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APRESENTACAO

A obra “Elementos da Natureza e Propriedades do Solo” aborda uma série de livros
de publicacao da Atena Editora, em seu volume |V, apresenta, em seus 21 capitulos, os
novos conhecimentos tecnoldgicos para Ciéncias do solo nas areas de biologia do solo,
fisica do solo, quimica do solo, morfologia e classificacao do solo.

O solo & um recurso natural abundante na superficie terrestre, sendo composto por
propriedades bioldgicas, fisicas e quimicas. Por outro lado, a agua também € essencial
0S organismos Vvivos e, para a agricultura. Nas plantas, a agua é responsavel por todo o
sistema fisioldégico. Ambos os elementos, juntamente com os nutrientes sao imprescindiveis
para os cultivos agricolas, portanto, os avancos tecnologicos na area das Ciéncias do solo
Sao necessarios para assegurar a sustentabilidade da agricultura, por meio do manejo,
conservacao e da gestao do solo, da agua e dos nutrientes.

Apesar da agricultura ser uma ciéncia milenar diversas técnicas de manejo sao
criadas constantemente. No tocante, ao manejo e conservacao da agua e do solo, uma
das maiores descobertas foi o sistema de plantio direto (SPD), criado na década de 80.
Esse sistema é baseado em trés principios fundamentais: o nao revolvimento do solo, a
rotacao de culturas e a formacao de palhada por meio do uso de plantas de cobertura. Tais
conhecimentos, juntamente com a descoberta da correcao do solo (calagem) propiciaram o
avanco da agricultura para areas no Bioma Cerrado, que na sua maior parte é formado por
Latossolo, que sao solos caracterizados por apresentar o pH acido, baixa teor de matéria
organica e de fertilidade natural. Portanto, as tecnologias das Ciéncias do solo tém gerado
melhorias para a agricultura.

Aos autores dos diversos capitulos, pela dedicacao e esforgcos sem limites, que
viabilizaram esta obra que retrata os recentes avancos cientificos e tecnoldgicos nas
Ciéncias Agrarias, os agradecimentos dos Organizadores e da Atena Editora.

Por fim, esperamos que este livro possa colaborar e instigar mais pesquisadores
na constante busca de novas tecnologias para as areas de biologia do solo, fisica do
solo, quimica do solo, morfologia e classificacao do solo e, assim, garantir incremento
quantitativos e qualitativos na producao de alimentos para as futuras geracoes de forma

sustentavel.

Alan Mario Zuffo

Fabio Steiner
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BIODIVERSIDADE DE RIZOBACTERIAS

PRESENTES NO EXOESQUELETO

DE FORMIGAS CORTADEIRAS DO GENERO ATTA SPP

Guilherme Peixoto de Freitas
Universidade Federal do Parana - UFPR,
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Lucas Mateus Hass
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RESUMO: As formigas cortadeiras desenvolveram
a capacidade de cultivar o proprio alimento e, esta
estratégia de sobrevivéncia se estabeleceu por
interacdes co-evolutivas especificas, envolvendo
fungos e bactérias. Enquanto o fungo mutualista
serve de alimento, as bactérias do sistema
controlam o crescimento e a qualidade do mesmo
garantindo a longevidade da comunidade do
inseto. Neste contexto, este trabalho pretende ser
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um projeto piloto na avaliacao da diversidade de
bactérias presentes no exoesqueleto das formigas
cortadeiras, com o objetivo de selecionar isolados
representantes para estudos de bioprospeccao.
Para obtencao das amostras, foram utilizados de
trés formigueiros localizados em dois municipios
da regiao oeste do Parana. Os individuos foram
desagregados em solucao salina em agitador.
As solucoes obtidas, foram diluidas até a
concentracao 10+, plaqueadas em meio solido tipo
Dygs e submetidas a BOD por 72 horas a 27°C.
Os isolados foram caracterizados e agrupados
morfologicamente e destes, representantes foram
selecionados para crescimento em meios seletivos
para actinomicetos, bactérias celuloliticas e
proteoliticas. Os dados revelaram a formacao de
doisgrandes grupos que derivaramde umancestral
comum. Destes agrupamentos, foram escolhidos
4 representantes para serem submetidas aos
meios seletivos. Através de avaliagao visual, uma
nota de 0 a 10 foi atribuida quanto ao crescimento
dos isolados e, os resultados revelaram diferentes
padroes de
densidade dos géneros avaliados. Este estudo

resposta da diversidade e da

preliminar apontou a necessidade do aumento
da amostragem e de estudos mais avancados
nos campos da genética e bioquimica, a fim de
identificar estirpes com potencial biotecnolégico.

PALAVRAS-CHAVE:
Bactérias; Exoesqueleto.

Formigas Cortadeiras;
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ABSTRACT:: The ants leaf-cutter developed the ability to cultivated their own food, and that
survival strategy was established from interactions specific that co-evolutionary by specific
co-evolutionary interactions involving fungi and bacteria. While the fungus serves as food,
the system’s bacteria control the growth and quality of the fungus ensuring the longevity of
the insect community. In this context, this work intend to be a pilot project in the evaluation
of the diversity of bacteria present in the exoskeleton of leaf-cutting ants, with the objective
of selecting bacterials isolates representatives for bioprospecting studies. To obtain the
samples, were used three anthills located in two differents municipalities of the western
region of Parana. The individuals were disaggregated in saline solution on shaker. The
obtained solutions were diluted to the concentration 10-3, plated in Dygs-type solid medium
and submitted to B.0.D for 72 hours at 27 ° C. The isolates were characterized and grouped
morphologically and of these, representatives were selected for growth in selective medium
for actinomycetes, cellulolytic bacteria and proteolytic. The data revealed the formation of
two large groups that derived from a common ancestor. Of these groupings, 4 representatives
were chosen to be submitted to the selective medium. Through visual evaluation, a score
from O to 10 was attributed to the growth of the isolates, and the results revealed different
response patterns of the diversity and density of the evaluated genera. This preliminary
study pointed to the need for increased sampling and more advanced studies in the fields
of genetics and biochemistry in order to identify strains with biotechnological potential.
KEYWORDS: ant leaf-cutter,bacteria, exoskeleton.

1 | INTRODUCAO

As formigas cortadeiras desenvolveram, a mais de 50 milhGes de anos, a capacidade
de cultivar fungos como alimento através de interacdes altamente especificas e complexas
envolvendo estes e outros microrganismos. Numa relagao mutualistica, a formiga fornece
substratos a base de vegetais frescos para o crescimento do fungo Basidiomycota
(Leucoagaricus gongylophorus) nas camaras subterraneas de seus ninhos e, de forma
predatoria e/ou competitiva, algumas bactérias edaficas e/ou de exoesqueleto sao
empregadas pelo inseto, de forma planejada, no controle e protecao do crescimento do
que é para ela alimento (DANGELO et al., 2016)

O cultivo do fungo tornou-se possivel devido as diversas especialidades desenvolvidas
pelas formigas cortadeiras como a rigorosa limpeza do material vegetal a ser fornecido,
retirando microrganismos que podem causar danos potenciais ao crescimento do fungo; a
utilizacao de secrecoes glandulares que possuem compostos antifingicos e; principalmente,
através das interacdes com outros microrganismos que inibem o desenvolvimento de
parasitas e entomopatdogenos provenientes do solo, das folhagens ou do meio externo
(CAFARO et al., 2010; KOOl et al., 2014).

A interagcao com microrganismos presentes no exoesqueleto consiste em uma
das principais estratégias evolutiva das formigas cortadeiras para inibir ou controlar o
desenvolvimento de parasitas que possam prejudicar o desenvolvimento do fungo alimentar.
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Algumas bactérias envolvidas nesta interacao predatoéria formiga-parasitas, principalmente
as filamentosas, como é o caso da Pseudonocardia e Streptomyces, sao produtoras de
substancias especificas que inibem o desenvolvimento de fungos patogénicos como o
Trichoderma, o Fusarium e os do género Escovopsis (DE FREITAS et al., 2016; PAGNOCCA;
RODRIGUES; BACCI JUNIOR, 2011.).

Por outro lado, bactérias com caracteristicas nao filamentosas como Bacillus,
Klebsiella e Staphulococcus, também podem ser encontradas no sistema auxiliando,
principalmente, na degradacao do substrato através de enzimas que podem facilitar a
disponibilizacao de compostos e/ou competir de forma prejudicial com o estabelecimento
da simbiose alimentar (SCOTT et al., 2010; PAGNOCCA; RODRIGUES; BACCI JUNIOR, 2011).

A diversidade de microrganismos no interior dos formigueiros ou sobre 0 exoesqueleto
das formigas cortadeiras podem variar de acordo com as condicoes fisicas e quimicas
dos solos ou caracteristicas geograficas e vegetativas de determinada regiao (PAGNOCCA;
RODRIGUES; BACCI JUNIOR, 2011; BERENDSEN et al.,, 2012). Muitos trabalhos sobre
interacoes insetos-microrganismos tém encontrado bactérias exercendo diferentes papéis
biolégicos que podem ser investigados para serem utilizados para bioprospeccao.

Utilizando ferramentas moleculares, Marsh et al. (2013), realizaram a identificacao
de actinobactérias presente na cuticula das formigas do género Atta spp. destacando
principalmente a presenca de Pseudonocardia, Streptomyces e Nocardioles, podendo
estarem relacionadas com a producao de antibiéticos contra agentes patogénicos.

Trabalhos como os de Andersen et al. (2013), demonstraram que a diversidade
de bactérias presentes no exoesqueleto de formigas do género Acromyrmex, € mais
baixa predominando apenas uma cepa de Pseudonocardia sendo responsavel pela
producao de compostos antifingicos. Ja outras actinobactérias, como Streptomyces,
gue sao responsaveis pela complementacao da producao de antibidticos, sao adquiridas
horizontalmente e/ou aumentadas de acordo com a atividade das operarias externamente
ao ninho (MARCHIORI, 2013).

Neste contexto, estudos que possam identificar a diversidade dos individuos presentes
neste sistema associativo em cada regiao e/ou solo, seja este produtivo ou natural, podem
auxiliar no entendimento desta complexidade de interacoes quanto ao papel das formigas
na manutencao da biodiversidade microbiana de um solo; quanto aos tipos de bioativos
que podem estar envolvidos tanto no controle biolégico da formiga cortadeira quanto de
fungos patogénicos pelas bactérias presentes no sistema e; quanto estes insetos podem
servir como bioindicadores da fertilidade e salde dos solos e regidoes onde se encontram
presentes (PARRON, 2015; FERNANDEZ-MARIN, 2017).

Quando o assunto € formiga cortadeira, salienta-se principalmente os danos e
prejuizos relacionados ao corte de folhas, ramos, flores e etc. Porém pouco é ressaltado
sobre o potencial biotecnolégico e o papel ecolégico envolvido na manutencao da fertilidade,
da fisica e da microbiota dos solos por estes insetos. As formigas cortadeiras realizam
indiretamente a incorporacao de matéria organica no perfil de um solo, principalmente
através do descarte dos residuos de material vegetal utilizados pelo fungo mutualista no
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interior do ninho. Nos locais de baixa diversidade vegetal as formigas assumem papel
fundamental na incorporacao da matéria organica nos solos, influenciando diretamente na
distribuicdo da microbiota edafica (FERNANDEZ; FARJI-BRENER; SATTI, 2014).

Estudos de bioprospeccao tem revelado o grande potencial tecnoldgico que pode ser
desenvolvido a partir de rizobactérias com capacidade para agentes de biocontrole (CONTI;
GUIMARAES; PUPO, 2012). Estes microrganismos produzem compostos de baixo molecular,
como por exemplo, sideroforos, B-1,3 glucanase, quitinases, antibioticos e acidos cianidricos
que, por competicao por espaco e nutrientes e/ou por inducao de resisténcia nas plantas,
reduzem a populacao dos fitopatégenos promovendo o crescimento das plantas cultivadas
e melhorando a saude dos solos produtivos (GLICK, 2012; EGAMBERDIEVA et al., 2015).

Portanto, o presente trabalho avaliou a diversidade de bactérias presentes no
exoesqueleto de formigas cortadeiras, através da tipagem morfologica e da avaliacao de
crescimento em meios especificos, com objetivo de obter isolados a serem submetidos
a estudos genéticos e bioquimicos para identificar estirpes com potencial biotecnolégico
agricola.

2 | MATERIAL E METODOS

Coleta das amostras: As formigas cortadeiras do género Atta foram coletadas
a partir de formigueiros presentes na zona rural das cidades de Assis Chateaubriand e
Palotina, localizadas na regiao oeste do Parana. Os formigueiros encontravam-se dispostos
nas mediacboes de lavouras de mandioca (Manihot esculenta) e soja (Glycine max). O
delineamento experimental foi realizado inteiramente ao acaso utilizando trés tratamentos
(formigueiros) das diferentes cidades e com repeticoes em triplicata para cada amostra
coletada.

Obtencao dos isolados: Em fluxo laminar, 10 formigas de cada formigueiro foram
emergidas em 9 mL de solucao salina esterilizada a 0,85% para a desagregacao de isolados
bacterianos presentes no exoesqueleto. O procedimento de desagregacao foi realizado por
agitacao em Vortex por 1 minuto e posterior decantacao por mais 5 minutos de acordo
com protocolo adaptado de Zucchi, Guidolin e Cénsoli (2011). Do sobrenadante da solugao
contendo as formigas, foi coletado um volume de 1000 pL para realizacao da diluicao
seriada até a obtencao da concentracao de trabalho de 103, segundo protocolo adaptado
de Vincent (1970).

Tipagem morfolégica: Da diluicdo de trabalho (103), 100 uL foram inoculados pelo
método spread plate em placas de petri contendo meio de cultura generalista tipo Dygs,
em pH 6,5, segundo protocolo adaptado de Rodriguez Neto et al. (1986). As placas foram
submetidas a B.0.D a 27°C (Celsius) por 72 horas. A partir das unidades isoladas (colonias
puras), a caracterizacao morfolégica foi realizada utilizando uma metodologia adaptada
de Yano et al. (1993) levando em consideracao os seguintes aspectos: tamanho (< 1; 1-2;
> 2 milimetros); coloracao (homogénea ou heterogénea); cor (Branco, creme, amarelo
e alaranjado); forma (circular ou irregular); borda (lisa, anelada e ondulada) e elevacao
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(chata, convexa, levantada e protuberante). Um agrupamento foi estabelecido utilizando o
programa BioNumerics e 0 dendograma definido pelo algoritmo UPGMA.

Teste seletivo: A partir do agrupamento morfolégico, 4 representantes, com
aspectos contrastantes e presentes nos diferentes locais de coleta, foram escolhidos
para serem submetidos a crescimento em meios de cultura seletivos para a seguintes
grupos microbianos: Proteoliticos (PONTECORVO et al., 1953 modificado), Celuloliticos
(WOOD, 1980), Actinomicetos (KUSTER; WILLIANS, 1964). Apés o periodo de 72 horas de
crescimento em B.0.D a 27°C, as placas contendo os isolados foram avaliadas e atribuidas
notas de acordo com a visualizacao das caracteristicas do crescimento nos meios distintos.
As notas foram constituidas de 7 a 10 crescimento alto; de 4 a 7 crescimento mdio; de 1 a
4 crescimento baixo; e sem crescimento.

3 | RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir das caracterizacoes morfolégicas, avaliando as células puras pelo meio
generalista Dygs, foi possivel identificar 17 diferentes estirpes bacterianas obtidas do
exoesqueleto das formigas cortadeiras isoladas de formigueiros sob areas da zona rural
das cidades de Assis Chateaubriand (formigueiro 1 — Al e formigueiro 2 - A2) e Palotina
(formigueiro 3 - A3), localizadas na regiao oeste do Parana. Os resultados foram gerados
pela construcao de uma arvore a partir de agrupamentos estabelecidos para os distintos
tratamentos (formigas) e pelo uso de indices de verossimilhanca acima de 70% de

similaridade (Figura 1).
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Figura 1 - Dendograma obtido a partir de agrupamentos estabelecidos por similaridade morfoldgica
dos isolados bacterianos presentes no exoesqueleto das formigas cortadeiras adquiridas de trés
diferentes locais (formigueiros) de coleta Assis Chateaubriand (A1 e A2) e Palotina (A3).
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De maneira geral, foi possivel observar uma baixa diversidade morfolégica dos
isolados presentes nos diferentes formigueiros. Analisando as ramas formadas a partir
dos pontos de abertura para o primeiro grupo, observou-se um distanciamento fenotipico
gradativo originando um unico individuo como representante de uma rama e a formacao
de mais dois subgrupos (SG1 e SG2). O subgrupo SG1 apresentou semelhanca entre
as caracteristicas obtidas dos isolados, formando um conjunto mais homogéneo, ja no
subgrupo SG2 ocorreu variacao para caracteristicas como tamanho, coloracao e cor. Os
isolados 043, 048 e 054 presentes em SG1, possuem a mesma morfologia e sao providos
de locais de coletas distintos.

Em parte, a auséncia de respostas morfolégicas mais distintas, pode ser um primeiro
sinal de reflexo dos fatores antrépicos presentes nas imediacdes do local de coleta das
formigas. De acordo com Mattoso (2012), as formigas cortadeiras podem ser beneficiadas
pela acao antrépica no ambiente, no qual a modificacao deste, pode reduzir a populacao de
predadores e/ou parasitas, além de aumentar a proliferacao de vegetais mais palataveis,
diminuindo a necessidade da busca por alimento a longas distancias. Logo, esse beneficio
antropico, pode afetar diretamente a diversidade de microrganismos presentes na cuticula
das formigas, pois a diminuicao dos potenciais riscos de ataque e/ou contaminacao com
parasitas, leva a diminuicao de bactérias que atuam como produtoras de antibi6ticos no
exoesqueleto destes insetos (SAMUELS; MATTOSO; MOREIRA, 2013).

Outro fator a ser considerado, € a teoria do mutualismo Partner Choice entre
hospedeiros e simbiontes, no qual, o hospedeiro promove a selecao de microrganismos
benéficos de um conjunto de possiveis simbiontes que podem ser adquiridos do ambiente
(solo), preconizando apenas, o crescimento dos organismos de interesse para a evolucao
(BULL, 1991). Logo, as formigas cortadeiras podem ter adquirido bactérias especificas
do ambiente para atuarem como seus simbiontes, resultando em uma selecao direta
de microrganismos que sao regulados de acordo com as necessidades impostas pelo
ambiente para protecao ou defesa contra parasitas (POULSEN et al., 2005; BOOMSMA;
AANEN, 2009; MARCHIORI, 2013).

Bactérias comumente encontradas em solos e de grande acao comprovada na
decomposicao da matéria organica e nas relacoes antagdnicas com patdgenos agricolas
como, por exemplo do género Bacillus, também podem ser isoladas do interior de
formigueiros. Normalmente estas estirpes se encontram na forma latente, mas passam
a serem visualizadas quando sao semeadas em meio de cultivo, pois 0s esporos passam
para o estagio vegetativo. Outro fato a ser analisado € que durante a atividade de
forrageamento e devido ao tamanho corporal das operarias de Atta sp., algumas bactérias
como Burkholderia sp. e Propionibacteriaceae, podem ser adquiridas do ambiente e
também estarem presentes no exoesqueleto das formigas (SANTOS et al, 2004; PAGNOCCA,
RODRIGUES, BACCI JUNIOR, 2011).

Sendo assim, a baixa diversidade encontrada neste trabalho deve estar refletindo
a realidade presente nas imediacoes do local de coleta das formigas, tendo em vista a
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proximidade com areas de cultivo de mandioca e soja, que sao constantemente submetidas
a acao antropica, para a obtencao de maiores rendimentos (OTSUBO et al., 2008; SOUZA
et al, 2010; SILVA et al., 2012). Fatores ocasionados pelo monocultivo de culturas,
proporcionam reducao direta na diversidade de predadores e parasitas, promovendo
ambientes favoraveis para a proliferacao e o desenvolvimento das formigas, que dentro
de suas interagoes, regulam a densidade de microrganismos benéficos presentes em seu
exoesqueleto para a propria protecao de acordo com as necessidades impostas pelo meio
(BULL, 1991; MATTOSO, 2012; MARCHIORI, 2013).

Dos agrupamentos encontrados, 4 isolados foram escolhidos como representantes
de cada grupo morfolégico a serem submetidos ao crescimento nos diferentes meios de
cultivo seletivo em busca de um levantamento inicial quanto aos géneros de bactérias
presentes nas amostras (Formiga 048, Formiga 053, Formiga 057 e Formiga 046).

Através de uma avaliacao visual, uma nota de O a 10 foi atribuida quanto ao
crescimento dos isolados obtidos dos exoesqueletos das amostras (formigas) selecionadas.
Para o crescimento dos isolados da Formiga 048 foi atribuido nota 5 (crescimento médio)
para todos os meios testados, demonstrando o potencial enzimatico para degradacao dos
compostos presentes nos mesmos; aos isolados obtidos da Formiga 053, foi atribuido nota
9 (alto crescimento) para os meios de selecao para bactérias proteoliticas e actinomicetos,
mas nao sendo observado crescimento no meio para celuloliticas. Os isolados da Formiga
046 receberam nota 9 (alto crescimento) para o crescimento no meio para actinomicetos e
nao foi observado crescimento para os meios para proteoliticos e celuloliticos. Por fim, para
a Formiga 047 nao foi observado crescimento para nenhum dos meios testados.

Habitantes dos solos e da rizosfera de plantas cultivadas, os actinomicetos, sao
presentes na cuticula de formigas cortadeiras realizando interacdes que possam influenciar
diretamente na simbiose com o fungo mutualista (DE SOUZA et al., 2013). Os actinomicetos
além de serem responsaveis pela producao de antibioticos, sintetizacdo de vitaminas e
degradacao de compostos, também sao capazes de produzirem enzimas como amilase,
pectinase, protease e celulase (NASCIMENTO et al, 2014; TANIGUCHI et al, 2014). Os
isolados obtidos a partir do exoesqueleto de formigas cortadeiras selecionados pelo meio
para bactérias celuloliticas, pode estar atuando na degradacao da celulose presente nas
folhas que sao carregadas para o interior do ninho, podendo beneficiar o desenvolvimento
do fungo mutualista com geracao de compostos que facilitam a colonizacao de suas hifas
e/ou competir pelo substrato a ser utilizado pelo mesmo (PAGNOCCA; RODRIGUES; BACCI
JUNIOR, 2011).

As bactérias proteoliticas podem ser encontradas em diversos tipos de ambiente,
atuando principalmente na degradacao de proteinas presentes na matéria organica
(LOZADA et al., 2017). Algumas bactérias com atividade proteolitica podem estar presentes
em ninhos de Atta sp., desempenhando funcao na degradacao de proteinas presentes no
material vegetal fornecido ao fungo mutualista (SCOTT et al., 2010; PAGNOCCA; RODRIGUES;
BACCI JUNIOR, 2011).
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4 | CONCLUSAO

1. Foi possivel demonstrar que formigas cortadeiras do género Atta possuem
bactérias atreladas ao seu exoesqueleto sendo modificadas de acordo com as
condicoes impostas pelo ambiente, apontando para alteragdes na diversidade;

2. Este projeto piloto, foi importante para demonstrar a necessidade da realizacao
de uma maior amostragem para comparacao dos isolados obtidos;

3. As bactérias presentes nos exoesqueletos das formigas cortadeiras dos dois
municipios do oeste do Parana possuem um ancestral comum pela tipagem
morfolégica;

4. A tipagem morfolégica possibilitou um primeiro screening para selecao de
estirpes a serem investigadas quanto ao potencial para o biocontrole mas
nao permitiu diferenciar os isolados em género ou espécies apontando para a
necessidade de investigacdes em nivel molecular para o desenvolvimento de
trabalhos futuros.
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