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INTRODUCAO

A preocupacdo com a saude humana e o meio ambiente, estd fazendo com que
empresas e a propria agricultura busquem alternativas para inibir o uso de defensivos
agricolas sintéticos, e os substituam por ferramentas com controle bioldgico, incentivando
sistemas sustentaveis. Empresas necessitam adequar-se para que possam receber o “selo
verde” fornecido pelo FSC (Forest Stewardship Council), um conselho que oferece um

sistema de acreditacdo de manejo sustentavel (LOPES, 2008).

Dentre as pragas de maior impacto, as que vém causando sérios danos a agricultura
ndo s6 no Brasil como no mundo sdo as formigas, estas apresentam preferéncia por certas
espécies de plantas, que esta relacionada com a exigéncia nutricional do fungo Leucoagaricus
gongylophorus o qual é cultivado pela formiga para obtencao de alimento (Borba et al.2006).
O uso de plantas toxicas sobre o fungo que vive em simbiose com formigas cortadeiras tem

sido proposto como um método alternativo de controle. (RIBEIRO et al., 1998).
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O objetivo do presente trabalho foi analisar e selecionar 6leos promissores para o
desenvolvimento e elaboracdo de produtos com efeito no combate e controle de formigas
cortadeiras, testando 6leos em diferentes concentracGes frente ao fungo Leucoagaricus

gongylophorus.

MATERIAIS E METODOS

A manutencdo das col6nias, isolamento e o0s ensaios com o fungo simbionte
Leucoagaricus gongylophorus foi realizado no laboratdrio de microbiologia da Universidade
do Alto Vale do Rio do Peixe — UNIARP, localizada em Cacador — SC.

Em outubro de 2012, na cidade de Pedreira, estado de Sao Paulo, foi realizado a coleta
de 313 formigas da espécie Atta sexdens rubropilosa conhecidas como salvas, para iniciar as
colbnias de laboratorio.

As colbnias foram construidas em trés ambientes interligados com canos de silicone,
sendo uma camara para o jardim do fungo, uma de lixo e outra para o fornecimento de

alimento, com a inteng&o de simular o seu habitat natural, conforme Figura 1.

Figura 1: Coldnias artificiais mantidas em laboratdrio. A) Camara de alimentacéo; B) Camara do fungo; C)
Cémara de lixo.

Fonte: Laboratdrio de Entomologia da ISCA Tecnologias Ltda, ljui, RS.

As coldnias foram mantidas em laboratério longe da luz, com temperatura e umidade
relativa controlada (25 + 2° C e umidade relativa acima de 70%). A cada dois dias foram
oferecidas folhas jovens de eucalipto, roseira e amoras pretas sem espinhos, lavadas em agua
corrente e secas com papel toalha. O gesso da col6nia central era umidificado com agua
destilada.
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ISOLAMENTO

O fungo Leucoagaricus gongylophorus coletado das colonias artificiais foi isolado em
meio de cultura Pagnocca B (SILVA-PINHATI et al., 2005). O repique do fungo foi realizado

a partir de coldnias com trinta dias de crescimento em BOD 27°C +2°C.

OLEOS ESSENCIAS
Foram utilizados Gleos esséncias de sete plantas (Tabela 1) para os testes de efeitos
fungistéaticos e fungicidas.

Tabela 1: Espécies vegetais utilizadas para obtengéo da inibicdo do crescimento do fungo simbionte
Leucoagaricus gongylophorus.

Familia Espécie
Pedaliacea Gnl
Cariofilacea Cv2
Lamiaceae Hp3
Lamiaceae Th4
Lauraceas Cn5
Lamiaceae Am6
Rosaceae Wit7

TESTE FUNGISTATICO

Em um extremo da placa de Petri contendo meio de cultura Pagnocca B (SILVA-
PINHATI et al., 2005) foi acrescentado a 7mm da borda, com o auxilio de um vazador um
disco contendo cultura de Leucoagaricus gongylophorus (Figura 2.1) retirado da borda de
uma colénia com trinta dias de crescimento. Com um vazador de mesmo diametro foi aberto
no meio de cultura um pogo que recebeu 50 ul de 6leo essencial das plantas testadas (Figura

2.2) e testado quanto a sua viabilidade por um periodo de sete dias.

Figura 2: 2.1) Disco de 7mm da borda da col6nia de Leucoagaricus gongylophorus. 2.2) Poco contento dleo
essencial.
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O poco da testemunha permaneceu vazio. As culturas foram incubadas a 25+1°C, em
BOD, durante 21 dias. Foram realizadas cinco repeticdes de cada tratamento. Apds esse
periodo, mediu-se a distancia de crescimento do fungo na posicao frontal em relacéo ao poco.
Foi determinada a distancia percorrida pelo fungo em direcdo & borda do pogo, e expresso 0s

valores em porcentagem de inibi¢do, comparando-as com a testemunha.

EFEITO FUNGICIDA

Em tubos de ensaios de 15,0 x 2,0 cm foi acrescentado 9ml de meio de cultura
Pagnocca B (SILVA-PINHATI et al., 2005) adicionados 0,01mL, 0,ImL e 0,5mL em uma
proporcéo de 0,1%, 1% e 5% respectivamente para cada tratamento (GALLO, M.B.C, 2004),
homogeneizados com os 0Oleos essenciais das plantas mencionadas na Tabela 1. Todos os

ensaios foram realizados em quintuplicatas.

Os tubos contendo meio de cultura, apds autoclavacgéo e acréscimo do 6leo agitado por
1 minuto em vortéx, foram mantidos a temperatura ambiente por uma semana para
observacdo de possivel contaminacdo. O indculo foi preparado em um elermeyer contendo
agua peptonada a 0,1%, fungo simbionte isolado e esferas de cristal e agitado vigorosamente

até obter uma suspensdo micelial homogénea.

DETERMINACAO DA MASSA SECA

Retirado uma aliquota de 5,0 mL de in6culo para determinar a massa seca com 0
objetivo de conhecer a concentracdo do fungo na solucdo. A aliquota foi transferida para um
vidro de relégio e levada a uma estufa de esterilizacdo na temperatura de 70° C por 24 horas
até a massa tornar-se constante. A massa de 4-6mg/mL foi utilizada para os ensaios (GALLO,
M.B.C, 2004).

AVALIACAO DO CRESCIMENTO DO FUNGO LEUCOAGARICUS
GONGYLOPHORUS

Apos trinta dias de incubacdo, a leitura dos resultados basearam-se na quantidade e
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densidade do micélio, conforme padrdo estabelecido (GALLO, M.B.C, 2004) abaixo:

0 = auséncia de crescimento 3+= crescimento equivalente a 60 % do
controle

1+= crescimento equivalente a 20 % do controle ou 4+= crescimento equivalente a 80 % do

inferior controle

2+= crescimento equivalente a 40 % do controle 5+= crescimento idéntico ao do controle =
100 %

RESULTADOS E DISCUSSOES

A inibicdo do crescimento fungico (efeito fungistatico) pode ser observado na Tabela
2.

Tabela 2 — Efeito fungistatico produzido pelos dleos essenciais sobre o crescimento micelial do fungo
Leucoagaricus gongylophorus™®:

Amo6 Cn5 Gnl Cv2 Hp3 Thé4 Wt7

% de inibicédo 86 85 37 100 91 100 100

Obs: * Resultados apresentados com média de cinco repeticdes.

Os Oleos Lamiaceae (Th4), Cariofilacea (Cv2), Rosaceae (Wt7) inibiram 100% do
crescimento fungico como observado na Figura 3. Nestes também observou-se que ocorreu
diminuicdo do crescimento do micélio sobre o disco, o que sugere efeito da volatizacao destes

0leos.

Figura 3- Inibicdo de 100% do desenvolvimento fangico do Leucoagaricus gongylophorus provocado pelos
6leos essenciais. A) Testemunha, B) Rosaceae (Wt7); C) Cariofilacea (Cv2) e D) Lamiaceae (Th4).

Fonte: Ariane Angela Tesser (2014).

Os 6leos Lamiaceae (Hp3), Lamiaceae (Am6) e Lauracea (Cn5), provocaram inibicao
do crescimento fungico entre 86% a 91% na concentracdo de 0,5%, porém foi observado que
0 Oleo Pedalidceas (Gnl) apresentou inibicdo abaixo de 37% conforme Figura 4. Os 0Oleos

Lauracea (Cnb5), Lamiaceae (Am6) e Lamiaceae (Hp3) apresentaram 85% a 91% de inibicdo
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do desenvolvimento fungico, observou-se também, que o dleo Pedaliacea(Gnl), na mesma
concentracéo (0,5%) apresentou inibicdo de 37%.

Figura 4: Inibicdo provocada pelos dleos essenciais frente ao fungo Leucoagaricus gongylophorus. A)
Testemunha; B) Inibicdo de 85%; C) Inibicdo de 86%; D) Inibicdo de 91% e E) Inibi¢éo de 37%.

D [E

Fonte: Ariane Angela Tesser (2014).
O efeito dos 0leos essenciais capaz de causar a morte dos fungos (efeito fungicida)

pode ser observado na Tabela 3.

Tabela 3: Atividade de inibicdo dos 6leos esséncias em relagéo ao fungo Leucoagaricus gongylophorus @.

Substancia Inibic&o do Inibicdo do Inibic&o do
Crescimento (0,1%0) Crescimento (1%b) Crescimento (5%)

Gnl 0 0 0

Cv2 80 100 100

Hp3 60 80 100

Th4 20 100 100

Cnb5 80 80 80

Am6 80 100 100

Wt7 100 100 100

Obs: @ Resultados apresentados com média de cinco repeticdes.

Foram testados os Oleos essenciais de Pedalidcea (Gnl), Cariofilacea (Cv2),
Lamiaceae (Hp3 e Th4), Lauracea (Cn5), Rosaceae (Wt7), e observou uma variacdo da
inibicdo de 0% a 100% em relacdo ao crescimento flngico no meio contendo as diferentes
concentragfes de 6leo. O 6leo essencial que apresentou 100% de inibicdo em todas as
concentracgdes testadas foi 0 Rosaceae (W17), conforme Figura 5. Na faixa de inibicdo de 80%
a 100% encontram-se 0s 6leos essenciais Lamiaceae (Am6) e Cariofilacea (Cv2), com
inibicdo de 100% nas duas concentracBes mais altas e o dleo essencial Lauracea (Cn5), com
80% de inibicéo nas trés concentracoes.

Figura 5: Inibicdo de 80% a 100% provocado pelos 6leos essenciais nas concentragdes de 0,1%, 1% e 5%. A)
Testemunha; B) Inibigdo de 80%; C) Inibicéo de 100%.
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Fonte: Ariane Angela Tesser

O oleo essencial Lamiaceae (Hp3), na concentracdo de 0,1% provocou inibicdo do
crescimento fungico de 60%, sendo que, na concentracdo de 1% a inibicdo provocada foi de
80%, e com 5% provocou a inibicdo de 100% do crescimento fangico. Observa-se um
comportamento semelhante do 6leo Lamiaceae (Th4), que nas concentracdes mais altas (1% e
5%) testadas provocou inibicdo de 100% do crescimento flngico, embora na concentracdo
mais baixa (0,1%) o valor encontrado foi de 20%, isso pode ser observado na Figura 6, onde o
resultado para as concentracfes mais altas é superior a 80% e para dosagem baixa inferior a
60%.

Figura 6: Inibicdo de 20% a 60% provocado pelos dleos essenciais nas concentracbes de 0,1%, 1% e 5%. A)
Testemunha; B) Inibigdo de 20%; C) Inibicdo de 60%

Fonte: Ariane Angela Tesser (2014)

O 6leo essencial Pedaliacea (Gnl) incorporado ao meio de cultura, ndo provocou
inibicdo do crescimento fungico em trinta dias de observacdo, nas concentracdes testadas de
0,1%, 1% e 5%. Entretanto, Morini 1995, concluiu a eficicia no desenvolvimento da
atividade inibitoria sobre o crescimento do fungo, em uma concentracdo de 140g de sementes

de Pedaliacea (Gnl) em uma mistura homogénea em meio de cultura.

Segundo Peres e Dorval 2006, em pesquisas com farinhas a base de folhas (15%) e
sementes (30%) de Pedalidcea (Gnl), apresentaram efeitos promissores em relacdo ao
desenvolvimento do fungo, porém em um periodo de noventa dias para 0s primeiros

resultados. Segundo, conhecimento popular, folhas de Pedalidcea (Gnl) € tradicionalmente
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usada em jardins como formicida natural no combate e controle de formigas, sendo a espécie

mais antiga ja& estudada.

CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que o efeito fungistatico e
fungicida dos Oleos essenciais Lamiaceae (Th4), Lamiaceae (Am6), Cariofilacea (Cv2) e
Rosaceae (Wt7) apresentaram bons resultados na inibicdo do desenvolvimento fungico e
recomenda-se como primeira escolha para fase de testes in vivo. Os 6leos essenciais Lauracea
(Cn5) e Lamiaceae (Hp3) provocaram inibi¢do inferior ou igual a 80% frente ao fungo
Leucoagaricus gongylophorus, recomendados como segunda escolha para testes in vivo,
enquanto o Oleo essencial Pedalidcea (Gnl) podem ser realizados mais estudos em relacdo a

concentracdo utilizada com o objetivo de aumentar a sua eficécia.

Palavras-chaves: Formigas cortadeiras, Pagnocca, Leucoagaricus gongylophorus e

formicida natural.
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