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RESUMO

As florestas plantadas de eucalipto no Brasil possuem destaque nacional e tém avancado em direcdo
as regides do centro-norte do pais, com destaque para o estado do Tocantins. Buscando reduzir os
custos de producao, fungos endofiticos tém sido utilizados com o intuito de aumentara producéo e
controlar desfolhadores comoas formigas-cortadeiras, pragas chaves da cultura. O objetivo desse
trabalho foi avaliar a interacdo simbidtica do fungo endofitico Aspergillus connicus com plantas de
Eucalyptus camaldulensis e a resisténcia dessas plantas a herbivoria por formigas-cortadeiras. O
delineamento adotado foi inteiramente casualizado, usando dezesseis tratamentos em um esquema
fatorial de 3 tempos de incubacdo do fungo (72 horas, 48 horas e 24 horas) x 5 concentracdes de
extrato fungico (100%, 80%, 60%, 40% e 20%) mais o controle, sendo 4 repeti¢cbes para cada
tratamento. Para avaliacdo das caracteristicas biométricas, as interacGes (tempo x concentracao) para
0 namero de folhas, altura da parte aérea e peso da massa fresca e seca da parte aérea diferiram
estatisticamente. Ndo houve interacdo tempo X concentracdo para as variaveis comprimento da raiz,
peso da massa fresca, e peso da massa secada raiz ndo. Para a avaliacdo de herbivoria, as plantas do
tratamento T48h/100 demandaram maior tempo para serem transportadas em relacdo aos outros
tratamentos. Esse tratamento também foi 0 que apresentou menor consumo foliar em comparacéo
com os demais tratamentos avaliados. O fungo Aspergillus connicus ndo demonstrou no meio PVK
capacidade de solubilizacdo de fosfato inorganico.

Palavras-chave: Fungo endofitico; Herbivoria; Eucaliptocultura.

INTRODUCAO

O estado do Tocantins tem se destacado nos Gltimos anos em crescimento de area de
floresta plantada, quando comparado com regides do norte e centro oeste do pais. O estado encontra-
se em uma regido que de um importante eixo estratégico de investimento privado no setor florestal
(IBA, 2020 e IBGE, 2020). O género Eucalyptus é extensivamente cultivado em todo o territorio
nacional, onde encontra condic¢Ges favoraveis para seu estabelecimento e desenvolvimento no pais,

sob as condi¢Ges mais diversas de cada regido. A alta produtividade, idade reduzida de corte,

! Graduando em Agronomia, Pibic/CNPg. Universidade Federal do Tocantins, Martins.lorrayne@outlook.com.
2 Doutor em Biologia, curso de Engenharia Florestal, Universidade Federal do Tocantins, danival@mail.uft.edu.br

QAcneq



Seminario de | |
XVl Iniciacéo e S MR
Cientifica

homogeneidade de matéria-prima e custo competitivo da madeira, além das possibilidades de usos
multiplos, propicia 0 sucesso para 0 género no setor florestal brasileiro (SOUZA et al. 2009). A
espécie do género Eucalyptus mais cultivada em regides tropicais, com potenciais periodos de seca,
é Eucalyptus camaldulensis, por apresentar maior tolerancia a deficiéncia hidrica do solo (SHIMIZU
et al. (2007). Pensando nisso, e buscando atender a demanda do mercado, faz-se necessario o
fornecimento de plantas com qualidades fisioldgica e genética superiores e adaptadas as regiées como
o cerrado brasileiro (KRATZ e WENDLING, 2016 e MIGUEL et al. 2016). Nesse sentido, diversos
esforcos tém sido realizados buscando melhorar a qualidade dessas plantas e reduzir os custos de sua
producdo. CHAO XIANG et al. (2020) e SILVA e SOUZA (2021) apontam que fungos do género
Aspergillus, muito comuns nos solos, podem promover o crescimento vegetativo e auxiliar no manejo
de algumas doencas. A acbes de alguns isolados fangicos endofiticos, por meio de multiplos
mecanismos, ajudam a melhorar as caracteristicas fisicas das plantas como: altura, biomassa e
emergéncia de botdo floral, além de produzirem horménios vegetais selecionados (MIGUEL et al.
2016 e KHAN et al. 2013) e apresentarem antagonismo a pragas importantes, como as formigas-
cortadeiras principal praga desfolhadora dessa espécie (BARBOSA et al. 2021). As formigas-
cortadeiras dos géneros Acromyrmex e Atta, respectivamente conhecidas como salvas e quenquéns,
séo consideradas pragas severas da eucaliptocultura nacional (ROCHA et al. 2017). Considerando-se
as questdes desafiadoras como a acidez do solo, a escassez hidrica e a temperatura elevada encontrada
no Tocantins, onde tem sido implantado constantes plantagdes de Eucalyptus nos altimos anos (IBA,
2020), faz-se necessario a compreensdo de alternativas economicamente e ambientalmente viaveis
para o estabelecimento e manutencao dessa importante espécie florestal. Nesse contexto, o controle
biol6gico ¢ uma possibilidade, exigindo-se de uma maior compreensdo de como Eucalyptus
camaldulensis responderia a interacdo simbiotica com o fungo endofitico Aspergillus connicus em

condicbes de campo, tanto no desenvolvimento quanto & resisténcia a herbivoria.
MATERIAL E METODOS

Delineamento experimental e material utilizado: O experimento foi conduzido no Laboratorio de
Simbioses Insetos-Microrganismos, Fitossanidade e Fitotecnia do Programa de P6s-Graduacdo em
Producdo Vegetal da Universidade Federal do Tocantins (UFT), Campus Universitario de Gurupi,

situado na regido sul do estado do Tocantins. Os tratamentos microbioldgicos utilizados serdo: 1)
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Testemunha (sem inoculagéo do fungo A. connicus) e 2) cinco concentracdes (100%, 80%, 60%, 40%
e 20%) de cada periodo de incubacdo (72 horas, 48 horas e 24 horas) do fungo endofitico A. connicus
(extrato) obtido a partir de semente de Eucalyptus camaldulensis cultivar LCFA 014 proveniente da
empresa de Sementes Caicara Ltda na fase de germinacgdo do laboratério j& supracitado. Por fim, o
delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado, com dezesseis tratamentos e 4

repeticOes para cada um. Os dados foram submetidos a analise de variancia fatorial (ANOVA)..

Producao de mudas: As 100 mudas de eucalipto foram produzidas por semeadura diretamente em
tubetes com capacidade volumétrica de 290 cm?, onde foram semeadas trés sementes por recipiente
com substrato comercial Tropstrato Florestal®, O raleio foi realizado ap6s 15 dias de semeadura,
permanecendo apenas uma muda, aquela mais vigorosa e de melhor posicionamento no tubete.
Quando as mudas estavam com 35 dias aproximadamente, foram transferidas para copos de isopor
com volume de 400 ml preenchidos com mistura de 95% substrato comercial Tropstrato Florestal ®
e 5% de vermiculita. A fim de reduzir a incidéncia de microrganismos contaminantes, essa mistura
foi autoclavada a 120°C durante 2 horas. As mudas foram regadas diariamente com &gua destilada e

mantidas sob capacidade de campo (100% CC), até o dia das avaliacGes.

Cultivo do fungo endofitico para obtencdo do extrato: O isolado fangico A. connicus foi
multiplicado em meio proposto por SILVA et al. (2015) para fungos xerofiticos (H20 destilada 580
ml; glicose 200 g; sacarose 200 g; extrato de levedura 10 g; Agar 10 g). As placas foram incubadas
em camara climatizada a 25 + 2 °C durante sete dias. Apos isto, foi realizado a inoculacdo em meio
liquido de mesma composicdo. O fungo endofitico foi inoculado em frascos do tipo Erlenmeyer (500
mL), contendo 300 mL de meio de cultivo (H20O destilada 580 mL; glicose 200 g; sacarose 200 g;
extrato de levedura 10 g). Os trés frascos foram mantidos em mesa agitadora com temperatura de
25°C + 2°C por diferentes periodos, sendo eles 72 horas, 48 horas e 24 horas. Apos esse periodo, 0s

caldos foram separados do micelio por filtracdo, adaptado da metodologia de BOAES et al. (2019).

Inoculacgdo via plantula: A aplicacdo dos diferentes tratamentos do extrato nas plantas ocorreu da
seguinte forma: no principio cada tratamento foi diluido com agua destilada e autoclavada nas
proporcdes que faltavam para completar 100% da solucdo em tubos do tipo Eppendorf de 1,5 mL As
plantas no dia da inoculagédo ndo foram regadas, para melhor absor¢cdo do extrato. Realizado a
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aplicacdo dos tratamentos as plantas foram acondicionadas em gaiolas de protecdo até o dia da
avalicdo. Todos os dias as plantas foram regadas com agua destilada e autoclavada e suas posi¢des

foram revezadas.

Avaliacdo das caracteristicas biométricas: O efeito do extrato fungico sobre o crescimento das
plantas foi determinado através da medicao dos incrementos em: altura (cm), numero de folhas, massa
fresca e seca da parte aérea e da raiz. A altura da planta foi medida a partir de uma régua graduada, e
esta variavel foi medida entre a distancia do colo da planta e a extremidade das ultimas axilas foliares.
J& o nimero de folhas foi obtido por meio da somatéria de folhas de cada amostra. Para a estimativa
da biomassa fresca e seca da parte aérea e da raiz, as plantas foram cortadas na altura do colo e, em
seguida, pesadas em balanca analitica Shimadzu® modelo AUW?220D. Para secagem da parte aérea
e da raiz, foram utilizados sacos de papel com a parte devidamente cortadas dentro e colocada a uma
temperatura de 60°C, por 12 horas em estufa de secagem.

Coleta e manutencéo das colbnias de formigas-cortadeiras: As coldnias da espécie de formiga-
cortadeira Atta sexdens utilizadas na pesquisa possuem aproximadamente um ano de idade e foram
desenvolvidas a partir da coleta de fémeas fertilizadas na Universidade Federal do Tocantins, campus
de Gurupi (11°44°48”S 49°02°55”W). As condigdes de laboratorio para seu estabelecimento sdo: (25
+ 1°C, 75 £ 5 % U.R, fotoperiodo 12h Luz:12 h Escuro). No Laboratorio de Simbioses Insetos
Microrganismos, onde se encontram, séo fornecidas folhas de Acalypha wilkesiana L., Mangifera
indica L. (mangueira), Anacardium occidentale L. (cajueiro), Citrus sp., bem como aveia em flocos

e farelo de trigo para a alimentacdo das mesmas.

Avaliacéo de herbivoria: Conforme metodologia descrita por MARSARO JUNIOR et al. (2007), as
folhas de E. camaldulensis foram coletadas inteiras, aproximadamente 0,2 g do terco apical de cada
planta e, em seguida, foram colocadas em placas de Petri, pesadas em balanca analiticas e colocadas
simultaneamente (tratamento controle e tratamento com o extrato fungico) dentro de cada col6nia
(identificando cada tratamento), permanecendo por 30 minutos em cada colénia. Foram utilizadas
trés colbnias para cada tratamento. Apos essa etapa, os fragmentos de folhas ndo carregados foram
novamente pesados e por diferenca de peso foi calculado o consumo. Os tratamentos (T72h/100%,
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T48n/100%, T24h/100% e controle) foram avaliados em dias diferentes, respeitando mesmo horério,

repeticdo e condicdes das colonias

Solubilizacdo de fosfato de calcio: Para avaliar a capacidade do fungo endofitico A. connicus de
solubilizar fosfato insoltvel, seguindo a metodologia descrita por Pikovskaya (1948). foi realizado
um meio PVK (H2O destilada 1 L™ glicose, 10 g; Caz(PO4)2, 5 g; (NH4)2S04, 0,5 g; NaCl, 0,2 g;
MgS04.7H20, 0,1 g; KCI, 0,2 g; Extrato de Levedura, 0,5 g; MnSO4.H20, 0.003 g; e FeSO4.7H20,
0.003 g; Agar, 15 g, pH 7.0) como descrito por Pikovskaya (1948). As placas foram incubadas 25°C
+ 2°C por 10 dias, afim de verificar se o indculo formaria um halo de zona clara em torno de sua

colbnia, demonstrando -se solubilizadores de fosfato.

DADOS E DISCUSSAO

Caracterizacdo biométrica: As plantas tratadas com diferentes concentracfes dos extratos flngico
de A. connicus apresentaram diferenca estatistica para algumas variaveis biométricas analisadas nessa
pesquisa. O numero de folhas apresentou variacdo em funcdo da concentragdo do extrato (100%,
80%, 60%, 40% e 20%) que foi aplicado nas plantas (Tabela 1). N&o se pdde verificar aumento linear
do numero de folhas em fungéo da concentracdo dos extratos, mas o tempo de incubacdo do fungo
(72 horas, 48 horas e 24 horas) influenciou positivamente no nimero de folhas, isto €, o extrato de 72

horas promoveu maior incremento do que o extrato preparado com tempo menor

Tabela 1- Andlise de variancia do numero de folhas de E. camaldulensis em resposta a diferentes

tempos de incubacdo e da concentragédo do extrato fungico A, connicus.

Fonte de variagéo GL F Pr>F
Concentracao 4 2,267 0,073*
Tempo 2 2,551 0,086*
Concentragdo x Tempo 8 3,147 0,0064*

*significativo a 5% de probabilidade (P<0,05); ™: ndo significativo.

Acneq



Seminario de
PR Arrai Pal Gurupi
Iniciacao Teld 192000110 262762810

Cientifica

Figura 1 — Numero de folhas de E. camaldulensis nos diferentes tempos do extrato fungico de A.
connicus.
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O efeito da interacdo da concentracdo dos extratos com o tempo de prepara¢do ndo resultou em
incremento do peso da massa seca da raiz (p = 0,098), no peso da massa fresca da raiz (p = 0,660),
nem tampouco no comprimento da raiz (p = 0,363) das plantas de E. camaldulensis. A altura das
plantas (p<0,001), quanto a variavel tempo demostrou que quanto maior a concentragdo do extrato
maior sera a altura da planta (Figura 2). Desde modo, é possivel constatar que quanto maior o tempo
de incubacdo do enddfito no meio, maior serd a concentragcdo dos metabolitos promotores de
crescimento no extrato. O peso da massa fresca da parte aérea (p<0,015) na interacdo tempo de
incubacéo x concentracao do extrato demonstrou que a menor concentracao do extrato (20%) e menor
tempo (24 horas) proporcionaram maiores valores. O tempo de 72 horas e a concentragdo de 80% em

comparagdo com 0s demais apresentaram os menores valores.

Figura 2 — Altura das plantas de E. camaldulensis nos diferentes tempos do extrato flngico de A.

connicus.
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Para os dados obtidos de algumas variaveis, entende-se que o extrato fangico A. connicus em
diferentes concentragcdes promovem o crescimento de plantas de E. camaldulensis. A producédo de
metabdlitos secundarios ativos podem estar implicados na observacdo na diferenca do
desenvolvimento das plantas (JAVED et al. 2020). Trabalhos com fungos do mesmo género tém
relatado resultados positivos na promocéo significativa de crescimento das plantas (LUBNA et al.
2018 e JAVED et al. 2020).

Avaliacdo de herbivoria: As formigas-cortadeiras das espécies A. sexdens ndo exibiram preferéncia
de corte em funcdo do tratamento de origem das folhas, isto é, as folhas de E. camaldulensis foram
cortadas igualmente. Portanto, é possivel dizer que o extrato fungico presente nas folhas nao alterou
a preferéncia de corte. O tempo demandado para que o primeiro fragmento fosse levado para dentro

das col6nias foi diferente para cada tratamento (Tabela 2).

Tabela 2- Tempo gasto em minutos pelas formigas-cortadeiras transportando o primeiro fragmento

de folhas de E. camaldulensis com o extrato flngico de A. connicus. até as colonias.

AvaliacOes Plantas com o fungo Plantas sem o fungo

Tempo gasto até a coldnia T72h/100% 8,08 min. 7 min.
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Tempo gasto até a coldnia T48h/100% 9,16 min. 7:16 min.
Tempo gasto até a coldnia T24h/100% 7,12 min. 6:25 min

No tratamento T24h/100% as formigas carregaram com maior rapidez os fragmentos da folha, em
contrapartida o tratamento T48h/100% as formigas demoram a cortar e carregar para dentro das
colénias (Tabela 2). Em todas as avaliacdes as plantas do tratamento controle foram transportadas

primeiro para dentro das colénias, demostrando preferéncia no transporte de plantas sem o fungo.

Tabela 3 — Consumo foliar de E. camaldulensis com fungo endofitico A. connicus. das formigas-

cortadeiras A. sexdens.

Avaliagdes Plantas com o fungo Plantas sem o fungo
Consumo foliar T72h/100% 57,82% 66,78%
Consumo foliar T48h/100% 51,53% 74,22%
Consumo foliar T24h/100% 59,76% 62,39%

O consumo de folhas quando ofertadas simultaneamente, folhas com o extrato fangico e controle,
diferiram-se entres os tratamentos (Tabela 3). Nas avaliacdes de consumo das folhas de E.
camaldulensis as operarias de A. sexdens consumiram mais folhas do tratamento controle quando
comparadas aos tratamentos com o extrato fangico. Com base nisso, e associando que comumente
formigas-cortadeiras tendem a rejeitar matéria vegetativo que seja toxico a elas é possivel dizer que
tal comportamento é compreensivel, uma vez que, o material vegetal com extrato do endéfito possa
ser nocivo para elas e para o fungo que vivem consorciados. Entre os tratamentos foi possivel
constatar no T48h/100% um menor consumo foliar das formigas-cortadeiras comparando com o
controle ofertado simultaneamente e os demais tratamentos. Para os tratamentos T72h/100% e
T24h/100% os valores para consumo foliar com o extrato fingico nédo se diferiram estatisticamente
entre si (Tabela 3).

Solubilizagdo de fosfato de célcio: Por meio da analise qualitativa durante 10 dias, o fungo A.
connicus néo foi capaz de solubilizar fosfato em meio PVK. A formagdo do halo de zona clara ndo
foi observada, indicando a falta da capacidade de solubilizar fosfato inorganico. Tais resultados
podem ser justificados por inimeros fatores, dentre eles a fonte de carbono disponibilizada em meio
PVK e ao indice de pH do meio que foi 7 (SILVA-FILHO e VIDOR, 2000; RIBEIRO et al. 2012).
8
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CONCLUSAO

A interacdo do tempo de incubacéo e extrato fangico de Aspergillus connicus nas plantas de

Eucalyptus camaldulensis apresentaram valores significativos para os incrementos: namero de folhas,
altura da parte aérea e peso da massa fresca e seca da parte aérea.

Os diferentes tempos do extrato fungico de A. connicus em plantas de E. camaldulensis
influéncia as formigas-cortadeiras Atta sexdens na escolha do material a ser cortado e
consequentemente no consumo foliar.

O isolado fungico A. connicus ndo demonstrou capacidade de solubilizar fosfato inorgéanico.
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