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Inhibition of the Germination of Botrytis cinerea Pers. Fr. Conidia by Extracts of the
Mandibular Gland of Atta sexdens rubropilosa Forel (Hymenoptera: Formicidae)

ABSTRACT - This research investigated the effect of mandibular gland secretions of Atta sexdens
rubropilosa Forel on the germination of Botrytis cinerea Pers. Fr. conidia. This fungus attacks several
species of cultivated plants of economic importance. From 20 mandibular glands of workers of the
leaf-cutting ant (3.60-4.30 mm head capsule width) we obtained 9.4 mg of acetone soluble secretion.
To this mass, sterile water and the dispersing agent Tween 20 were added to prepare four doses which
composed the treatments of 0.94 mg/ml, 4.70 mg/ml, 9.40 mg/ml and 37.60 mg/ml. We also used a
negative control (water), a solvent control (acetone) and a positive control (the Mancozeb fungicide at
1600 ppm). Five microliters of B. cinerea conidia suspension were added to excavated plates maintained
at 20°C in the dark. Therefore the solution concentrations of the treatments were reduced to half, that is
0.47 mg/ml, 2.35 mg/ml, 4.70 mg/ml and 18.80 mg/ml. A total of 12 replicates were performed for
each of four treatments. The percentage of conidia germination was obtained 8h after treatments. Results
by Probit analysis of data indicated that higher gland concentrations led to higher inhibition of conidia
germination. The concentration of 18.80 mg/ml had an inhibitory effect (94.2%) similar to that of
Mancozeb (95.3%).
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RESUMO - Estudou-se o efeito de secreções da glândula mandibular de Atta sexdens rubropilosa
Forel (Hymenoptera: Formicidae) sobre a germinação de conídios de Botrytis cinerea Pers. Fr., fungo
fitopatogênico de várias plantas de importância econômica. De 20 glândulas mandibulares de operári-
as dessa formiga cortadeira, com cápsula cefálica entre 3,60 e 4,30 mm, obtiveram-se 9,40 mg de
secreção, aos quais adicionaram-se 0,25 ml de água esterilizada, resultando em uma solução de con-
centração 37,60 mg/ml. Essa mistura foi utilizada para o preparo de soluções com diferentes concen-
trações de secreção (0,94 mg/ml, 4,70 mg/ml e 9,40 mg/ml). Foram também preparadas uma testemu-
nha negativa (água), uma testemunha de acetona e outra positiva, o fungicida Mancozeb a 1600 ppm.
A cada 5 ml de solução dos tratamentos, foram adicionados 5 ml de suspensão de conídios de B.
cinerea em lâminas escavadas, as quais foram mantidas a 20°C, no escuro. Portanto as concentrações
das soluções dos tratamentos foram reduzidas à metade, ou seja, 0,47 mg/ml, 2,35 mg/ml, 4,70 mg/ml
e 18,80 mg/ml. Após 8h, determinou-se a porcentagem de germinação de conídios desse fungo. Os
experimentos foram realizados em 12 repetições. A análise de Probit indicou que quanto maior a
concentração das soluções, maior foi o efeito inibitório sobre a germinação de conídios de B. cinerea.
A solução de concentração 18,80 mg/ml mostrou efeito inibitório de (94,2%) semelhante ao do fungicida
Mancozeb (95,3%).
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As formigas cortadeiras causam prejuízos elevados aos
setores florestal e agrícola uma vez que utilizam fragmentos
de vegetais para manterem a cultura de seu fungo simbiótico,
do qual se alimentam. Essa associação mutualística é difícil
de ser rompida, pois além de substrato adequado, envolve
substâncias antifúngicas e antibacterianas secretadas pelas
formigas na glândula da metapleura (Maschwitz et al. 1970,
Schildknecht & Koob 1970) ou pelo próprio fungo simbionte
(Kermarrec et al. 1986). Recentemente, Currie et al. (1999)
constataram a presença, no corpo de operárias de Attini, de
uma bactéria filamentosa simbionte do gênero Streptomy-
ces. Essa bactéria produz antibióticos especificamente con-
tra o fungo Escovopsis, parasita do jardim de fungo nas várias
espécies dessas formigas. A bactéria é, portanto, um terceiro
mutualista nessa simbiose antiga com as cortadeiras. As
próprias formigas cortadeiras produzem várias substâncias
químicas, podendo ser consideradas fontes de aleloquímicos
e feromônios.

A glândula mandibular de espécies de Atta é
conhecida pela produção do feromônio de alarme que
desencadeia comportamento de alarme e defesa (Brown et
al. 1970), mas as secreções dessa glândula têm sido
mencionadas como causadoras de efeito fungicida. Com base
nisso, neste trabalho investigou-se o efeito da secreção da
glândula mandibular de Atta sexdens rubropilosa Forel sobre
a germinação de conídios do fungo Botrytis cinerea Pers.
Fr., patógeno responsável por perdas na produção e qualidade
pós-colheita em várias plantas de importância econômica
(Redmond et al. 1987).

Material e Métodos

Vinte glândulas mandibulares de A. sexdens rubropilosa
foram extraídas (com auxílio de pinça), de operárias com
cápsula cefálica de 3,60 mm a 4,30 mm. Tais operárias foram
obtidas de formigueiros do laboratório do Insetário da
Universidade Federal de Viçosa (UFV). As condições de
manutenção das salas do laboratório eram iguais às condições
sugeridas por Della Lucia et al. (1993), ou seja, 25±1°C, 70
a 85% de U.R.

A seguir, as glândulas mandibulares foram maceradas em
400 ml de acetona p.a. A solução obtida foi filtrada para
remoção dos fragmentos das mandíbulas e da membrana que
envolve a glândula mandibular, e em seguida evaporou-se o
solvente sob fluxo de nitrogênio, o que resultou em 9,40 mg
de extrato como um resíduo pastoso. A esse extrato
adicionou-se 0,25 ml de água esterilizada, resultando em uma
solução de concentração 37,60 mg/ml. A partir dessa solução
foram estabelecidas três concentrações adicionais, mediante
sucessivas diluições, que resultaram nas concentrações de
0,94 mg/ml, 4,70 mg/ml e 9,40 mg/ml. Além desses
tratamentos, incluiu-se uma testemunha negativa (água), uma
testemunha de acetona e outra positiva (fungicida Mancozeb
– Manzate 800 -  a 1600 ppm).

A suspensão de conídios de B. cinerea foi preparada em
água esterilizada contendo Tween 20 (100 ml de água para
5µl de Tween), a qual foi agitada para evitar a aglomeração
desses conídios. Essa suspensão foi calibrada para se obter a
contagem de, pelo menos, 100 esporos no campo visual de
um microscópio ótico, com objetiva de 40x (Dhingra &

Sinclair 1995). Em seguida, 5 µl de cada uma das soluções
dos extratos foram adicionados a 5 µl de suspensão de
conídios do fungo sobre lâminas escavadas. Portanto, as
concentrações das soluções dos tratamentos foram reduzidas
à metade, ou seja, 0,47 mg/ml, 2,35 mg/ml, 4,70 mg/ml e
18,80 mg/ml.

Posteriormente, as lâminas foram acondicionadas em
caixas de plástico (gerbox) com papel úmido no fundo, para
manter a umidade, após o que incubou-se o material por oito
horas a 20°C no escuro conforme metodologia descrita por
Tatagiba (1996) para realização de ensaios biológicos
utilizando B. cinerea. A testemunha negativa, de acetona, e
a positiva foram submetidas às avaliações nessas mesmas
condições.

Quando a testemunha em água apresentava germinação
de conídios de B. cinerea próxima a 80%, contaram-se, com
auxílio de microscópio ótico (objetiva de 40x), 100 conídios
aleatoriamente, e computou-se o número dos germinados por
tratamento. Os conídios considerados germinados eram os
que possuíam tubo germinativo maior que a maior dimensão
do conídio. Todos os experimentos foram repetidos 12 vezes
e os resultados obtidos foram analisados através de Probit
utilizando-se o procedimento PROC PROBIT do SAS (SAS
1989).

Resultados e Discussão

No tratamento com acetona, os conídios apresentaram
porcentagem de germinação de 81,0%, semelhante àquela
da testemunha negativa (água), que foi de 80,3%, mostrando
que a acetona não interferiu na germinação dos mesmos. A
solução com a concentração de 0,47 mg/ml já foi suficiente
para causar pequeno efeito inibitório na germinação dos
conídios (22,3%) quando comparada com a testemunha água
(19,7%). À medida em que se aumentaram as concentrações
dos tratamentos, verificou-se maior efeito inibitório sobre a
germinação dos conídios conforme observa-se na Fig. 1.
Ressalta-se que a concentração máxima utilizada (18,80 mg/
ml) mostrou efeito semelhante ao do fungicida Mancozeb
inibindo 94,2%, comparados com 95,3% de inibição pelo
referido fungicida. Pode-se inferir, ainda na Fig.1, que a
concentração necessária para inibir 50,0% da germinação de
conídios de B. cinerea é de 7,21 mg/ml (IC 95%: 6,83-7,60).
Os valores de inibição de germinação preditos pelo modelo
Probit não diferiram significativamente dos valores realmente
observados no bioensaio (baixo c2 e P>0,05), portanto o
modelo de Probit foi adequado à analise de concentração x
resposta.

Os resultados obtidos evidenciam que soluções de
secreções da glândula mandibular de A. sexdens rubropilosa
mesmo em pequenas concentrações já têm a capacidade de
inibir a germinação de conídios de B. cinerea; e em altas
concentrações têm efeito semelhante ao do fungicida
Mancozeb que reconhecidamente apresenta efeito contra a
germinação desses conídios.

Efeito inibitório sobre a germinação de conídios de fungos
patogênicos de plantas foi também observado por Akino et
al. (1995). Esses autores mostraram que o composto 3-
formyl-7,11-dimethyl-(2E,6Z,10)-dodecatrienal, isolado da
glândula mandibular da formiga Lasius fuliginosus Latreille
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(Hymenoptera:Formicidae), inibiu completamente a
germinação de esporos do fungo fitopatogênico
Colletotrichum lagenarium (Pass.) Ell. & Haslst, a partir de
1 ppm e de quatro fungos entomopatogênicos, Verticillium
lecanii (Zimmerman) Viegas, Paecilomyces fumosoroseus
(Wize) Brown & Smith, Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. e
Metharhizium anisopliae (Metsch.) Sorok., a partir de 10
ppm. Ressalta-se também que Mackintosh et al. (1995)
constataram que secreções obtidas da glândula metapleural
de Myrmecia gulosa Fabricius (Hymenoptera: Formicidae),
além de afetarem o desenvolvimento de células de
protoplastos do fungo Candida albicans (Robin) Berkh,
também apresentaram atividade antibacteriana contra Bacil-
lus cereus Frankland & Frankland, Escherichia coli (Migula)
Castellani & Chalmers e Pseudomonas aeruginosa
(Schroeter) Migula. Esses últimos resultados reforçam a
atribuição de função antibacteriana das secreções da glândula
metapleural por Maschwitz et al. (1970) e Schildknecht &
Koob (1970).

Atividade antibacteriana de secreções de glândulas de
formigas foi também verificada por Brough (1983). Essa
autora constatou que a concentração de seis glândulas
mandibulares de Calomyrmex sp. (Hymenoptera:
Formicidae)/ml de água esterilizada apresentou atividade
inibitória equivalente a 51, 154, 378 e 154 unidades do
antibiótico streptomicina, para as bactérias A-4, A-5, B-6 e
C-8, respectivamente, todas elas isoladas do solo. Além disso,
a autora contatou que essa mesma concentração de glândulas
mandibulares também inibiu o crescimento micelial do fungo
Trichoderma sp.

Atividades antifúngica e antibacteriana, semelhante
àquelas causadas por substâncias provenientes de formigas,
também têm sido relatadas em outros grupos de insetos, como
por exemplo em moscas (Alvarez-Bravo et al. 1994). Esses
autores verificaram atividade antimicrobiana contra

Staphylococus aureus Rosenbach, E. coli e antifúngica con-
tra C. albicans, a partir de peptídios sintetizados de sapecin
B (proteína antibacteriana da hemolinfa larval) da mosca
varejeira Sarcophaga peregrina (Robineau – Desvoidy). Em
abelhas Bombus pascuorum (Scopoli), Rees et al. (1997)
verificaram que peptídeos produzidos na hemolinfa
exerceram atividade antimicrobiana contra bactérias gram-
positivas e gram-negativas.

Há evidências de que o fungo simbiótico de Atta spp. e
Acromyrmex spp. secrete o ácido fenilacético, que suprime
o crescimento bacteriano; o ácido D-3-hidroxidecanóico (o
mirmicacin), que inibe a germinação de esporos de outros
fungos, e o ácido indol-3-acético, que estimula o crescimento
micelial conforme citação de Della Lucia & Araújo (1993).
Fowler et al. (1991) afirmaram que as bactérias coexistem
em equilíbrio com as formigas e são reguladas pelas mesmas
mediante a acidificação do substrato e pelo uso de secreções
glandulares.

Constata-se que a secreção da glândula mandibular de A.
sexdens rubropilosa é capaz de inibir a germinação de
conídios de fungos fitopatogênicos, como evidenciado para
B. cinerea. Embora ainda não esclarecido, isso pode ter sido
ocasionado pelos compostos cetônicos em maior quantidade
nas glândulas mandibulares de A. sexdens rubropilosa, como
a 5-metileptan-3-ona (Butenandt et al. 1959) e a 4-metileptan-
3-ona (Blum et al. 1968). Essa capacidade de inibição,
possivelmente característica defensiva das formigas
cortadeiras, pode ser utilizada para se obterem compostos
antifúngicos e antibacterianos que poderão vir a ser utilizados
para o controle de patógenos de plantas cultivadas.
Permanece, portanto, a necessidade de estudos mais
detalhados sobre essas substâncias para que se possa definir
o seu potencial e uso pelo homem.
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