA et al., 2006; SILVA-PINHATI
et al.,, 2005). No entanto, para otimizar seu crescimento em laboratério torna-se
importante conhecer a melhor temperatura, além de verificar se as exigéncias sao
as mesmas para os fungos cultivados pelas diferentes espécies de formigas.

O fungo simbionte das formigas cortadeiras possui crescimento muito lento
em laboratério, dificultando a realizacdo de pesquisas. Por este motivo, o trabalho foi
realizado com o objetivo de verificar o efeito da temperatura sobre o crescimento e
desenvolvimento de fungos cultivados por trés espécies de formigas pertencentes ao
género Acromyrmex: A. ambiguus, A. crassispinus e A. heyeri em meio de cultura YNBGC
(SILVA-PINHATI et al., 2005) em condicfes de laboratorio.



2. Revisao de literatura

2.1 As formigas que cultivam fungos

Entre mais de 9500 espécies de formigas existentes (Formicidae) (BOLTON,
1995) existem cerca de 22 espécies que cultivam fungos para a sua alimentacéo,
todas descritas na tribo Attini (Subfamilia Myrmicinae), formando um grupo
monofilético (WETTERER et al., 1998; MULLER et al., 2005) abrangendo 13
géneros (BRANDAO; MAYHE-NUNES, 2001) (Figural).

Myrmicocrypta

Apterostigma
_Echocegurus

— \fycetophyfax sp.

Mycetarotes
Myvcetosoritis

Cyphomyrmex sp.

| Mycefophyfaxsp.

Sericomyrmex
_E Trachymyrmex sp.
Trachymynmex sp.

Acromyrmex

Atta

Figura 1. Cladograma com as relacdes filogenéticas da tribo Attini. Em verde os
géneros do grupo das Attini basais; em vermelho e azul o grupo das
Attini derivadas; e em azul as formigas cortadeiras. Fonte: Villesen,

2001.
Formigas cortadeiras sdo aquelas que possuem o habito de cortar as folhas
e partes vegetais que servem de substrato para o crescimento de um fungo
simbionte, a fim de garantirem a sua sobrevivéncia (FISHER et al., 1994; CARLOS,

2009). O material cortado é transportado para o interior do formigueiro, para uma
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camara destinada ao cultivo do fungo que serve de alimento para larvas e adultos
(ANA, 2010). Sao os chamados “jardins de fungos” (PAGNOCCA et al., 2001). Elas
causam grandes prejuizos a agricultura brasileira, pelo fato de atacarem
praticamente todas as plantas cultivadas e estarem disseminadas por todo o
territério nacional, efetuando sua acdo prejudicial durante todo o ano (LOECK,
GRUTZMACHER, 2001).

2.2 Género Acromyrmex Mayr, 1865

O género Acromyrmex de acordo com Mariconi (1970) € nativo da América do
Sul, ocorrendo em quase todos o0s paises do continente, encontrando-se
amplamente distribuido no territério brasileiro.

As formigas cortadeiras do género Acromyrmex vulgarmente conhecidas como
‘quenquéns”, sdo pragas muito prejudiciais em diversas regides do Pais. Atacam as
lavouras e pomares, diminuindo a producao, pois cortam as folhas e enfraquecem as
plantas (MARICONI, 1970; DELLA LUCIA, 1993).

Na regido Sul do Rio Grande do Sul (RS), segundo Gusmao, Loeck (1999),
sdo encontradas as seguintes espécies de formigas cortadeiras do género
Acromyrmex:. A. heyeri Forel, 1899, A. lundi (Guerin, 1838), A. ambiguus Emery, 1887, A. striatus
(Roger, 1863), A. crassispinus Forel, 1909, A. laticeps Emery, 1905 € A. lobicornis (Emery, 1887),
sendo A. heyeri, A. lundi € A. ambiguus, predominantes no RS. Segundo a mesma
autora, com excec¢do de A. lobicornis, as demais espécies apresentam ampla
distribuicdo geografica na regido Sul do Estado.

O presente trabalho foi realizado com fungos cultivados por A. ambiguus,
A.heyeri € A. crassispinus (Fig. 2), pela facilidade de obtencdo dos fungos de seus

ninhos.
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Subgénero Aiselienus

Figura 2. Caracteristica morfologica das espécies de formigas cortadeiras das
quais foram obtidos os fungos A. ambiguus Emery, 1887(A) A. heyeri Forel,
1899 (B) A. crassispinus Forel, 1909 (C), com detalhe do escapo antenal.
Pelotas-RS, 2008. (GRUTZMACHER; LOECK, 2005).

2.3 Fungo simbionte

O fungo simbionte, Leucoagaricus gongylophorus (Singer), cultivado pelas
formigas cortadeiras da Tribo Attini pertence ao Filo Basidiomycota, representado
aproximadamente por 22.300 espécies. O Filo Basidiomycota compreende todos os
fungos que produzem basididésporos, que é um meidsporo produzido em uma célula
altamente especializada, o basidio. Sdo predominantemente miceliais, embora
possam ser unicelulares ou pseudomiceliais.

Os basidiomicetos caracterizam-se por apresentarem micélio constituido de
hifas septadas que podem ser simples ou possuirem ansas ou septo dolipérico,
estruturas caracteristicas do grupo, os quais séo utilizados na transferéncia de um
dos nucleos apos a divisdo. As hifas caracterizam-se pela presenca de quitina em
suas paredes celulares e pela sintese de um sistema multienzimatico para o
aminoacido lisina (BERBEE; TAYLOR, 1992). Estes fungos possuem os basidios,
que sdo estruturas reprodutivas, responsaveis pela producdo dos esporos
denominados basididésporos, de origem sexuada. Os basidios podem se agrupar em
um corpo de frutificacdo, constituindo o basidiocarpo conhecido como cogumelo
(BONONI, 1998).

O fungo mutualista, L. gongylophorus, das formigas do género Acromyrmex
produz, nas extremidades de suas hifas, intumescéncias chamadas de gongilideos.
Essas estruturas sdo consideradas elementos adaptativos a longa existéncia
conjunta entre os fungos e as formigas destes géneros. Sao formados por
abundantes vacuolos ricos em nutrientes e servem como fonte de alimento para as

formigas. Além do elevado valor nutricional, os gongilideos se rednem em conjuntos
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chamados estafilos o que facilta a coleta e o transporte desses “pacotes
nutricionais” (MUELLER, 2002).

Segundo Vasconcelos e Fowler (1990) a associacao simbiética estabelecida
entre as formigas e os fungos que cultivam, resulta no seu sucesso ecoldgico na
natureza.

Este fungo simbionte ainda ndo tem uma taxonomia claramente definida e
aceita entre os especialistas, devido a auséncia de frutificacdo (BORBA et al., 2006).
Além disso, eles apresentam baixa velocidade no crescimento e compartiiham o
substrato com diferentes microrganismos oportunistas, dificultando ainda mais as
pesquisas realizadas (SILVA-PINHATI et al., 2005).

Na tentativa de superar as dificuldades da taxonomia tradicional foram
realizadas descricbes de estruturas do micélio por Angeli-papa e Eymé (1985) de
Atta sp., Acromyrmex sp. € Trachymyrmex sp., € por Brancher (1993) do género Acromyrmex
e estudos moleculares (CHAPELA et al., 1994; HINKLE et al., 1994 e MUELLER et
al.,1998) cujos resultados serviram apenas para comprovar que os fungos cultivados
pelos Attini sédo basidiomicetos.

Trabalhos realizados por Loeck et al. (2000) mostraram diferentes respostas
dos fungos cultivados por diferentes espécies de Atta € Acromyrmex, em relacdo aos
meios de cultivo e pH’s, evidenciando um processo co-evolutivo entre fungo e
formigas.

Varios trabalhos com extratos de plantas para verificar o efeito sobre o
desenvolvimento do fungo simbionte também tém sido realizados (BORBA et
al.,2006). Um estudo realizado com macerados de folhas de Citrus spp., Ligustrum spp.,
Acalypha spp., Eucalyptus spp., Alchornea triplinervia € Melia spp. adicionados ao meio de
cultura mostrou que as plantas maceradas afetaram diretamente o desenvolvimento
do fungo simbionte (CAMARGO et al.,, 2003). KHOURI et al. (2003), avaliaram o
efeito de extratos de gramineas forrageiras no crescimento do fungo simbionte de
Acromyrmex balzani Emery 1890, concluiram que o capim tifton (Cynodon dactylon (L.) Pers) €
0 capim pangola (Digitaria decumbens Stent.) promoveram melhor crescimento do fungo.
Outros trabalhos mostraram que extratos foliares de algumas espécies vegetais,
como Canavalia ensiformis (L.) DC (fava-branca) e Sesamum indicum L. (gergelim),
inibiram o desenvolvimento do fungo simbionte de Atta sexdens rubropilosa Forel, 1908
(RIBEIRO, 1994; TORKOMIAN, 1994).



19

Brancher (1993) analisou morfologicamente o fungo cultivado pelas formigas
cortadeiras das espécies A. ambiguus, A. heyeri € A. sexdens piriventris € encontrou
diferencas tanto no didmetro como em comprimento das hifas infladas, entre os
isolados das diferentes espécies, assim como entre isolados provenientes da
mesma espécie de formiga.

Borba et al. (2005) avaliaram o crescimento do fungo simbionte L.
gongylophorus, cultivado pela formiga A. heyeri, em diferentes meios de cultura, sendo
gue o maior diametro de crescimento e peso seco foi observado quando cultivado no
meio de cultura contendo farelos de arroz e de trigo na sua composigao.

Borba et al. (2006) verificaram o crescimento do fungo de A. ambiguus, A.
crassispinus, A. heyeri € A. lundi em meios de cultura acrescidos de melaco e de extratos
de azevém (Lolium multiflorum Lam.) e folhas de tifa (Typha angustifolia L.). O meio de
cultura desenvolvido por PAGNOCCA et al. (1990) proporcionou melhor
desenvolvimento do fungo daquelas formigas. Loeck et al. (2004) em seus estudos,
avaliou quatro diferentes meios de cultura (Pagnocca, M&S, Vg juice agar e
Celulose-asparagine) sobre o crescimento do fungo de Atta sexdens piriventris € A.
heyeri, observaram que, para ambas as espécies, 0 meio Pagnocca apresentou maior
crescimento micelial.

Em continuidade a este trabalho, Borba et al. (2006) expuseram isolado de
fungos de diferentes attines oriundos de locais distintos do RS, a luz ultravioleta
onde pode ser constatada a grande variabilidade na morfologia dos fungos
cultivados por diferentes espécies de formigas e que a exposi¢ado a radiacdo de luz
UV, além de alterar a coloracdo e margem das col6nias, produziu isolados mais
dissimilares comparados aos nao submetidos a este teste.

A temperatura € um dos fatores abidticos mais importantes para o
desenvolvimento dos fungos. Segundo Ferron (1978), a temperatura afeta o
crescimento do micélio de fungos, enquanto outros autores relatam que a
germinacao dos conidios e esporos também sédo afetada por este fator (YENDOL,
1968; ALVES & NOGUEIRA, 1984).

Loureiro et al. (2002) realizaram o estudo do efeito de quatro temperaturas
(22, 25, 28 e 31°C) e de trés regimes de luz no desenvolvimento do fungo Sporothrix
insectorum sendo avaliado o0 crescimento vegetativo, reprodutivo, producdo e
viabilidade do fungo, e verificou que o crescimento vegetativo do fungo, promovido

pelas temperaturas de 22, 25 e 28°C, foi semelhante, proporcionando um maior
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desenvolvimento do fungo quando comparadas ao fungo mantido a temperatura de
31°C. Porém, verificou-se que a producdo de conidios foi maior a 28°C, enquanto
que a temperatura de 31°C limitou o crescimento de micélio e reduziu drasticamente
a viabilidade dos conidios.

Castro et al. (2006) avaliaram condi¢cfes favoraveis ao desenvolvimento de
cinco fungos xil6fagos pertencentes a classe dos basidiomicetos do género Panus
spp. Utilizaram meio de cultura e cinco temperaturas na faixa entre 25 a 40°C e
observaram que a temperatura de 35°C, foi a melhor para todas as amostras,
evidenciando que a velocidade do crescimento micelial das amostras foi maior em
razdo do aumento da temperatura.

O género de Pleurotus tem sua faixa Otima de crescimento entre 20 e 30°C,
(BONONI; CAPELARI, 1985).

Sabendo-se que a temperatura influi, diretamente, no desenvolvimento
micelial fangico, estudos mais avancados sobre as condicfes térmicas sao
necessarias para otimizar o crescimento dos fungos cultivados por formigas

cortadeiras in vitro.

2.4 Ciclo de vida dos fungos basidiomicetos

Segundo Alexopoulos et al. (1996), os “fungos verdadeiros” apresentam
processos de reproducéo sexuada em que a germinagcao de um esporo origina hifas
constituidas por células dotadas de um Unico nucleo (monocaribticas), as quais
constituem o micélio priméario. O processo sexuado tem inicio com o encontro de
dois micélios sexualmente compativeis. Ao entrar em contato, as hifas se fundem
(plasmogamia), originando hifas dicaridticas. Estas sé&o constituidas por células com
dois nudcleos, cada um deles descendente de um nucleo de um dos micélios que se
fundiram. Ao se dividir, as células fornecem um exemplar de cada um de seus
nacleos a suas células-filhas, de modo que a condicdo dicariotica se mantém nas
novas hifas formadas. O novo micélio constituido por hifas dicaridticas, conhecido
como micélio secundario, cresce e se desenvolve. Os micélios secundarios
dicarioticos constituem a base predominante no ciclo de vida dos basidiomicetos.
Certas espécies formam hifas especiais, que emergem do solo e forma o corpo de
frutificacdo, chamado de basidiocarpo. Em determinada fase do ciclo, a célula

terminal de certas hifas adquire a forma de uma clava e passa a ser denominada
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basidio. Os dois nucleos do basidio fundem-se (cariogamia), originando um nucleo
diploide que, imediatamente, se divide por meiose e produz quatro nucleos
hapléides (FIGURA 3a).

Enquanto a meiose ocorre, formam-se na superficie do basidio quatro
protuberancias em forma de dedos. Cada um dos nudcleos haploides gerados na
meiose migra para o interior de uma dessas protuberancias, a qual se isola do resto
do basidio e desenvolve uma parede grossa e resistente, transformando-se em um
basidiésporo. Os basidiésporos maduros desprendem-se do basidio e dispersam-se
pelo ar. Ao encontrar condigbes favoraveis, o basidiosporo germina e origina um

novo micélio primario, que repetira o ciclo (FIGURA 3b).
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3. Metodologia geral

3.1 Local de estudo

O trabalho foi realizado no Laboratério de Micologia do Departamento de
Microbiologia e Parasitologia (DEMP) do Instituto de Biologia (IB) e nos Laboratérios
de Mirmecologia e Biologia de Insetos, ambos do Departamento de Fitossanidade
(DFs) da Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel (FAEM), Universidade Federal de
Pelotas, Capéao do Leéo, RS.

3.2 Obtencéao do fungo simbionte

O fungo foi coletado diretamente de ninhos de trés espécies de formigas
cortadeiras: Acromyrmex ambiguus, A. crassispinus e A. heyeri. A primeira espécie,
juntamente com o fungo, foi coletada no municipio de Capao do Ledo, RS, no
campus da Universidade Federal de Pelotas, coordenadas 30°55'57,96” S e
51°49'17,55” O. As demais no municipio de Bage, RS, na Chacara Dois Coqueiros
possui area total de 25ha, localizada na BR 153, Km 3,5, coordenadas 31°21°03,26”
S e 54° 06’52, 76” O. Os ninhos foram localizados e as amostras do jardim de fungo,
juntamente com formigas, foram coletadas e transportadas, em caixa Gerbox, para o
laboratorio, sendo mantidos no escuro a 25°C e UR 80% por 48h, aguardando as

formigas reorganizar e limpar a esponja de fungos para entao iniciar o isolamento.
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3.3 Meio de cultura

Os fungos foram inoculados sobre o meio Yeast Nitrogen Base Cloranfenicol
Glicose (YNBGC), agar constituido de Yeast Nitrogen Base (YNB, Difco 100697)
suplementado com (gl-1) de glucose (Merck, 108342, Darmstadt, Germany), 5g;
agar-agar (Merck, 101614), 17g; cloranfenicol (Sigma C-0378). Para a manutencéo
usou-se YNB glicose-agar (YNBGC isto €, sem Cloranfenicol) (SILVA-PINHATI et.

al., 2005). Todos os meios foram autoclavados por 20 minutos a 120°C.

3.4 Cultivo e isolamento do fungo simbionte

Pequenos fragmentos do micélio do fungo simbionte foram assepticamente
transferidos para placas de Petri contendo o meio 4gar YNBGC. Todas as placas
foram incubadas em estufa bacterioldgica a 25°C por 30 dias. Apds esse periodo as
coldénias com caracteristicas do fungo simbionte, foram repicadas para YNB glicose-
agar (sem cloranfenicol), ficando incubadas em estufa microbiolégica a 25°C por 30
dias.

As colbnias obtidas foram submetidas a avaliacdo micromorfolégica, por meio
de exame direto, entre lamina e laminula com corante azul de algoddo para
avaliacdo de estruturas caracteristicas de basidiomicetos, assim como: hifas
contendo em suas extremidades intumescéncias chamadas de gongilideos e

grampos de conexao.

3.5 Influéncia da temperatura no crescimento do fungo simbionte

O experimento foi realizado em camaras climatizadas do tipo BOD, utilizando as
temperaturas de 15, 18, 22, 25, 28 e 30°C. A partir das culturas dos fungos
simbiontes mantidos em meio de cultura YNBG, blocos de 4 mm de didametro foram
cortados, com o auxilio de um vazador, previamente esterilizado. Para cada um dos
fungos simbiontes isolados das espécies A. ambiguus, A. heyeri € A. crassispinus,
realizou-se 20 repeticdes por temperatura avaliada.

O crescimento micelial do fungo foi avaliado macroscopicamente com base no
didmetro da coldnia. As medidas foram avaliadas em milimetros, em intervalos
semanais, totalizando nove avaliacbes aos 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49, 56 e 63 dias

apos a inoculacao.
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3.6 Andlise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com fatorial
AxBxC, sendo 3 espécies de formiga cortadeira x 6 temperaturas x 9 avaliagbes. A
unidade experimental constou de uma placa, sendo 20 repeticdes por temperatura.
A partir dos resultados obtidos, determinou-se o limite inferior de temperatura (Th)
que foram calculados pelo método da hipérbole, utilizando-se o software Mobae
(HADDAD & PARRA, 1984).



4. Resultados e Discussao

4.1 Cultivo e isolamento do fungo simbionte

O estabelecimento do fungo simbionte no meio de cultura foi um processo
bastante trabalhoso que exigiu uma série de tentativas antes de se conseguir obter
culturas dos fungos mutualistas crescendo livres de agentes contaminantes. O
micélio dos fungos isolados das trés espécies de formigas avaliadas apresentou-se
de aspecto algodonoso e branco (Figura 4). A presenca de gongilideos somente foi
observada no fungo isolado de Acromyrmex crassispinus (Figura 5), caracterizando-se
em Leucoagaricus gongylophorus. Os gongilidoes estdo presentes no fungo simbionte
das Attini dos géneros apomarficos, sendo caracterizado pela capacidade de formar,
em um dado momento do seu desenvolvimento, nas extremidades das hifas,
intumescéncias semelhantes a uma bolsa contendo nutrientes, denominadas de
gongilideos (WEBER, 1972). Essas estruturas sdo consideradas elementos
adaptativos a longa existéncia conjunta entre os fungos e as formigas deste género.
Os gongilideos sé&o formados por abundantes vacuolos ricos em glicogénio,
possuem em seu interior carboidratos, aminoacidos e pequena quantidade de
lipideos e servem como fonte de alimento para as larvas das Attini. Além do elevado
valor nutricional, os gongilideos se reinem em conjuntos de hifas ou estafilas que
ficam distribuidas por toda a superficie da esponja de fungo o que facilita a coleta e
transporte desses “pacotes nutricionais” pelas formigas (HOLDOBLLER et al., 1990;
MOHALLI, 1998; MUELLER et al., 2001; MUELLER, 2002).

Outros autores também descreveram a presenca dos gongilideos em fungos

cultivados por formigas do género Acromyrmex COmo: A. crassispinus (SILVA-PINHATI et
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al., 2005; BORBA et al., 2007), sendo que este Ultimo autor cita a presenca dos
gongilideos também em fungos cultivados por A. lundi. No entanto, a presenca de
gongilideos é resaltada ainda em fungos cultivados por formigas do género Atta, mais
precisamente por Atta sexdens rubropilosa (TANIGUSHI, 2007; MIYASHIRA et al.,
2010). Os grampos de conexdo foram observados no fungo isolado da espécie A.
ambiguus € A. heyeri, 0 que confirma a identificacdo como um basidiomiceto.
Silva-Pinhati et al. (2005) e Borba et al. (2007) em seus estudos isolaram

basidiomicetos das espécies A. crassispinus, A. ambiguus, A. heyeri € A. lundi com

caracteristicas das coldnias, similares as encontradas no presente estudo.

Figura 4. Crescimento do fungo simbionte de Acromyrmex ambiguus Emery, 1887 (A) e
Acromyrmex crassispinus Forel, 1909 (B) em meio de cultura YNBG, 30 dias
de incubacéo a 25°C.

Figura5. Fungo simbionte cultivado por Acromyrmex crassispinus Forel, 1909
apresentando hifas contendo intumescéncias em suas extremidades,
denominadas gongilideos (setas). Exame direto com azul de algodao
de micélio com 30 dias de cultivo a 25°C (objetiva 400X).
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4.2 Exigéncias térmicas do fungo simbionte cultivado por formigas cortadeiras

do género Acromyrmex Mayr, 1865

O limite inferior da temperatura (Tb) foi calculado pelo método da hipérbole,
conforme proposto por HADDAD & PARRA (1984) com as temperaturas de 18°C,
22°C, 25°C e 28°C.

Quanto as exigéncias térmicas, o modelo mateméatico estimado foi (1/D = -
0,161171 + 0,009934X, onde 1/ D = velocidade de desenvolvimento e X =
temperatura em °C), cujo teste x* (x* = 11.1451), com coeficiente de determinacgéo
de 81,96. Para a temperatura base (limiar térmico inferior de desenvolvimento) foi
encontrado o valor de 16,22°C. Com os valores estimados construiu-se também um
grafico da velocidade de desenvolvimento (Figura 6) em funcao da temperatura.

A partir da equacédo da reta determinou-se o limite inferior de temperatura
(Th) para A. ambiguus. A temperatura base foi de 16,22°C (Figura 6).
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Figura 6. Duracéo (dias), velocidade de desenvolvimento (1/dias) e temperatura

basal (Tb) de Acromyrmex ambiguus Emery, 1887.

A velocidade de desenvolvimento para as temperaturas estudadas ajustou-
se para A. ambiguus, cuja Tb foi de 16,22°C com limite térmico Otimo de
desenvolvimento entre 19,39°C e 21,02°C. Para os fungos -cultivados por A.
crassispinus € A. heyeri 0 modelo ndo se ajustou mostrando que as faixas de

temperatura adotadas nao foram adequadas para os mesmos, evidenciando assim
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que suas exigéncias térmicas sao diferentes. Entretanto, outros estudos, utilizando
outros intervalos de temperaturas diferentes das avaliadas aqui, deverdo ser
realizados para o fungo destas espécies.

Em fungos basidiomicetos inexistem estudos que avaliem a constante
térmica e determinem a temperatura ideal para otimizar o cultivo e crescimento
destes fungos. Normalmente, os trabalhos realizados visando o cultivo in vitro de
fungos simbiontes de formigas sdo conduzidos em temperaturas fixadas em 25°C
(LOECK et al., 2004; SILVA-PINHATI et al., 2005; BORBA et al., 2008). Desta forma,
estudos que avaliem as exigéncias térmicas desses basidiomicetos sdo importantes

e necessarios para o conhecimento da fisiologia desses microrganismos.

4.3 Crescimento micelial in vitro do fungo simbionte cultivado por trés espécies
de formigas cortadeiras do género Acromyrmex Mayr, 1865 em diferentes

temperaturas

Em relagdo ao crescimento micelial in vitro dos fungos simbiontes cultivados
pelas trés espécies de formigas cortadeiras, pode-se observar que o fungo cultivado
por A. ambiguus apresentou melhor crescimento entre as temperaturas de 19,39°C e
21,02°C. Ja o fungo simbionte cultivado por A. crassispinus cresceu melhor a 18°C.
Entretanto, nas temperaturas de 22°C e 25°C o crescimento foi homogéneo durante
todo o periodo de avaliagdo. Porém, na temperatura de 25°C, houve melhor
crescimento micelial a partir do 20° dia de incubacédo. Ja na temperatura de 28°C
houve crescimento desuniforme (Figura?).

Para o fungo de A. heyeri observou-se crescimento uniforme no intervalo de
temperatura entre 22°C e 28°C, porém a melhor temperatura de incubacéo foi 28°C.
Diferentemente, o fungo cultivado por A. crassispinus hdo cresceu a 18°C (Figura 8).
Estes resultados evidenciam que o crescimento dos fungos é diferenciado em
relacdo a espécie de formiga que o cultiva. Comportamentos diferenciados do fungo
simbionte de formigas cortadeiras do género Acromyrmex foram observados por Borba
et al. (2006) ao avaliarem diferentes meios de cultura sobre o crescimento desse
basidiomiceto. Constataram que houve diferenca de peso seco de micélio entre as
espécies de formigas, dependendo do substrato utilizado para o cultivo. Entretanto,
estes autores ndo avaliaram a influéncia da temperatura no crescimento destes

fungos.
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Varios fatores podem influenciar o crescimento micelial in viro de
basidiomicetos, entre eles, o meio de cultura para o crescimento fungico e a

temperatura. Dentre estes, a temperatura € um dos fatores mais relevantes.

Acromyrmex crassispinus
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Figura 7. Crescimento micelial (mm) de Acromyrmex crassispinus Forel, 1909,
durante 63 dias de avaliacdo, em temperaturas de 18, 22, 25 e 28°C,
em laboratério.
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Figura8.  Crescimento micelial (mm) de Acromyrmex heyeri Forel, 1899, durante 63
dias de avaliacdo, em temperaturas de 18,22,25 e 28°C, em
laboratorio.
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Estudos in vitro avaliando a influéncia da temperatura no desenvolvimento de
basidiomicetos cultivados por formigas cortadeiras sdo inexistentes. Entretanto,
estudos com outros basidiomicetos como 0S géneros Agaricus € Pleurotos abordam
com clareza tal caracteristica. Para esses géneros de basidiomicetos observa-se
gue os intervalos de temperatura para o crescimento micelial variam de 22 a 35°C
(STAMETS; CHILTON, 1983; MAZIERO, 1990; GUSMAN et al. 1993; CAPELARI,
1996; BONONI et al.,1999; ROSSI et al, 2001; SALES-CAMPOS et al.,, 2005;
ANDRADE et al., 2010), sendo superiores aos intervalos observados no presente
estudo para os fungos isolados das espécies A. ambiguus (19,39 a 21,02°C) e A.
crassispinus (18°C), porém néo para a espécie A. heyeri (28°C).

Os resultados obtidos no presente, estudo ao mesmo tempo em que vém
corroborar com 0s conhecimentos ja existentes a respeito dos fungos cultivados por
formigas cortadeiras, demonstram que a relacado de simbiose existente entre eles é
muito complexa. No entanto, assim como as diferentes espécies de formigas
coletam folhas de diferentes espécies de plantas, é provavel que o fungo tenha co-
evoluido com as mesmas, uma vez que apresenta caracteristicas peculiares em
diferentes meios de cultura e temperaturas. Por isso, estudos adicionais devem ser
realizados visando obter a faixa Otima de temperatura que proporcione melhor
crescimento, uma vez que este fungo naturalmente apresenta desenvolvimento lento

na auséncia das formigas.



5. Consideragdes gerais

Com base nos resultados obtidos e para as condicbes em que foi realizado
0 estudo, podemos dizer que:

- O crescimento micelial in vitro do fungo simbionte das trés espécies de
formigas cortadeiras sofre influéncia da temperatura;

- O valor do limiar térmico inferior de desenvolvimento (Tb) para Acromyrmex
ambiguus foi de 16,22°C, com limite 6timo de desenvolvimento entre 19,39°C e
21,02°C;

- A melhor temperatura para o desenvolvimento do fungo cultivado por
Acromyrmex crassispinus € 18°C e por Acromyrmex heyeri € 28°C;

- O crescimento micelial dos fungos isolados de A. ambiguus, A. crassispinus € A.

heyeri foi lento a 30°C e ausente a 15°C.
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