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RESUMO

As formigas-cortadeiras (géneros Atta e Acromyrmex) compdem o grupo mais derivado dentre
as formigas cultivadoras de fungo, sendo consideradas os maiores herbivoros dos
Neotropicos. Elas vivem em mutualismo obrigatério com o fungo Leucoagaricus
gongylophorus (Basidiomycota: Agaricales), ao qual fornecem partes frescas de vegetais
como substrato, consumindo-o posteriormente como alimento. Além disso, essas formigas
promovem a dispersao do fungo e ainda o protegem contra parasitas e micro-organismos
competidores através de estratégias mecanicas e quimicas de higienizacdo. Apesar desses
cuidados, uma grande variedade de grupos e espécies microbianas (leveduras, bactérias
filamentosas, microfungos) vive em seus ninhos e em seu exoesqueleto. Um desses micro-
organismos ¢ o fungo do género Escovopsis, considerado um potente antagonista do fungo
mutualista. O Escovopsis ¢ encontrado na maioria dos jardins de fungo das espécies de
formigas da tribo Attini e pode causar um total colapso do ninho, devido ao seu répido
crescimento e & suposta acao necrotrofica que possui sobre o fungo mutualista. Neste trabalho
estudamos o comportamento das formigas frente as diferentes linhagens desse fungo,
buscando selecionar linhagens de Escovopsis, de acordo com a taxa de germinagdo de
conidios, que pudessem ser testadas em um método de biocontrole das formigas-cortadeiras.
Foram observados os efeitos do Escovopsis sobre colonias e sub-colonias da formiga
cortadeira da espécie Atta sexdens rubropilosa. Os resultados mostraram que a incorporagao
das linhagens selecionadas (EAS e Esc II) em iscas atrativas, visando provocar uma
infestacdo na colonia, ndo ocasionou a morte das cdlonias e precisa ser melhor estudada. O
uso do fungo Escovopsis como agente de biocontrole ¢ uma abordagem nova, sendo
necessario que sejam realizados mais estudos do comportamento das formigas quanto aos
seus habitos de forrageamento e de interacdo com este antagonista, para a busca de uma

metodologia eficaz.

Palavras-chave: Controle biologico. Atta sexdens. Conidios.
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1 INTRODUCAO

As formigas da tribo Attini (Hymenoptera: Formicidae) compdem um grupo monofilético,
com mais de 296 espécies (BRANDAO et al., 2011) descritas e de distribuigdo restrita ao
Novo Mundo — maior parte Neotropical (SCHULTZ; MEIER, 1995; MAYHE-NUNES;
JAFFE, 1998; WETTERER et al.,, 1998). Elas sio agrupadas dessa forma porque todas
mantém um mutualismo obrigatdrio, cultivando fungos utilizados como base alimentar da
colonia. Em contra partida, fornecem ao fungo substrato para seu crescimento, dispersao para
novos locais e o protegem contra competidores e parasitas (WEBER, 1972; QUINLAN;
CHERRETT, 1977, BASS; CHERRETT, 1994; CURRIE; STUART, 2001). A fungicultura
tem uma Unica origem antiga, provavelmente na Regido Amazonica, por volta de 50 milhdes
de anos atras, depois da separagao da América do Sul e da Africa (SCHULTZ; MEIER, 1995;
SCHULTZ; BRADY, 2008).

A tribo abriga 17 géneros (BRANDAO et al., 2011; SOSA-CALVO et al., 2013) de formigas
cultivadoras de fungos: Apterostigma; Attaichnus, Cyatta, Cyphomyrmex;  Kalathomyrmex;
Mycetagroicus; Mycetarotes; Mycocepurus Mycetophylax; Mycetosoritis; Myrmicocripta;
Paramycetophylax; Trachymyrmex; Sericomyrmex; Pseudoatta; Atta e Acromyrmex.
(SCHULTZ; MEIER, 1995; BRANDAO; MAYHE-NUNES, 2001; KLINGENBERG;
BRANDAO, 2009).

Sao identificados tipos diferentes de fungicultura entre os representantes atuais das Attini,
relacionados com a evolugdo do cultivo, (SCHULTZ; BRADY, 2008): agricultura basal,
observada na maioria das espécies da tribo, onde o fungo ¢ menos especializado, sendo
semelhante as espécies de vida livre; cultivo de fungos “corais” (Pterulaceae), realizado,
secundariamente, por alguns géneros como Apterostigma; agricultura de leveduras,
encontrada apenas no género Cyphomyrmex (restrita ao grupo rimosus); agricultura superior
(incluindo as formigas-cortadeiras), na qual o fungo encontra-se em alto grau de domesticagao
— provavelmente incapaz de levar uma vida livre — e produz uma estrutura especializada na
extremidade da hifa que acumula nutrientes (gongilidio) (WEBER, 1972; HOLLDOBLER;
WILSON, 1990) e ¢ consumido, preferencialmente, pelas larvas. Na fungicultura sdo
oferecidos como substrato ao fungo fezes de insetos, partes mortas de plantas e carcagas de

vertebrados (MEHDIABADI; SCHULTZ, 2009). Entretanto, as formigas-cortadeiras utilizam
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partes frescas de plantas, como folhas, flores e brotos como substrato (HOLLDOBLER;
WILSON, 1990).

1.1 As formigas-cortadeiras e a necessidade de seu controle

Os géneros Acromyrmex e Atta compodem o grupo mais derivado filogeneticamente dentro da
tribo Attini, o das formigas-cortadeiras (SCHULTZ; MEIER, 1995; SCHULTZ; BRADY,
2008). Essa denominacdo ¢ dada para esses insetos, pois cortam o material vegetal com suas
mandibulas fornecendo-o como substrato para o cultivo do fungo mutualista (MOLLER,
1893; WHEELER, 1907).

Por esse comportamento, as formigas-cortadeiras sdo consideradas os herbivoros dominantes
dos Neotropicos (HOLLDOBLER; WILSON, 2010) e podem ser responsaveis pelo corte de
12 a 17% da produgdo de folhas em florestas tropicais (CHERRETT, 1986). O desfolhamento
realizado por elas pode trazer inimeros prejuizos a agricultura, danos no manejo de areas de
restauracdo e as pastagens naturais e cultivadas; muitas vezes, nesses casos, as formigas sdo
consideradas pragas. Os danos econdmicos e ambientais podem incluir ainda a erosao no solo
(provocado pelos ninhos em desenvolvimento), diminui¢do no valor da propriedade infestada
e danos fisicos a animais e equipamentos (FOWLER et al. 1990; DELLA LUCIA, 1999).
Estimativas do dano economico em plantacdes de pinheiros sob constante desfolhagdes
provocadas por populagdes de Atta laevigata e Atta sexdens (L.) , indicam que a perda de
volume de madeira alcanca 14% em areas com 5 ninhos/ha e em areas com mais de 15
ninhos/ha a perda pode chegar a 50% (HERNANDEZ & JAFFE, 1995).

Por conta disso, produtos quimicos (geralmente a base de sulfluramida ou diflubenzuron) sdao
utilizados como uma forma de controle das formigas-cortadeiras (SANTOS et al., 2007).
Todavia, esta estratégia pode acarretar em riscos ambientais devido a contaminacao do solo,
da agua e efeitos cumulativos nas teias alimentares. Além disso, as iscas inseticidas que sdo
utilizadas para o controle das formigas ndo possuem especificidade, sio comumente rejeitadas
e a colonia ¢ reestabelecida apos a aplicagdo, resultando em baixa eficiéncia e custo elevado
(CHERRETT; PEREGRINE, 1976; LOFGREN, 1986).

Nesse contexto, ¢ imprescindivel que se busquem métodos de biocontrole que substituam os
pesticidas atualmente utilizados, oferecendo maior eficiéncia e menor impacto ambiental. O
uso de inimigos naturais no controle biologico ¢ interessante, j4 que tais organismos

evoluiram para utilizar a praga em questdo e, muitas vezes, superar as defesas desse
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hospedeiro (FOLGARAIT et al., 2011). A utilizacdo de métodos alternativos, como o
biocontrole por fungos, pode ser uma estratégia a ser desenvolvida, pois esses micro-
organismos possuem mecanismos Unicos de acgdo, alta especificidade, baixo custo relativo e

representam pequeno risco ao ambiente (DEBACH, 1974; CHARNLEY, 1997).

1.2 O fungo mutualista das formigas-cortadeiras

O fungo cultivado pelas formigas-cortadeiras pertence a espécie Leucoagaricus
gongylophorus (Basidiomycota: Agaricales: Agaricaceae: Lecocoprineae) (SINGER, 1986;
CHAPELLA et al, 1994; MUELLER et al.,, 1998; SILVA-PINHATI et al., 2004;
MIKHEYEV et al., 2006). As operarias possuem diversas estratégias para promover o
crescimento do fungo e estratégias de higiene para evitar a proliferacdo de micro-organismos
contaminantes (MARTIN, 1992; MUELLER et al., 2001; DINIZ; BUENO 2009). A
coevolugdo entre o fungo e as formigas resultou em um alto grau de interdependéncia, de
maneira que um organismo nao pode viver sem o outro (MARTIN, 1992; MUELLER et al.,
2001).

Além do fungo L. gongylophorus, outros micro-organismos podem ser encontrados em
associacao com as formigas (CRAVEN et al., 1970; CARREIRO et al., 2004; RODRIGUES
et al,. 2005; PINTO-TOMAS et al., 2009; BARKE et al., 2010; PAGNOCCA et al., 2012),
sendo que grande parte da funcdo dessa microbiota ainda ¢ desconhecida. Durante o
desenvolvimento da agricultura do fungo mutualista, outros micro-organismos coevoluiram
na simbiose, como o fungo do género Escovopsis, considerado antagonista especifico do

jardim de formigas (CURRIE et al., 2003).

1.3 Outros micro-organismos associados

Ja foram isolados varios micro-organismos das camaras de fungo, dos depositos de descarte e
do exoesqueleto das formigas. Por muito tempo considerados contaminantes ou organismos
transitorios, varios deles tem mostrado importantes papéis nos ninhos de formiga. Por
exemplo, as bactérias filamentosas do género Pseudonocardia, isoladas do exoesqueleto das
operarias (CURRIE et al., 1999b; CAFARO; CURRIE, 2005), além de outros géneros de

bactérias, parecem ter um importante papel na inibi¢ao do parasita Escovopsis e de outros
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microfungos, sendo consideradas como o quarto membro da simbiose. Leveduras também
podem ser encontradas associadas as formigas e seus ninhos. O primeiro relato com esse
grupo de micro-organismos foi realizado por Craven et al. (1970) sem um carater sistematico,
porém, Pagnocca et al. (2008) em estudos com igas virgens de Atta leavigata e A. capiguara,
isolaram leveduras da cavidade infrabucal e de varias partes do corpo desses insetos,
indicando que, além do fungo simbionte, ocorre a dispersdo de varios micro-organismos
durante a revoada reprodutiva.

Little e Currie (2007, 2008) relataram a oorréncia de uma levedura negra de gé€nero
Phialophora nas foveas da cuticula das formigas. Tal levedura parece estar associada a
bacteria Pseudonocardia, nutrindo-se a custa dela e inibindo seu crescimento, sugerindo a
presenga de um quinto organismo participante da simbiose. Recentemente, duas novas
espécies de leveduras negras, Phialophora capiguarae ¢ P. attae foram descritas, as quais
foram isoladas de formas aladas de formigas cortadeiras da espécie Atta capiguara ¢ A.

laevigata (ATILLI-ANGELIS et al., 2014)

1.4 O fungo antagonista

Escovopsis ¢ um microfungo anamorfico, ascomiceto, pertencente a ordem Hypocreales
(CURRIE et al, 2003) com 7 espécies descritas atualmente: Escovopsis weberi
(MUCHOVEJ; DELLA LUCIA, 1990), E. aspergilloides (SEIFERT et al., 1995), E.
lentecrences, E. microspora e E. moelleri (AUGUSTIN et al., 2013), E. trichodermoides
(MASIULIONIS et al., 2015) e E. Kreiselii (MEIRELLES et al., 2015). Apesar de algumas
diferengas morfologicas, a maioria deles possui micélio de coloracdo inicialmente branca e, a
medida que os conidios amadurecem, adquirem cor marrom. Tal fungo parece estar
obrigatoriamente associado a interacdo formiga-fungo mutualista, uma vez que foram
encontrados, naturalmente, apenas nos jardins de fungo e depodsitos de lixo dos ninhos de
formigas Attini (SEIFERT et al., 1995; CURRIE et al., 1999a; BOT et al., 2001; AUGUSTIN
etal., 2013).

A patogenicidade de Escovopsis foi observada por Currie et al. (1999a), demostrando que ele
obedece a todos os postulados de Koch. Entretanto, a natureza da patogenicidade ainda ¢
incerta. O estudo de Reynolds e Currie (2004) mostrou que o EScovopsis cresce muito bem
em placas contendo apenas cultivo do fungo mutualista e sugere que ele ¢ um micoparasita,

que sobrevive pela agdo litica das hifas do fungo. Ele possui um rapido crescimento —
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podendo ocupar todo o espago disponivel nas camaras de fungo em 72 horas - e provoca
infeccOes persistentes, causando a diminui¢do na taxa de crescimento dos jardins de fungo
(CURRIE, 2001). Uma vez detectada a infecgdo, as operarias procuram se livrar das partes
contaminadas, retirando-as para os depdsitos de descarte. Contudo, o rapido crescimento e a
acao deletéria do Escovopsis sobre o fungo mutualista pode levar ao total colapso do ninho

em poucos dias (Figura 1).

Figura 1 — Jardim de fungo em col6nia de laboratorio de Atta sexdens rubropilosa tomado
completamente pelo Escovopsis (em detaque: micélio branco, saindo pela cdmara central do
ninho).

Foto cedida pelo Prof. Dr. Fernando Carlos Pagnocca
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

A presente proposta teve como objetivo geral selecionar uma linhagem de fungo do género
Escovopsis que pudesse ser utilizada para o desenvolvimento de um método de biocontrole de

formigas-cortadeiras.
2.2 Objetivos especificos
(1) Avaliar a viabilidade (taxa de germinag¢do) dos conidios produzidos; (ii) avaliar o

crescimento em diferentes substratos e (iii) eficacia da linhagem selecionada como agente de

biocontrole sobre a formiga cortadeira Atta sexdens rubropilosa.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Selec¢io das linhagens do fungo antagonista baseada na taxa de germinacio dos

conidios.

Foi realizada uma triagem com cinco linhagens EAH, EAS, EAB, Esc II e Esc III do fungo
Escovopsis, previamente isoladas em nosso laboratorio, para verificar a producdo de conidios
e determinar a viabilidade dos mesmos. As linhagens EAH, EAS, Esc II ¢ Esc III foram
sequenciados e identificadas como sendo Escovopsis weberi. Ja EAB trata-se de uma nova
espécie descrita por nosso laboratorio: E. trichodermoides, isolado de um ninho de
Mycocepurus goeldii. A linhagem EAH foi isolada do jardim de um ninho de Atta sexdens
rubropilosa ao qual havia sido aplicado o pesticida hidrametilnona; no caso de EAS, o isolado
foi também obtido de um ninho de Atta sexdens rubropilosa ao qual havia sido aplicado
sulfluramida. Os isolados Esc II e Esc III foram obtidos de dois ninhos de Acromyrmex

lobicornis.

3.1.1 Preparo do in6culo para os testes de viabilidade

Os ino6culos de conidios foram preparados de duas maneiras: numa delas, a suspensao foi
preparada com solucao de NaCl 0,85% esterilizada; a outra suspensdo foi preparada com a
mesma solucdo salina, com adi¢do do agente tensoativo Tween 80" 0,05% (v/v) para tentar
melhorar a dispersdo dos conidios. As linhagens foram incubadas em meio PDA (Potato
Dextrose Agar) por sete dias a 25°C. A concentragdo inicial de conidios foi ajustada para 10°
conidios.mL™ com auxilio de cdmara de Neubauer. As suspensdes foram diluidas até a
concentracio de 10* conidios.mL™ e aliquotas de 100 uL foram semeadas em cinco placas de
Petri contendo meio PDA durante quatro dias a 25°C, para a determinacdo da viabilidade dos
conidios. Para os ensaios com adi¢do de Tween 80" foram realizadas cinco repeticdes e para

0s ensaios com salina apenas, foram realizadas 15 repeticdes.
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3.1.2 Preservacgao das culturas

Os isolados foram conservados no meio PDA e preservados na forma de plugs de agar em
agua destilada esterilizada a 4°C (CASTELLANI, 1967), a fim de manter as caracteristicas

das linhagens originais.

3.2 Crescimento massal do Escovopsis em grios de arroz com sorgo

Graos de arroz e sorgo umedecidos e esterelizados foram previamente fornecidos as formigas
para verificarmos se 0os mesmos eram aceitos e utilizados para o forrageamento dos ninhos.
Uma vez confirmada a aceitagdo, comegamos os testes para o crescimento do Escovopsis na
mistura de graos de arroz e sorgo (15:1 m/m).

Foram testados cinco protocolos (A, B, C, D e E) para o crescimento das linhagens de
Escovopsis nos graos de arroz com sorgo visando a sele¢do de um protocolo que oferecesse
um maior crescimento massal.

O protocolo A descrito a seguir, foi adaptado da empresa Ballagro Agro Tecnologia, a qual
utiliza 0 mesmo para producdo massal de conidios de fungos dos géneros Trichoderma e
Metarhizium, agentes de controle biologico de pragas agricolas. Uma mistura contendo 1.5 kg
de quirera de arroz + 200 g de sorgo foi preparada, subdividida (embalada) em sacos plasticos
de polipropileno (300 g/saco) e umedecida com a adi¢do de 20 mL uma solucao de acido
citrico 0,05% (m/v), pH 4,7. O protocolo B seguiu os mesmos parametros exceto pela
hidratagdo da mistura, a qual foi feita com 20 mL de agua destilada esterilizada. As
embalagens foram, entdo, autoclavadas durante 30 minutos.

Para os outros protocolos, foi preparada um mistura de 200g sorgo (hidratado por 3 horas) e
1,5 kg de arroz parboilizado polido tipo 1, hidratado de diferentes formas: (C) 50 minutos em
agua fria (adaptado de REZENDE, 2009); (D) 2 horas em agua fria e (E) 40 minutos em agua
quente (adaptado de ALVAREZ, 2013). Apds o processo de hidratagdo, o arroz foi coado e a
agua da hidratacao foi coletada e esterilizada. A mistura de sorgo e arroz foi dividida em
sacos plasticos (300 g/cada) e autoclavada durante 30 minutos.

As linhagens EAS, Esc II e Esc III foram, entdo, cultivadas em meio PDA e incubadas a 25°C
durante sete dias para produ¢do e amadurecimento dos conidios. Apds a incubagdo, foi feita

~ ;q- -1
uma suspenséo de 10° conidios.mL™' de cada.
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Para o método A, a suspensdo de conidios foi feita em solucdo de 4cido citrico 0,05% e pH
4,7. Para o método B, o in6culo foi preparado em solugdo de NaCl 0,85% esterilizada, a fim
de verificar se o acido citrico influenciaria o crescimento do fungo. No caso dos métodos C, D
e E, a suspensdo foi preparada na dgua da hidratacdo do arroz, para recuperar qualquer
nutriente perdido durante o periodo de hidratacao. Em todos os casos foram inoculados 20 mL
de suspensao de conidios. A inoculagdo nas embalagens ocorreu em até 24 horas apds a

esterilizagao.

3.3 Crescimento massal do Escovopsis em flocos de aveia

Flocos de aveia, que normalmente sdo bem aceitos pelas formigas e sdo incorporados no
jardim de fungos, foram testados para verificar o crescimento de Escovopsis. As linhagens
que apresentaram as maiores taxas de germinacdo (6.1) foram cultivadas em meio PDA e
incubadas a 25°C durante sete dias para a produgdo e amadurecimento dos conidios. Os
conidios foram raspados da placa e foi preparada uma suspensio de 20 mL (ajustada a 10’
conidios/mL.") em NaCl 0,85%. Também foram testadas suspensdes preparadas em solugio
de 4cido citrico 0,05% (m/v), pH 4,7. Sacos plasticos transparentes de polipropileno
contendo 200 g de grdos de aveia umedecidos com 20 mL de 4gua destilada foram
autoclavados durante 30 minutos. Apos 24 horas de resfriamento, as suspensdes de conidios
(em NaCl ou &cido citrico) foram inoculadas e os sacos incubados durante 15 dias a 25°C, no

€Scuro.

3.4 Preparo das iscas peletizadas

As iscas foram confeccionadas de duas maneiras: (i) utilizando a linhagem EAS crescida em
aveia e (i1) utilizando conidios da linhagem Esc II.

No primeiro caso, a linhagem EAS foi utilizada para a confec¢do de iscas por apresentar um
elevado crescimento em flocos de aveia. Os flocos de aveia com Escovopsis foram triturados
e pesados, sendo 200 g misturados com 760 g de polpa citrica e 40 mL de 6leo vegetal, para
serem peletizados.

Para confeccdo das iscas peletizadas com a linhagem Esc II, o fungo foi cultivado em placas

de PDA durante sete dias a 25°C. O micélio, juntamente com os conidios maduros, foram



18

raspados das placas para a obtengdo de 10 g de material fingico. Essa biomassa foi misturada

com 86 g de polpa citrica e 4 mL de 6leo vegetal e a mistura foi peletizada.

3.5 Ensaios com sub-colonias

O ninho de Atta sexdens rubropilosa utilizado para a preparagdo das sub-colonias foi coletado
na Fazenda Corumbatai, municipio de Corumbatai — Sdo Paulo ¢ vem sendo mantido por
varios anos em laboratorio. Deste ninho foram retiradas doze porgdes da regido superior do
jardim de fungo, contendo operdrias de varios tamanhos, larvas e pupas. As porcdes, pesando
entre 2,0 — 2,5 g foram utilizadas na preparagdo de sub-colonias (JACCOUD et al., 1999).
Estas consistem em um recipiente central, de plastico transparente, de 100 mL de volume,
contendo uma camada com espessura de 1 cm de gesso, no fundo, para manter a umidade.
Posteriormente, outros dois recipientes laterais, idénticos, foram interligados ao primeiro por
tubos plésticos transparentes (Figura 2). Um dos frascos laterais foi usado para fornecimento
do substrato vegetal e o outro para deposi¢cao do material de descarte (debris vegetais, micélio
velho do fungo mutualista, formigas mortas).

A estas doze sub-colonias foram fornecidas folhas de Hibiscus sp., em dias alternados,
durante uma semana, para estabilizagdo dos ninhos, permitindo as formigas reorganizarem o
jardim de fungo. Apds este periodo, o material de descarte dos ninhos foi esvaziado,
suspendeu-se a alimentagdo dos ninhos por um periodo de 48 horas e entdo o tratamento com

o substrato contendo conidios do fungo Escovopsis teve inicio.

Figura 2 — Sub-colonia utilizada nos bioensaios. No recipiente central encontra-se o jardim
de fungos, com larvas, pupas e operarias; no recipiente da esquerda ¢ colocado o material de
forrageamento. A seta vermelha indica o material de descarte.

Fonte: Foto por Caio Zamunér
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3.6 Ensaios com colonias integrais

Neste tipo de ensaio, foram utilizadas seis colonias pequenas, porém integrais, de Atta
sexdens rubropilosa coletadas na Fazenda Corumbatai, municipio de Corumbatai, Sdo Paulo e
mantidas nos nossos laboratorios. Tais colonias, além da rainha, continham operarias de
diversos tamanhos, larvas e pupas. Essas colonias foram acondicionadas em recipiente
pléstico transparente de 1000 mL, com uma camada de gesso no fundo para manter a umidade

do jardim de fungo. A montagem desses ninhos foi semelhante a das sub-coldnias (Figura 3).

Figura 3 — Modelo das colonias completas utilizadas nos ensaios (seta verde = camara de
descarte; seta azul = camara contendo o jardim de fungo; seta roxa = camara de
forrageamento).

Fonte: Foto por Caio Zamuner

As colonias foram mantidas em sala climatizada a 25°C e foram abastecidas diariamente com
folhas de Hibiscus sp. A alimenta¢do das colonias foi suspensa 48 horas antes do inicio do

fornecimento.

3.7 Fornecimento das iscas

3.7.1 Ensaios em sub-colonias

Foram realizados quatro tipos de fornecimento de acordo com o estagio de crescimento do

fungo no substrato em questao: (i) flocos de aveia com conidios maduros; (ii) flocos de aveia

apenas com hifas; (ii1) arroz com conidios maduros e (iv) arroz apenas com hifas.
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Para cada sub-colonia foram fornecidos 10 graos dos substratos (i-iv) nos quais haviam se
desenvolvido as linhagens de Escovopsis selecionadas (EAS, Esc II e Esc III). Foram
utilizadas trés sub-colonias para cada linhagem e trés como controle (ao qual foi fornecido
apenas os substratos) em um total de 12 ninhos.

O carregamento, incorporagao ¢ devolugao foi registrado nas 24 horas subsequentes.. As
colonias foram monitoradas diariamente, durante 7 dias, para verificar a ocorréncia da

infeccg@o por Escovopsis nos jardins de fungo.

3.7.2 Ensaios em colonias integrais

Para os ensaios com as colonias integrais, 3 colonias receberam 1,5 g de substrato contendo a
linhagem Esc II (selecionada por apresentar a maior taxa de germinagdo) e outras 3 receberam
1,5 g de substrato sem fungo (controle). Nesse caso, foram utilizados apenas graos de aveia e
arroz com o desenvolvimento de conidios. Os substratos foram fornecidos uma Unica vez e o

carregamento e incorporagao foi monitoradas apos 1, 2, 3 e 24 horas.

3.7.3 Iscas peletizadas

Para estes ensaios, foram utilizadas seis colOnias integrais sendo que para trés delas foi
fornecido 1,5 g de iscas contendo fungo e as outras trés receberam apenas iscas (controle).

O carregamento e incorporacdo foram registrados durante 1, 2, 3 e 24 horas apds o
fornecimento das iscas. Foram atribuidos indices de 0 a 4 para estimativa do carregamento,
incorporagdo e descarte das iscas, sendo o nimero zero indicativo de nenhuma atividade, “1”
indicando carregamento e incorporacdo de até de 25%; “2” indicando carregamento e
incorporagao de até¢ 50%, “3” para carregamento e icorporagdo de 75% e “4” indicando 100%
de carregamento e incorpora¢do. As colonias foram monitoradas diariamente, durante 7 dias.
Uma amostra das iscas foi semeada em cinco placas com meio PDA (5 iscas/placa) e

incubadas durante 4 dias a 25°C para verificar se ocorreria o desenvolvimento de Escovopsis.

3.8 Sub-colénias inoculadas com suspensio de conidios

Doze sub-colonias foram preparadas do mesmo modo descrito no item 5.3. Apds a

estabilizacao das sub-coldnias foi adicionado diretamente sobre o jardim de fungo 1 mL de
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uma suspensdo ajustada a 10° conidios.mL™" das linhagens EAS, Esc II e Esc III (trés sub-
colonias para cada linhagem). O controle foi feito com 1 mL de agua destilada esterilizada
(para as trés sub-colonias restantes) das sub-colonias. Todas foram mantidas em sala
climatizada a 25°C e analisadas logo ap6s o inoculo para verificar o comportamento das
formigas e também durante as 48 horas subsequentes para analisar o efeito da adi¢do de

Escovopsis aos jardins de fungo (adaptado de ELIZONDO, 2014).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Sele¢ao de linhagens do fungo antagonista (Escovopsis)

As cinco linhagens (EAS; EAH; EAB; Esc II e Esc III) foram analisadas para determinar: (i)
tempo necessario para a obtengdo de uma quantidade consideravel de conidios; e (ii) o tempo
de incubagdo necessario para permitir verificar a formacao e contagem de colonias a partir da
suspensdo padronizada (10" conidios.mL™) dos conidios. Verificamos que o tempo ideal de
incubacdo para a contagem de coldnias em placa foi de quatro dias, enquanto que foram
necessarios sete dias para a obtencao de conidios. Esses parametros foram aplicados em todos

0s ensaios subsequentes.

Tabela 1 —Viabilidade (%) de conidios em suspensao preparada em solu¢ao de NaCl 0,85%
(v/v) na presenca e auséncia de Tween 80% (0,05% v/v).

Linhagens Viabilidade (%)

Tween 80° NaCl 0,85%
EAS 5.8 13,1
EAH 1,8 2,7
EAB 1,4 3,4
Esc II 16,5 27,1
Esc 11T 10,8 12,8

Fonte: Dados do trabalho.

As andlises da Tabela 1 e da Figura 4 mostraram que, invariavemente, a taxa de germinagao
dos conidios foi maior nas suspensoes livres do agente tensoativo; isso ficou mais evidente no

caso das linhagens EAS e Esc II.
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Figura 4 - Linhagens EAS e EAB: a esquerda, placas inoculadas com suspensdo de conidios
em solucao de NaCl 0,85% + Tween 80" (0,05%v/v) incubagdo: 4 dias; 25°C.; a direita as
placas com suspensdes preparadas apenas em solu¢do de NaCl 0,85% - incubagdo: 4 dias;
25°C.

Fonte: Foto por Caio Zamunér

Apos esta constatagio, os testes de viabilidade seguiram sem o uso de Tween 80® na
preparagdo dos conidios, atentando-se sempre para que houvesse uma boa homogeneizagao
dos mesmos com o auxilio do vortex.

Comumente os testes de germinagdo para fungos descritos na literatura (JACCOUD et al.,
1999; SANTOS et al., 2007; RODRIGUES et al., 2008) sao realizados na presenga do Tween
80™ 0,05% v/v, porém nossos resultados mostram que seu uso dever ser evitado no caso do
Escovopsis visto sua influéncia negativa na germinagdo, mesmo quando em baixa
concentracao.

Os ensaios realizados a partir desta etapa (sem agente tensoativo) revelaram que as estirpes
EAS, Esc II e Esc III apresentaram a maior taxa de viabilidade dos conidios dentre as cinco
testadas (Grafico 1) e foram selecionadas para serem utilizadas para os ensaios subseqiientes.
Quando comparada a germinacdo dos conidios preparados em solu¢do salina na primeira
etapa (Tabela 1) com o mesmo tipo de preparo para os ensaios subsequentes (Grafico 1),

observamos uma diferenga entre as taxas de germinagdo, fato que pode ser atribuido a um
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maior numero de repeticdes nos ensaios para a segunda etapa de testes, onde foi verificado,
através de uma analise estatistica, um desvio padrao elevado (dados ndo apresentados) entre
os ensaios. A contagem dos conidios, realizada em Camara de Neubauer, pode ter contribuido
para o desvio elevado, ja que muitos conidios ficavam aglutinados - tanto em solugdo salina
apos agitacdo, como na presenga do agente tensoativo - o que dificultava a contagem precisa
para o in6culo inicial.

Ainda assim, a variagdo observada na viabilidade dos conidios talvez seja uma caracteristica
de cada linhagem, fato que precisa ser melhor investigado, com um maior nimero de
linhagens. Vérios fatores podem estar envolvidos na germinag¢do de conidios, tais como:
composicdo do meio de cultivo, pH, temperatura e fotoperiodo (GRIFFIN, 1996). Nesse
contexto, sdo necessarios mais estudos para se conhecer melhor os fatores quimicos e
fisiologicos que podem influenciar a germinagdo dos conidios de Escovopsis ja que ainda
existem poucos trabalhos sobre o assunto. Currie et al. (1999a), Cafaro & Currie (2005), Litlle
& Currie (2008) ¢ Haeder et al. (2009), analisaram a viruléncia do fungo Escovopsis nos
jardins das formigas cultivadoras de fungo e demonstraram a inibi¢do do crescimento dele
(Escovopsis) em sua interagdo com outros micro-organismos, porém nao existem ensaios

quanto a germinacdo dos conidios.

Grafico 1 - Viabilidade dos conidios suspensos em solu¢cdo de NaCl 0,85% apds incubagao
quatro dias a 25°C. Suspensdes de 10 conidios.mL™".

Fonte: Dados do trabalho
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4.2 Crescimento massal do Escovopsis em grios de arroz com sorgo

Inicialmente os protocolos A e B (adaptados da empresa Ballagro) foram testados para o
crescimento massal das linhagens selecionadas e mostraram-se pouco eficientes, sendo que
nenhuma delas apresentou elevado crescimento. Por conta disso, buscamos modificar alguns
dos parametros, bem como testamos um substrato alternativo (flocos de aveia).

Nos protocolos C, D e E (com os graos de sorgo hidratados por 3 horas) a variagdo na
hidratacdo do arroz foi avaliada, buscando-se a melhor condi¢do de umidade do meio para o
crescimento das linhagens. Dentre os protocolos testados, o protocolo D (com o arroz
hidratado por 2 horas) foi o que proporcionou o maior crescimento do fungo. Nesse substrato,
as linhagens apresentaram uma grande produ¢do de micélio e tempo de crescimento e
maturagdo de conidios semelhante ao observado em placas com meio PDA (7 dias). No caso
do protocolo C (com apenas 50 minutos de hidratagdo dos grdos de arroz) e do protocolo E
(com um tempo de hidratagdo menor e utilizando dgua quente) o crescimento do fungo foi
menor (ndo cresceu sobre todo o substrato) e mais lento. No protocolo E (com arroz hidratado
com agua quente), as embalagens apresentaram grande condensagdo de agua, indicando alto
teor de umidade no substrato.

Esses resultados mostraram que para o cultivo do Escovopsis os grios de arroz devem ser
mais hidratados a temperatura ambiente, diferentemente dos fungos Metarhizium e
Trichoderma, os quais apresentam um grande desenvolvimento com o protocolo A (utilizado
pela empresa Ballagro para o desenvolvimento massal desses fungos).

A partir desses resultados, selecionamos o protocolo D para ser utilizado no desenvolvimento
das linhagens de Escovopsis nos graos de arroz a serem fornecidos as formigas nos

bioensaios.

4.3 Crescimento massal do Escovopsis em aveia

Frente as dificuldades iniciais encontradas no desenvolvimento do fungo com o protocolo
utilizado pela empresa Ballagro para graos de arroz, tentamos utilizar flocos de aveia para
desenvolver Escovopsis. A aveia foi o substrato de escolha por ser utilizada para a
alimenta¢do das formigas nos ninhos mantidos no laboratério, sendo um substrato bem aceito

por elas.
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Os indculos preparados em solugdo salina apresentaram um melhor desenvolvimento nos
graos de aveia do que aqueles preparados com &cido citrico. Ainda, o tempo de maturagao dos
conidios foi semelhante ao observado nas placas com meio PDA e no arroz (preparado
conforme o protocolo C), com 7-10 dias para o desenvolvimento completo.

Desse modo, os flocos de aveia mostraram ser um bom substrato para o desenvolvimento do
Escovopsis e também foram selecionados para uso nos bioensaios. Nesse caso, apenas com 0

uso de indculos preparados em solu¢do salina.

4.4 Fornecimento dos substratos e iscas as formigas

No ensaios com sub-coldnias utilizando os grdos de arroz com o desenvolvimento completo
do Escovopsis verificamos o carregamento ¢ incorporagdo completo do substrato controle
apos 24 h. Nas sub-colonias as quais foram fornecidos graos de arroz com a linhagem EAS,
todo o substrato foi levado para a cdmara de descarte apds 24 h. Com a linhagem Esc 11, em
duas das sub-colonias, ndo houve carregamento ¢ em uma delas o destino do arroz também foi
o descarte. No caso de Esc III, ndo houve carregamento em nenhuma das trés sub-colonias.
Apos esses resultados, testamos o fornecimento de graos de aveia com conidios maduros — ja
que a aveia ¢ um substrato bem aceito pelas formigas. Nesse caso, para as linhagens EAS e
Esc III, nas 24 h seguintes, ndo foi observado carregamento em duas sub-colonias e em uma
delas, todo substrato foi encontrado no descarte. Para a linhagem Esc II, ndo houve
carregamento em uma sub-colonia e nas outras duas sub colonias os graos de aveia
contaminados foram encontrados no descarte. Os flocos utilizados como controle foram todos
carregados e incorporados nos jardins de fungo apos 24 h do fornecimento.

Em resumo, no fornecimento dos dois tipos de substrato, a rejeicdo das formigas foi
semelhante (ndo havendo o carregamento ou entdo com o material sendo levado para a
camara de descarte). Em ambos os casos as formigas utilizavam suas antenas para tocar os
graos, demonstrando que elas detectaram a presenca do fungo parasita e o rejeitaram. O
mesmo comportamento foi descrito por Currie et al. (2001) onde as operarias tocavam suas
antenas nos jardins de fungo pulverizados com uma suspensdo de Escovopsis, identificando a
presenca dos conidios e retirando as partes do jardim infectadas.

O reconhecimento dos conidios nos substratos fornecidos provavelmente foi o fator que

resultou no ndo carregamento dos graos ou na sua destinacdo para o descarte, pois o0s
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substratos controles (sem a presenga do Escovopsis) foram carregados e incorporados
normalmente.

Ap0s esta constatagdo, uma nova alternativa foi utilizar graos de aveia e arroz com Escovopsis
na fase inicial de desenvolvimento, sem a presenga de conidios maduros. Entretanto, os
resultados observados foram semelhantes aos descritos, sendo que em todas as sub-coldnias
os graos ndo foram carregados ou foram destinados ao descarte. O carregamento e
incorporacdo dos substratos controles mantiveram-se normais.

Esses resultados podem indicar que as formigas sdo capazes de identificar a presenca do
patdégeno ainda na fase de pré-esporulacdo, sendo a presenca do micélio suficiente para a
rejeicao.

Nos ensaios realizados com as colonias integrais, o fornecimento do arroz ou aveia com
conidios resultou em um rapido carregamento dos graos para a cdmara de descarte em todas
as colonias (logo apds a primeira hora de fornecimento). Isso pode ter ocorrido devido ao
maior numero de operarias presente nestes ninhos, resultando em uma rapida identificagdo do
microfungo. Apds os fornecimentos, os ninhos foram monitorados nos 20 dias subsequentes,
com o retorno da alimentagdo normal para cada ninho entre os tratamentos, até a
normalizacdo do corte das folhas pelas formigas. Durante o periodo nenhum tipo de
comportamento alterado ocorreu.

Através dessas analises, decidimos pela confeccao de iscas peletizadas contendo polpa citrica
como um agente atrativo, esperando que a atratividade das iscas permitisse o carregamento e
incorporagdo nos ninhos, mesmo com a presenca dos conidios de Escovopsis. Quando
fornecido as formigas, as iscas confeccionadas com a linhagem EAS em aveia, foi observado
um carregamento e incorporacdo no jardim de fungos em todos os ninhos logo apds as
primeiras horas do fornecimento. Apesar do réapido carregamento e incorporagdo das iscas,
ndo houve infecgdo visivel por Escovopsis nos jardins de fungo e também nao foi observado
aumento do material descartado pela colonia. Entretanto, uma amostra dessas iscas foi
semeadas em placas de PDA e ndo foi observado desenvolvimento da linhagem EAS em
nenhuma delas, mas ocorreu o desenvolvimento de outros micro-organismos.

A partir desses resultados, confeccionamos iscas contendo apenas a massa micelial e conidios
da linhagem Esc II (que apresentou maior germinacdo) raspados de placas de PDA, na
tentativa de obter uma grande proporcao de fungo nas iscas. As iscas com Esc II foram entdo
fornecidas aos ninhos e os resultados de carregamento, incorporacdo e devolugdo foram

semelhantes aos observados anteriormente.
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Mesmo com uma propor¢do de conidios muito maior nessas iscas, nao houve o
desenvolvimento do Escovopsis nos jardins de fungo. As iscas confeccionadas foram,
simultaneamente, inoculadas em placas de PDA para verificar a germinagdo do Escovopsis.
Mais uma vez, em nenhuma das placas foi possivel identificar o crescimento da linhagem
utilizada, mas ocorreu o desenvolvimento de outros fungos que tomaram a placa em menos de
72 horas de incubacdao. Em seu trabalho analisando a presenca fingica nas polpas citricas,
Carlos et al. (2009) identificou a presenca de diferentes fungos filamentosos nas polpas que
utilizou para a confec¢do das iscas, sugerindo que tais fungos foram adquiridos durante o
processo de peletizagdo. Essas observagdes podem indicar que: (i) o fungo Escovopsis pode
ndo resistir ao processo de peletizacdo das iscas; (ii) que a presenca de outros fungos na polpa
citrica pode inibir o seu desenvolvimento ou ainda que (iii) uma propor¢do ainda maior de
material fungico seja necessaria para iniciar a infeccdo dos ninhos. Todas essas hipdteses

precisam ser verificadas.

4.5 Sub-colonias inoculadas com suspensio de conidios

O in6culo da suspensdo de conidios nas sub-colonias ndo resultou na infeccdo dos ninhos
com as linhagens testadas. Logo apos o indculo, as formigas comegaram a tocar suas antenas
sobre a superficie do jardim de fungo, retirando as partes que continham conidios e levando-
as para a camara de lixo como descrito por Currie et al. (2001) em seus experimentos com
coldnias pulverizadas com suspensdes de conidios. O micélio infectado era retirado da matriz
do fungo mutualista por operarias menores e, dependendo do tamanho do pedago de jardim
infectado, entregue as operarias médias e maiores para serem descartados.Numa das sub-
colonias foi possivel verificar o desenvolvimento do Escovopsis (linhagem EAS) junto ao
material descartado, apds 72 horas do inicio dos experimentos bem como a presenca de muita
umidade na camara de descarte (Figura 5). Esta observagdo, ao menos aparentemente,
confirma que a preparagao das iscas pode ter interferido com o posterior desenvolvimento dos
fungos, fato que deve ser levado em consideracdo em etapas futuras, ou seja, novos métodos
de apresentacdo do parasita as formigas devem ser buscados para evitar que elas o

reconhegam prematuramente e também para evitar perda da viabilidade.
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Figura 5 — Camara contendo partes do jardim de fungo contaminado com Escovopsis - seta
verde indica a linhagem EAS crescendo no material de descarte.

Fonte: Foto por Caio Zamunér

Enquanto estdvamos desenvolvendo esses ensaios, uma publica¢do de autoria de Elizondo et
al. (2014) demonstrou que ha diferencas no grau de viruléncia de diferentes linhagens de
Escovopsis. Segundo esses autores ocorreu infec¢ao das sub-colonias com 7 das 10 linhagens
testadas, porém as sub-colonias continham apenas operarias pequenas e 50 operarias médias.
O in6culo realizado no trabalho de Elizondo et al. (2014) também foi de 10° conidios.mL™",
sendo 20 pL da suspensdo espalhados pelo jardim de fungo até atingir 1 mL de inoculo.
Assim, a ndo ocorréncia da infec¢do dos jardins de fungos pelas linhagens EAS, Esc II e Esc
III pode significar que essas linhagens sejam menos virulentas ou pode ter ocorrido devido ao
maior numero e variedade de castas de formigas presentes, permitindo que os
comportamentos de protecdo aos ninhos fossem mais eficientes e suficientes para evitar o
inicio da infec¢do. Outra possibilidade ¢ a de que a viruléncia das linhagens nao esteja nao
relacionada com a taxa de germinacdo de conidios, uma vez que as linhagens testadas, ou
seja, as que apresentaram as maiores taxas de germinagdo, ndo foram capazes de provocar

infeccdo nos jardins de fungo. Esta ¢ mais uma hipotese a ser testada.
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5 CONCLUSAO

Os resultados mostraram que os métodos de protecdo utilizados pelas formigas cortadeiras
para defender sua fungicultura sdo muito eficazes, mesmo frente a um género de fungo que se
especializou em infectar esses ninhos. A utilizagdo de substratos, como aveia e arroz contendo
o fungo, mostrou-se ineficaz como veiculo para deflagrar a infec¢cdo dos ninhos.

Sera preciso pesquisar mais sobre a maneira pela qual o fungo parasita deve ser introduzido
nos ninhos, pois a incorporagdo em iscas peletizadas aparentemente inviabilizou a germinagao
posterior dos conidios. Nesse contexto, estudos quanto a propor¢do de conidios no preparo
das iscas e resisténcia dos mesmos ao processo de peletizagdo devem ser realizados.

Ainda, a selecdo de linhagens mais virulentas independente da taxa de germinag¢do dos
conidios, deve ser buscada.

Nossos resultados ndo permitiram associar viruléncia com a taxa de germinagao dos conidios
— um numero maior de linhagens precisa ser testada, pois pode ocorrer de ndo haver relagdo
entre a taxa de germinagdo dos conidios e grau de viruléncia.

A linhagem EAS, nao tendo apresentado a maior taxa de germinagdo, foi a Unica capaz de se
desenvolver nos ninhos, ainda que sobre o micélio descartado do fungo mutualista, vindo a
ser interessante para estudos futuros no desenvolvimento do biocontrole.

Vale ressaltar que o complexo comportamento desses insetos sociais continua sendo um
grande desafio a ser superado para seu controle e a busca por métodos alternativos ao controle

quimico ¢ essencial frente aos perigos oferecidos por ele.
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