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RESUMO

Influéncia da comunidade microbiana do solo no esta belecimento de sauveiros

iniciais de Atta sexdens rubropilosa Forel, 1908 (Hymenoptera: Formicidae)

O presente trabalho teve como objetivo comparar o estabelecimento de
sauveiros iniciais em duas areas de cultivo de cana-de-acucar com solos de diferentes
texturas (médio-argilosa e argilosa) e verificar a influéncia dos fatores quimicos e
microbiolégicos desses solos no estabelecimento de formigueiros iniciais de A. sexdens
rubropilosa. Os sauveiros iniciais foram demarcados apds a penetracdo das icas no
solo a partir da revoada. As avaliagcdes foram conduzidas apés 40 dias da revoada e
foram mantidas semanalmente, por um periodo de 120 dias ou até a reabertura do
canal inicial dos ninhos para forrageamento. No experimento de laboratorio, as rainhas
foram acondicionadas em potes com solo das duas areas em 25 + 2°C e UR 70%. As
avaliacdes de laboratorio foram feitas seguindo-se a mesma metodologia de campo,
verificando a atividade dos sauveiros. Os sauveiros mortos foram descartados e as
rainhas, foram utilizadas para isolamento de microrganismos para associa-los a causa
da morte. As analises dos fatores quimicos e microbioldgicos do solo incluiram macro e
micronutrientes, carbono da biomassa microbiana, contagem do namero mais provavel
de fungos, bactérias e contagem de unidades formadoras de col6nias de actinomicetos.
Houve uma maior sobrevivéncia dos sauveiros iniciais de A. sexdens rubropilosa em
solos contendo textura argilosa do que médio-argilosa em laboratério. Nas areas com
solo de textura argilosa e médio-argilosa, a sobrevivéncia dos ninhos foi de 47,8 e
26,7%, respectivamente. No campo, por sua vez, ndo foram observadas diferencas no
estabelecimento dos sauveiros iniciais para as duas areas de cana-de-acucar. O
carbono da biomassa microbiana bem como o niumero mais provavel de bactérias foi
superior no solo de textura médio-argilosa comparativamente ao de textura argilosa.
Diferentemente dos resultados de laboratério, os estudos de campo indicaram que a
acdo dos microrganismos do solo no estabelecimento de sauveiros novos de A.
sexdens rubropilosa nédo foi tdo expressiva.

Palavras-chaves: Atta sexdens rubropilosa, formiga cortadeira; microrganismos do solo;
revoada; salva.



ABSTRACT

Influence of soil microbial community on the establ ishment of ant nests of Atta

sexdens rubropilosa Forel, 1908 (Hymenoptera: Formicidae)

The objective of the present study was to compare the establishment of new ant
nests in two sugarcane growing areas with different soil types (sandy clay and clay) and
to verify the influence of chemical and microbiological soil factors on nest establishment.
In order to determine nest establishment, initial ant nests were marked and
accompanied with other activities immediately after nuptial flight. Evaluations for
verification of nest establishment were made weekly after 40 days for the period of 120
days. In laboratory experiment, mated queens collected from the two areas with different
soils were maintained in plastic pots containing soil from respective areas at 25 + 2°C
and 70% RH. To verify activities of the ants, a method similar to the one used to the field
study was adopted. Dead ants were discarded while dead queens were used for
isolation of associated microorganisms to determine the cause of mortality. The analysis
of chemical and microbiological factors of the soil determined macro and micro-nutrients
including carbon biomass, the most probable number of fungi, bacteria and counting of
the colony forming units of the actinomycetes. The establishment of new ant nests
occurred significantly more in the sandy clay soil than clay soil in laboratory. In the areas
of sandy clay and clay soil the establishments were 47.8 and 26.7%, respectively. In the
field was not observed difference in the establishment of new ant nest in both areas. The
carbon biomass and most probable number of bacteria were significantly higher in the
sandy clay soil when compared with clay soil area. Differently from laboratory results,
the field studies indicated that the establishment of new ant nests of A. sexdens
rubropilosa was not only based on the soil microrganism.

Keywords: Atta sexdens rubropilosa, leaf cutting ant; soil microorganisms; nuptial flight;
ant queen
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1 INTRODUCAO

As formigas cortadeiras do género Atta (Hymenoptera: Formicidae) tém o
sofisticado habito de cultivar e se alimentar do fungo simbionte Leucoagaricus
gongylophorus (Agaricales: Basidiomycota) (SILVA et al., 2006b). Conhecidas
popularmente como sauvas, estas formigas tem sua ocorréncia restrita a regiao
Neotropical e parte da Neartica (HOLLDOBLER; WILSON, 1990). Possuem individuos
morfologicamente distintos de acordo com a funcdo que desempenham na colonia
(JUSTI JUNIOR et al., 1996) e para o cultivo do fungo, essas formigas cortam e
transportam fragmentos de folhas frescas, flores e até mesmo sementes como
substrato, 0 que as tornam pragas de areas cultivadas, pastagens e florestas da
América do Sul, América Central e sul da América do Norte (DELLA LUCIA; FOWLER,
1993).

O sucesso na formacédo de um novo sauveiro esta diretamente relacionado com
a capacidade da ica fecundada (rainha) iniciar a construcdo de um canal subterraneo e
dar origem a sua colonia. Entretanto, de acordo com Autuori (1950), a porcentagem de
sobrevivéncia destas colbnias iniciais nos primeiros 100 dias € de apenas 2,5%
chegando a 0,05% ap0s 12 meses, uma vez que a rainha enfrenta fatores adversos
durante todo processo de revoada, escavacdo do canal inicial e aparecimento dos
primeiros olheiros. Dentre esses, destacam-se a predacdo por inimigos naturais, as
chuvas durante ou apos a revoada, os periodos de seca subsequentes a construcao do
sauveiro e a perda das reservas nutricionais da rainha durante o estabelecimento inicial
da nova colénia (AUTUORI, 1950; MARICONI, 1970).

Um dado importante revelado por diversos autores demonstra que a mortalidade
dos sauveiros iniciais é alta (88 a 100%) desde a penetracdo da ica no solo até o
surgimento do primeiro olheiro (canal ativo) (AUTUORI, 1941; MARICONI, 1974,
RIBEIRO; WOESSNER, 1982). Contudo, sabe-se que muitos dos organismos que
estiveram presentes durante a revoada e escavacao do canal inicial ndo exercem a
mesma influéncia apos a penetracdo das icds. Em razdo disso, Bento et al. (1991),
sugeriu gue 0s microrganismos naturalmente presentes no solo seriam um dos grandes
responsaveis pela alta mortalidade natural desses sauveiros iniciais. Segundo esses

autores, em condi¢cdes de laboratoério, os solos mais pobres em nutrientes e com menor
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diversidade microbiana natural foram os mais favoraveis ao estabelecimento dos
sauveiros incipientes.

Desse modo, o presente trabalho objetivou relacionar a diversidade microbiana
em duas areas de cultivo de cana-de-acgucar com distintos manejos culturais e textura
de solo, relacionando-as ao grau de estabelecimento de sauveiros iniciais de A.

sexdens rubropilosa.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 Revisédo bibliogréafica

2.1.1 As sallvas

As formigas cortadeiras do género Atta (Hymenoptera: Formicidae), conhecidas
popularmente como sauvas, sd0 consideradas insetos eusociais por apresentarem
sobreposicdo de geracdes; divisdo de trabalho e cuidado com a prole (HOLLDOBLER,;
WILSON, 1990). As sauvas vivem em formigueiros formados por dezenas ou centenas
de camaras subterraneas (panelas) interligadas entre si e com a superficie do solo, por
meio de galerias (GONCALVES, 1964 apud DELLA LUCIA, 1993).

As salvas, assim como as demais formigas da tribo Attini, sdo as Unicas capazes
de cultivar um fungo simbionte, Leucoagaricus gongylophorus para sua alimentacao
(FISHER et al., 1994). Em razéo disso, cortam folhas, ramos, flores e sementes como
substrato para este fungo, sendo por isso conhecidas como pragas importantes de
areas cultivadas, pastagens e florestas (DELLA LUCIA; FOWLER, 1993; GALLO et al.,
2002; HOLLDOBLER; WILSON, 1990; JUSTI JUNIOR, 1996).

As novas colbnias sdo formadas apés as revoadas que acontecem anualmente
nos sauveiros adultos (apds 38 meses da fundacdo), em razdo da liberacdo de um
grande numero de formigas sexuadas aladas (icas e bitus) (AUTUORI, 1950). As icas,
ou futuras rainhas, sdo fecundadas em pleno v6o e descem ao solo para fundar os
NOVOS sauveiros.

Porém, antes das revoadas, ocorre o0 periodo conhecido como ‘pré-revoada’, que
se inicia com uma a cinco semanas antes e termina assim que as icas e 0s bitus iniciam
o vbo nupcial. A ‘pré-revoada’ € caracterizada pelo aspecto dos olheiros, que se
apresentam limpos, abertos e com contornos bem delineados, além do alargamento dos
canais abaixo dos olheiros; e também pelo alvoro¢co das operarias fora do ninho e o
aumento da agilidade e agressividade dos soldados. Esse comportamento é importante
ndo sé para a defesa dos alados como para a eliminacdo de rainhas que tentam se
estabelecer muito proximas a colénia mae (AUTUORI, 1947).



15

As icas, antes de sairem para a revoada, carregam uma pequena por¢ao do
fungo que fica alojado na cavidade infrabucal, que servir4 de “semente” para 0 novo
sauveiro (AUTUORI, 1942a). A possibilidade de um nao estabelecimento de novos
formigueiros pelo fato das fémeas nao levarem o pequeno miceélio ou perderem durante
0 vbo e escavacdo no solo foi descartado por Bento et al. (2002), para algumas
espécies. Segundo estes autores, foi constatada a presenca do fungo na cavidade
infrabucal de 100% das fémeas virgens de Atta sexdens rubropilosa Forel e Atta texana
(Buckley). No caso de Atta laevigata (F. Smith) e Atta bisphaerica Forel, todas as
futuras rainhas regurgitaram o fungo apés a escavacdo ou ndo camara inicial.

A revoada se inicia ap6s um periodo de permanéncia das formas aladas (icas e
bitus) na superficie dos sauveiros. Inicialmente, as icas levantam v6o isoladamente,
sendo seguidas por diversos bitus, até que a revoada se torne geral, quando entédo
ocorre a fecundagdo em pleno ar. Inicialmente o vdo é vertical, alcangando certa altura
(ainda ndo determinada), tomam sentido horizontal e a velocidade aumenta gracas a
acao de correntes de ar (AUTUORI, 1942b).

Apos o voo, as icas voltam ao solo ja fecundadas, livram-se das asas e, num
local livre ou quase de vegetacéo, iniciam a constru¢do dos pequenos sauveiros. Cada
ica inicia a escavagdo de um pequeno canal, retirando a terra da superficie do solo com
a ajuda das mandibulas. Terminando o canal, a i¢4 inicia a constru¢cdo da primeira
camara, cuja terra € aproveitada para obstruir todo o canal de entrada, permanecendo a
salva encerrada na “panela”. A formacgéo do sauveiro inicial é perfeitamente percebida
devido a presenca de pelotinhas de terra em volta do local de penetracdo da ica,
entretanto, basta uma leve chuva para desmancha-las, tornando assim dificil ou
impossivel a posterior localizagdo de um sauveiro inicial (AUTUORI, 1942).

Terminado o trabalho de escavacdo, a sauva regurgita o fungo, que sera
cultivado primeiramente pela rainha que constantemente umidificam esses fragmentos
por lambedura e pela deposicao de gotas de fluido fecal sobre 0 mesmo (DELLA LUCIA
et al., 1995).

O fungo cresce rapidamente e jA no 5° dia, notam-se filamentos micelianos.

Durante esse periodo a rainha exerce vérias funcdes que, posteriormente, s&o
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repassados para as operarias, como o cultivo do fungo, alimentacdo da prole e limpeza
da rainha que passa entdo a ter apenas a fun¢ao de reprodutora da colonia.

A rainha alimenta a si propria e a prole nos primeiros 90 dias da colonia com
“ovos de alimentacao”, que sdo bem maiores que 0s ovos normais e de casca mole. As
primeiras operarias que emergem na colénia tém tamanho reduzido e aparecem a partir
de 60 dias (HOLLDOBLER; WILSON, 1990). Essas operarias ajudam a rainha nos seus
varios trabalhos, com o aumento da populacéo, as operarias reabrem o canal que havia
sido fechado pela ica e iniciam o corte e transporte de material vegetal. Os ovos de
alimentacdo deixam de aparecer e o fungo passa a ser a Unica fonte alimentar da
rainha e das larvas, enquanto que as operarias complementam sua alimentagdo com a
seiva das plantas.

A estrutura do fungo simbionte foi analisada por Bass e Cherrett (1996), que
observaram que os jardins de fungo sao formados por pequenas camaras responsaveis
pela maior parte da producdo de gongilideos, definidos por Weber (1972) como
dilatacbes na parte central ou final das hifas e estéfilas. As pequenas camaras sao
acessiveis apenas as operarias minimas e proporcionam uma grande superficie interna
e maior producdo de gongilideos por unidade de area que as superficies externas.

Segundo Abril e Bucher (2004), o fungo cultivado tem natureza biotréfica, além
de utilizar os solutos citoplasméticos da folhas cortadas, ele completa sua nutricdo
através da retirada de nitrogénio inorganico do solo. Caso o fungo fosse saprofitico
como era considerado antigamente, seria necessario um volume muito maior de
material vegetal, pois o fungo consegue metabolizar apenas de 11 a 27% dos
componentes da folha, o que geraria enorme quantidade de lixo, 0 que nao acontece.
Novos estudos demonstraram ainda, que o fungo é capaz de produzir amido e
carboidratos simples (SILVA et al., 2006a).

As saulvas apresentam plasticidade de comportamento frente aos fatores que
ponham em risco a coldnia, o0 que permite gerar respostas rapidas para resolver
dificuldades como a contaminacdo do jardim de fungo. Ortiz et al. (1999) avaliaram o
comportamento de descontaminagao do jardim de fungo de Atta cephalotes (L.) pelo
fungo Trichoderma lignorum (Tode) Harz. Estes autores observaram que a prioridade

para a descontaminagdo fica a cargo das outras operarias que ndo as jardineiras,
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através de ingestdo do contaminante, o corte das partes do fungo contaminado e em
alguns casos a retirada de uma parte ndo contaminada do fungo e sua transferéncia
para outra camara para iniciar um novo jardim.

O jardim de fungo € uma monocultura de uma unica linhagem de fungo, o que
minimiza conflitos e competicdes que poderiam surgir entre diferentes linhagens do
fungo simbionte (MUELLER, POULIN; ADAMS, 2004). Curiosamente, o fungo
domesticado de uma colbnia é capaz de rejeitar ativamente componentes micelianos de
colénias vizinhas (POULSEN; BOOMSMA, 2005). Adicionalmente, as formigas
impedem a reproducédo sexual do fungo para evitar a recombinacdo e economizar o
custo energético da frutificagdo (ZIENTZ et al., 2005).

O cultivo de um unico clone do fungo implica em uma baixa diversidade genética
reduzindo a habilidade das populacdes em se adaptarem as mudancas ambientais e
favorecendo o potencial evolutivo de predadores e doengas em vencerem as defesas
do hospedeiro (MEHDIABADI; HUGHES; MUELLER, 2006). A alternativa para driblar
essa desvantagem em uma colbnia € o aumento na diversidade genética do parceiro na
simbiose, moldando assim a evolugdo dos multiplos acasalamentos das fémeas para
aumentar a diversidade genética entre as operarias nos sistemas sociais, que possuem
um grande namero de individuos e estdo sempre sob severa pressao por patbgenos,
sendo essa caracteristica observada apenas nos attines superiores (VILLESEN et al.,
1999; MUELLER et al., 2005; CHAPELLA et al., 2004; FERNANDEZ-MARIN et al.
2004).

De acordo com Della Lucia e Araujo (1993) a presenca de leveduras e bactérias
no jardim de fungo dos Attini ja foi confirmada por diversos estudos. Contudo, segundo
esses autores, a verdadeira funcdo desses organismos ainda permanece obscura,
sugerindo-se tratar de simbiontes, auxiliando na degradacdo ou no preparo do

substrato, ou mesmo como parasitas da associacao formiga-fungo.

2.1.2 Os microrganismos do solo

O solo pode ser encarado como um habitat microbiano por exceléncia, local de

vida de inumeras e variadas comunidades de todos os tipos de microrganismos
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(bactérias, fungos, actinomicetos, virus, protozodarios etc.) e mesmo como reservatorio
final da grande diversidade genética de quase todos eles. O solo é constituido de
inlmeros microssitios, caracterizados ndo apenas pelas condicbes edafoclimaticas,
mas ainda por fatores peculiares, como presenca de uma particula de matéria organica,
de uma raiz vegetal, de um microporo saturado de agua, de maior ou menor facilidade
de trocas gasosas, etc. Mesmo se considerando um terreno de dimensdes restritas,
constituido pelo mesmo tipo de solo, lida-se com grande numero de microhabitats
microbianos que diferem entre si (CARDOSO et al., 1992).

A organizagao e o funcionamento das comunidades microbianas governam as
transformacdes bioquimicas que ocorrem no solo. As atividades da microbiota do solo
Sao essenciais para a reciclagem da matéria organica, formacao do humus, nitrificacéo
e fixacdo biologica do nitrogénio, dentre outros processos, 0S quais podem contribuir
para a alteragcdo da disponibilidade de nutrientes e elementos téxicos no solo,
concentracdo de gases associados ao efeito estufa na atmosfera, bem como para a
alteracéo dos atributos fisicos dos solos (LAMBAIS et al., 2005).

As interacfes ecoldgicas dos organismos incluindo microrganismos presentes no
solo sdo muito ricas e complexas, com grande probabilidade de que surjam efeitos
indiretos importantes no sistema, em razdo dos diversos caminhos que essas
interacbes podem tomar (PRICE, 1988). Segundo Cardoso (1978), essas principais
interacbes sdo: (i) neutralismo, onde duas espécies vivem lado a lado sem que a
presenca de uma afete a da outra, é caracterizado pela auséncia de interacdo
fisiol6gica e de ocorréncia casual; (i) comensalismo, onde um dos participantes é
beneficiado pela presenca da outra espécie, mas essa Ultima ndo deriva vantagens ou
desvantagens da situacao; (iii) protocooperacao, caracterizada pelo intercambio de
compostos entre duas populacbes, favorecendo a ambas, essa relacdo nédo é
obrigatéria nem especifica, podendo haver mudanca entre os organismos participantes
e, normalmente, ndo hd uma associacédo intima entre suas células; (iv) simbiose, devido
a coexisténcia intima de duas espécies diferentes, resultando em beneficio mutuo; (v)
parasitismo, pela interacdo intima morfologica e fisiolégica entre duas populacoes,
beneficiando o parasita e prejudicando o hospedeiro; (vi) predagdo, onde um

organismo, o predador, se alimenta de um outro (presa), e comumente causa sua
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morte; (vii) competicdo, que refere-se a luta entre organismos para obter um recurso
indispensavel no habitat que se encontra em quantidade insuficiente para suprir a
demanda biologica, de modo que ambas sédo prejudicadas, embora frequentemente a
mais apta acabe predominando; e (vii) amensalismo, onde uma populacdo é
prejudicada por um fator produzido pela outra populagdo que ndo é afetada, todavia,
deve-se admitir que em alguns casos a populagédo antagonica possa ser favorecida pela
eliminacao da outra, sua competidora.

Portanto, o conhecimento da diversidade microbiana nos solos € essencial tanto
para a definicdo de estratégias para preservacdo de biomassa, quanto para o
desenvolvimento de sistemas indicadores de alteragcdes ambientais associadas a algum
distarbio, incluindo a utilizacdo nao-sustentavel de solos agricolas. Além disso, o
conhecimento dos recursos genéticos da microbiota dos solos pode contribuir para a
descoberta de genes codificando novas enzimas, enzimas com atividade o6tima em
condi¢cdes ambientais extremas e peptideos com atividades de interesse agricola.

As bactérias apresentam as maiores diversidades e quantidades entre todos os
outros grupos de organismos (WARD et al., 1992). Diversas espécies de bactérias do
solo estdo associadas com a ciclagem de nutrientes, a formac¢éo de matéria organica e
sua decomposic¢ao, formagao da estrutura do solo, acdo antagonista contra insetos e
patégenos de plantas, doencas em plantas e outros organismos (KENNEDY, 1999).

Muitas bactérias dos tipos: autotroficas e heterotréficas; mesofilas, termofilas e
psicrofilas; “modveis e imoveis”, aerdbicas e anaerobicas; digestoras de celulose e
oxidantes de enxofre; fixadoras de nitrogénio e digestoras de proteinas, além de outras,
podem ser encontradas no solo e isoladas a partir do mesmo (GRAY, 1990). Contudo, a
maioria das bactérias presentes em amostras ambientais ndo pode ser detectada
através da microscopia convencional, porque elas ficam aderidas a particulas de solo e
sedimento (ROSADO; DUARTE, 2002a). Em razao disso, experimentos de clonagem
das sequéncias 16S recuperadas do ambiente fornecem uma no¢éo mais precisa sobre
a identidade dos membros da comunidade microbiana. Por meio dessa metodologia, é
possivel identificar diferentes bactérias. Porém, esse procedimento tem como grande
desvantagem o fato de ser extremamente trabalhoso e demorado. Como alternativa as
exaustivas estratégias de clonagem, pode-se lancar mdo de experimentos de
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‘fingerprinting’ de comunidades microbianas, a partir, por exemplo, do uso de DGGE de
fragmentos amplificados por PCR usando primers especificos (ROSADO; DUARTE,
2002b; VALINSKY et al., 2002).

A reacédo de polimerizagdo em cadeia (PCR) possibilita a multiplicagao in vitro de
fragmentos especificos de DNA (MULLIS; FALOONA, 1987). O método requer um
molde de DNA que contenha a regido “alvo” a ser amplificada, dois oligonucleotideos
iniciadores (primers) que flanqueam a regido “alvo”, e o uso de uma polimerase
termoestavel, como por exemplo a Taq polimerase, isolada de Thermus aquaticus
(SAIKI et al., 1988). Todos os componentes do PCR sao misturados simultaneamente e
0 procedimento consiste de uma sucessao de trés etapas, as quais sao determinadas
por diferentes temperaturas: a desnaturacdo do DNA molde, o anelamento dos primers
e a extensdo do DNA (CURY, 2002).

Fragmentos de DNA de mesmo tamanho, obtidos apés a amplificagdo por PCR e
visualizados em gel de agarose, podem ser separados no DGGE pelo fato de
possuirem diferentes sequéncias nucleotidicas. Usando-se o DGGE, pode-se detectar
aproximadamente 50% das variacbes de sequéncias em fragmentos de DNA com ate
500 pares de bases (MYERS et al., 1985). Essa porcentagem pode ser aumentada para
guase 100% quando se acrescenta a um dos lados do fragmento de DNA um segmento
rico em GC (GC-clamp). Esse “grampo de GC”, quando anexado a extremidade 5'de
um dos iniciadores, é amplificado por PCR junto com o DNA e introduzido no fragmento
de DNA amplificado (SHEFFIELD et al., 1989), agindo como um dominio de alta
temperatura de desnaturacdo, que impede a dissociacdo das duas fitas de DNA em
fitas simples. Normalmente, o comprimento do grampo de GC varia entre 30 a 509
nucleotideos (MUYZER et al., 1998).

A vantagem da técnica PCR-DGGE sobre outras técnicas “fingerprinting” é o
surgimento ou o desaparecimento de bandas como consequéncia de uma perturbagao
ambiental. Deste modo, € possivel fazer o monitoramento “in sito” da estabilidade e
atividade das comunidades bacterianas (ELSAS et al., 1998).

Os actinomicetos sdo microrganismos unicelulares, taxonomicamente
classificados entre as bactérias e os fungos (WAKSMAN, 1950). Esses microrganismos
foram negligenciados por bastante tempo devido ao seu crescimento lento que dificulta
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seu isolamento em relacdo a seus competidores diretos, mas atualmente, vem atraindo
a atencédo de biotecnologistas e ecologistas por serem reconhecidamente, os principais
produtores de compostos bioativos de alto valor comercial e pelo seu importante papel
na ciclagem de nutrientes do solo (ARAUJO, 1998). Dentre esses compostos, é
importante destacar a grande variedade de antibidticos por eles produzidos sendo
abundantes no solo, principalmente, naqueles em que o teor de matéria organica é
abundante (HEISEY et al., 1985).

Os fungos, por serem microrganismos estritamente heterotroficos sdo saprofitas,
parasitas, patdgenos ou simbiontes e como tal, tém funcéo vital direta ou indiretamente
na producado primaria. Em razdo disso, os fungos sdo importantes agentes na ciclagem
de nutrientes e, em geral, utilizam materiais mais recalcitrantes, como celulose, taninos,
ligninas e humus. Muitos fungos sdo cosmopolitas, mas alguns demonstram locais e
funcdes especificas, como na sucessao de fungos em detritos de folhas e madeira, e na
simbiose com raizes (micorrizas) (CARROLL; WICKLOW, 1992). As populacdes
fungicas sdo mais abundantes nas camadas mais proximas da superficie do solo, onde
uma condicdo aerbdbica predomina. Os fungos existem na forma de crescimento
vegetativo (micelial) e reprodutiva, na forma de esporos ou corpos de frutificacao
contendo esporos. A penetracdo de micélio no solo forma uma rede que entrelaca
particulas de solo resultando na formacéo de agregados e influenciando a estrutura do
mesmo.

Muitos fungos possuem reconhecido papel como entomopatdégenos de insetos,
sendo que a maioria dos géneros ja relatados sao encontrados no Brasil. A ocorréncia
desses fungos em condi¢cBes naturais, tanto enzootica como epizodtica é considerado
um fator importante na regulacédo de populacdes de pragas, incluido as de solo (ALVES,
1998).

2.1.3 Alterac¢des no solo causadas por formigas

A peculiaridade do solo, com relagéo aos outros habitats terrestres, reside na sua

natureza heterogénea, complexa e dinamica, que permite organismos com
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metabolismos dispares conviverem lado a lado, interagindo em estado de equilibrio
dindmico, muitas vezes com relacbes de dependéncia essenciais para sua
sobrevivéncia, e proporcionando, assim, condi¢cdes ideais para uma biodiversidade
extremamente elevada (MOREIRA; SIQUEIRA, 2002). Sob esse ponto de vista, uma
elevada complexidade biolégica propicia uma infinidade de relacdes entre os
organismos, limitando a explosdo populacional, e gerando condicbes de equilibrio
bioldgico do sistema.

E bem conhecida a capacidade das formigas de alterarem as caracteristicas do
solo onde estabelecem suas colonias. O solo adjacente ao formigueiro, geralmente tem
altas concentragbes de matéria organica e nitrogénio e fdosforo mineralizados
(WAGNER et al.,, 2004; BOULTON; AMBERMAN, 2006). A intensa atividade de
escavacao como também o cultivo do fungo, as galerias e as camaras de lixo, onde séo
depositados restos de folhas por¢des velhas ou contaminadas do fungo e também
carcacas contribuem para o aumento da heterogeneidade desse solo (MORA, 2005;
VERCHOT et al., 2003; LANE; BASSIRIRAD, 2005; AMADOR; GORRES, 2007).

2.2 Material e métodos

2.2.1 Area de estudo

O presente estudo foi realizado na Estacdo Experimental do Centro de
Tecnologia Canavieira (CTC), em Jal-SP, nas fazendas Santa Clara (Area 1) (S 22°
15' 10"; W 48°30' 19") e S&o José (Area 2) (S 22° 15' 28"; W 48°30' 59"). Em ambas
as areas, o cultivo de cana-de-acucar vem sendo conduzido por aproximadamente 30
anos, sendo que os tipos de solo (Tabela 1) e os métodos de manejo cultural variaram
entre elas. Por se tratar de areas experimentais, diferentes cultivares de cana-de-agucar
foram plantados, ndo sendo possivel determinar o efeito da cultivar nesse estudo.

Na Area 1 (4,98 ha), de solo com textura médio-argilosa, o plantio foi realizado
em abril de 2006 sendo, o primeiro corte e a colheita realizadas mecanicamente. Desse

modo, ndo houve queima no canavial e realizou-se a rota¢ao de cultura com crotalaria.



23

Tabela 1 - Caracteristicas fisicas das amostras de solo coletadas na camada de 0-15 cm em duas areas

de cultivo de cana-de-agucar segundo o método do densimetro, Jau-SP
Area Areia Total (%) Silte (%) Argila Total (%) Classe de textura
1 60 8 32 Médio-argilosa
2 26 18 56 Argilosa

Na Area 2 (2,38 ha), de solo com textura argilosa, o plantio foi realizado em
fevereiro de 2004 (3° corte). A colheita foi realizada manualmente apos a queima e nao

houve rotacéo de cultura nessa éarea.

2.2.2 Coleta e manutencao de icas em laboratorio

Durante a revoada de Atta sexdens rubropilosa Forel (Hymenoptera: Formicidae),
que ocorreu no dia 03 de outubro de 2006, foram coletadas nas duas areas as icas que
ja haviam removido suas asas e que iniciavam a escavacdo. Foram coletadas 15 icas
no solo com textura medio-argilosa e 67 icas no solo com textura argilosa.

Essas icds foram entdo acondicionados em recipientes rigidos de plastico
(500mL) previamente preenchidos com o solo da respectiva area (Figura 1A). As icas
foram transportadas para o laboratério e mantidas nos recipientes tampados em sala
climatizada com 25 + 2°C e 75 a 85% UR, (Figura 1B) conforme metodologia utilizada
por Bento et al. (1991).

Apés 40 dias, foram realizadas avaliacbes semanais, verificando a reabertura do
canal inicial e a sobrevivéncia dos sauveiros por até 120 dias (Figuras 1C e D).

Uma vez constatado o canal inicial, foi fornecido em intervalos de trés dias,
durante todo o periodo de avaliacdo, por¢cdes de flocos de aveia como fonte de alimento
para ser incorporado ao fungo pelas operarias (Figura 1D).

Os sauveiros onde ndo foram observadas atividades dentro ou fora do solo,
foram descartados e as rainhas separadas em placas de Petri para isolamento,

identificagdo e armazenamento de possiveis fungos entomopatogénicos que



24

ocasionaram a morte das mesmas (Figura 1E). Esse procedimento foi realizado no
Laboratorio de Controle Microbiano de Insetos da Esalg/USP, sendo que o isolamento
dos fungos entomopatogénicos, ocorreu a partir da retirada de um fragmento da
carcaca da rainha morta. Esse material foi inoculado em uma placa de petri, contendo
Meio BDA e as placas armazenadas em sala climatizada com 26 + 1°C. Apés sete dias,
foram avaliados o crescimento dos micélios e feitas laminas para a identificacdo das

espécies de fungos isoladas.

2.2.3 Marcacgao e avaliagdo dos sauveiros em campo

Na manha seguinte a revoada (03 de outubro de 2006) de A. sexdens
rubropilosa, foram localizadas as col6nias de sauvas recém-fundadas, ou seja, aquelas
onde a ic4 obteve sucesso na escavacao, caracterizadas pela deposi¢céo de terra solta
na superficie em volta do canal inicial obstruido (Figura 2A).

As novas colonias foram entdo demarcadas por estacas de bambu (Figura 2B), e
numeradas, com etiquetas (Figura 2C). Ao todo foram demarcados 109 e 231 ninhos
em solo com textura médio-argilosa (Area 1) argilosa (Area 2), respectivamente. As
avaliag@es iniciaram apos 40 dias da revoada e foram mantidas semanalmente, por um
periodo de 120 dias ou até a reabertura do canal inicial dos ninhos para forrageamento
(Figura 2D). As avaliacGes foram realizadas visualmente, vistoriando-se todos os pontos
marcados, verificando-se a reabertura do canal inicial e a atividade das operarias,
discriminando-os como ativos (Figura 2E) ou inativos (Figura 2F).
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Figura 1 - Manutencdo em laboratério das rainhas de Atta sexdens rubropilosa, coletadas durante
revoada, Jau-SP. A- Rainha cultivando o fungo sobre a superficie do solo, no recipiente; B-
Detalhe do recipiente com o algoddo umedecido sobre tampa perfurada para manutencéo da
umidade; C- Sauveiro estabelecido, esponja de fungo bastante desenvolvida; D- “Olheiro”

reaberto de um formigueiro estabelecido; E- Rainha morta; F- Descarte de um formigueiro
ativo
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Figura 2 - Identificacdo, marcacao e avaliagdo do estabelecimento de novos formigueiros de Atta sexdens
rubropilosa em duas areas de cultivo de cana-de-acUcar, Jau-SP. A- Orificio de entrada da
futura rainha; B- Marcacdo dos sauveiros recém-fundados com estacas de bambu; C-
Numeracdo dos novos sauveiros; D: “Olheiro” reaberto de um formigueiro estabelecido; E:
Escavacdo demonstrando um sauveiro estabelecido (rainha e fungo em destaque); F-

Escavacao demonstrando um formigueiro inativo (cAmara evidente, sem presenca de fungo)
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2.2.4 Coleta das amostras de solo

As amostras de solo nas duas areas (Area 1 e 2) foram coletadas na
profundidade de cerca de 15 cm, considerando-se que as fundacfes iniciais das
colonias de Atta ocorrem justamente nos primeiros 10-20cm do solo (AUTUORI, 1942).
Para tanto, foi utilizado um trado de 4,3cm de diametro, previamente desinfetado com
uma solucéo de 30% de hipoclorito de so6dio comercial. Foram coletados amostras de
solo em 5 pontos por area, sendo que em cada ponto coletava-se 2 amostras (sub-
amostras), totalizando 10 amostras/area. A cada novo ponto de coleta, o trado foi
lavado, desinfetado com alcool 92% e seco com papel toalha. As amostras foram
colocadas em sacos plasticos novos, devidamente identificados e mantidos em
geladeira até o transporte, feito em caixas de isopor com gelo para o Laboratorio de
Microbiologia do Solo da Esalg/USP.

Das amostras coletadas por area foram analisados: (i) carbono da biomassa
microbiana (CBM); (ii) NOmero Mais Provavel (NMP) de microrganismos do solo (fungos
e bactérias); (iii) contagem de actinomicetos; (iv) analises quimica e fisica; e (v)
avaliacdo da diversidade genética.

Para a avaliacdo da diversidade genética (10g/ponto) as amostras foram
acondicionadas em “Eppendorfs” e mantidas em freezer na temperatura de -80°C até a
realizacdo das andlises. As demais amostras foram mantidas em camara fria na

temperatura de -20°C até a realizacao das analises.

2.2.4.1 Andlise quimica e fisica do solo

As andlises quimica e fisica do solo foram realizadas no Laboratério de Solos e
Nutricdo de Plantas da Esalg/USP. Para tanto, procedeu-se a secagem ao ar de todas
as amostras para a obtencdo das seguintes variaveis: pH, acidez potencial (H+Al),
aluminio trocavel (AI*3), célcio (Ca), magnésio (Mg), potassio (K), sédio (Na), fésforo
(P), enxofre (S total), nitrogénio (N total), carbono organico (C-org), boro (B), cobre
(Cu), ferro (Fe), manganés (Mn), zinco (Zn) e capacidade de troca catidnica (CTC) a pH
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7,0 na camada de 0-20cm. A metodologia utilizada e as referéncias encontram-se na
Tabela 2.

Os teores de enxofre total foram determinados em analisador elementar Flash
EA 1112 NC Soil Analyzer (Thermo Electron Corporation). A CTC a pH 7,0 foi calculada
somando-se os valores dos teores de H + Al, Ca, Mg, K e Na e, por fim, calculou-se a
porcentagem da saturacéo da CTC por Ca, Mg, K, e por Al (m).

Tabela 2 — Parametros avaliados e metodologia para a andlise quimica do solo de duas areas de solo

contendo cana-de-agUcar, Jau-SP

Variavel do solo Método ou extrator Referéncia
pH Medido em CacCl, 0,01M Raij et al., 2001
M.O. Método colorimétrico Raij et al., 2001
H+Al pH em SMP Raij et al., 2001

= KClI 1M e titulagdo com NaOH B
Al Raij et al., 2001

0,025M
Ca, Mg trocaveis e P Resina trocadora de ions Raij et al., 2001
K trocavel Melich 1 Embrapa, 1999
Cu, Fe, Mn e Zn . .
o DTPA (Absorcéo atébmica) Raij et al., 2001

trocaveis
B BaCl, 2 OH em microondas Embrapa, 1999
C-org Digestdo com K,Cr,05 Raij et al., 2001

S total Dynamic Flash Combustion by NC Thermo Fisher
ota
Soil Analyzer Scientific
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2.2.4.2 Andlises microbiolbgicas

2.2.4.2.1 Carbono da biomassa microbiana (CBM)

A biomassa de carbono foi determinada pelo método de fumigacéo-extracao de
acordo com Vance et al. (1987). Para cada amostra, foram pesadas 20g de solo, sendo
10g para fumigacao e as outras 10g para o controle (ndo-fumigada).

As amostras foram fumigadas em dessecador contendo um béquer com pérolas
de vidro e cloroférmio. O cloroférmio foi evaporado sob vacuo. Depois de 24 horas foi
retirado o residuo de cloroférmio do dessecador.

A segunda aliquota serviu de controle (ndo-fumigada). As amostras foi
adicionado 40 mL de K,SO,4 0,5 mol L™ e as mesmas foram agitadas por 30 minutos. A
suspensao resultante foi filtrada em papel de filtro Whatman n°L. O carbono organico
dos extratos foi determinado por digestdo de 10 mL do filtrado com 1 mL de K,Cr,0; e
10 mL de uma mistura de H,SO, e H3PO, concentrados (1:1, v:v), em erlenmeyers de
50 mL. Esta solucdo permaneceu em banho-maria a 90°C por 1 hora. Apds serem
resfriadas, as amostras receberam 10 mL de H,O deionizada. O excesso de K,Cr,Oy foi
determinado por titulagdo com sulfato ferroso de amonio, utilizando-se fenilamina
sulfonato de béario como indicador. O CBM foi calculado pela seguinte equacéo:

C-biomassa = 2,64 Ec
Ec = (C-organico extraido de solos fumigado) — (C-organico extraido de solo nao
fumigado)

Os dados foram expressos em mg de C g ** de solo seco.

2.2.4.2.2 Numero mais provavel (NMP) de fungos e ba ctérias

Para a determinacdo do numero mais provavel (NMP) de bactérias e fungos das

amostras foi utilizado o método de plagueamento por gotas, desenvolvido por Janhel

(1999), conforme rotina do Laboratorio de Microbiologia do Solo do Departamento de
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Solo e Nutricdo de Plantas da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”,
Universidade de Sao Paulo (Esalg/USP).

Foram utilizados os meios de cultura agar nutriente (Burnett et al., 1957), para
determinacao de bactérias e o meio de Martin, com exclusédo do rosa-bengala, para a
determinacdo de fungos (Martin, 1950) sendo o Agar nutriente (1000mL agua, 10g agar,
3g extrato de carne, 10g NaCl, 5g peptona); Meio de Martin (1000ml agua, 10g agar, 1g
KH2PO4, 1g MgS0,4.7H,0, 5g peptona, 10g dextrose, 0,03g estreptomicina).

ApoOs receberem 0,9 mL do meio de cultura correspondente, os tubos de ensaio
foram autoclavados por 20 minutos a 120°C (1 atm) e em seguida mantidos em banho-
maria a 45°C para que o meio de cultura permanecesse em estado liquido. Para as
diluicdes, foram obtidas suspensdes em frasco ‘Erlenmeyer’, utilizando 10g de solo e
90mL de solucéo salina de NaCl a 0,85%, homogeneizados em agitador na velocidade
de 7000rpm. A partir desta suspensao, foram feitas diluicdes sucessivas com aliquotas
de 0,1mL nos tubos de ensaio que continham 0,9mL de meio de cultura.

Para cada amostra de solo, foram feitas duas placas com 5 repeticbes e 5
diluicdes, uma para fungos e outra para bactérias (Figura 3A). Cada gota continha 0,04
mL de meio seletivo (descritos acima).

As placas foram mantidas em sala climatizada com 28°C e 70% de umidade
relativa. As avaliagdes foram feitas 48 horas apos a inoculacdo contando-se o nimero
de gotas que apresentavam crescimento.

Os dados foram transformados com o auxilio de uma tabela de probabilidade de
ocorréncia — Tabela de McCrady (HUNGRIA e ARAUJO, 1994) e expressos em nimero
mais provavel de microrganismos por grama de solo (MPN g™).
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Figura 3 - (A) Placa para contagem do numero mais provavel (NMP) de bactérias, pelo método de
plagueamento por gotas (Janhel et al. 1999); (B) Placa para contagem de colénias de

actinomicetos, mostrando as col6nias isoladas e os halos de inibicao (setas)

2.2.4.2.3 Contagem de actinomicetos

Os actinomicetos foram isolados por diluicdes em série e plagueamento em meio
seletivo para actinomicetos (1000mL agua, 18g agar, 0,3g de caseina hidrolisada, 10g
glicerol, 2g KNOg3, 2g NaCl, 2g K;HPO,, 0,05g MgSO, e 7H,0, 0,02g CaCOs K 0,019
FeSO, e 7H,0). Foram feitas suspensdes em frasco ‘Erlenmeyer’, utilizando 10g de
solo e 90mL de solugcédo salina de NaCl a 0,85%, homogeneizados em agitador na
velocidade de 7000rpm por 10 minutos. A partir desta suspenséao, foram feitas diluicbes
sucessivas com aliquotas de 0,1mL nos tubos de ensaio que continham 0,9mL de
solucéo salina. Para cada diluicdo foram realizadas duas placas e a inoculagéo foi feita
com o auxilio de micropipeta em capela de fluxo laminar, com uma gota 0,10mL por
placa, espalhada por toda a superficie com o auxilio de uma al¢ca de vidro. As placas
foram vedadas com ‘parafiim’ (para impedir a perda de agua e contaminagdo) e
incubadas em sala climatizada a 28°C e umidade relativa de 70% por um periodo de 7
dias. Passado o periodo de incubacéo, foram feitas as avaliacbes para verificar o
crescimento de colbnias além da contagem de colbnias por placa/diluicdo (SILVA,
2004). Os resultados foram expressos em unidades formadoras de col6nias (UFC) por

grama de solo seco (UFCg™).
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2.2.5 Diversidade bacteriana

2.2.5.1 Extracdo do DNA total do solo

Para a extracdo do DNA, foi utilizado o ‘kit’ ‘FastDNA Spin for Soil’ (Qbiogene).
Em microtubos contendo granada finamente moida, foram adicionados 0,5 g de solo,
978 pyL de tampédo fosfato e 122 pL de tampdo MT. Os tubos foram agitados
horizontalmente por 30s a 4ms™, em um homogeneizador FP120 ‘FastPrep Cell
Disruptor’ (Qbiogene). Em seguida, foi centrifugado por 1 min a 13000g sendo o
sobrenadante transferido para um tubo limpo. A essa solugéo foi adicionado 250 pL de
tampdao PPS, agitando-se os tubos 10 vezes por inversao. Os tubos foram centrifugados
por 10 min a 13000g e o sobrenadante coletado e transferido para um microtubo limpo.
Ao sobrenadante foi adicionado 1 mL de matriz de ligag&o, agitando-se o tubos durante
2 min por inversdao. Em seguida os tubos foram incubados por 3 min, a matriz de ligacéo
foi transferida para um filtro acoplado a um microtubo (‘Spin Filter’, Qbiogene), e os
tubos centrifugados por 2 min a 13000g. A matriz de ligacdo retida no filtro foi lavada
com 500 pL de uma solucdo (SEWS), e o filtro centrifugado 2 vezes por 2 min a
13000g. Apds 5 min de incubacao a temperatura ambiente, foram adicionados 75 pL de
agua ultrapura ao filtro e centrifugado por 2 min a 13000g. O DNA puro foi recolhido em
um tubo limpo e sua quantificacao feita por densitometria, apos eletroforese em gel de
agarose 1,5%-0,5xTBE (1XTBE: 44 mM Tris-borato, 1 mM EDTA pH 8,0), utilizando-se
um densitdbmetro laser ‘Fluorimager’ (Amershan Biosciences) e o programa ‘Fragment
Analysis’ (Amershan Biosciences). Como padrao de tamanho e quantidade de DNA foi

utilizado o marcador de massa (‘Low DNA Mass Ladder-Invitrogen’).

2.25.2PCR

A amplificacdo da regido V3 do rDNA 16S de bactéria foi feita em solucéo
contendo: 2,5 pL de tampé&o para PCR 10X; 0,2 mM dNTP; 3 mM MgCI2; 1 U de TAQ
DNA-polimerase recombinante (Gibco); 10 ng de DNA total; 5 pmol dos



33

oligonucleotideos iniciadores BA338fGC
(5°GCCCGCCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGACTCCTACGGGAGGCAGC
AG 3’) e UN518r (5’ ATTACCGCGGCTGCTGG 3'), agua Milli-Q esterilizada para um
volume final de 25 pyL. A amplificacéao foi realizada em um termociclador (Mastercylcler
Gradient, Eppendforf) nas seguintes condicdes: 95°C por 5 minutos, 30 ciclos de 92°C
por 1 minuto, 55°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto; 72°C por 10 minutos.

Os produtos da reacao de amplificacao (‘amplicons’) foram separados através de
eletroforese em gel de agarose 1% TBE 0,5X. O DNA foi visualizado por coloragdo com
SYBR Green 1 (Molecular Probes) utilizando-se um densitémetro a laser ‘Fluorimager
SI' (Armersham Biosciences). Como padrdo de tamanho e quantidade de DNA foi
utilizado o marcador de massa ‘Low DNA Mass Lader’ (Invitrogen). Os ‘amplicons’ do
rDNA 16S foram analisados por eletroforese em gel de poliacrilamida (8%) com

gradiente desnaturante.

2.2.5.3 DGGE (‘Denaturing Gradient Gel Electrophore  sis’)

Os ‘amplicons’ do rDNA 16S foram separados por DGGE. Os géis de acrilamida
(37,5: 1; m:m) 8%, foram preparados com gradiente desnaturante 15% a 55%, usando
uma solucao desnaturante 100% (7M uréia e 40% formamida) e uma solucédo 0% (sem
uréia e formamida) (IVREAS et al., 1997). A eletroforese foi realizada a 60 °C e 200 V
constantes por 4 horas, em um sistema DCode (BioRad), utilizando-se solu¢do tampéao
0,5X TAE. Apos a eletroforese, o gel foi imerso em solucéo de &cido acético 10% por 10
min, metanol 50% por 10 min e ‘SYBR-Green I’ (Molecular Probes) 1:10.000 (v:v) por 30
min, utilizando-se um agitador horizontal. Entre cada solucdo o gel foi lavado 3 vezes
com agua por 5 min. A imagem do gel foi capturada por varredura, utilizando-se um
densitbmetro a laser ‘Fluorimager e o programa ‘Fragment Analysis’ (Amersham
Biosciences). A rigueza de ‘amplicons’ (Se) foi determinada com base no namero de

bandas com diferentes valores de migracéo relativa (Rf), detectadas apds varredura.

A diversidade genética foi determinada pela rigueza de ‘amplicons’ (nGmero de

‘amplicons’ presentes em cada amostra). A similaridade entre as estruturas de



comunidades de bactérias foi determinada com base na presenca ou auséncia das
bandas detectadas no gel.

2.2.6. Analise estatistica

O delineamento experimental empregado foi o inteiramente casualizado para as
variaveis de estabelecimento dos sauveiros (campo e laboratério), andlise quimica e
microbioldgica, sendo os dados submetidos a analise de variancia (ANOVA). O teste de
Tukey foi utilizado para comparar as médias das variaveis (P<0,05). As analises
estatisticas foram realizadas por meio do programa SAS Institute (1998), utilizando-se o
modulo PROC GLM. A analise de similaridade entre as comunidades de bactérias das
amostras foi feita a partir da concordancia simples (“simple matching”) algoritmo de
Wand e distancia euclidiana como medida, utilizando-se o programa ‘Systat 8.0°’, com
base em dados binarios para presenca ou auséncia (1 ou 0) das bandas detectadas.
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2.3 Resultados

Estabelecimento dos sauveiros

Houve uma maior sobrevivéncia dos sauveiros iniciais de A. sexdens rubropilosa,
em laboratério, com solos contendo textura argilosa do que médio-argilosa,
provenientes das duas areas cultivadas com cana-de-acucar (Figura 4). Nas areas com
solo de textura argilosa e médio-argilosa, a sobrevivéncia dos ninhos foi de 47,8 e
26,7%, respectivamente (Tabela 3). Das i¢cds mortas, ou seja, 52,2% no solo de textura
argilosa e 73,3% na médio-argilosa, 25,7 e 36,4% delas, respectivamente, foi devido a
acao de fungos entomopatogénicos (vide item, Fungos entomopatogénicos isolados).

No campo, por sua vez, ndao foram observadas diferencas no estabelecimento
dos sauveiros iniciais para as duas areas de cana-de-acucar (Figura 5). Em ambas as
areas, de textura argilosa e médio-argilosa, a sobrevivéncia dos ninhos de A. sexdens

rubropilosa foi de 23,4 e 22,9%, respectivamente (Tabela 4).

Tabela 3 - Mortalidade e sobrevivéncia de rainhas de Atta sexdens rubropilosa em laboratério, no periodo
de outubro de 2006 a fevereiro de 2007, coletadas em duas areas de solo distintos de cultivo

de cana-de-agucar, Jau-SP.

Textura do Rainhas % Sobrevivéncia % Mortalidade % Mortalidade
solo observadas (n) por fungos total (n)
Médio-argiloso 15 26,7 (4) 36,4 73,3 (11)

Argiloso 67 47,8 (32) 25,7 52,2 (35)




Figura 4 -
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Porcentagem média de estabelecimento de formigueiros iniciais de Atta sexdens rubropilosa
em laboratério mantidos em solo com caracteristicas de textura distintas provenientes de duas
areas de cultivo de cana-de-aglcar. *Médias seguidas da mesma letra, nao diferem entre si,

pelo teste de Tukey (P<0,05)

Mortalidade e sobrevivéncia de rainhas de Atta sexdens rubropilosa em campo, no periodo de
outubro de 2006 a fevereiro de 2007, em duas areas de cultivo de cana-de-aglcar contendo

solos de textura distintas, Jau-SP.

Textura do Ninhos % Sobrevivéncia % Mortalidade
solo observados (n) total (n)
Médio-argiloso 109 22,9 (25) 77,1 (84)

Argiloso 231 23,4 (54) 76,6 (177)
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Figura 5 - Porcentagem média de estabelecimento de formigueiros iniciais de Atta sexdens rubropilosa
em duas areas de cultivo de cana-de-acUcar contendo solos de textura distintas. Jau-SP.

*Médias seguidas da mesma letra, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (P<0,05).

Andlise quimica dos solos

A analise quimica dos solos contendo textura média-argilosa e argilosa onde
foram avaliados o estabelecimento dos sauveiros iniciais de A. sexdens rubropilosa
demonstrou diferencas significativas quanto ao pH, magnésio (Mg), aluminio trocavel
(A*®), acidez potencial (H + Al), capacidade de troca catiénica (T), saturacédo de bases
(V), saturacdo por aluminio (m), cobre (Cu) e manganés (Mn) (Tabela 5). De modo
geral, seguindo-se a interpretacdo de resultados de andlise de solo do Instituto
Agrondémico de Campinas (IAC, 2007), o solo que apresentou textura argilosa foi
considerado como muito acido (pH até 4,3) e de V baixa (26-50%, distrofico) e o solo de
textura médio-argilosa como acido (pH ente 4,4-5,0) e V média (51-70%, eutrdfico).

O teor de Mg foi considerado alto para o solo de textura argilosa e médio para
médio-argilosa. O teor de Al*® foi maior no solo de textura argilosa do que na médio-

argilosa. Neste caso, considerando o pH muito acido do solo de textura argilosa, indica
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gue boa parte deste aluminio esta disponivel neste solo (téxico), o que pode ser
comprovado por sua alta saturacdo de aluminio (m). Os teores de Cu e Mn embora
tenham diferido entre as texturas de solos analisadas, foram ambos considerados como
altos.

O teor de matéria organica (M.O.) responsavel por um importante papel nas
caracteristicas quimicas, fisicas e microbiolégicas dos solos foi semelhante para as
duas areas analisadas, sendo de 28,4 e 24,2 g/dm? para os solos de textura argilosa e

meédio-argilosa, respectivamente.

Tabela 5 - Caracteristicas quimicas médias obtidas em amostras de solo com textura médio-argilosa e
argilosa, coletadas na camada de 0-15 cm, em duas areas de cana-de-acUcar, segundo

método descrito por Raij et al. (2001), Jad-SP

Médio-argiloso Argiloso
pH (CaCl,) 49+02a 43+0,2b
M.O. (g dm™) 242+55a 284+20a
P (mg dm™) 250+332a 9,6+35a
S (mg dm™®) 90+3,0a 38,0+29,5a
K (mmol, dm™®) 1,3+0,6a 30+20a
Ca (mmol, dm™®) 31,0+10,2a 250+50a
Mg (mmol, dm™) 80+30a 14,0+33b
Al*® (mmol, dm™) 10+10a 40+22b
H+Al (mmol, dm™) 30,0+7,0a 53,4+6,3b
SB (mmol, dm™) 39,7+13,1a 42,0+81a
T (mmol, dm™) 675+21,1a 952+94b
V (%) 58,6+7,1a 438+56Db
m (%) 22+23a 86+45b
B (mg dm™) 0,18 +0,03 a 0,14 +0,05 a
Cu (mg dm™) 32+11la 6,0+1,2b
Fe (mg dm™) 140+21a 14,4+4,0a
Mn (mg dm™) 82+12a 19,1+£3,1b
Zn (mg dm™®) 05+0,1a 0,7+0,3a

*Médias seguidas da mesma letra na linha, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (P<0,05).
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Analise da microbiota do solo

O carbono da biomassa microbiana (CBM) que representa a parte viva da
matéria organica do solo, notavelmente os microrganismos, foi superior no solo de
textura médio-argilosa comparativamente ao de textura argilosa (Figura 6), assim como

0 numero mais provavel de (NMP) de bactérias (Figura 7).
Para os demais parametros microbioldgicos avaliados, incluindo o NMP de

fungos (Figura 8) e as unidades formadoras de colbnias de actinomicetos (Figura 9),
ndo houve diferenca entre os solos de textura médio-argilosa e argilosa, muito embora,

tenham sido numericamente superiores no primeiro caso.
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Figura 6 - Carbono da biomassa microbiana (CBM) em duas areas de cultivo de cana-de-agucar

contendo solos de textura distintas, Jau-SP. (n = 10/area). *Médias seguidas da mesma letra,

nao diferem entre si, pelo teste de Tukey (P<0,05)
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Figura 7 - NUmero mais provavel (NMP) de bactérias por grama de solo em duas areas de cultivo de
cana-de-acucar, sendo uma com solo de textura médio-argilosa e outra argilosa, Jau-SP.

*Médias seguidas da mesma letra, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (P<0,05).
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Figura 8 - NUmero mais provavel (NMP) de fungos por grama de solo em duas areas de cultivo de cana-
de-aculcar, sendo uma com solo de textura médio-argilosa e outra argilosa, Jau-SP. *Médias

seguidas da mesma letra, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (P<0,05)
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Figura 9 - Unidades formadoras de colénias de actinomicetos por grama de solo para solo de textura
médio-argilosa e argilosa em area de cultivo de cana-de-aglcar, Jau-SP. *Médias seguidas da

mesma letra, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (P<0,05)

Fungos entomopatogénicos isolados

Das colbnias iniciais de A. sexdens rubropilosa mantidas em laboratério e que
ndo sobreviveram com solos provenientes das duas areas de cana-de-agucar (Tabela
3), foi possivel isolar uma maior diversidade de fungos entomopatogénicos naquelas
rainhas presentes no solo com textura meédio-argilosa (Tabela 6). Comparativamente,
Aspergillus sp. e Metarhizium anisopliae (Metsch) Sorok foram encontrados em rainhas
com solos de ambas as areas, porém Penicillium sp. e Beauveria bassiana (Balsamo)
Vuillemin, foram isoladas somente em rainhas com solos de textura médio-argilosa, e
Paecilomyces farinosus (Holmsk.) AHS Br. & G. Sm., somente em rainhas com solo de
textura argilosa. Os fungos B. bassiana e M. anisopliae isolados de rainhas em solo

com textura meédio-argilosa podem ser visualizados na Figura 10.

Presenca de actinomicetos
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Embora nao tenham sido identificados os isolados dos actinomicetos
encontrados em ambos 0s solos de textura média-argilosa e argilosa nas duas areas de
cana-de-acucar, foi possivel evidenciar a presenca de uma enorme diversidade dos
mesmos (Figura 11). Estes estudos poderdo ser uUteis em futuros trabalhos com

actinomicetos.

Tabela 6 - Diversidade de fungos entomopatogénicos isolados de rainhas mortas de Atta sexdens
rubropilosa proveniente de duas areas de cultivo de cana-de-agUcar com caracteristicas

distintas para solo médio-argiloso e solo argiloso.

Fungos entomopatogénicos isolados Médio-argiloso Argiloso

Aspergillus sp. X X
Penicillium sp. X
Metarhizium anisopliae (Metsch) Sorok X X
Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin X

Paecilomyces farinosus (Holmsk.) AHS Br. & G. Sm. X

Figura 10 - Rainhas de Atta sexdens rubropilosa contaminadas por fungos entomopatogénicos, apos
mantidas em laboratério com solos de textura médio-argilosa, Jaiu-SP. A - Rainha morta e colonizada por
Beauveria bassiana; B - Rainha morta e colonizada por Metarhizium anisopliae (Fotos: Sérgio Batista
Alves).



Figura 11 — Diversidade de alguns actinomicetos isolados (A, B, C, D, e E), porém nao identificados em
amostras de solo de duas areas sob cultivo de cana-de-acucar, Jau-SP



Estrutura das comunidades de bactérias

A analise dos geéis contendo a separacdo dos ‘amplicons’ de rDNA 16S de
bactéria por DGGE possibilitou a deteccdo de 57 bandas polimorficas nas amostras de
solos avaliadas (Figura 12). As diferencas da riqueza de ‘amplicons’ nas duas areas
indicaram que na area de solo com textura médio-argilosa, a riqgueza foi superior (34%)
ao de textura argilosa (29%) (Figura 13).

A analise dos dados por agrupamento hierarquico mostrou que as comunidades
bacterianas nos diferentes pontos amostrados sdo semelhantes entre si, caracterizando

uma nitida separacao entre as duas areas (Figura 14).



MAZ MA3 MA4 MAS MA6 MA7Z MAS MAS MA10° AR1 AR2 AR3 AR4 AR5 AR6 AR7 AR8 ARS AR10

Figura 12 — ‘Amplicons’ na regiéo V3 do rDNA 16S de bactérias, apds separacdo por DGGE. As amostras representam os pontos utilizados nas
areas de solo médio-argiloso (MA) e argiloso (AR), sendo que 1-10 representam as repeticées em cada area
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Figura 13 - Riqueza de ‘amplicons’ (Se) do rDNA 16S de bactérias, com base no nimero de bandas

detectadas apés separagéo por DGGE. (n = 10 pontos / area)
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Figura 14 - Agrupamento hierarquico com base na separacgdo de ‘amplicons’ de rDNA 16S de bactérias
por DGGE. As amostras representam os pontos utilizados nas areas de solo médio-argiloso

e argiloso, 1-10 representam as repeticGes em cada area
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Andlise de componentes principais (ACP)

Os dois eixos principais explicam 80,3 % da variabilidade dos dados e indicam
separacao entre as amostras do solo de textura médio-argiloso e argilosa. O primeiro
eixo explica 52,3 % dessa variabilidade e é o que melhor separa as amostras dos dois
tipos de solo. As variaveis biolégicas - Actinomicetos, Bactérias, Fungos e C da
biomassa microbiana - tém maiores valores nas amostras do solo Médio-argiloso. Das
variaveis quimicas do solo, Mg, Mn, Cu, T, m, S, K e MO se encontram na parte

negativa dos eixos 1 e 2 e estdo associados as amostras do solo Argiloso (Figura 15).
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Figura 15 - Analise de componentes principais: ‘Triplot’ das varidveis ambientais (quimica do solo),

contagens de microrganismos, e diversidade de bactérias em solo com textura médio-argilosa

(#) e argilosa (®).
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Discussao

Diversas séo as raz0es bioecoldgicas e edafocliméaticas que fazem com que os
microrganismos encontrados naturalmente nos solos, possam ser considerados, como
um dos agentes mais importantes para a néo-sobrevivéncia de colonias iniciais em
formigas cortadeiras do género Atta.

A fundacdo de uma nova coldénia € um periodo critico para as icas recém
fecundadas. Sabe-se, por exemplo, que a profundidade da camara inicial apos a ica
penetrar no solo, coincide, geralmente, com a camada mais superficial, tendo Autuori
(1942), constatado uma variacao entre 8,5 e 15 cm, e Gongalves (1964), entre 9 e 12
cm, ambos para A. sexdens rubropilosa. A essas profundidades concentram-se também
a maior parte dos microrganismos, gracas a abundancia de matéria organica e
nutrientes (STOLP, 1988).

De acordo com Della Lucia et al. (1995), as rainhas de A. sexdens rubropilosa
perdem em média 39,5% do seu peso durante os primeiros 120 dias ap0s sua entrada
no solo. Aliado a isso, a fundacao claustral e a incapacidade de realizar uma limpeza
eficiente do seu corpo antes do surgimento das primeiras operarias, que irdo auxilia-la
nesta tarefa, ndo ocorre antes dos 60 dias (MARICONI, 1970), o que pode favorecer a
acao inumeros microrganismos entomopatogénicos.

Considerando-se que 0 solo se constitui num vasto reservatorio de
microrganismos, ndo sO aqueles patogénicos quanto 0s nao-patogénicos
(RODRIGUES, 2004; CARREIRO et al., 1997), eles podem exercer um papel
importante na sobrevivéncia das formigas e/ou do fungo, por competirem entre si por
nutrientes e espaco. Neste Ultimo caso, a porcao inicial de fungo, regurgitada pela
futura rainha apés a fundacdo do ninho, contem em média 0,390 mm?® (BENTO et al.,
2002), e mesmo que higienizada constantemente pela rainha, fica em contato direto
com o0 solo e necessita como o0s demais fungos de umidade para o0 seu
desenvolvimento.

Neste trabalho, foi possivel demonstrar uma menor sobrevivéncia de sauveiros
iniciais de A. sexdens rubropilosa em solo de textura médio-argilosa proveniente de um

plantio de cana-de-acglcar, contendo uma maior populagdo microbiana, comprovado
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principalmente, pelo carbono da biomassa microbiana (CBM) e pelo nimero mais
provavel (NMP) de bactérias, do que em um solo de textura argilosa sob a mesma
cultura.

Embora em campo, o resultado do experimento conduzido nas mesmas areas
onde o solo foi coletado para o laboratorio, ndo tenha apresentado diferenca na
sobrevivéncia dos ninhos, muitos fatores podem ter contribuido para este fim.
Considerando-se que a mortalidade das rainhas em col6nias iniciais pode-se dar por
um ou mais fatores, isoladamente ou em conjunto, aparentemente, em laboratério, com
a auséncia de fatores externos como oscilagbes da umidade do solo (precipitacéo) e
temperatura, que sabidamente influenciam a sobrevivéncia das novas colonias
(MARICONI, 1974), os microrganismos podem ter se sobressaido. Nota-se, por
exemplo, que muitos fungos entomopatogénicos (Tabela 6), comumente isolados em
rainhas de Atta (ALVES; SOSA GOMEZ, 1983; LOUREIRO; MONTEIRO, 2004; LOPEZ
et al.,, 1999; LOPEZ; ORDUZ, 2003), foram responsaveis por 36,4 e 25,7% da
mortalidade das rainhas para o0os solos com textura médio-argilosa e argilosa,
respectivamente (Tabela 3). Outros microrganismos entomopatdégenicos como virus e
bactérias ndo foram avaliados.

Recentemente, as relagbes entre os microrganismos associados ao fungo de
formigas da tribo Attini ganharam foco com os estudos de Currie et al. (1999a,b). Estes
autores demonstraram a co-evolugdo do fungo cultivado, L. gongylophorus, o fungo
patogénico Escovopsis e as préprias formigas. Na auséncia das operarias, o fungo L.
gongylophorus é rapidamente colonizado por esse patégeno. Em contrapartida, as
formigas possuem na cuticula, uma espécie de actinomiceto que produz um composto
efetivo exclusivamente contra o fungo patogénico Escovopsis, ilustrando a
complexidade das interacdes no ambiente desses insetos (CURRIE, 2001).

Nas duas areas com solos de textura distintas, a cultura da cana-de-agucar vem
sendo cultivada a cerca de 30 anos. Porém, ficou claro, por exemplo, que a diversidade
de bactérias foi maior na area de solo com textura médio-argilosa (Figura 13), o que
demonstra uma maior complexidade de interacdes entre os diferentes organismos neste
ambiente. Do mesmo modo, as variaveis bioldgicas (bactérias, fungos, e actinomicetos),

incluindo o carbono da biomassa microbiana, além de alguns micronutrientes como Fe
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e B, e o nutriente P também foram mais relacionados ao solo de textura médio-argilosa,
segundo a andlise de componentes principais (ACP) (Figura 14). Ja no solo com textura
argilosa, foram as variaveis quimicas como Mg, Mn, Cu, e K, além de M.O., m, e T as
mais associadas.

Contudo, deve-se considerar o efeito das praticas agricolas sobre os organismos
do solo, fato este ja investigado por diversos autores, incluindo Wallwork (1976),
Anderson e Domsch (1990), Hassink et al. (1991), Edwards e Bohlen (1996) e Oliveira
et al. (2000). Existe um consenso de que, dependendo da pratica adotada, ela podera
ser benéfica ou prejudicial tanto aos microrganismos quanto as pragas, afetando a sua
abundancia, biomassa e diversidade (CURRY 1994; WARDLE, 1995; DIDHAM et al.,
1996) e que a estrutura de comunidade dos microrganismos do solo € extremamente
dependente das propriedades do solo (ALEF, 1995). Porém, estudos de como essas
praticas agricolas interferem na relagdo dos microrganismos com as pragas de solo séo
ainda escassos.

Em geral, as praticas agricolas tendem a reduzir a diversidade de organismos
presentes no solo, quando comparados ao seu ambiente natural. Entretanto, essas
mudancas podem ser benéficas para algumas espécies, do ponto de vista quantitativo,
resultando em altas densidades populacionais, como acontece com certas pragas de
solo (VALPASSOS et al.,, 2001). Do mesmo modo, certas praticas agricolas podem
favorecer um aumento populacional de organismos benéficos, ou ainda, possibilitar o
estabelecimento de novas espécies no sistema (STOTZKY, 1972).

Sob esta perspectiva, acredita-se que certas praticas agricolas onde se permite a
presenca de uma Unica vegetag¢do, ou onde h& pouca alternancia delas, em éareas
extensas e por longos periodos, como neste estudo, tornariam esse agroecossistema
mais seletivo para um determinado grupo de organismos.

Nas areas selecionadas para este estudo, o solo contendo textura médio-argilosa
ndo houve queima no canavial e foi realizada uma rotacéo de cultura com crotalaria.
Nesse caso, este solo, como demonstrado pela analise quimica (Tabela 5) apresentou
58,6% de saturacdo de bases (V), conferindo a este solo uma caracteristica de boa
fertilidade (eutrdéfica). J& no solo de textura argilosa, onde houve queima do canavial, e
a nédo rotacdo com crotalaria, apresentou 43,8% de V, conferindo uma baixa fertilidade



52

(distrofico). De acordo com Fowler e Robinson (1975) queimadas regulares podem
favorecer a propagacéao de Atta. Ja, Araujo et al. (2003) demonstraram que em areas de
queima recente de cana-de-acglcar, ocorreram alteragcbes na constituicdo quimica e
microbiolégica do solo, elevando rapidamente a atividade destes ultimos, podendo
influenciar a sobrevivéncia de ninhos de A. bisphaerica.

Além disso, o uso regular de fertilizantes quimicos também pode ter afetado a
natureza quimica e microbiolégica do solo. Entretanto, todos estes fatores listados néo
foram efetivamente avaliados quanto a sobrevivéncia ou ndo dos sauveiros iniciais em
A. sexdens rubropilosa.

Existem ainda varios outros fatores que reconhecidamente afetam o
estabelecimento de novos sauveiros. Dentre estes fatores, destacam-se, por exemplo, a
predacao, estiagem, excessos de chuvas e mortalidade natural (AUTUORI, 1942), que
também n&o foram quantificados neste estudo e podem ter ocorrido em ambas as
areas.

Normalmente, as interagcbes no solo sdo complexas e dificeis de serem
comprovadas experimentalmente. Por exemplo, certos microrganismos funcionam como
agentes reguladores de outros organismos, incluindo as pragas de solo. Assim, muitos
microrganismos podem reduzir a fonte de alimento de um inseto ou outro organismo, ou
ainda, competirem pelos mesmos substratos, afetando o desenvolvimento desse
organismo (no caso um inseto) menos competitivo (LYNCH, 1990).

Portanto, os resultados deste estudo, considerando-se a ocorréncia de
microrganismos naturais do solo, sugerem uma menor sobrevivéncia de sauveiros
iniciais em A. sexdens rubropilosa. Contudo, novos estudos, com solos de textura mais
distintas e/ou procurando correlacionar outros fatores como a distribuicdo de chuvas,
umidade do solo e temperatura do solo e ar, poderiam ser Uteis para melhor esclarecer
a parcela de contribuicdo dos microrganismos sobre a sobrevivéncia de sauveiros

iniciais em formigas cortadeiras do género Atta.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

As interacdes ecoldgicas dos organismos que vivem no solo, incluindo os
microrganismos de solo e as formigas cortadeiras e seu fungo simbionte sdo muito ricas
e complexas, com grande probabilidade de que surjam efeitos indiretos importantes no
sistema, em razéo dos diversos caminhos que essas interagdes podem tomar. Certos
microrganismos podem reduzir ou dificultar a obtencdo de alimento pela formiga e/ou
seu fungo, ou ainda, competirem pelos mesmos substratos, afetando o seu
desenvolvimento.

Este trabalho investigou o estabelecimento de sauveiros iniciais de A. sexdens
rubropilosa em duas é&reas de cultivo de cana-de-aglucar com solos de diferentes
texturas (médio-argilosa e argilosa), comparando-se a influéncia dos fatores quimicos e
microbioldgicos desses solos. Com 0s mesmos solos e seguindo a mesma metodologia
0 experimento foi também conduzido em laboratério.

Os resultados de laboratorio demonstraram a importancia dos microrganismos de
ocorréncia natural nos solos na sobrevivéncia dos sauveiros iniciais de A. sexdens
rubropilosa. Em campo, todavia, os resultados de estabelecimento dos sauveiros
iniciais ndo diferiram para ambas as areas com textura médio-argilosa e argilosa,
possivelmente, devido a acdo de outros fatores que possam ter contribuido para este
fim. Sendo assim, em condi¢cdes de campo, fatores ndo avaliados como predadores,
chuva, ressecamento do solo, mortalidade natural, manejo da cultura e fertilizantes
podem ter contribuido para a ndo diferenciagdo da acdo dos microrganismos do solo
nas condicbes estudadas. Contudo, os resultados desse trabalho sugerem a
contribuicdo dos microrganismos de ocorréncia natural no solo como um importante
agente na nao sobrevivéncia e estabelecimento de sauveiros iniciais de A. sexdens

rubropilosa.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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