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Isolamento de Entomopatogenos em Coléonias de Formigas Invasoras e sua Aplica¢do para o Controle

1. RESUMO

Algumas espécies de formigas proporcionam impacto severo nas comunidades que
invadem. Quando entram em contato com areas urbanizadas € com o homem seus prejuizos
podem ser ainda maiores. A exemplo pode-se citar: Solenopsis spp.; Linepithema humile;
Wasmannia auropunctata; Pheidole megacephala e Paratrechina spp.. Muitas sdo as
tentativas de controlar essas espécies, no entanto nem sempre se obtém sucesso. O controle
biologico ¢ uma alternativa para o controle quimico ¢ vem ganhando grande destaque em
pesquisas. Os principais organismos utilizados no controle biolégico de insetos sdo os fungos
e os nematoides. Esse trabalho teve como objetivo esclarecer algumas das frequentes duvidas
no que diz respeito ao controle biologico de formigas, como avaliar a presenca de
entomopatdgenos em coldnias de formigas invasoras em areas onde suas populagdes estdo em
equilibrio e nas areas infestadas; aplicar entomopatégenos em colonias de Monomorium
floricola em condig¢des de laboratdrio para avaliar a eficiéncia destes agentes no controle de
espécies urbanas bem como observar o comportamento destas formigas frente a esses
microrganismos. Foram isolados os nematoides entomopatogénicos Heterorhabditis sp. e
Steinernema sp. e os fungos Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae e Paecilomyces sp.
Estes microrganismos estdo presentes em colonias de formigas invasoras em areas onde suas
populacdes estdo em equilibrio e nas areas infestadas. As colonias que receberam a aplicacao
de Steinernema sp. e Heterorhabditis sp. tiveram uma mortalidade de operarias maior que as
do controle. O fungo Beauveria bassiana apresentou maior mortalidade de operarias da
espécie M. floricola. Porém, ndo houve redu¢do nem eliminag¢do das colonias em nenhum dos
tratamentos. Os comportamentos de defesa das formigas, a exemplo do comportamento de
limpeza e o comportamento de fuga dos ninhos devem ser considerados para a utilizagao de

fungos e nematoides como formas de controle biologico.

PALAVRAS-CHAVES: Formicidae, controle bioldgico, fungos, nematdides, invasdes

biologicas.

ZARZUELA, M.F.M., 2010.
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2. ABSTRACT

Some ant species provide severe impact on the communities they invade. When they
come into contact with urban areas and man its losses may be even greater. The ants
Solenopsis spp.; Linepithema humile; Wasmannia auropunctata, Pheidole megacephala,
Paratrechina spp. can be cited. There are many attempts to control such species, although not
always succeed. Biological control is an alternative to chemical control and has gained great
prominence in research. The main organisms used in biological control of insects are fungi and
nematodes. This study aimed to clarify some questions regarding the biological control of ants.
Invasive ant species occurring in some regions of Brazil, in areas where their populations are
in balance and in infested areas, were evaluated for the presence of entomopathogenic in their
colonies. Moreover, entomopathogenic were applied in colonies of Monomorium floricola
under laboratory conditions to evaluate the effectiveness of these agents on the control of
urban species. The behavior of the controlled ants was evaluated. The entomopathogenic
nematodes Heterorhabditis sp. and Steinernema sp. and the fungi Beauveria bassiana,
Metarhizium anisopliae and Paecilomyces sp. were isolated. These microorganisms are present
in colonies of invasive ants in areas where their populations are in balance and in infested
areas. The colonies that received the application of Steinernema sp. and Heterorhabditis sp.
showed a higher mortality of workers than control. The fungus Beauveria bassiana showed
higher mortality of M. floricola workers. However, no colony reduction or elimination were
observed in any treatments. The defensive behaviors of ants, such as grooming behavior and
nest escape must be considered for the use of fungi and nematodes as a form of biological

control.

KEY WORDS: Formicidae, biological control, fungi, nematodes, biological invasions.

ZARZUELA, M.F.M., 2010.
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3. INTRODUCAO

3.1 Formigas

Dos insetos sociais, as formigas foram os que melhor se adaptaram as cidades. No
Brasil estima-se que das 2000 espécies de formigas identificadas, cerca de 50 espécies sao
pragas urbanas causando prejuizos no campo e nas cidades e danos a satde publica (BUENO;
CAMPOS-FARINHA, 1999).

Algumas espécies de formigas sdo neutras em relagdo aos aspectos econdmicos da
humanidade, porém um grande numero delas ¢ certamente benéfico pelas agdes de aeracdo e
movimentacdo do solo, como também de decomposicdo de substincias organicas,
colaborando com a ciclagem de nutrientes (CAMPOS-FARINHA et al., 1997,
HOLLDOBLER; WILSON, 1990). Outras sio muito Uteis a agricultura, alimentando-se de
algumas pragas agricolas. No entanto, as formigas cortadeiras podem ser bastante destruidoras
(AMANTE, 1967; BUENO; CAMPOS-FARINHA, 1999; CAMPOS-FARINHA et al., 1997,
FORTI; BOARETTO, 1997). Embora as espécies de formigas consideradas pragas sejam
poucas, os prejuizos econdmicos podem ser grandes, principalmente, os causados na
agricultura, tanto na produ¢do como no armazenamento de alimento e na satde publica. Ainda
podem causar efeitos danosos a muitas espécies silvestres, interferindo na biodiversidade
(BRANDAO; PAIVA, 1994; BUENO; CAMPOS-FARINHA, 1999).

Muitas sd3o as espécies de importancia econOmica, as mais significantes sdo
certamente as formigas lava-pés (ADAMS, 1986; LOFGREN, 1986) e as formigas cortadeiras
(CHERRETT, 1986; FOWLER et al., 1986), todas exclusivas do Continente Americano.
Pelos danos que causam ao ambiente e para a agricultura e pelo risco que causam a saude do
homem, essas formigas possuem o status de pragas (ROBINSON, 1996). As atengdes nos
ultimos anos tém sido voltadas para um grupo de formigas que possuem habitos ¢ um
conjunto de caracteristicas especificos, que possibilitam denomind-las espécies andarilhas ou
urbanas — “tramp species” (PASSERA, 1994). De acordo com Hoélldobler e Wilson (1990) e
Passera (1994), as espécies urbanas possuem as seguintes caracteristicas: poliginia,
populagdes unicoloniais, reproducdo das colonias por fragmentacdo, baixa agressividade
intraespecifica, alta agressividade interespecifica, sdo dispersas pelo mundo através do

comércio humano e vivem em intima relacdo com o homem.

ZARZUELA, M.F.M., 2010.
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A presenca danosa de pragas ¢ consequéncia do desequilibrio ecoldgico provocado
pelo proprio homem. O actimulo inadequado de alimentos, lixo, auséncia de predadores
naturais ¢ a falta de higiene e educagao das pessoas ¢ que levam ao descontrole, inexistente

em condicdes naturais (LUZ, 1991).

3.2 Invasdes Biologicas

Ao longo das ultimas décadas, o processo de globalizagdo econdmica, associado a
intensificacdo e a velocidade do deslocamento humano e de cargas por todo o mundo,
contribuiu para a quebra de barreiras ecoldgicas, tendo como uma de suas consequéncias o
aumento expressivo da introducdo de espécies exdticas. Algumas destas espécies tém grande
capacidade de invasdao e de colonizagdo de novos ambientes devido as caracteristicas
biologicas e ecologicas que ampliam sua tolerancia em relagdo a maioria dos fatores
ambientais. Podem, portanto, adaptar-se mais facilmente as condi¢des dos ambientes
invadidos e obter sucesso reprodutivo, tendendo a desequilibrar o sistema, afetando
negativamente a flora e fauna locais com a reducao das populacdes das espécies nativas, com
risco, muitas vezes, de extingdo, causando prejuizos a economia e a saude humana
(MACHADO; OLIVEIRA, 2009).

A invasdo bioldgica se dd quando uma espécie que adquire vantagem competitiva,
seguida do desaparecimento de obstaculos naturais a sua proliferacao, se dispersa rapidamente
e conquista novas areas, tornando-se uma populagao dominante (HAJEK, 2009).

A introducdo no Brasil de espécies exoticas vinculadas a atividades antropicas, de
forma intencional ou acidental, teve inicio com o processo de colonizacdo das Américas pelos
navegadores europeus. Desde entdo foram incorporadas a cultura nacional e as comunidades
biologicas nativas como o mexilhdo Perna perna, assim como aquelas que se tornaram
problematicas para a saude como o mosquito Aedes aegypti. Quatro séculos depois, assistimos
a uma intensifica¢do desse processo, com o deslocamento de seres humanos e de cargas que
se tornaram as principais causas das quebras de barreiras ecologicas (MEYERSON;
MOONEY, 2007).

No cendrio internacional, as espécies exoticas sdo consideradas a segunda ameaga a
biodiversidade, além de causarem prejuizos a economia e constituirem um risco a saude

humana (PIMENTEL et al., 2001).

ZARZUELA, M.F.M., 2010.
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Charles Darwin (DARWIN, 1859) foi um dos primeiros a alertar, na segunda metade
do século XIX, sobre as consequéncias ambientais da introdu¢cdo de uma nova espécie em
outro ambiente. Um século depois, Elton (1958) também reconheceu que espécies exoticas
estavam colonizando novos habitats ao redor do mundo, em taxas alarmantes.

De fato, a segunda metade da década de 1980 registrou um numero expressivo de
importantes estudos, destacando-se a revisdo do embasamento teodrico e a identificagcdo de
questdes chave a serem respondidas, assim como uma maior clareza a respeito do futuro das
pesquisas sobre invasao biologica (LOPIAN, 2005).

No Brasil o tema cresceu somente a partir de 1990. Trata-se de um conhecimento com
incertezas basicas sobre o numero de espécies exoticas invasoras no pais, inexisténcia de um
inventario correto e completo de biodiversidade, da efetiva distingdo das espécies exoticas
causadoras de impactos e da intensidade com que o processo de introdu¢do ocorre no pais
(OLIVEIRA; MACHADO, 2009).

Ao longo da historia, os artropodes tém competido com o homem por recursos
causando problemas na saude publica. Inicialmente os artropodes que se tornaram pragas
eram espécies nativas, porém quando o homem comegou a se dispersar em diversas areas,
esses artropodes, o acompanharam. Alguns foram propositadamente introduzidos pelo
homem nos diferentes ambientes, como as abelhas meliferas para a polinizag¢do e producao do
mel ou a introducdo de espécies agentes de controle bioldgico. Porém, a vasta maioria das
introducdes tem ocorrido de forma acidental e usualmente facilitada pela acdo humana
(HAJEK, 2009). E sabido que dispersdes ocorrem de forma natural também, mas sdo lentas e
ocorrem ao longo do processo evolucionario, ndo atravessam bordas biogeograficas e
geralmente ocorrem em uma sé direcdo (NENTWING, 2007).

Apesar do seu efeito negativo, as invasdes sdo comuns, sendo importantes forgas de
estruturagao de comunidades naturais. Durante os ultimos 20 milhdes de anos, diversos
episddios de mudangas em massa de espécies ocorreram como resultados de invasdes
biologicas. Uma das maiores mudancas de biota, decorrida de invasdes de espécies na
América, ocorreu durante o Pleistoceno. Nesta época formou-se um istimo entre a América do
Sul e do Norte, promovendo uma grande troca de biota. Esse intercambio, porém, nao foi
homogéneo, a biota norte-americana invadiu a América do Sul e extinguiu varias espécies

(LODGE, 1993).

ZARZUELA, M.F.M., 2010.
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A introdugdo de organismos em uma nova regido ndo garante o desenvolvimento de
uma populacdo viavel. Muitos organismos sdo introduzidos em novas areas, porém poucos
conseguem se estabelecer e desenvolver. Estimativas paleobioldgicas e atuais sugerem que
taxas de introducdo de espécies que nao prosperam sejam normalmente subestimadas. Entre 2
e 40% das espécies introduzidas chegam a prosperar em areas exoéticas, e dessas, cerca de
apenas 1% chegam ao status de praga. Esse insucesso em se estabelecer pode decorrer de
fatores ambientais inadequados para o desenvolvimento da populacdo, como de fatores
bioticos, principalmente a predagdo, competicdo, parasitismo e doengas (LODGE, 1993).

Embora esses dados déem uma ideia de que apenas um pequeno numero de
introdugdes ocorra, atualmente muitas regides apresentam um grande ntimero de espécies
exoticas invasoras, que podem chegar a dominar comunidades locais. Estima-se que em 500
anos, espécies invasoras serdao dominantes em aproximadamente 3% da superficie terrestre
ndo congelada (LODGE, 1993).

Sabe-se porém, que ndo sdo necessarias muitas espécies novas € bem sucedidas para
explorar um novo habitat e criar problemas catastroficos. Muitas vezes, apenas uma unica
espécie pode monopolizar ou ocupar um ecossistema e muda-lo irreversivelmente.
Ecologistas ainda pesquisam as razdes que levam as espécies a se tornarem invasoras danosas,
especialmente porque em muitos casos essas pragas ndo o sdo em seus locais de origem. Entre
tantas hipoteses ecologicas que t€m sido propostas, alguns ecologistas acreditam que as
espécies que se tornam invasoras sao pré-adaptadas aos novos ambientes ou sao superiores de
alguma forma quando comparadas com as espécies nativas (HUFBAUER; TORCHIN, 2007).
Outra hipotese ¢ que quando novas espécies entram em um novo ambiente, elas ndo sdo
acompanhadas de seus inimigos naturais presentes em sua area de origem. A evidéncia de que
as espécies introduzidas t€ém menos inimigos naturais em seus novos ambientes comparados
com seu ambiente nativo suporta essa hipotese (TORCHIN; MITCHELL, 2004).

De uma forma geral os impactos das espécies invasoras em ecossistemas e na
biodiversidade ndo sdo bem documentados, sendo os danos econdmicos causados por essas
espécies os que recebem maior atengdo. Os gastos relacionados com as espécies invasoras
podem ser de trés formas: gastos relacionados diretamente com os danos causados pelos
invasores (ex. diminuicdo na produtividade); gastos com os esforcos na prevencdo das
introdugdes; e o ultimo que diz respeito aos que oneram as agéncias de biosseguranga. E
estimado um gasto de um bilhdo de délares por ano nos Estados Unidos para o controle da

formiga lava-pés (PIMENTEL et al., 2005).
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Os danos estruturais causados pelo cupim Coptotermes formosanus também estd
estimado em 1 bilhdo de délares naquele mesmo pais (PIMENTEL et al., 2005) sendo que
esta estimativa foi feita antes do furacdo em 2005, no Estado de Louisiana, que resultou em
severas infestacoes em areas devastadas e aumentou o potencial de dispersdo deste cupim
destruidor.

E muito dificil calcular os gastos que as espécies invasoras causam ao meio ambiente.
As formigas lava-pés destroem ninhos de passarinhos, matam pintos, lagartos, cobras, e
muitas espécies de invertebrados nativos; e apesar de se ter consciéncia que o exterminio de
alguns destes animais representa prejuizo monetario significativo, ndo se pode estimar o valor
da perda provocada pela morte de cobras nativas, lagartos e muitos invertebrados (HAJEK,
2009).

Uma vez que haja o estabelecimento das espécies invasoras em uma nova area, o foco
muda para os programas de controle (HAJEK, 2009). Apds a invasdo e o aumento da
populacdo da espécie invasora e a dispersdo das espécies nativas, € necessario adotar-se uma
quarentena doméstica para prevenir o movimento das pragas - principalmente através do
homem - fora da area de estabelecimento delas. Zonas de barreiras sdo criadas para prevenir a
dispersdao de populacdes. Entretanto, organismos que possuem a habilidade de se movimentar
por longas distancias, por eles mesmos ou com o auxilio do homem, tornam o controle dessa

dispersao mais dificil.

3.3 Espécies Exoticas Invasoras

Existem trés premissas consideradas como consenso para identificar uma espécie exdtica
invasora:
A. Que ela esteja fora da area de origem ecologica;
B. Que sua dispersao tenha sido realizada ou facilitada por acdo humana, intencional ou
acidental;
C. Que sua dispersdo ameace ecossistemas, habitats e outras espécies.
E importante ressaltar o impacto evolutivo que essas espécies podem causar as
espécies nativas uma vez que podem exclui-las por competicao, por deslocamento de nicho
ecoldgico, hibridizacdo, redirecionar o processo evolutivo a partir de interagcdes co-evolutivas

e, por fim, leva-las a extingdo (MOONEY et al., 2005).
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A distribuicdo original de uma espécie se refere aos ecossistemas naturais de origem e
ndo aos limites politicos dos paises ou estados. Assim, a introducdo de uma espécie de um
ecossistema em outro de um mesmo pais ¢ considerada uma espécie exdtica nesse
ecossistema, podendo se tornar invasora. A dispersdao natural de espécies nativas entre um
mesmo ecossistema compartilhado por paises contiguos ndo constitui como espécie exotica,
embora estas espécies possam se tornar invasoras se alteracdes ambientais criarem condi¢des
favoraveis a sua expansao (CHAME, 2009).

Algumas espécies sdo capazes de se estabelecer de forma incipiente ndo ameacando a
biodiversidade e, portanto, ndo sdo invasoras embora sejam exoOticas. Em geral as espécies
exdticas invasoras tém a capacidade de se reproduzir e aumentar suas populacdes
rapidamente; possuem mecanismos biologicos de dispersao eficazes, apresentam plasticidade
fenotipica que lhes proporcionam habilidade fisioldgica de adaptacdo e capacidade de
sobreviver utilizando vérios tipos de alimento em grande amplitude de condicionantes
ambientais (CHAME, 2009).

Nem sempre ¢ simples identificar uma espécie exoética. Muitas questoes estdo
envolvidas nessa identificacdo. A principal ¢ a necessidade de um excelente conhecimento das
espécies nativas e suas distribuicdes geograficas - incluindo hospedeiros , vetores e
patdgenos, tarefa nada facil em um grande pais como o Brasil (CHAME, 2009).

Os prejuizos causados pelas espécies exoOticas invasoras chegam, em algumas
estimativas, a 5% do PIB mundial (RODRIGUES-SILVA et al., 2006). Alguns exemplos sdo
emblematicos, como o Aedes aegypti que entrou no Brasil em diversos momentos desde
1850, foi erradicado pelo menos duas vezes, até que a partir de 1998 passou a ser detectado

em todos os estados brasileiros (CHAME, 2009).

3.4 Insetos Sociais Invasores

Dentre os insetos sociais, as formigas, estdo entre os principais organismos invasores
que causam grandes prejuizos para o homem e o meio ambiente. Parte do seu sucesso em
invadir ambientes deve-se a suas formas de reprodugdo, dispersdo e comportamentos,
caracteristicos, que aumentam suas taxas reprodutivas, bem como alteram sua resposta as
condicdes ambientais e as interacdes com outros organismos (RIBEIRO; CAMPOS-

FARINHA, 2005).
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Diante de tal complexidade bioldgica, ao se estudar invasdes causadas por insetos
sociais, deve-se utilizar modelos diferentes daqueles usados para outros animais, que falham
em nao destacar certas caracteristicas promovidas pela sociabilidade, de grande importancia
para explicar o sucesso de invasdo desses insetos (MOLLER, 1996), a exemplo das abaixo

destacadas.

Espermateca

A presenga deste 6rgao nas fémeas reprodutivas as tornam independentes dos machos
ao invadirem um novo ambiente. As rainhas de algumas espécies podem copular com vérios
machos o que contribui para um aumento da variabilidade genética da futura populagdo,
permitindo uma rapida adaptagdo ao novo habitat (MOLLER, 1996; RIBEIRO; CAMPOS-
FARINHA, 2005).

Qualidade de novas rainhas

A fundagdo de uma nova coldnia geralmente ¢ um estagio critico , sendo a populacao
primariamente regulada pelo nimero de rainhas fundadoras, que sdo capazes de se estabelecer
com sucesso. Uma estratégia utilizada por formigas para diminuir o risco dessa fase ¢ a
producdo de fémeas fundadoras com altas concentragdes de reservas alimentares para
alimentar as primeiras larvas, ndo sendo necessario que a rainha saia a procura de alimento. O
risco pode ser diminuido pela fragmentacdo da col6nia, com fragmentos formados por
operarias e crias, podendo ou nao haver rainhas (MOLLER, 1996; RIBEIRO; CAMPOS-
FARINHA, 2005).

Evitando inimigos

Além do habito claustral das rainhas, a constante tarefa de limpeza das camaras, dos
individuos imaturos e das rainhas, realizada pelas operarias, ¢ outro mecanismo de evitar que
parasitas e patogenos se instalem na colonia (OI; PEREIRA, 1993a; RIBEIRO; CAMPOS-
FARINHA, 2005).

Algumas espécies de abelhas produzem o propolis que € reconhecido por sua acgao
bactericida. Em formigas também existem secre¢cdes que servem de defesa contra
microrganismos (MOLLER, 1996; RIBEIRO; CAMPOS-FARINHA, 2005), como o
conteudo da glandula metapleural, com substancias antimicrobianas (HOLLDOBLER;

ENGEL-SIEGEL, 1984).
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Dispersao

Os insetos sociais conseguem se dispersar por grandes distdncias por serem Otimos
voadores. No caso das formigas, cujas operarias sdo apteras, as castas reprodutoras, na
maioria das espécies, possuem asas durante a fase reprodutiva (HOLWAY et al., 2002;
RIBEIRO; CAMPOS-FARINHA, 2005).

Algumas espécies de formigas urbanas sdo facilmente transportadas pelo homem,
principalmente através do comércio, sendo esse seu principal modo de dispersao (PASSERA,

1994; RIBEIRO; CAMPOS-FARINHA, 2005).

Altas taxas reprodutivas

Espécies que apresentam altas taxas reprodutivas t€ém maiores chances de ser bem
sucedidas em invadir novos ambientes. Além disso, ¢ importante que a qualidade dos
individuos produzidos seja alta para que possam competir eficazmente com as espécies que ja

residem no local (MOOLER, 1996; RIBEIRO; CAMPOS-FARINHA, 2005).

Poliginia
Esse comportamento facilita a reproducao da coldnia por fragmentagado, ja que dentro
de um mesmo ninho existem duas ou mais rainhas que podem ser distribuidas entre os novos

fragmentos de colonia (HOLWAY et al., 2002; RIBEIRO; CAMPOS-FARINHA, 2005).

Longevidade da coldnia

Muitas espécies de insetos sociais formam colonias que podem durar muitos anos,
mesmo que a longevidade de cada individuo, tanto operarias como rainhas, ndo se estenda por
mais de um més (MOOLER, 1996; RIBEIRO; CAMPOS-FARINHA, 2005), devido a

sobreposi¢do de geracdes, uma das caracteristicas dos insetos eussociais.

Unicolonialismo

Este ¢ um comportamento que algumas espécies de formigas urbanas apresentam e
que parece ser essencial no sucesso em se estabelecer em novos ambientes (HOLWAY,
1998). Ele evita o custo de competir com individuos da mesma espécie, fazendo com que essa
energia seja gasta em outras fungdes, como na exploragdo de recursos para uma melhor

competi¢ao com outras espécies (HOLWAY et al., 2002).
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Comunicacao e aprendizado

O aprendizado, a memoria e a comunicagdo em insetos sociais sdo ingredientes
importantes para explicar a alta eficacia que esses insetos mostram em explorar os recursos do
ambiente. A grande densidade que as colonias apresentam € a intensa comunicagdo entre as
operarias, criam uma grande rede de informacdes sobre o ambiente que ditard a resposta da
coldnia quanto a distribuicao dos individuos que irdo forragear (MOOLER, 1996; RIBEIRO;
CAMPOS-FARINHA, 2005).

A abelha Apis mellifera, quando encontra determinado recurso alimentar retorna para a
coldnia e recruta outras operarias através de uma série de movimentos complexos, a “danga”,
que ira indicar o local exato onde esta a fonte de alimento (MOOLER, 1996; RIBEIRO;
CAMPOS-FARINHA, 2005).

As formigas utilizam feromonios para recrutar e indicar o local de uma fonte de

alimento (HOLLDOBLER; WILSON, 1990).

Habilidades competitivas

Os grandes niveis populacionais das colonias de insetos sociais exigem uma alta e
constante demanda de alimento, assim as operarias necessitam explorar adequadamente o
ambiente atrds de alimento. A exaustiva competicdo, consequéncia desse grande requerimento
alimentar, fez dos insetos sociais ao longo do processo evolutivo 6timos competidores,
desenvolvendo habitos territorialistas, tornando-os bons recrutadores e exploradores eficientes
dos recursos alimentares do ambiente. Em se tratando de formigas urbanas sua alta
agressividade dentre as espécies ¢ importante para o sucesso na invasdo (HOLWAY et al.,

2002; RIBEIRO; CAMPOS-FARINHA, 2005).

3.5 Problemas Ocasionados pelas Formigas

Muitas espécies de formigas exoticas e nativas se tornaram pragas quando, de alguma
maneira, escaparam de seus inimigos naturais e interagiram com o homem (HUMAN;
GORDON, 1996; MOONEY; DRAKE, 1986; PORTER; SAVIGNANO, 1990). As formigas
cortadeiras somente se tornaram um problema quando comecaram a destruir plantagcdes ou
arvores de valor comercial. No ambiente natural, essas formigas saem para coletar folhas para
os jardins de fungos e sdo controladas por varios predadores, competidores e por condi¢des

naturais que nao sao encontradas nos ambientes artificiais (CHERRETT, 1986).
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Virias formigas exoticas foram introduzidas na Ilha de Galédpagos e estdo afetando
aquele fragil ecossistema. As duas espécies de formigas que estdo causando sérios problemas
sdo: Wasmannia auropunctata (pixixica) e Solenopsis germinata (lava-pés tropical). Elas
competiram com a fauna de formigas nativas e reduziram a populacao de artropodes nativos
em varias ilhas (BRANDAO; PAIVA,1994; LUBIN, 1984).

Outras espécies de formigas também proporcionam um impacto severo em
comunidades nativas (HOLLDOBLER; WILSON, 1977). Quando a formiga argentina,
Linepithema humile ocupou habitats na Califérnia, a riqueza das espécies declinou (WARD,
1987). Da mesma forma, a formiga argentina deslocou totalmente trés espécies de formigas
nativas no Sudeste da California (ERICKSON, 1971). Na Ilha de Galdpagos, coldnias
poliginicas de W. auropunctata estao devastando todas as espécies simpatricas (CLARK et
al., 1982). Na Australia, a ocorréncia de Pheidole megacephala em areas reflorestadas foi
correlacionada com o declinio de 50-80% da riqueza de espécies de formigas nativas
(MAIJER, 1985). Na Colombia, Paratrechina fulva pode atingir uma densidade de mais de
16.000 ninhos/ha (ZENER-POLANIA; RUIZ-BOLANIOS, 1985; ZENER-POLANIA, 1990).
Com essa densidade, P. fulva elimina quase todas as outras espécies de formigas e
aparentemente causa problemas sérios a animais e plantas selvagens.

Uma situagdo semelhante ocorreu com Solenopsis invicta € com Solenopsis richteri
nos EUA, onde sdo consideradas pragas; milhdes de dolares estdo sendo gastos anualmente
para seu controle (LOFGREN, 1986). Essas formigas sdo um excelente exemplo de espécies
que foram acidentalmente introduzidas no meio ambiente sem nenhum impedimento
bioldgico, e em uma década se tornaram grandes pragas (WILSON, 1986).

Alguns estudos sobre Solenopsis spp. realizados nos Estados Unidos, detalharam
como ela alterou drasticamente as areas nas quais foram introduzidas, modificando as
interacdes ecologicas do solo, decomposi¢ao de frutas e comunidades terrestres de artropodes
em geral (PORTER; SAVIGNANO, 1990). O controle de Solenopsis spp. nos EUA tem uma
longa e bem documentada histéria devido aos danos causados a agricultura e a satde publica
(THOMPSON, 1990), porém, na América do Sul, o controle dessa formiga tem somente um
fragmento dessa historia.

Na Florida, S. invicta invade casas, hospitais e restaurantes e seu controle ¢ muito
dificil, de acordo com o levantamento da Pest Control Operations (BIEMAN; WOICIK,
1990). Embora S. richteri tenha sido introduzida primeiro em Mobile, Alabama, em 1920, sua
rapida expansdo talvez tenha sido inicialmente dificultada por outra espécie acidentalmente

introduzida nos EUA, a formiga argentina, L. humile. S. richteri, entretanto, foi capaz de
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competir com a formiga argentina e com muitas outras espécies de formigas nativas,
estabelecendo-se por duas décadas apos sua introducao (LOFGREN et al., 1975). Em 1930,
outra espécie de formiga lava-pés, S. invicta, foi introduzida em Mobile, Alabama. Por vinte
anos esta formiga dominou a regido (LOFGREN, 1986). De acordo com Porter et al. (1992),
elas representam 97% das formigas coletadas nesta regido, enquanto no Brasil, representam
apenas 23% e S. invicta ndo ¢ necessariamente uma formiga lava-pés dominante. Existem
varias espécies de Solenopsis na América do Sul (TRAGER, 1991). A rapida e
impressionante dispersdo de S. invicta nos EUA pode ter sido ajudada por varios fatores:
clima favoravel, a biologia da formiga, ecologia e a falta de competidores. As condicdes
climaticas do Sudeste dos EUA sdo ideais para as duas espécies de formiga lava-pés
introduzidas pelo Brasil e Argentina.

Apesar de Roots, 1976, Mooney e Drake, 1986 afirmarem que poucas espécies
exoticas alteram drasticamente a estrutura de uma comunidade, foi demonstrado por Porter e
Savignano (1990) que a invasdo por S. invicta pode alterar consideravelmente a abundancia e
a diversidade de artropodes nativos. Essa formiga possui muitas caracteristicas geralmente
atribuidas ao sucesso de invasores (EHRLICH, 1986), (1) preferem habitats excessivamente
perturbados associados com a atividade humana (TSCHINKEL, 1988); (2) toleram uma larga
oscilacdo de condi¢des atmosféricas e (3) utilizam uma grande variedade de recursos
alimentares (VINSON; GREENBERG, 1986); (4) sdo relativamente abundantes em seus
locais de origem (BANKS et al., 1985); (5) as operarias possuem um polimorfismo acentuado
(PORTER; TSCHINKEL, 1985), uma caracteristica que permite que elas utilizem um amplo
nicho; (6) as rainhas fecundadas sdo capazes de estabilizar novas coldnias apds o transporte
(VINSON; GREENBERG, 1986); e (7) finalmente, as colonias dessas espécies t€ém uma alta
capacidade reprodutiva, crescem rapidamente (PORTER, 1988) e podem produzir milhares de
individuos reprodutivos por ano (VINSON; GREENBERG, 1986).

A formiga argentina, L. humile, também ¢ um organismo com alto potencial para
invadir ambientes. Nativa da Argentina e do sul do Brasil, apresenta atualmente uma
distribuicao cosmopolita, podendo ser encontrada em diversas regides com climas temperados
ou sub-temperados (HOLWAY et al. 2002; SUAREZ et al., 2001). Os primeiros registros
dessa espécie infestando regides datam do final do século XIX quando através de navios
mercantes, chegaram a cidade de Nova Orleans nos EUA (HOLWAY, 1998; HUMAN;
GORDON, 1996; MAJER, 1994; SUAREZ et al., 2001). Porém, foi a partir de meados do
século passado que comegou a ter status de praga, sendo encontrada na Califérnia, na

Austrélia e em ilhas oceanicas, e mais recentemente em paises da Peninsula Ibérica (Portugal
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e Espanha), Franca, Italia, Japao, Africa do Sul e Emirados Arabes. Essa ampla distribuicao
deve-se a sua intima relagdo com o homem, que além de fornecer abrigo, alimento e boas
condi¢des ambientais para o desenvolvimento da colonia, transporta acidentalmente seus
ninhos para novas areas. (HARRIS, 2002; TOUTAMA et al., 2003)

O sucesso dessa espécie em se estabelecer em novas areas, causando sérios prejuizos,
deve-se aos altos niveis populacionais que suas colonias atingem. A falta de agressividade
intraespecifica possibilita que haja uma troca entre operarias de ninhos diferentes, obtendo-se
uma melhor resposta a distribuigdo heterogénea dos recursos no ambiente e a defesa da
coldnia. Assim, explorando-se mais eficientemente os recursos, suas colonias podem alcancar
maiores indices populacionais. Além disso, a falta de agressividade intraespecifica possibilita
que diversos ninhos possam ser interligados, formando colonias que se estendem por
quilémetros, conhecidas como supercolonias. Na Europa ha registros de uma supercolonia de
L. humile na costa do Mediterraneo que ocupa quatro paises (Espanha, Portugal, Franca e
Italia) e se estendia por mais de 6.000 quildometros. (GIRAULD et al., 2002)

Embora a formiga argentina seja considerada como nativa da regido sul do Brasil,
onde teoricamente aparece em pequenas populagdes e sem o comportamento invasivo
caracteristico de regides que infesta, alguns focos de infesta¢do desta formiga vém aparecendo
no Estado de Sdo Paulo, tanto no interior do Estado - Limeira e Rio Claro -, como na capital.
Nesses locais suas populagdes aparecem em grandes densidades, desalojam espécies de
formigas nativas e causam grande incomodo dentro das residéncias. Duas importantes regides
infestadas por L. humile no Estado de Sao Paulo sdo areas com um alto potencial para a
dispersdo da infestacdo: uma localiza-se no Parque Villa-Lobos na cidade de Sdo Paulo, e a
outra em Limeira no Bairro Tatu, uma regido de intenso cultivo de cana-de-agtcar (RIBEIRO,
2004).

A intensa atividade agricola do interior do Estado pode promover uma rapida
infestacdo desta espécie, principalmente pela associacdo que estabelece com insetos
sugadores. Essa relagdo, além de dificultar o controle da praga agricola, aumenta a
probabilidade das colonias de formiga argentina se estabelecerem com sucesso em uma area
invadida, j& que nessa relagao a L. humile se beneficia coletando o honeydew, rico em agucar,
que consiste em importante fonte de alimento para as formigas. Em Limeira grandes
populacdes da formiga argentina foram observadas na cultura da cana-de-aglicar onde se
associam com a cigarrinha-da-raiz da cana-de-actcar, Mahanarva fimbriolata (Hemiptera:

Cercopidae). Outras lavouras que representam grande parte da agricultura do Estado e
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também atacadas por outros insetos sugadores, como a de laranja, também podem ser alvo

dessa formiga e contribuir para uma rapida dispersdo desta espécie (DELABIE, 2001).

3.6 Controle Biologico

A necessidade de preservar o meio ambiente j4 se tornou objetivo primordial em
qualquer empreendimento. Inimeros movimentos de alerta nesse sentido tém surgido nas
ultimas décadas e um amplo espectro das atividades executadas pelo homem contribui para a
deterioragdo do meio ambiente entre as quais a exploragdo agropecuaria (BATISTA FILHO,
2006).

A pratica de extensivas monoculturas tem levado & quebra do equilibrio dos
ecossistemas, abrindo espago para o crescimento desordenado de determinados insetos e
acaros, que se tornam pragas, provocando sérios problemas e ocasionando danos econdmicos
as culturas (BATISTA FILHO, 2006).

O manejo integrado de pragas (MIP) tem sido instrumento dirigido ao uso racional das
praticas de controle fitossanitario. Trata-se da otimiza¢do do controle por meio de medidas
multiplas, que mantém as populacdes de pragas abaixo do nivel de dano econdmico,
promovendo a protecdo das plantas, do homem, dos animais ¢ do ambiente. Entre essas
medidas destaca-se o controle biologico (BATISTA FILHO, 2006).

Define-se o controle bioldgico como sendo a agdo de organismos que mantém as
densidades das pragas e doengas numa média mais baixa do que a que ocorreria na sua
auséncia. O controle biologico ¢ uma alternativa para o controle quimico e tem obtido grande
destaque em pesquisas de controle. Esta pratica vem ganhando notoriedade, pois apresenta
menor impacto ambiental que o uso de agrotoxicos; os insetos ndo criam resisténcia a esses
organismos, como acontece com uso frequente de inseticidas e consiste em uma técnica mais
barata (BATISTA FILHO, 2006).

O reconhecimento dos agentes de controle bioldgico no campo ¢ indispensavel para o
sucesso do manejo, e o uso inadequado de agrotoxicos compromete o sistema. Dentro do
sistema de manejo também devem ser consideradas a introdugdo e a colonizagao de inimigos
naturais exéticos (BATISTA FILHO, 2006).

O controle biologico na América Latina, encontra condi¢cdes muito favoraveis em
fun¢@o do clima da maioria dos paises e da sua rica biodiversidade, que resulta em um grande
arsenal de inimigos naturais de pragas, representado por seus parasitdides, predadores e

patogenos. Além disso, o sistema agricola, em muitas regidoes da América Latina, se
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caracteriza por pequenos agricultores, geralmente ndo tecnificados e com lucratividade
limitada pela érea reduzida de suas propiedades. Esses agricultores estariam mais propensos a
adogdo de métodos alternativos de controle de pragas e doengas, pratica que pode agregar
valor ao produto final, proporcionando maior aceitagdo no mercado (ALVES et al., 2008).

O controle bioldgico ¢ praticamente a Unica alternativa vidvel de controle de pragas
que atende a demanda mundial, cada vez maior, de produtos e alimentos livres de residuos
toxicos deixados pelas aplicagcdes convencionais de pesticidas quimicos (ALVES et al., 2008).

No desenvolvimento de formulagdes de pesticidas quimicos, as empresas
multinacionais chegam a gastar de US$ 70 a US$ 250 milhdes para descobrir, formular e
colocar uma molécula no mercado. Por outro lado, os progamas de controle biologico
frequentemente investem valores que dificilmente atingem US$ 1 milhdo no desenvolvimento
de um produto microbiano. No Brasil, por exemplo, os recursos destinados aos projetos que
estdo sendo desenvolvidos nesta area de controle biologico estdo entre US$ 10.000 e US$
50.000 por projeto, sendo que a média da América Latina ¢ muito inferior a esse valor
(ALVES et al., 2008).

O Instituto Biolégico realiza desde 1998 pesquisas sobre controle biologico da
cigarrinha-da-raiz da cana, quando esta praga teve aumento de populagdo favorecido pelo
sistema de colheita sem queima. Entre 2002 e 2004, cerca de 1.950 toneladas de bioinseticida
foram utilizadas para tratar uma area de aproximadamente 390.000 ha de canaviais paulistas,
gerando uma economia proxima de R$ 97 milhdes de reais em custos de controle. Ainda
nesse periodo, em fungdo dessa tecnologia, mais de 150 empregos diretos foram gerados no
Estado de Sao Paulo. No momento, além da geracdo de conhecimento no assunto, técnicos do
instituto assessoram o setor sucroalcooleiro no desenvolvimento e implantagdo de biofabricas
(MADI et al., 2006).

Além disso, esta Instituicao conta com colegdes cientificas e tem prestado, ao longo de
sua historia, uma grande colaboragdo para as mais variadas instituicdes e universidades do
pais e do exterior. Desta forma, sabendo da importancia do patrimonio genético agropecuario
sob guarda do Estado, notadamente seu manejo, conservacao e uso, em novembro de 2005, a
Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegocios, 6rgao ao qual o Instituto Biologico esta
vinculado, publicou a Portaria n° 960 que dispde sobre o Sistema de Curadoria de Colegdes
Bioldgicas (INSTITUTO BIOLOGICO. Disponivel em <www.biologico.sp.gov.br> Acesso
em 29 jan. 2009).
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O Laboratério de Controle Bioldgico do Centro Experimental Central do Instituto
Biologico em Campinas, SP, tem realizado um trabalho de formacdo e organizagdo da
Coleg¢ao de Microrganismos Entomopatogénicos "Oldemar Cardim Abreu" com vistas ao
suporte de programas de controle microbiano € manejo integrado de pragas, tanto no Instituto
Biologico como para universidades, institutos de pesquisa e empresas através do intercdmbio
de isolados e amostras de solo ou insetos mortos com microrganismos entomopatogénicos
(INSTITUTO BIOLOGICO. Disponivel em <www.biologico.sp.gov.br> Acesso em 29 jan.
2009).

Os principais organismos utilizados no controle bioldgico de insetos sdo
microorganismos patogénicos, em especial fungos e nematdides (ALMEIDA; MACHADO,
2006; LEITE, 2006).

Dentre os agentes de controle bioldgico, os nematoides de insetos, nas trés ultimas
décadas, representam um dos grupos que passaram a merecer maior atencao dos pesquisadores
e a receber grande destaque internacional. O crescente interesse pelo estudo de tais formas
deve-se ao fato de que varias delas tiveram comprovada experimentalmente a habilidade de se
associar a diferentes espécies de insetos consideradas importantes pragas agricolas e causar-
lhes a morte, constituindo, assim, agentes de biocontrole de grande potencial (LEITE, 2006).

Os nematodides pertencentes as familias Steinernematidae e Heterorhabditidae sdo
patogenos naturais de muitos insetos epigéicos e subterraneos (HOMNICK et al., 199; KAYA;
GAUGLER, 1993). No entanto, populagdes naturais destes nematoides raramente reduzem
populagdes de insetos significativamente (BAUER; KAYA, 1998; PETERS, 1996).

O sucesso dos nematodides estd na persisténcia do estagio de vida livre no solo e da
habilidade dos estagios parasitas em se reciclar nos cadaveres do hospedeiro (BAUER; KAYA,
1998). A maioria das pesquisas estd centrada na persisténcia do estagio de vida livre no
ambiente (SMITS, 1996). Os nematdides entomopatogénicos matam seus hospedeiros em 48
horas e necessitam de 7 a 15 dias para completar seu ciclo de vida e produzir o estagio de vida
livre que existe nos cadaveres (POINAR, 1979).

Dentre os heterorabditideos, conhecem-se 11 espécies validas no género
Heterorhabditis, enquanto na familia Steinernematidae ha 44 espécies em Steinernema € uma
unica em Neosteinernema (ADAMS et al., 2006). Os membros dessas familias apresentam

evidentes semelhancas na biologia e nos ciclos de vida.

ZARZUELA, M.F.M., 2010.



18

Isolamento de Entomopatogenos em Coléonias de Formigas Invasoras e sua Aplica¢do para o Controle

As espécies de Steinernema e Heterorhabditis estdo associadas de maneira mutualistica
a bactérias do género Xenohabdus e Photorhabdus, respectivamente. Tais bactérias nao
formam esporos e, portanto, ndo apresentam estagios resistentes, sendo encontradas em geral
nos nematoides infectantes ou nos cadaveres de insetos infectados. Na associacdo os
nematodides contribuem oferecendo protecao a bactéria fora do corpo do artrépode hospedeiro e
atuando como transportadores da bactéria do cadaver de um inseto ao hemocele de outro vivo.
Por outro lado, as bactérias servem de alimento aos nematodides, provendo-lhes meio nutritivo
adequado ao desenvolvimento e a reproducdo, sendo, portanto, considerados bacteriéfagos
(DOWDS; PETERS, 2002; POINAR, 1990).

O ciclo de vida em Steinernema comega quando juvenis de terceiro estadio, também
chamados de infectantes, carregando células da bactéria Xenohabdus sp. em uma vesicula
localizada na regido anterior do intestino, penetram no corpo do hospedeiro através de suas
aberturas naturais - boca, anus e espiraculos. Esses juvenis sdo morfologicamente adaptados a
permanéncia no solo, pois retém a cuticula do segundo estadio, e possuem anus e a boca
fechados. Dentro do hospedeiro migram para o hemoceloma, onde perdem a cuticula extra e
defecam, liberando bactérias (POINAR; THOMAS, 1966; SICARD et al., 2004). Estas se
multiplicam rapidamente, sintetizam toxinas e outros compostos e, apos curto periodo (em
geral inferior a 48 horas), causam septicemia no hospedeiro (JAROSZ et al., 1991).

O cadéver torna-se uma verdadeira sopa bacteriana, ou seja, um meio rico em nutriente
constituido pelas bactérias e por tecidos ja desorganizados do inseto, a partir do qual os
nematoides se alimentam e se desenvolvem, passando para o ultimo estadio juvenil e formando
os adultos da primeira geracdo, machos e fémeas. Os juvenis originados por tais adultos ainda
possuem a sua disposi¢ao aprecidvel quantidade de alimento, conseguindo completar o ciclo e
formar os adultos da segunda geragdo dentro do cadaver do inseto (BOFF et al, 2000). A
duragdo do ciclo do nematdide no hospedeiro depende de varios fatores, dentre eles: a espécie
do inseto-hospedeiro, o tamanho do juvenil infectivo, a temperatura do ambiente e a
quantidade de juvenis infectivos que penetram no inseto (BOFF et al., 2000).

Os juvenis originados pelos adultos da segunda geracdo encontram baixa quantidade
disponivel de bactérias e grau de decomposi¢do de cadaver avangado. A falta de alimento no
cadaver ¢ percebida pelos juvenis como um sinal para deixar o cadaver e buscar novos
hospedeiros. Assim, passam ao terceiro estaddio retendo a cuticula do segundo estadio,
apreendem certa quantidade de células bacterianas e migram para o ambiente externo. Nesta
forma de juvenis infectivos, conseguem persistir por meses no solo até¢ a localizagdo e

penetragdo em novos insetos hospedeiros, fechando o ciclo (PATEL et al., 1997).
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Em Heterorhabditis o ciclo bioldgico ¢ bastante semelhante ao de Steinernema, com a
diferenca basica de que os adultos da primeira geracdo reproduzem-se por hermafroditismo e
os da segunda, por anfimixia (POINAR, 1990). Outra diferenga esta na localizacao da bactéria
simbionte, que em Heterorhabditis se encontra espalhada na parte anterior do intestino. Ao
adentrar no hemoceloma, os juvenis infectivos regurgitam as células bacterianas, ao invés de
defecéa-las (CICHE; ENSIGN, 2003).

A recomendacao de uso de algumas espécies de Steinernema e Heterorhabditis como
bioinseticidas ¢ resultante de uma intensiva fase de avaliagdo por meio de estudos
experimentais em laboratorios, microparcelas e areas de campo. Tais pesquisas indicaram
claramente o uso desses nematdides no combate a diferentes espécies de insetos consideradas
pragas de solo, em especial lepidopteros, coleodpteros e dipteros. Também espécies que vivem
no interior de galerias formadas em 6rgaos aéreos de plantas infestadas, como as chamadas
brocas, podem ser eficientemente controladas com tais nematdides. Entretanto, pragas
filofagas, como gafanhotos e varios tipos de lagartas, em geral ndo sdo bem controladas por tal
método, devido a grande suscetibilidade dos juvenis infectivos a dessecacao (LELLO et al.,
1996).

Os nematoides entomopatogénicos tém sido avaliados para o controle de diversos
insetos pragas, apresentando-se bastante promissor para o controle da mosca dos fungos,
Bradysia sp. (Diptera: Sciaridae), que € praga em viveiros de mudas e cultivos de cogumelos;
contra o gorgulho-da-cana-de-agucar, Sphenophorus levis (Coleoptera: Curculionidae); e
contra a traga Opogona sacchari (Lepidoptera: Tineidae) em cultivo de cogumelos shiitake
(LEITE, et al., 20006).

A maioria dos projetos de pesquisa com controle microbiano de insetos € realizada com
fungos entomopatogénicos, devido as caracteristicas de acdo desses patogenos (ALMEIDA;
MACHADO, 2006). Os fungos sao patdogenos de largo espectro, capazes de colonizar diversas
espécies de insetos e acaros e de causar, com frequéncia, epizootias em condigdes naturais.
Estes patogenos diferem de outros grupos por terem a capacidade de infectar todos os estagios
de desenvolvimento dos hospedeiros. Os fungos penetram por diversas vias,
predominantemente através do tegumento, e possuem alta capacidade de disseminagao
horizontal (ALVES, et al., 2008). A maioria dos fungos atua por contato e por ingestdo, sendo
que sua grande variabilidade genética permite estudos de selecdo de cepas ou isolados e

avaliacdo dos mais virulentos para o controle de pragas (ALMEIDA; MACHADO, 2006).
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As diferentes estruturas do fungo a serem utilizadas no controle de pragas e suas
fungdes no ciclo natural do patdégeno sdo: conidios, com funcdo de reproducdo e de
disseminagao; blastosporos, com funcao de disseminagao na hemolinfa do hospedeiro; micélio,
com funcao de migrar para fora do hospedeiro e permitir a conidiogénese do fungo; e esporos
de resisténcia, com funcdo de permitir a sobrevivéncia do fungo no solo. A escolha da forma
do fungo a ser utilizada vai depender da espécie e isolado do patdgeno, da dificuldade na sua
producao, do ambiente onde serd aplicado e do método de aplicagio (ALMEIDA;
MACHADO, 2006).

No Brasil, os fungos vém sendo estudados ha mais de sessenta anos, sendo que apos
1964, com a aplicagdo em massa do fungo Metarhizium anisopliae para o controle de
cigarrinha-da-folha da cana-de-acticar, Mahanarva posticata, o uso desses entomopatdgenos
aumentou, criando assim novas oportunidades e projetos de pesquisa ou mesmo a instalacao de
biofabricas (ALMEIDA; MACHADO, 2006).

Os principais exemplos de uso de fungos entomopatogénicos sdo contra a cigarrinha-
da-folha da cana-de-agucar, Mahanarva posticata; cigarrinha-das-raizes da cana-de-agucar,
Mahanarva frimbiolata; cigarrinha-das-pastagens, Zulia entreriana, Deois flavopicta, Deois
schach; broca-da-bananeira, Cosmopolites sordidus; broca-dos-citrus, Diploschema
rotundicole;  percevejo-de-renda-da-seringueira, Leptopharsa  heveae; broca-do-café,
Hypothenemus hampei; e contra o cupim das pastagens, Cornitermes cumulans (ALMEIDA;
BATISTA FILHO, 2006).

As formigas sdo um dos principais alvos e um dos maiores desafios para pesquisas que
tracam estratégias de controle de pragas, devido a sua ampla distribuicdo, suas densas
populagdes, e o alto prejuizo que suas infestacdes causam (BOARETTO; FORTI, 1997).

A aplicagdo de iscas toxicas ¢ considerada o método mais eficiente e efetivo para
controlar grandes populacdes de formigas. Embora seja menos nociva ao meio ambiente que
0s aerossoOis e pds-quimicos, muitas vezes t€m efeito limitado no controle, podendo afetar
animais nativos da regido que sejam atraidos por essas iscas (BUENO; CAMPOS-FARINHA,
1999).

Embora existam trabalhos que demonstrem a utilizagdo de entomopatdégenos para o
controle de formigas, a maioria diz respeito as formigas cortadeiras. Os trabalhos referentes
tanto a controle bioldgico quanto a presenca de entomopatogenos isolados de colonias de
formigas invasoras estdo concentrados no género Solenopsis, uma vez que essa formiga ¢ uma

séria praga nos Estados Unidos, e as pesquisas referem-se a esse pais na maioria das vezes.
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Mesmo assim, os esfor¢os para esse tipo de controle alternativo ao quimico ainda ndo sao
conclusivos e efetivos.

Minucioso levantamento bibliografico nao revelou trabalhos relacionados a presenga
de organismos entomopatogénicos em colonias de diferentes espécies de formigas invasoras
no Brasil, nem mesmo sua utilizacdo para o controle. Por isso, este trabalho pretende dar
inicio a essa linha de pesquisa, a fim de contribuir com as respostas as frequentes davidas no

que diz respeito ao controle bioldgico de formigas.
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4. OBJETIVOS

A. Avaliar a presenca de organismos entomopatogénicos (fungos e nematdides) em colonias
de espécies de formigas invasoras, tanto em areas com grande densidade de ninhos quanto

em areas com populagdes em equilibrio;

B. Comparar a presenga de entomopatdgenos coletados nos ninhos de formigas com amostras

controle proximos ao ninho;

C. Avaliar a viruléncia dos entomopatogenos coletados nos ninhos, em colonias de formigas

da espécie Monomorium floricola em condi¢des de laboratorio;

D. Avaliar a viruléncia de isolados dos fungos Beauveria bassiana, Metharizium anisopliae e
Paecilomyces sp. mantidos na Colecao de Culturas de Entomopatdgenos Oldemar Cardim

de Abreu do Instituto Biologico em colonias de M. floricola em condigdo de laboratério;

E. Awvaliar a viruléncia dos nematoides Steinernema spp. € Heterorhabditis spp. mantidos na
Cole¢ao de Culturas de Entomopatdogenos Oldemar Cardim de Abreu do Instituto

Bioldgico em colonias de M. floricola em condi¢des de laboratdrio;

F. Avaliar o comportamento das colonias de formigas, em condigdes de laboratorio, na

presenga destes diferentes entomopatdgenos.

G. Estabelecer uma comparagdo entre os entomopatdgenos (fungos) isolados de formigueiros
e os isolados pertencentes as colegdes do Instituto Bioldgico com relacdo a mortalidade
causada nas colonias em condi¢des de laboratério, bem como o comportamento destas

apos o tratamento com fungos.
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5. REVISAO DA LITERATURA

5.1 Defesa Quimica de Formigas

Os insetos sociais, assim como qualquer outro ser vivo enfrentam contaminagdes por
microrganismos que podem acarretar danos as diferentes castas. Mecanismos de protecdo,
morfofisiologicos, quimicos e/ou mecanicos, devem ser eficientes para driblar infecgdes e
morte.

A protecdo se torna crucial quando parasitas e patdgenos entram em contato com 0s
insetos fazendo com que muitos deles produzam componentes com propriedades antibioticas
(VILCINSKAS; GOTZ, 1999). A rapida dispersdo de doencas infecciosas ¢ especialmente
problemadtica em insetos sociais, devido ao grande niimero de individuos que vivem juntos em
uma colonia (BAER; SCHIMID-HEMPEL, 1999).

As formigas sdo conhecidas por terem desenvolvido uma surpreendente variedade de
mecanismos defensivos, utilizados em diversas situagoes. Esta variedade ¢ resultado de uma
importante pressao de selecao exercida por inimigos de todos os tipos, principalmente por
outras formigas (BUSCHINGER; MASCHWITZ 1984).

Os mecanismos de defesa podem ser divididos em quatro categorias: adaptacdes
morfologicas (espinhos cuticulares), armas mecéanicas (mandibulas), armas combinando
caracteristicas mecanicas e quimicas (ferrdo) e a defesa quimica estritamente. Esta tltima ¢ a
defesa dominante e € notavel que quase metade das espécies de formigas atuais perdeu a
funcdo do ferrdo e passou a utilizar varios compostos defensivos produzidos por diferentes
glandulas (BUSCHINGER; MASCHWITZ 1984).

A composi¢ao quimica das secrecdes de defesa € bem conhecida para varias espécies
de formigas (LECLERCQ et al., 2000a). Entretanto, o potencial biologico das atividades
dessas secregoes tem sido raramente investigado (CORNELIUS et al., 1995). As formigas do
género Crematogaster sdo muito abundantes e parte de seu sucesso ecologico deve-se a sua
eficiente defesa quimica. Essas formigas possuem uma alargada glandula de Dufour e um
reduzido e espatulado ferrao utilizado para aplicar suas secrecdes abdominais topicamente nos
tegumentos de seus inimigos, ao invés de injetar veneno como as formigas menos derivadas
fazem (KUGLER 1978). Elas sao capazes de fazer isso movimentando seu gaster para cima e
por cima do torax e da cabeca fazendo com que dessa forma o ferrdo aponte para todas as

direcoes.
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Andlises quimicas das secre¢des abdominais de Crematogaster tém sido
desenvolvidas em diferentes espécies na Europa (DALOZE et al., 1987), Papua Nova Guiné
(LECLERCQ et al., 1997), Brasil (LECLERCQ et al., 2000b,c) ¢ no Quénia (LAURENT et
al., 2003), demonstrando uma alta diversidade de compostos defensivos.

Entre as formigas, os mecanismos de defesa sdo particularmente necessarios nas
Attini. Essas formigas cortadeiras s3o membros de uma complexa simbiose, que inclui um
mutualismo com um fungo cultivado por elas que serve de fonte alimentar (BELT, 1874) e
um actinomiceto que ¢ cultivado, pois seus metabdlitos possuem propriedades antibidticas
(CURRIE et al., 1999). A parceria deste mutualismo tem sido estavel por 50-65 milhdes de
anos, com poucos sinais de resisténcia contra fungos generalistas e bactérias que sdo
utilizados em tratamentos para o controle de formigas em agrossistemas (SCHULTZ et al.,
2005).

Em adicdo aos actinomycetos, as formigas utilizam uma gama de comportamentos e
defesas quimicas contra patéogenos (HUGHES et al.,, 2002). Uma das principais defesas
quimicas envolve a secre¢do da glandula metapleural, uma estrutura utilizada para a
identificacao de formigas, tanto fosseis quanto existentes (HOLLDOBLER; WILSON, 1990).

A morfologia e fisiologia desta glandula variam entre as espécies (SUMMER et al.,
2003) e os estudos indicam que sua principal funcdo estd no controle de infecgdes,
sintetizando compostos antibidticos (NASCIMENTO et al.,1996). Em algumas espécies a
glandula metapleural possui outras fungdes como a producao de feromonios de alarme para a
defesa da coldnia ou compostos que mantém o reconhecimento do grupo (JAFFE; PUCHE
1984).

A forma com que as formigas utilizam as secrecdes antibioticas da glandula
metapleural ainda ndo esta clara. Geralmente assume-se que as formigas nao controlam a
liberacdo e a aplicagdo dos compostos da glandula, mas que os compostos fluem através de
um orificio e se espalham pela cuticula da formiga sendo distribuidos entre os individuos da
colonia através do grooming (comportamento de limpeza social) (NORTH et al., 1997). Ja
outros autores (BROWN, 1968; FERNADEZ-MARIN et al., 2003; FERNANDEZ-MARIN et
al., 2006) observaram que algumas formigas limpam precisamente a abertura da glandula e
acreditam que elas possam regular a utilizacdo das secregdes quando sdo expostas a agentes

infecciosos.
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Quando a glandula metapleural de certas formigas foi fechada artificialmente, pdde-se
verificar que elas foram mais suscetiveis a parasitas do que as formigas que estavam com a
glandula aberta (POULSEN et al., 2002). Além disso, formigas expostas a esporos de fungos
limpam suas glandulas muito mais vezes do que as formigas nao expostas ao fungo
(FERNADEZ-MARIN et al., 2006).

O comportamento de limpeza da glandula metapleural implica numa série de
coordenados movimentos das pernas dianteiras € dos movimentos do corpo que sdo
completamente diferentes dos movimentos das pernas envolvidos no self-grooming, que €
bem descrito para os Hymenoptera (BASIBUYUK; QUIKE, 1999). Um estudo realizado por
Fernandéz-Marin et al. (2006) mostrou que formigas limpam-se entre elas apds a limpeza da
glandula metapleural. Neste estudo os autores observaram que as formigas cortadeiras
derivadas (Acromyrmex e Atta) limpam seus jardins de fungos, substratos, rainhas e os outros
individuos apds tocarem a glandula metapleural, mas os géneros de formigas mais basais nao
o fazem, sugerindo que o uso das secre¢cdes da glandula foi se expandindo ao longo da
evolucao entre os Attini.

Os fungos entomopatogénicos sdo caracterizados por sua habilidade em se replicar
internamente no hospedeiro apos ter penetrado no inseto através da cuticula ou, em alguns
casos, entrando pelo aparelho digestorio por ingestio (BOUCIAS; PENDLAND, 1998).
Muitas espécies de fungos sdo investigadas para a utilizagdo como forma de controle
alternativa (VILCINSKAS; GOTZ 1999), porém, as formigas cortadeiras possuem uma série
de comportamentos ¢ defesas quimicas que as protegem contra esses agentes. A exemplo
,cita-se a limpeza ativa dos individuos (CURRIE; STUART, 2001), o manejo do lixo
(HOLLDOBLER; WILSON, 1990) e a produgdo de antibidticos (CURRIE et al., 1999).

As formigas podem aplicar um “coquetel” de misturas de antibiodticos, incluindo
antibioticos metabolizados por bactérias (CURRIE et al., 1999) e fungos (HERVEY; NAIR,
1979 FERNANDEZ-MARIN et al., 2006), ¢ uma gama de compostos provenientes de
diferentes glandulas exdcrinas, cada uma com multiplos componentes (HOLLDOBLER;
WILSON, 1990). Teorias recentes tém demonstrado que a mistura de dois ou mais diferentes
antibioticos ¢ melhor para prevenir a evolugdo de resisténcia de agentes de doengas
comparados com a utilizagdo de uma sequéncia ciclica do mesmo antibidtico (LEVIN;

BONTEN, 2004).
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Um trabalho realizado por Ortius-Lechner e seus colaboradores em 2000, identificou
cerca de 20 diferentes componentes na secrecdo da glandula metapleural de Acromyrmex
octospinosus, em adigdo aos dois componentes ja conhecidos em outras espécies
(NASCIMENTO et al., 1996). A presenga de diferentes compostos na secrecdo da glandula
metapleural sugere que esta glandula serve como um mecanismo de ampla defesa para muitos
microrganismos (ORTIUS-LECHNER et al., 2000).

Desde 1983, Alves e Sosa-Goémes ja haviam observado uma grande resisténcia de
soldados de 4. sexdens rubropilosa aos fungos B bassiana ¢ M. anisopliae em relagdo as
outras operarias. Beattie et al. (1985) relataram que as secre¢cdes da formiga Myrmecia
tiveram uma atividade fungicida contra B. bassiana e outros entomopatéogenos e em 1996,
Nascimento e seus colaboradores confirmaram a presenga de substancias com atividades
bactericida e fungicida na secrecdo da glandula metapleural de A. sexdens rubropilosa, A.
cephalotes e Acromyrmex octospinosus.

Diehl e Junqueira (2001) utilizaram diversas subcastas de operarias de Atta sexdens
piriventris para comparar a presenga da secre¢do metapelural ao longo de um ano. Além
disso, testaram a atividade tdpica da secregdo em operdrias tratadas com o fungo
entomopatogénico B. bassiana. Foi encontrada uma correlagdo positiva entre o tamanho da
capsula cefélica e a presenga da secrecdo metapleural nas subcastas de jardineiras, operarias
grandes e em soldados. Foram registradas altas frequéncias de operarias de todas as subcastas
infectadas por B. Bassiana. Os autores sugerem que a secre¢ao metapleural ndo esta entre os
principais mecanismos de assepsia da colonia. Em 1990, Billen havia relatado que as
secrecdes da glandula de S. invicta ndo tinham atividade antibidtica e que a higiene das
coloonias ¢ feita pelo veneno alcaldide presente nesta espécie. Outros autores também
descreveram algumas atividades para a glandula metapleural de outras espécies de formigas
que nao a de defesa contra os entomopatdgenos, dentre elas: propriedades inseticidas
(ATTYGALLE et al.,1989), diminui¢ao da quantidade de polen de certas plantas (BEATTIE
et al., 1985), reconhecimento intraespecifico (BROWN, 1968), marcagdo territorial e o
aumento da agressividade de operarias (JAFFE; PUCHE, 1984; CAMMAERTS;
CAMMAERTS, 1998).

Os trabalhos referentes a aplicacdo de entomopatégenos para o controle de formigas e
suas possiveis formas de defesa sdo contraditorios. Os estudos ndo sdo conclusivos e esta area
de pesquisa se torna primordial para que as diferentes formas de controle bioldgico sejam

aprimoradas.
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5.2 Controle Biologico de Formigas

Nos ambientes urbanos, algumas espécies de formigas sdo conhecidas por invadir casas
e outras estruturas humanas (THOMPSON, 1990). Essas formigas causam problemas que
variam desde a transmissdao de doengas até reagdes alérgicas relacionadas com as ferroadas de
algumas espécies (JEMAL; HUGHES-JONES, 1993). De acordo com Whitmore et al. (1992),
mais de um terco das casas nos Estados Unidos sdo tratadas por problemas com formigas.

O controle de formigas na agricultura ¢ em ambientes urbanos usualmente ¢ realizado
com inseticidas quimicos € o controle biologico tem recebido pouca atencao. Entretanto, sua
demanda em solucionar os problemas causados pelas formigas tem aumentado nos ultimos
anos. Trés fatores contribuiram para esse aumento: (1) o desejo em diminuir a exposi¢do aos
quimicos, (2) a procura por taticas alternativas de controle e (3) a baixa eficacia dos produtos
que estao no mercado (PEREIRA; STIMAC, 1997).

Dois fatores importantes devem ser considerados. O limiar do inseto se tornar uma
praga e a sua tolerancia a agentes de biocontrole. O limite para que um inseto seja considerado
praga ¢ o nimero maximo de insetos que possa ser tolerado em um ambiente. Esse nimero ¢
geralmente baixo, especialmente dentro das residéncias, dependendo da localizagdo e da
espécie de formiga presente. Se a presenca de insetos ¢ prejudicial, benéfica ou neutra, varia
entre os humanos. Porém, em ambientes urbanos, a tolerancia ¢ minima (PEREIRA; STIMAC,
1997).

Apesar de alguns agentes de controle biologico serem testados em ambientes externos,
nao ha esforcos em sua aplicagdo em ambientes internos. Um aumento nesta area de pesquisa
se torna necessario antes de tornar comercial esta alternativa de controle em ambientes urbanos
(PEREIRA; STIMAC, 1997).

Outro fator importante a ser considerado ¢ a origem da praga. As formigas de
ambientes internos frequentemente sdo originadas de grandes populagdes de areas externas. O
controle em d4reas internas pode ser temporario, uma vez que podem ocorrer reinfestagdes.
Nestes casos, a origem dessas formigas deve ser avaliada e controlada, ou devem-se tomar
medidas que impegam a migracao destes insetos para os ambientes internos. Além disso, os
ninhos internos podem estar desconectados dos externos e sao de dificil localizagao, portanto a
escolha de um agente de controle que consiga atingir o ninho ¢ essencial (PEREIRA;

STIMAC, 1997).
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As iscas sdo ainda as melhores formulagdes para o controle de formigas tanto em
ambientes internos quanto externos. Os agentes de controle bioldgico podem ser formulados e
depositados em iscas ou em porta iscas € neste caso, sao mais aceitos pela populagdo. Porém, a
aplicacdo desses agentes ¢ mais complexa para o aplicador e requer mao de obra especializada
(PEREIRA; STIMAC, 1997).

Parasitas, predadores e patdgenos sdo utilizados em programas de controle bioldgico.
Cada um destes agentes oferece vantagens, porém alguns sdo mais adaptados a situacdes
urbanas. Todavia, quando se trata de formigas urbanas, algumas precaugdes com o uso de
diferentes agentes devem ser consideradas. Alguns problemas podem estar relacionados com a
natureza de alguns agentes de biocontrole e outros estdo relacionados com a tolerancia humana
e as restricoes para seu uso. Entendendo os possiveis problemas, os agentes de controle
biologico t€ém uma grande chance de se adaptar com sucesso (PEREIRA; STIMAC, 1997).

Muitas das adaptagdes comportamentais das formigas tém trazido frustragcdes ao
homem na tentativa de controld-las de véarias formas. Entender bem tais adaptacdes ¢
importante quando se deseja utilizar agentes de controle bioldgico. O sucesso no controle de
formigas pragas através do uso de parasitoides, predadores ou patdgenos nao tem sido bem
documentado, embora tais inimigos naturais existam (JOUVENAZ, 1983). Talvez a falta de
sucesso ou mesmo a caréncia de esforcos neste tipo de controle devam-se justamente ao
comportamento das formigas. Sua capacidade em afastar parasitdoides (DEBACH, 1974), ou
mesmo de se defenderem contra moscas forideos (WOJCIK, 1989) s3o indicativos da
dificuldade em encontrar um agente de controle eficaz.

As respostas comportamentais na presenga de inimigos naturais podem ser
especialmente importantes quando os patdgenos sdo utilizados como inseticidas microbianos.
Tais comportamentos e interagdes das formigas com outros artropodes parasitas foi revista por
Weeter (1910) questionando se as formigas poderiam ser controladas com os patdgenos do
ambiente que elas habitam. Tal questionamento estava fundamentado no fato de que as
formigas desenvolvem mecanismos que protegem suas coldnias e elas mesmas de serem
contaminadas por fungos e outros microrganismos. Evans (1982) em outro estudo afirmou que
a epizootia por fungos em formigas ¢ rara.

O fascinio em encontrar um controle bioldgico para as formigas esta presente e ¢
evidenciado por diversas pesquisas na area (DREES et al., 1992; JOUVENAZ; MARTIN,
1992; PEREIRA; STIMAC, 1992; PEREIRA et al, 1993a; SANCHEZ-PENA;
THORVILSON, 1992; SIEBENEICHER et al., 1992 ¢ STIMAC et al., 1993) que examinam

seu potencial no controle de Solenopsis invicta, Buren, introduzida nos Estados Unidos.
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Pouco se sabe sobre parasitas e parasitdides de formigas e os exemplos citados na
literatura sdo uma mistura de efeitos prejudiciais e benéficos em relagdo ao interesse humano.
Por exemplo, o acaro Pyemotes tritici, um parasita de Solenopsis invicta (BRUCE; LECATO
1980) causa coceira e outros problemas para o homem e animais domésticos (PEREIRA;
STIMAC, 1997).

Ocorréncias naturais de parasitas e parasitoides servem como indicadores de que esses
organismos podem ser efetivos em programas de controle bioldgico. Uma vantagem ¢ que
estes organismos sao capazes de procurar por seus hospedeiros e podem deixar as populagdes
de formigas pragas. Uma vez estabelecidos no ambiente, o controle do hospedeiro ¢ continuo,
nao necessitando de outra introdugdao (PEREIRA; STIMAC, 1997).

Especificidade ¢ outra vantagem e a maioria dos Hymenoptera e Diptera parasitas e
parasitdides restringe seu ataque a apenas uma unica espécie ou a um grupo de espécies
relacionadas. Esta caracteristica permite o uso destes organismos sem que atinja populagdes de
formigas ndo alvo. Entretanto, a especificidade pode ser desvantajosa em ambientes urbanos,
onde ¢ comum a infestacdo por vdarias espécies de formigas, o que tornaria necessario varios
agentes de controle ou taticas (PEREIRA; STIMAC, 1997).

Os parasitdides mais comuns pertencem as ordens Hymenoptera e Diptera, mas existem
outras ordens também importantes (WOJCIK, 1989). Por serem insetos voadores, sua presenca
em residéncias e em outras estruturas urbanas pode ndo ser desejavel, apesar de seus efeitos
benéficos. A liberagao deliberada de insetos voadores em residéncias pode ndo ser bem aceita
pela populagdo. Além disso, mudangas no comportamento das formigas parasitadas podem
fazer com que elas tornem-se mais aparentes, aumentando o nivel de intolerancia (PEREIRA;
STIMAC, 1997).

O confinamento de insetos parasitas também ¢ um problema em ambientes urbanos
externos. Pelo fato de o controle de formigas urbanas nao ser realizado em areas adjacentes,
como ¢ feito com o controle de mosquitos, os agentes de controle devem estar confinados em
pequenas areas dentro dos limites de uma propriedade. Tal fato cria um sério problema em
areas confinadas quando os parasitas liberados mudam-se das areas de tratamento, causando
uma dilui¢do de seus efeitos sobre as formigas pragas (PEREIRA; STIMAC, 1997).

A falta de candidatos especificos ¢ talvez o problema mais sério no uso de organismos
parasitas para o biocontrole de formigas. Poucas espécies tém sido identificadas atacando
formigas urbanas pragas, ¢ estudos detalhados destes organismos nao tém sido conduzidos.
Entretanto, para formigas lava-pés, uma séria linha de pesquisa com organismos de biocontrole

tém revelado alguns organismos parasitas (JOUVENAZ et al., 1981, JOUVENAZ, 1983).
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Esfor¢os similares a estes, porém para outras espécies de formigas, poderiam revelar
candidatos eficazes para o controle bioldgico em ambientes externos (PEREIRA; STIMAC,
1997).

Os ectoparasitas sdo organismos que atacam exteriormente e extraem seus nutrientes
das formigas que os hospedam. A presenca destes parasitas causa o enfraquecimento do
hospedeiro e pode levar & morte e a um declinio da coldnia. Os 4caros sdo os ectoparasitas
mais comuns, embora muitos dos acaros encontrados nas formigas apresentem uma relagao
mutualistica com seus hospedeiros (HOLLDOBLER; WILSON, 1990).

Os endoparasitoides completam seu desenvolvimento no interior da cavidade corporal
das formigas. Muitas espécies de moscas e vespas tém sido identificadas parasitando formigas
(DISNEY, 1980; FEENER, 1981; WALLER; MOSER 1990) e algumas espécies de moscas
sdao consideradas agentes de biocontrole para as formigas lava-pés introduzidas nos Estados
Unidos (PORTER et al., 1995). Apesar de estes parasitdides poderem causar a reducdo de
populacdes de formigas em condigdes naturais, seus efeitos em populagdes urbanas irdo
depender da adequacdo destes parasitdoides ao microclima urbano (PEREIRA; STIMAC,
1997).

Alguns insetos e outros artropodes sdo conhecidos por ocorrerem em colonias de
formigas e sdo denominados mirmeco6filos (HOLLDOBLER; WILSON, 1990). Dentre esses
organismos, muitos t€ém potencial em parasitar. A biologia dos mirmecofilos ndo ¢ bem
estudada e, portanto a sua relacdo com as formigas ndo ¢ bem compreendida. Sabe-se que
alguns destes organismos sdo responsaveis por efeitos prejudiciais nas colonias de formigas
(HOLLDOBLER; WILSON, 1990), e estudos detalhados poderiam revelar seu potencial como
agentes de controle bioldgico (PEREIRA; STIMAC; 1997).

Os predadores sdao organismos, usualmente insetos e outros artropodes, que consomem
insetos como sua principal fonte de alimentagdo. A utiliza¢ao de predadores como as joaninhas
e neurdpteros ¢ bem documentada para o controle de pragas de jardins e da agricultura.
Predadores de formigas, principalmente os de rainhas recém fecundadas sdo relatados na
literatura (WHITCOMB et al., 1973; NICHOLS; SITES, 1991. Apesar da predagdao ser muito
importante na redu¢ao do nimero de rainhas recém fecundadas durante o estabelecimento de
novas coldnias, a alta capacidade reprodutiva das espécies de formigas compensa a

mortalidade desses individuos reprodutivos (PEREIRA; STIMAC; 1997).
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Os predadores de formigas variam de pequenos insetos (outras formigas e besouros) a
grandes animais como aranhas, passaros ¢ mamiferos. O tamanho destes animais os torna
indesejaveis como agentes de controles em residéncias (PEREIRA; STIMAC; 1997).

As vantagens e desvantagens citadas para os parasitas e parasitdoides também valem
para os organismos predadores. Entretanto, o maior problema dos predadores ¢ que sdo pouco
especificos e sua utilizagdo como agentes de biocontrole deve ser cautelosa, uma vez que
podem atingir organismos benéficos. Por exemplo, a introducdo de espécies de formigas
generalistas para o controle como sugerido por Buren (1983) pode ser perigoso, pois €
impossivel garantir que estas formigas ndo se tornem pragas. Apesar do uso de predadores
generalistas como agentes de biocontrole ser possivel, sua utilizagdo deliberada em ambientes
urbanos nao ¢ indicada. Assim como os parasitdides, problemas com doencas e entomofobia
podem impedir a dispersdo em massa de predadores para o controle de formigas em ambientes
urbanos, principalmente em areas internas (PEREIRA; STIMAC; 1997).

Os patogenos sdo organismos que causam doencas em formigas. Sdo utilizados no
controle bioldégico ¢ nao causam danos aos humanos e animais domésticos, exceto pela
possibilidade de causarem reagdes alérgicas. Estes patdgenos estdo cada vez mais sendo
considerados como formas de biocontrole de pragas agricolas e urbanas, inclusive formigas
(JOUVENAZ, 1986). Existe uma grande variacdo de efeitos desses patdgenos sobre
populacdes de insetos. Alguns causam doengas cronicas ndo levando a mortalidade imediata,
mas enfraquecem os individuos e a colonia. Outros causam infec¢des agudas e a mortalidade
dos insetos em poucos dias. Ambos os tipos t€m sido propostos como formas de controle
microbiano para diferentes espécies de pragas, mas os estudos sdo limitados quando se trata de
formigas pragas (PEREIRA; STIMAC; 1997).

Em contraste como os parasitoides e predadores, os patdogenos ndo se movem
ativamente e podem ser contidos facilmente, prevenindo problemas em atividades humanas.
Pelo fato de alguns patdgenos serem aplicados na forma de esporos que infestam seus
hospedeiros, nenhuma outra forma de substrato se faz necessaria para sua nutricdo e
crescimento. Além disso, a biologia e ecologia desses organismos sdo relativamente simples e
sdo mais rapidos em seu modo de a¢ao quando comparados com os parasitas e parasitoides.
Por sua rapida ag¢do e sua ndo especificidade, os patogenos sdo considerados os principais
organismos a ser utilizados como agentes de controle microbiano de formigas (PEREIRA;

STIMAC; 1997).
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Existe um certo grau de microbiofobia entre os humanos e seria necessario que
programas educacionais fossem realizados para garantir que o controle microbiano de pragas
urbanas seja seguro. Alguns fungos utilizados no controle de formigas podem causar reagdes
alérgicas em pessoas sensiveis. Este fato deve ser considerado ao se formular um produto
(PEREIRA; STIMAC; 1997).

Condi¢des como temperatura ¢ umidade podem afetar o desempenho dos patdgenos
apo6s a aplicagdo. Tais condigdes também sdao importantes durante a estocagem dos produtos
formulados com esses organismos, afetando seu tempo de prateleira. A requisi¢do por
condi¢des ambientais especificas na estocagem e apds a aplicagdo podem ser um entrave para a
comercializacdo e adogdo destes agentes de controle microbiano. As caracteristicas das
formulacdes contendo patogenos de formigas podem afetar a dose e a aplicagdo. Iscas
formuladas com o fungo B. bassiana para o controle de formigas de areas internas e externas,
devem ser preparadas para sobreviver as condigdes ambientais e serem ainda atrativas para
diferentes espécies de formigas. Para outras formulagdes também existem preocupacdes
semelhantes quando se trata da sobrevivéncia dos patogenos e de sua aplicacdo (PEREIRA;
STIMAC; 1997).

Muitos fatores afetam a presenca e a eficacia dos patégenos em populagdes de insetos
sociais. Os mais importantes sdo: (1) a genética das populacdes de insetos sociais (SHERMAN
et al., 1988); (2) o comportamento social (OI; PEREIRA, 1993b) e (3) o ambiente da colonia.
A variabilidade genética afeta a suscetibilidade das formigas as doencas. O comportamento
social, como a limpeza das coldnias, cuidado com a cria, € o grooming podem eliminar as
unidades infectivas dos patdgenos ou contribuir para a transmissao destes entre os individuos
da colénia ou entre colonias. As condi¢cdes ambientais das colonias podem favorecer os
patogenos com sua temperatura ¢ umidade além de protegé-los da radiacdo UV (PEREIRA;
STIMAC; 1997).

Entretanto, as secre¢des produzidas pelas formigas e pelos simbiontes presentes nas
coldnias podem ser prejudiciais aos microrganismos (JOUVENAZ et al., 1972, STOREY et
al., 1991). Portanto a escolha de um agente de biocontrole deve ser adaptada ao méximo as
condig¢des de uma coldnia de formigas (PEREIRA; STIMAC; 1997).

Pouco se sabe sobre doencas de formigas causadas por bactérias e sua ocorréncia nao ¢
nem mesmo mencionada em trabalhos como Holldobler e Willson (1990). Entretanto, em
outros Hymenoptera como as abelhas meliferas, as bactérias sdao importantes agentes de

controle (PEREIRA; STIMAC; 1997).
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As bactérias sdo geralmente encontradas como patdgenos de larvas e pelo fato de a
maioria dos estudos estar relacionada com observagdes ¢ coletas de individuos adultos, a
importancia das bactérias infectando estagios larvais nao ¢ bem reconhecida. A falta de
candidatos especificos ¢ o maior obstaculo para o uso de bactérias para o controle de formigas.
As vantagens estdo na facil reprodu¢do e nos baixos custos de material relacionados com sua
atividade biologica. Além disso, as bactérias usualmente infectam através do trato digestorio e
podem ser incorporadas em iscas atrativas para formigas (PEREIRA; STIMAC; 1997).

Os relatos sobre bactérias associadas com formigas podem ser divididos em trés
classes: (1) associacdes ndo patogé€nicas com adaptacdes ecoldgicas da bactéria as condigdes
ambientais da colonia; (2) patégenos verdadeiros encontrados infestando formigas e; (3)
patogenos de outros insetos testados contra formigas. O grupo dos patdégenos verdadeiros pode
atuar como vetor de toxinas ou outros agentes de controle no interior da colonia. As bactérias
patogénicas de outros insetos tém sido testadas sem muito sucesso (JOUVENAZ et al., 1980;
JOUVENAZ 1990; MILLER; BROWN, 1983). Apesar das bactérias isoladas de outros
hospedeiros que ndo formigas causarem um baixo nivel de mortalidade, as bactérias isoladas
diretamente de formigas tornam este potencial de mortalidade maior (PEREIRA; STIMAC;
1997).

Os protozoarios sdo relativamente faceis de ser encontrados em adultos e crias de
espécies de Solenopsis, pela sua abundancia e tamanho grande. Porém estes organismos nao
foram encontrados em outras espécies de formigas (PEREIRA; STIMAC; 1997). Alguns
protozodrios sao importantes na regulacao de populagdes de formigas (BRIANO et al., 1995a)
e tém sido considerados como agentes de controle bioldgico de formigas lava-pés
(PATTERSON, 1994).

Dois microsporideos tém recebido atengdo em pesquisas com Solenopsis spp.:
Thelohania solenopsae e Vairimorpha invictae. T. solenopsae foi encontrado nos Estados
Unidos, demonstrando sua dispersdo naturalmente entre as coldnias. V. invictae causou um
declinio das colonias a que estava associado, e estd sendo atualmente avaliado quanto a sua
especificidade em relagdo ao hospedeiro e suas formas de liberagao nos Estados Unidos (OI;
VALLES, 2009).

T. solenopsae ¢ um patdgeno intracelular obrigatorio e foi observado pela primeira vez
em espécimes de S. invicta conservados em dalcool, coletados em 1973, em Cuiaba, Mato
Grosso do Sul, Brasil (ALLEN; BUREN, 1974). Ele ¢ relativamente comum em formigas lava-
pés na América do Sul, sendo encontrado em 25% dos levantamentos realizados (BRIANO et

al., 1995b; 2006). Desde seus primeiros relatos, foi demonstrado que as colonias infectadas
ZARZUELA, M.F.M., 2010.



34

Isolamento de Entomopatogenos em Coléonias de Formigas Invasoras e sua Aplica¢do para o Controle

eram menores ¢ menos vigorosas (ALLEN; BUREN, 1974). Subsequentes observacdes na
América do Sul sugeriram que as infecgdes por 7. solenopsae eram cronicas e provocavam
doencgas causando um declinio da populacao destas formigas rapidamente (ALLEN; KNELL,
1980).

A descoberta de T. solenopsae nos Estados Unidos em 1996, (WILLIAMS et al., 2003)
e sua habilidade em iniciar infec¢des transferindo crias de coldnias infectadas (OI et al., 2001)
permitiu ainda documentacdes de efeitos prejudiciais em coldnias de S, invicta nos Estados
Unidos.

Inoculagdes em colonias de laboratorio contendo uma ou varias rainhas resultaram em
88 e 100% de redugdo das crias com 29 e 52 semanas ap0ds a inoculagdo, respectivamente. As
rainhas de coldnias infectadas pesam menos, apresentam uma diminui¢do na oviposi¢ao e
morrem antes das rainhas de colonias saudaveis (OI; WILLIAMS, 2002). Evidéncias de
transmissdo transovariana também foram reportadas tanto em S. richteri quanto em S. invicta
(VALLES et al., 2002).

V. invictae, outro microsporideo também descrito em S. invicta, foi coletado no inicio
de 1980 em coldnias no Mato Grosso do Sul, Brasil (JOUVENAZ; WOJCIK, 1981). Este
protozoario foi detectado em 2,3% de 2528 colonias de S. invicta e S. richteri em 13% dos 154
lugares visitados na Argentina no periodo de 1991-1999.

Evidéncias da patogenicidade desse protozoario em laboratério foram observadas,
incluindo a rapida mortalidade entre os individuos infectados, operarias adultas ndo se
alimentando e altas taxas de infec¢do entre formigas mortas e vivas (BRIANO; WILLIAMS,
2002).

A especificidade em relacdo a seus hospedeiros faz com que a utilizag¢do de V. invictae
como agente de controle bioldgico seja favoravel. Os estudos estdio em andamento para
garantir a aprovacao da sua liberagao (OI; VALLES, 2009).

Os protozoarios patogénicos sdo altamente especificos e, portanto, bons candidatos a
serem introduzidos em 4reas naturais. Entretanto, sua complexa biologia, incluindo a
necessidade em utilizar um hospedeiro intermediario ou alternado, em alguns casos pode
complicar o uso destes organismos em programas de controle. Outro fator a ser considerado ¢
que os protozoarios dependem de um hospedeiro vivo e a sua produgdo em grande escala pode
ser dificil (PEREIRA; STIMAC; 1997).

Embora os virus sejam considerados importantes agentes de controle bioldgico contra
varios insetos praga (LACEY et al.,, 2001), seu potencial de controle contra formigas

Solenopsis ndo tem sido bem examinado. Através da utilizacdo das técnicas moleculares,
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alguns virus infestando formigas lava-pés nos Estados Unidos tém sido descobertos e
caracterizados. Solenopsis invicta virus-1 pode ser transmitido facilmente para colonias nao
infestadas resultando geralmente na morte da col6nia. Este virus aparentemente causa
infecgdes persistentes e assintomaticas e se replicam quando o hospedeiro estd em condi¢des
de estresse (OI; VALLES, 2009).

Por seu diminuto tamanho, os virus sdo provavelmente negligenciados quando a
mortalidade de formigas em colonias ¢ observada. A auséncia de estudos nesta drea nao os
torna possiveis agentes de biocontrole, apesar de muitas viroses serem conhecidas em outros
Hymenoptera (BAILEY, 1973). As dificuldades em sua produgdo, por necessitar de um
hospedeiro vivo, também impedem a utilizacdo dos virus no controle bioldgico (PEREIRA;
STIMAC; 1997).

Os nematoides sdo comumente relatados ocorrendo em formigas (POINAR, 1975;
BEDDING 1984), talvez pelo seu tamanho grande e pelas evidentes deformagdes causadas no
corpo de seus hospedeiros. Apesar dos nematdides moverem-se ativa e independentemente
como os parasitas e¢ predadores, eles ndo sdo rapidos o suficiente para infestar formigas. As
iscas podem facilitar a aplicacdo dos nematdides para o controle de formigas, porém, eles
podem escapar das iscas e perder a oportunidade de encontrar seus hospedeiros (PEREIRA;
STIMAC; 1997).

Estudos iniciais realizados por Poole (1976) e Quattlebaum (1980) demonstraram que
os nematoides entomopatogénicos tém um potencial para controlar formigas Solenopsis sp..
Nestes estudos, os autores relatam que os nematoides possuem uma habilidade em invadir
insetos adultos e, portanto, matar as rainhas das formigas (JOUVENAZ; LOFGREN, 1990).
Embora algumas espécies de nematodides sejam descritas infestando formigas, a maioria destes
organismos ndo tem um potencial para ser utilizado comercialmente como agentes de controle
biologico (PEREIRA; STIMAC; 1997).

A utilizacdo dos nematoides pode ser ineficaz em razdo dos comportamentos das
formigas. Pelo seu grande tamanho, as formigas podem rapidamente reconhecé-los e remové-
los durante o grooming. Este reconhecimento pode engatilhar uma série de mudancas
comportamentais que limitam a acao dos nematodides (DREES et al., 1992).

Os fungos sdo os patdogenos mais frequentes reportados em populacdes de formigas.
Esta frequéncia de trabalhos ndo significa que eles sejam os patdgenos naturais mais
importantes (OI; PEREIRA, 1993b). Outras razdes influenciam o reconhecimento dos fungos

como patdogenos de formigas, como suas peculiares estruturas ¢ mudangas causadas no
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comportamento das formigas. Formigas infestadas por fungos podem mudar seu tempo de
forrageamento (POINAR et al., 1989) ou mudarem-se para outras areas (EVANS, 1982).

Pelos muitos exemplos de epizootias em populacdes de formigas (EVANS, 1974; 1982;
1989; EVANS; SAMSON, 1984), os fungos sdo excelentes candidatos para o controle
biologico de formigas. As ocorréncias naturais podem demonstrar que estes patdgenos podem
espalhar-se por toda a colonia e afetar um grande nimero de individuos (PEREIRA; STIMAC;
1997).

Os fungos Conidiobolus e M. anisopliae foram detectados em 0,3 e 0,5%,
respectivamente, em aproximadamente 1000 rainhas de S. invicta coletadas no Texas.
(SANCHEZ-PENA, 1992).

Diferentemente dos outros patogenos, a infec¢ao por fungos ocorre através da cuticula
dos hospedeiros. Esta penetracao através da cuticula representa um obstaculo quando iscas sao
utilizadas. Outras iscas que sdo ingeridas sem muito contato com a parte externa no inseto nao
sdo eficazes. As formulagdes utilizadas devem promover o contato entre os esporos dos fungos
e a cuticula das formigas (PEREIRA; STIMAC; 1997).

Virias espécies de fungos, como B. bassiana € M. anisopliae tém um grande potencial
de serem desenvolvidas comercialmente como agentes de biocontrole (ALVES et al., 1988; Oi
et al. 1994; PEREIRA et al., 1993a; STIMAC et al., 1987; STIMAC; ALVES, 1994). Estes
fungos tém demonstrado eficécia e outras vantagens sobre os produtos quimicos no controle de
pragas (LOUREIRO; MONTEIRO, 2004).

Silva e Diehl-Fleig (1988) testaram diferentes linhagens de B. bassiana € M. anisopliae
como possiveis agentes de controle microbioldgico de Atta sexdens piriventris, espécie de
grande ocorréncia no Estado do Rio Grande do Sul. Por meio de bioensaios em laboratorios e
testes de campo os autores concluiram que os fungos poderiam ser empregados como agentes
de controle da formiga. Colonias de A. sexdens piriventris, inoculadas com os fungos
apresentaram redugdo total de atividade externa 60 dias apos a aplicagdo dos patdgenos e esta
situacdo manteve-se em observagoes realizadas até trés anos ap6s. Em areas sem cobertura
florestal, os fungos B. bassiana e M. anisopliae foram encontrados infectando S. invicta e A.
sexdens piriventris (ALLEN; BUREN, 1974; DIEHL-FLEIG et al., 1988; PEREIRA 1993a).

Estudos de laboratdrio tém demonstrado que M. anisopliae € B. bassiana podem causar
100% de mortalidade de grupos isolados de formigas cortadeiras (ALVES; SOSA GOMEZ
1983; BLOWERS 1994; JACCOUD 1996; KERMARREC et al., 1986; LIMA et al., 1986;
SILVA; DIEHL-FLEIG 1988). Segundo Quiroz (1996), os fatores de mortalidade mais

importantes para rainhas de Atta mexicana sdao os fungos entomopatogénicos. Em
ZARZUELA, M.F.M., 2010.



37

Isolamento de Entomopatogenos em Coléonias de Formigas Invasoras e sua Aplica¢do para o Controle

levantamentos realizados pelo autor, no México, foram identificadas vérias espécies,
destacando-se nos ensaios de patogenicidade B. bassiana e Paecilomyces farinosus, como 0s
mais promissores no controle biolégico.

Entretanto os experimentos demonstram uma menor eficacia quando hé a aplicagdo
destes fungos em coldnias completas (KERMARREC; DECHARME, 1982; KERMARREC et
al., 1986). Esta baixa eficicia em colonias ¢ atribuida a diversas respostas comportamentais e
fatores quimicos (JACCOUD et al., 1999).

As formigas cortadeiras sdo extremamente eficientes no reconhecimento de agentes
danosos para a colonia, como os microrganismos entomopatogéncos (KERMARREC;
DECHARME, 1982; KERMARREC et al., 1986). Elas prontamente removem qualquer
material contaminado para fora do ninho, incluindo formigas mortas e desta forma, previnem a
dispersdo de contaminagao para outros membros da colonia (KERMARREC et al., 1986).

O controle bioldégico microbiano de formigas cortadeiras tem sido questionado devido
ao fato desses insetos sociais reconhecerem agentes patogénicos e emitirem reagdes
comportamentais de defesa (KERMARREC et al., 1986).

Apesar de todos os mecanismos de defesa que as formigas cortadeiras possuem, alguns
trabalhos relatam o sucesso na utilizacdo de controle bioldgico dessas espécies. Silva e Diehl-
Fleig (1988) observaram uma reducdo no forrageamento de adultos de 4. sexdens piriventris
apos seis dias da aplicag@o de suspensdes de esporos ou formula¢des em p6d de B. bassiana e
M. anisopliae. Trabalhos em campo em colonias de Acromyrmex atingiram mais de 87% de
controle com esporos de B. bassiana formulados em graos de arroz e aplicados diretamente nos
jardins de fungo (DIEHL-FLEIG et al., 1993; SILVA et al., 1993).

Os fungos entomopatogénicos possuem um bom potencial como agentes de controle
biologico de formigas cortadeiras. Porém, a maioria dos estudos concentra-se quase que
exclusivamente na realizacdo do controle ¢ ndo ha um exame detalhado da epizootiologia da
infec¢do entomopatogénica dentro das coldnias dessas formigas (JACCOUD et al.,1999).

Com relagdo as espécies de formigas invasoras, o controle biologico de Solenopsis spp.
¢ especialmente realizado com patdgenos, e tal forma de controle ¢ vista por muitos
pesquisadores como a Unica tatica sustentavel de supressdo dessas formigas. Pesquisas
baseadas em microscopia conduzidas na América do Sul durante as décadas de 70 e 80
levaram a descoberta de alguns fungos infestando formigas lava-pés. O fungo B. bassiana 447
(ATCC 20872; Bb447) causa mortalidade, mas as infec¢des nao sdao espalhadas para as rainhas

e uma transmissao intercolonial ndo foi evidenciada (OI; VALLES, 2009).
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Testes de campo e em laboratério tém demonstrado o potencial dos fungos
entomopatogénicos para o controle de formigas lava-pés (BROME 1974; OI et al., 1994;
PEREIRA et al., 1993b; STIMAC et al., 1987). O fungo B. bassiana foi testado como
ingrediente em iscas para varias formigas urbanas pragas, como lava-pés, formigas carpinteiras
e formiga do farad. Os resultados demonstraram que este fungo pode ser eficaz em iscas
comerciais contra algumas espécies de formigas (PEREIRA; STIMAC; 1997).

A espécie S. richteri € suscetivel a B. bassiana tanto em estagios larvais quanto em
adultos. Neste trabalho, foi observada uma mortalidade de 90% (BROOME, 1974).

Experimentos de laboratorio revelaram que B. bassiana causa morte quando ¢ borrifada
na superficie do solo, quando ¢ injetada no interior dos ninhos, ou quando os conidios sdo
misturados no solo (STIMAC et al., 1993). Inje¢des de conidios formulados em pd foram os
tratamentos mais efetivos, pois ocorre um melhor contato com o fungo e seu hospedeiro e sao
necessarias pequenas doses para um resultado promissor. Além disso, o controle de S. invicta
foi obtido através da aspersdo de suspensdes de conidios em condi¢des de laboratdrio
(STIMAC et al., 1993).

Oi e seus colaboradores (1994) avaliaram que a aplicagao do fungo B. bassiana em
colonias de S. invicta em laboratdrio ndo causa alta mortalidade e sim repeléncia das operarias.
J4 em campo a mesma formulacdo ocasiona a migragdo das coldnias.

Na maioria dos experimentos de campo o fungo B. bassiana nio ¢é efetivo, isso porque
as formigas ndo mantém o contato com o fungo tempo suficiente para que a infeccao ocorra.
Em testes prévios S. invicta removem as iscas contendo o fungo que sao colocadas diretamente
nos ninhos, ndo promovendo a reducdo de suas populac¢des. Entretanto, iscas com 6leo de
amendoim aumentam a dispersdo destes pellets de fungos e reduz a populagdo das formigas
(BEXTINE; THORVILSON, 2004).

Isolados de B. bassiana 447 em S. invicta no Brasil foram avaliados contra as formigas
lava-pés no final dos anos 80. Este fungo pode ser cultivado eficientemente em arroz para a
produgdo de esporos (STIMAC et al., 1993; STIMAC; ALVES, 1994). Quando adultos de S.
invicta receberam aspersdo direta com suspensdes de 10° esporos/mL de B. bassiana 447,
praticamente ocorreu 100% de mortalidade e a evidéncia da mortalidade apareceu em 88% dos
cadaveres (PEREIRA et al., 1993b). Entretanto, aplicacdes em campo de varias formulagdes de
esporos deste mesmo fungo diretamente sobre os ninhos fizeram com que 48 a 100% dos
ninhos permanecessem ativos ou houvesse mudanga de local. A infecg¢ao foi confirmada em 52

a 60% de formigas adultas e foram observadas pilhas de crias infectadas (OI et al., 1994).
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A ineficacia do controle biologico utilizando-se fungos em condigdes de campo pode
ser resultado de uma série de fatores. A transmissdo entre colonias pode ser limitada pelo
comportamento de higiene das formigas, como a remocao dos esporos pelo grooming e o
descarte dos cadaveres para fora da colonia antes da esporulacdo do fungo (OI; PEREIRA
1993b; SIEBENEICHER et al., 1992). O veneno das formigas lava-pés pode também inibir a
germinagdo dos conidios de B. bassiana (STOREY et al., 1991).

Em adigdo as aplicacdes diretas de esporos nos ninhos de formigas, formulacdes de
iscas tém sido desenvolvidas com B.bassiana 447 e outros isolados desta mesma espécie de
fungo. Entretanto, o contato com os esporos € a germinac¢do na cuticula das formigas devem
existir para que a infec¢do ocorra. As formulagdes que promovem este contato e sdo atrativas
sao as mais adequadas (PEREIRA; STIMAC; 1997).

Hé mais de 20 anos Jouvenaz (1986) discutia as restrigdes da utilizagdo de patdgenos
para o controle bioldgico de Solenopsis spp. O que estava faltando era o conhecimento da
biologia dos patogenos das formigas, assim como o modo de transmissdo entre as colonias e de
métodos eficazes para o isolamento destes patogenos. Exames utilizando-se da microscopia
revelaram fungos e outros microrganismos formadores de esporos, € agora as técnicas
moleculares t€ém permitido a descoberta e caracterizacdo de virus. A biologia molecular
continuard contribuindo para o aumento dos conhecimentos na biologia e ecologia dos
patdgenos da formigas lava-pés e devem desempenhar um papel importante na solucdo das
limitagdes das transmissdes de patogenos entre formigas (OI; VALLES, 2009).

As espécies de Solenopsis e sua alta capacidade reprodutiva, mobilidade, e
adaptabilidade, tornam a sua erradicagdo assustadora na melhor das hipoteses. O controle
bioldgico auto-sustentavel ¢ um dos poucos, porém ndo o Unico, método de controle que
oferece a possibilidade de uma longa supressao. Outros patogenos de formigas lava-pés devem
ser encontrados, estudados e introduzidos para o controle destas infestagdoes. Pesquisas em
andamento utilizando-se patdgenos para o controle bioldgico e o controle microbiano de
formigas Solenopsis devem fornecer mais beneficios mensuraveis e promover modelos

utilizaveis para o controle de outras formigas invasoras (OI; VALLES, 2009).

ZARZUELA, M.F.M., 2010.



40

Isolamento de Entomopatogenos em Coléonias de Formigas Invasoras e sua Aplica¢do para o Controle

6. MATERIAL E METODOS

6.1 Ocorréncia de entomopatogenos em colonias de formigas invasoras no Brasil

6.1.1 Coletas

Foram coletadas amostras de solo de formigueiros em regides com ocorréncia de
populagdes de espécies invasoras, que nesses locais ocasionam impactos na populacdo de
formigas nativas. Também foram realizadas coletas em solos de formigueiros de espécies
invasoras, cujas populagdes encontravam-se em equilibrio.

As areas consideradas infestadas ou em equilibrio foram definidas por meio de
observagdes da quantidade de ninhos por metro quadrado. Para a elaboragdo da metodologia
deste estudo, a metragem das areas visitadas foi transformada em hectare para melhor
comparagdo com outros trabalhos. Segundo Lofgren e Williams (1984), Porter (1992), Porter
et al. (1991), Porter et al. (1992), Malcom e Porter (1996), Porter et al. (1997), Milks et al.
(2007), o naimero de ninhos por hectare nos Estados Unidos em areas consideradas altamente
infestadas por formigas lava-pés, varia de 170 a 640 ninhos por hectare. Nossas observagdes
nas regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste do Brasil ndo demonstraram esta densidade nas areas
invadidas por espécies de formigas. Segundo Williams, (1995) poucos sdao os casos
conhecidos no Brasil de niveis elevados de infestacao S. invicta ou mesmo por outras espécies
muito proximas a ela. Nos ambientes alterados pela atividade humana pode ocorrer aumento
na densidade populacional das formigas lava-pés, ocasionando os mesmos problemas de
outras regioes do mundo onde foram introduzidas; porém, sdo pouco divulgados. Um caso de
infestacdo de grande propor¢ao pelas formigas lava-pés ocorreu no inicio dos anos 1990,
quando invadiram a cidade de Envira no Estado do Amazonas causando calamidade publica.
Outras cidades daquele Estado passam por situacdo semelhante, como Eirunepé, e em
Macapé, ha altos indices de ocorréncia. A presenca dessa formiga em monocultura de Parica,
no sudeste do estado do Para, vem causando danos econdmicos consideraveis (LUNZ et al.
2007, 2009).

Diante de nossas observagdes nas regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste do Brasil, as
areas com 40 ninhos por hectare foram consideradas infestadas e abaixo de 40 ninhos por

hectare, areas em equilibrio.
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As coletas ndo foram realizadas em igual nimero em todos os Estados, uma vez que os
locais foram visitados de acordo com informagdes recebidas sobre a ocorréncia das diferentes
espécies de formigas.

Foram realizadas duas coletas para cada formigueiro, sendo uma amostra de solo do
proprio formigueiro e outra, que serd denominada amostra controle, do solo a uma distancia
de 3 metros do ninho. As amostras foram retiradas a uma profundidade de 10 a 15 centimetros
com o auxilio de uma pa e imediatamente colocadas em sacos plasticos e levadas ao
laboratorio para processamento (Figuras 1 e 2). Nestas coletas, eventualmente, algumas
formigas foram levadas junto com o solo para o laboratério, porém, foram descartadas

posteriormente. As formigas foram identificadas sempre que possivel em nivel especifico.

Figura 1. Ilustracdo da coleta de um formigueiro. Foto: Zarzuela, M.F.M.
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Figura 2. Amostra de solo de formigueiro sendo
armazenada em saco plastico para posterior analise em
laboratoério. Foto: Zarzuela, M.F.M.

6.1.2 Isolamento dos nemato6ides entomopatogénicos

As amostras de solo coletadas foram distribuidas dentro de frascos de vidro (600 mL),
sendo um frasco para cada amostra, juntamente com 5 larvas de Galleria mellonella
(Lepidoptera: Pyralidae), traga das colméias, obtidas de criagdo em laboratorio, as quais
serviram como iscas para nematdides entomopatogénicos possivelmente presentes no solo
(Figura 3). Quando necessario, os frascos foram completados com dgua de forma a manter
umidade suficiente para que os nematodides pudessem alcangar as larvas. Os frascos foram
tapados e acondicionados em sala com temperatura ambiente e fotofase de 12 horas.

ApoOs uma semana, as larvas encontradas mortas foram transferidas para Armadilha de
White visando o isolamento e identificacdo dos nematoides. Essa armadilha consiste de uma
placa de Petri de 9 cm de diametro. No centro da placa ¢ disposta uma tampa plastica de 5 cm
de diametro sobre a qual coloca-se uma folha de papel de filtro de 6 cm de diametro. A placa
¢ preenchida com agua até o nivel da tampa plastica e o papel filtro permanece com a borda
mergulhada na agua. Sobre o papel filtro sao depositados os cadaveres das larvas de G.

mellonella, infestadas pelo nematoide que migra para a dgua facilitando sua coleta (Figura 4).
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Figura 3. Amostras de solo acondicionadas em vidros junto com
larvas de Galleria mellonella para isolamento de nematodides. Foto:
Zarzuela, M.F.M.

Figura 4. Ilustragdo de uma Armadilha de White. Foto: Leite, L.G.

6.1.3 Isolamento dos fungos entomopatogénicos

Para isolamento de fungos entomopatogénicos foram utilizadas as mesmas amostras
para coleta dos nematoides, sendo retirado 1g de solo perfazendo subamostras. As
subamostras foram acrescidas a um volume de agua na propor¢ao de 1:100 (solo: agua). Apos
agitacdo com auxilio de um aparelho do tipo Vortex, foram feitas dilui¢des sucessivas,
totalizando cem vezes e em seguida, foi feita a inoculacdo em meio de cultura (Dodini). Para
1sso, 0,1 mL da ultima diluigdo foi retirado em camara de seguranca bioldgica modelo Bioseg

12, Grupo Veco e inoculado na superficie de meio seletivo (Dodini) em placa de Petri e
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posteriormete espalhado com uma alca de Drigalsky. As placas foram incubadas invertidas
(com o fundo voltado para cima) a 27°C + 1. O crescimento e a esporulagdao dos fungos foram
avaliados entre 7 e 15 dias apods a inoculagdo. Confirmada a presenga do fungo na placa de
Petri, este foi repicado mais uma vez para outra placa contendo meio de cultura B.D.A., tendo
em vista garantir o isolamento do patogeno livre de contaminantes.

Os fungos isolados foram depositados na forma de conidios puros, em microtubos de
1,5 mL do tipo Ependorff® e acondicionados em “freezer” a -12°C para posterior aplicagdo
nos formigueiros em laboratorio. Estes isolados foram depositados na Colegdo de

Entomopatdgenos Oldemar Cardim de Abreu do Instituto Bioldgico.

6.2 Suscetibilidade de colonias de Monomorium floricola em laboratério aos

entomopatdgenos

Colodnias de Monomorium floricola (Hymenoptera: Formicidae) mantidas no Insetario
do Instituto Bioldgico foram submetidas a testes para avaliar sua suscetibilidade aos
entomopatatégenos isolados das colonias em campo e aos entomopatdgenos ja existentes nas
colecdes do Instituto Bioldgico. A escolha desta espécie de formiga nesta etapa do trabalho
deve-se ao fato de ser uma das principais espécies que causam problemas em areas urbanas e
por se tratar de um grupo de formigas com a metodologia de criagdo ja bem estabelecida e
bem sucedida em laboratorio, o que facilita as andlises.

Apesar dos entomopatdogenos terem sido isolados de outras espécies de formigas
invasoras, a proposta apresentada aqui ¢ uma tentativa de encontrar uma forma de controle
alternativa ao controle quimico, além de observar a resposta destas formigas a aplicacdo de
entomopatogenos, em condigdes de laboratorio. Para tanto, foram avaliadas as eficiéncias dos
microrganismos entomopatogénicos isolados dos formigueiros e dos microrganismos
entomopatogénicos isolados de outros insetos ja depositados na colecdo do Instituto

Biologico.
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6.2.1 Suscetibilidade a Nematéides Entomopatogénicos

6.2.1.1 Colonias de Monomorium floricola

As colonias foram constituidas de placas de Petri (5 cm de diametro e 1 cm de
profundidade) com as tampas pintadas com tinta plastica preta para diminuir a intensidade de
luz. Foram feitas aberturas laterais para a entrada e saida das formigas e o fundo das placas
foram preenchidos com gesso, moldados de maneira a formar uma cavidade na regido central.
No interior das placas foram depositadas operarias adultas (de 2 a 3 mil), rainhas ergatdides
(formas intermediarias entre operdria e rainha, que possuem espermateca € tipicamente
substituem a casta de rainha como fémeas reprodutivas) (no minimo 5) e cerca de 3cm’ de
crias (ovos, larvas e pupas). Essas colonias foram colocadas, individualmente, no centro de
uma bandeja plastica de 30 X 26 X 8 cm, revestida lateralmente por uma camada de Teflon-
30 (Dupont) para evitar a saida das formigas (Figura 5).

Durante todas as etapas de experimentos ¢ de manutencdo da criagdo, as coldnias
foram mantidas em salas climatizadas com temperatura entre 25 e 28°C e alimentadas trés
vezes por semana com larvas de Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae), 4gua e mel

diluido em agua na proporg¢ao de 1:1.

Figura 5. Bandeja plastica contendo ninho de Monomorium
floricola. Foto: Justi Jr., J.
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6.2.1.2 Nematoides utilizados

Os nematoides selecionados nesta etapa de testes estdo listados na Tabela 1 e sdo
pertencentes a Colecdo de Culturas de Entomopatogenos Oldemar Cardim de Abreu do
Instituto Bioldgico. Estes nematdides ja possuem um potencial para o controle de pragas de
importancia agricola e t€ém sua eficacia ja estabelecida. Porém, sua utilizagdo para o controle

de espécies de formigas urbanas ainda ¢ desconhecida.

Tabela 1. Identificagdo dos isolados de nematoides utilizados nos testes.

Isolado’ Nematéide Procédéncia Local de Coleta
IBCB 02 Steinernema carpocapse ~ Amostra de solo Florida, EUA
IBCB 24 Heterorhabditis sp. Larva de Sphenophorus levis Piracicaba, SP

"Pertencente a Colegdo de Culturas de Entomopatégenos “Odemar Cardim Abreu” do Instituto Biolégico, Campinas, SP.

6.2.1.3 Testes

Foram utilizadas 5 colonias de M. floricola para cada isolado de nematoide além do
grupo controle, totalizando 15 colonias.

Os nematoides foram preparados em uma solucdo aquosa contendo 5600 juvenis
infectivos por mL (concentragcdo usual utilizada para aplicagcdes em outros insetos pragas) e
aplicados com o auxilio de uma pipeta (2 mL da solu¢do), diretamente no interior das colonias
(placas de Petri). As avaliagdes de mortalidade foram feitas diariamente nos primeiros dez
dias e trés vezes por semana até a finalizacdo dos testes. As formigas encontradas mortas
foram retiradas com um pincel e colocadas em placas de Petri com papel filtro umedecidos e
imediatamente armazenadas em B.O.D. a 25°. C para a confirma¢ao da morte pelo nematoide.
No caso do resultado positivo, esses nematodides sairiam do corpo das formigas e ficariam
sobre o papel filtro, sendo coletados e depositados em potes plasticos com uma fina camada
de agua e acondicionados em B.O.D a 25°.C para posterior identificagdo e encaminhamento
para a Cole¢ao de Culturas de Entomopatogenos “Odemar Cardim Abreu” do Instituto
Biologico.

Semanalmente foram avaliadas as condi¢des gerais das colonias tratadas utilizando-se
a mesma metodologia proposta por Jacob (2002). Foram anotados, a quantidade de crias,
quais as formas imaturas presentes, presenca de crias aladas e adultos alados, nimero de

rainhas ergatoides e o tamanho da tamanho da coldnia.
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Estas observacdes foram feitas de modo padronizado. A quantidade de crias foi
determinada a partir dos valores: N=0 - auséncia de cria; P=1 - pequena quantidade de cria;
R=2 - quantidade regular de cria e M=3 - grande quantidade de cria.

A presenca de formas imaturas, embora esteja relacionada com a quantidade de cria,
foi avaliada separadamente uma vez que ¢ importante obter informagdes sobre a auséncia de
ovos, de larvas e de pupas independentemente para melhor caracterizar os efeitos dos
entomopatdgenos testados. Assim, N = auséncia de crias; O = presenga de ovos; L = presenca
de larvas e P = presenca de pupas. Para a andlise quantitativa as ocorréncias foram
consideradas da seguinte forma: 0 = auséncia de cria; 1 = presen¢a de um dos estdgios; 2 =
presenca de dois estagios e 3 = presenca de trés estagios de desenvolvimento.

A presenga ou nao de crias de reprodutores, machos e fémeas ergatdides foi avaliada
contando-se: Sim = 1; Nao = 0 e forneceram subsidios para a interpretacao dos demais itens.
Neste caso, o importante foi verificar a produ¢do de formas sexuadas na tentativa de
preservagao da coldnia, quando as condigdes comegassem a ficar desfavoraveis.

Finalmente, para o item tamanho da colonia foi atribuido: G= 3, quando a coldnia
apresentasse condigdes normais; M= 2, inicio de reducdo do tamanho inicial e também
comparado com o controle; P= 1, redugdo acentuada das condi¢des quando comparado com o

controle e M= 0; extin¢do da coldnia.

6.2.2 Suscetibilidade a Fungos Entomopatogénicos

6.2.2.1 Colonias de Monomorium floricola

As colonias de M. floricola utilizadas para este teste foram constituidas da mesma

forma que o item “A” de “6.2.1 Suscetibilidade a Nemat6ides Entomopatogénicos”.

6.2.2.2 Fungos utilizados

Os fungos escolhidos neste trabalho estdo descritos na Tabela 2. Os isolados
pertencentes a Colecdo de Culturas de Entomopatogenos “Odemar Cardim Abreu” do
Instituto Bioldgico foram selecionados por serem conhecidos por seu sucesso no controle de
outras pragas e por terem sido isolados inicialmente de outros insetos, ndo formigas. As

demais espécies de fungos foram isoladas dos ninhos amostrados neste trabalho.
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Tabela 2. Identificagdo dos isolados de fungos utilizados nos testes.

Isolado Fungo Procedéncia Local de Coleta

Bb 66 Beauveria bassiana Hypothenemus hampei Sao José de Rio Pardo (Sao Paulo)
Ma 425" Metharhizium anisopliae Lagarta Petar — Iporanga (Sao Paulo)

P 405" Paecilomyces sp. Lagarta Espiro Santo do Pinhal (Sao Paulo)
Bb 25 Beauveria bassiana Solo de Solenopsis sp. Sao Paulo (Sao Paulo)

Ma 16 Metharhizium anisopliae Solo de Solenopsis sp. Corumba (Mato Grosso do Sul)

P 40 Paecilomyces sp. Solo de Solenopsis sp. Sao Paulo (Sao Paulo)

"Pertencente & Colecio de Culturas de Entomopatogenos “Odemar Cardim Abreu” do Instituto Biolégico, Campinas, SP. Sendo IBCB 66 =
Bb66; IBCB 425=Ma 425 ¢ IBCB 405= P 405.

6.2.2.3 Testes

Assim como no bioensaio para nematoides, foram utilizadas 5 coldnias de M. floricola
para cada isolado de fungo, além do grupo controle, totalizando 65 coldnias.

Os fungos foram multiplicados por meio de semeadura em placas de Petri contendo
meio de batata-dextrose-dgar (BDA) (ALVES, 1998). Apds semeadura, as placas foram
transferidas para incubagdo em camara B.O.D a 27 °C e fotofase de 12 horas, por um periodo
de até 12 dias. Apds esse periodo, os conidios foram retirados por meio de raspagem com alga
de niquel-cromo e utilizados para a confec¢ao das suspensdes, preparadas em solucao de agua
destilada estéril e espalhante adesivo (Tween 80°) a 0,1%. A contagem dos conidios foi feita
em camara de Neubauer sob microscopio 6Otico Zeiss, com aumento de 40x.

Apos atingir as concentragdes desejadas, que sdo frequentemente utilizadas para a
aplicagdo em outros insetos pragas, (1,0 x10” conidios por mL e 1,0 x10® conidios por mL
para cada um dos isolados) foi feita a aplicacdo em cada colonia com 1 mL de cada solucao.
Esta aplicagdo foi realizada com o auxilio de um aplicador manual adaptado para pequenas
superficies a uma altura de 20 cm da colonia. No momento da aplica¢ao todos os individuos
(fémeas ergatdides, operdrias e crias) foram atingidos por uma chuva fina da solug¢do de
fungos entomopatogénicos. O grupo controle recebeu a aplicagdo da mesma forma, porém
apenas com agua.

A avaliacao da mortalidade foi realizada da mesma forma utilizada para o bioensaio de
nematodides incluindo-se as avaliagdes semanais das condi¢des gerais das colonias. As
formigas mortas foram retiradas das bandejas com o auxilio de um pincel umedecido e

colocadas em placas de Petri juntamente com um algodao umedecido e colocadas em B.O.D a
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15°.C durante 15 dias para a confirmacao da morte, que foi obtida através da observacdo da

extrusdo dos fungos nos cadaveres.

6.3 Avaliacao dos dados

Foram elaborados graficos e tabelas para a andlise dos resultados das coletas de
formigas. Estas analises foram feitas de forma descritiva. Para avaliar a frequéncia de
formigas nas areas de coleta (equilibrio e infestada) foi utilizado o teste do Qui-quadrado de
Pearson e para se obter uma melhor resposta as demais espécies (L. humile, B. pictus e P.
fulva, que tiveram menor frequéncia de ocorréncia) foram agrupadas.

Para os dados obtidos sobre a ocorréncia de entomopatogenos em colonias de formigas
invasoras foram elaboradas tabelas para a ilustragdo comparativa dos resultados.

Foi elaborado um cruzamento da presenca de entomopatdogenos entre os ninhos de
formigas e seus controles. Ou seja, em cada um dos 70 pares de coletas foram verificados os
resultados simultaneos no ninho e a 3 metros dele. Nestas anélises teremos sempre quatro
possibilidades: ndo encontrar nada em nenhum dos locais, encontrar entomopatogenos
somente nos ninhos, encontrar entomopatdégenos somente no controle e encontrar
entomopatogenos nos dois locais. A partir desses quatro valores pudemos verificar se houve
maior presenca de fungos e/ou nematdides em um dos locais por meio do teste de McNemar.

Esta avaliacdo foi feita e analisada estatisticamente da mesma forma para os
nematoides e fungos separadamente e posteriormente para cada espécie de entomopatogeno
isolado.

Os nematoides e fungos isolados e suas respectivas frequéncias foram analisados em
tabelas. Os resultados dos nematoides e fungos presentes nas duas areas de coleta (equilibrio e
infestadas) foram demostrados em tabelas e analisados pelo teste Exato de Fisher e pelo teste
do Qui Quadrado de Pearson.

A avaliagdo de presenca de nematdides e fungos por espécie de formiga foi
representada em tabela e avaliada estatisticamente pelo teste Exato de Fisher. Também para
esta analise as demais espécies de formigas (menos frequentes) foram agrupadas.

Para analisar e comparar a mortalidade de M. floricola nos testes de laboratdrio foi
utilizada a andlise de variancia para medidas repetidas (Repeated Measures ANOVA),
seguida do teste post-hoc de Tukey para comparacdes multiplas entre os grupos e do teste de
perfil por contrastes (Profile test) para comparacdo entre os tempos. Foi utilizada a

transformagao por postos (ranks) para homogeneidade de variancia e distribuigdo Normal.
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A avaliagdo das condicdes gerais das colonias foram representadas graficamente,
utilizando os indices descritos no item 6.2.1 (Suscetibilidade a Nematoides
Entomopatogénicos). Para a elaboracao dos graficos e melhor visualizacao e interpretagao dos
resultados, tais indices foram transformados em porcentagens.

O nivel de significancia adotado para os testes estatisticos foi de 5% (p<0.05).
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7. RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1 Coletas

Foram realizadas coletas em 70 locais, sendo 35 em areas com populagdo de formigas
em equilibrio e 35 em dareas infestadas (Tabela 3). Os Estados onde foram realizadas as
coletas foram Sdo Paulo, Minas Gerais, Rio Grande do Sul, Mato Grosso do Sul e Rio de
Janeiro (Figura 6).

As espécies encontradas foram Solenopsis spp., Linepithema spp., Paratrechina fulva
e Brachymyrmex pictus. A maioria das formigas coletadas pertencia ao género Solenopsis,
com 80% (56) de frequéncia, em seguida Linepithema spp. 11,43% (8); B. pictus. 5,71% (4) e
P. fulva 2,86% (2) (Figura 7). As quatro espécies foram coletadas no Estado de Sao Paulo. No
Rio Grande do Sul e Mato Grosso do Sul coletou-se Linepithema spp. € Solenopsis spp., nos

demais Estados, somente Solenopsis spp. (Figura 8)

Tabela 3. Cidades em que foram realizadas as coletas e seus pontos de coordenadas geograficas.

Amostra Area Cidade Estado Complemento GPS

1 infestada Limeira Sp Bairro Tatu - Estrada S 22°33'52"/ O 47°23'51"

2 infestada Bento Gongalves RS Aurora S 29°09'38"/ O 51°30'38"

3 equilibrio  Estiva MG  Ribeirdo das Pedras S 22°28'59"/ O 46°01'2.95"

4 equilibrio  Estiva MG  Ribeirdo das Pedras S 22°28'59"/ O 46°01'2.95"

5 equilibrio  Pouso Alegre MG  Local do acidente S 22°13'47.36"/ O 45°56'15.60"
6 infestada Corumba MS  Passo da Lontra S 19°34'25"/ O 57°02'10"

7 infestada Bento Gongalves RS Pinto Bandeira — Sitio Pastorello S 29°02'59.6"/ O 51°28'15.8"

8 infestada Bento Gongalves RS Pinto Bandeira - Sitio Pastorello S 29°02'59.6"/ O 51°28'15.8"

9 infestada Limeira Sp Bairro Tatu S 22°38'56"/ O 47°21'08.5"

10 infestada Limeira Sp Bairro Tatu S 22°38'56"/ O 47°21'08.5"

11 equilibrio  Ubatuba SP  Praia do Lazaro S 23°3021.5"/ O 45°07'55.6"
12 equilibrio  Ubatuba SP  Picinguaba S 23°19'01.7"/ O 44°54'04.2"
13 infestada Pindamonhangaba ~ SP  Distrito Industrial Dutra S 22°58'36.4"/ O 45°28'02.0"
14 infestada Pindamonhangaba ~ SP  Distrito Industrial Dutra S 22°58'36.4"/ O 45°28'02.0"
15 infestada Bento Gongalves RS Pinto Bandeira - Sitio Pastorello S 29°02'59"/ O 51°28'15"

16 infestada Corumba MS  Porto Morrinho - Jundipesca S 19°30'31.2"/ O 57°26'4.8"

17 infestada Corumba MS  Fazendinha S 18°45'11"/ O 57°07'9.4"

18 infestada ~ Corumba MS  indio Divino S 18°50'00.4"/ O 57°18'59.2"
19 infestada Ladario MS  Hotel Anzol de Ouro S 19°01'02.7"/ O 57°34'11.5"
20 equilibrio  Rio de Janeiro RJ Pedra do Rio S 22°20'32.64 /O 43°7'58.96
21 equilibrio  Rio de Janeiro RJ  Pedra do Rio S 22°20'32.64 /0O 43°7'58.97
22 equilibrio  Sao Paulo SP  Instituto Biologico S 23°35'14.09"/ O 46°38'57.85"
23 equilibrio  Sao Paulo SP Instituto Biolégico S 23°35'15.32"/ O 46°38'54.70"
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equilibrio
equilibrio
equilibrio
equilibrio
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infestada
equilibrio
equilibrio
equilibrio
equilibrio

equilibrio

Sao Paulo
Sao Paulo
Sao Paulo
Sao Paulo
Séo Paulo
Sao Paulo
Rio Claro
Barra Bonita
Barra Bonita
Barra Bonita
Barra Bonita
Ttupeva
Itupeva
Andradas
Andradas
Séao Paulo
Sao Paulo
Sao Paulo
Rancharia
Sao Paulo
Sao Paulo
Sao Paulo
Sao Paulo
Séao Paulo
Sao Paulo
Sao Paulo
Itupeva
Ttupeva
Itupeva
Botucatu
Botucatu
Itupeva
Ttupeva
Ttupeva
Itupeva
Ttupeva
Monte Verde
Monte Verde
Monte Verde
Monte Verde
Monte Verde
Monte Verde
Sao Paulo
Sao Paulo
Sao Paulo
Sao Paulo

Sdo Paulo

SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
MG
MG
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
MG
MG
MG
MG
MG
MG
SP
SP
SP
SP
SP

Instituto Biologico
Instituto Biologico
Instituto Biologico
Instituto Biologico
Parque Ibirapuera
Parque Ibirapuera
Fazenda Sao José
Igreja

Igreja

Area residencial

Area residencial
Parque dos Cafezais [V
Parque dos Cafezais IV
Pouso Sul

Pouso Sul

Parque Villa Lobos
USP - Educagao Fisica
USP - Educagao Fisica
Jardim Paraiso

Parque da Agua Branca
Parque da Agua Branca
Parque da Agua Branca
Detran

Parque da Luz

Parque da Luz

Parque da Luz

Parque dos Cafezais IV
Cafezal IV - Al dos Cravos
Cafezal IV - Al. dos Anturios
Rotatdria

Rotatéria

Parque dos Cafezais IV
Estrada do Resedas
Rua Ernesto Almeida
Rua Emesto Almeida
Rua Benedito

Entrada da cidade
Entrada da cidade
Entrada da cidade
Entrada da cidade
Entrada da cidade
Entrada da cidade

Alto de Pinheiros

Alto de Pinheiros

Alto de Pinheiros

Alto de Pinheiros

Alto de Pinheiros

S 23°35'15.31"/ O 46°38'54.16"
S 23°35'15.19"/ O 46°38'55.80"
S 23°35'13.54"/ O 46°38'57.10"
S 23°35'12.81"/ O 46°38'56.77"
S 23°35'22.86"/ O 46°39'29.97"
S 23°35'23.66"/ O 46°39'30.17"
S 22°22'25.44"/ O 47°28'26.61"
S 22°29'40.49"/ O 48°33'23.58"
S 22°29'39.30"/ O 48°33'22.87"
S 22°29'44 47"/ O 48°33'48.95"
S 22°29'45.97"/ O 48°33'48.22"
S 23°09'56.49"/ O 47°05'14.54"
S 23°09'56.17"/ O 47°05'13.93"
S 22°02.312'/ O 046°37.779'

S 22°02.303' O 046°37.783'

S 23°32.876' O 046°43.446'

S 23°33.764'/ O 046°42.775'

S 23°33.717'7 O 046°42.771"

S 22°13'35.18"/ O 50°54'25.10"
S 23°31.756' O 046°40.190'

S 23°31.756' O 046°40.190'

S 23°31.756' O 046°40.190'

S 23°35.459' O 046°39.009'

S 23°31.976' O 046°39.074'

S 23°31.977'7 O 046°38.081"

S 23°31.967'/ O 040°38.178'

S 23°09'55.36"/ O 47°05'13.80"
S 23°09'58.85"/ O 47°05'08.42"
S 23°09'48.25"/ O 47°05'21.08"
S 22°51.571'7 O 048°26.503'

S 22°51.590" O 048°26.471"

S 23°09'53.52"/ O 47°05'13.01"
S 23°09'37.53"/ O 47°05'10.10"
S 23°09'54.51"/ O 47°04'38.83"
S 23°09'49.78"/ O 47°04'40.99"
S 23°09'56.96"/ O 47°04'44.86"
S 22°51'53.69"/ O 46°02'43.36"
S 22°51'53.30"/ O 46°02'41.88"
S 22°51'52.91"/ O 46°02'40.28"
S 22°51'52.57"/ O 46°02'38.31"
S 22°51'53.05"/ O 46°02'38.76"
S 22°51'52.27"/ O 46°02'37.54"
S 23°3325.62"/ O 46°42'04.82"
S 23°33'25.31"/ O 46°42'06.02"
S 23°33'25.51"/ O 46°42'07.43"
S 23°3326.48"/ O 46°42'05.50"
S 23°33'26.58"/ O 46°42'07.74"
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15,7%

[1SaoPaulo
[ Mato Grosso do Sul

W Minas Gerais
[1Rio de Janeiro

[ Rio Grande do Sul

Figura 6. Porcentagem de coletas em diferentes Estados (areas infestadas e em

equilibrio).

5,7%

2,8%

M Solenopsis spp.
[l Paratrechina fulva

M Linepithema spp.
M Brachymyrmex pictus

Figura 7. Espécies de formigas coletadas nos diferentes Estados brasileiros
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Figura 8. Total de espécies de formigas coletadas em areas em equilibrio e
infestadas.

Nas areas consideradas em equilibrio, das espécies invasoras encontradas, somente
foram coletadas Solenopsis spp (94,29%) e P. fulva (5,71%). Nas areas consideradas
infestadas Solenopsis spp. (65,71%) era prevalente, enquanto Linepithema spp. (22,86%) e B.
pictus (11,43%) foram menos comuns. P. fulva ndo foi encontrada infestando grandes areas
(Tabela 4).

O teste Exato de Fisher (p<0,001) e o teste do Qui-quadrado de Pearson (p=0,003)
revelaram que a maior frequéncia de Solenopsis spp. nas areas em equilibrio € significativa ao
nivel de 5% (p<0,05) quando comparada com outras espécies separadamente ou quando

agrupadas (Tabela 5).

Tabela 4. Frequéncia de ocorréncia de ninhos de formigas coletados nas areas em equilibrio e

infestadas.
Espécie de Formiga Areas em Equilibrio Areas Infestadas Total
Brachymyrmex pictus 0 (0%) 4 (11,43%) 4
Linepithema spp. 0 (0%) 8 (22,86%) 8
Paratrechyna fulva 2 (5,71%) 0 (0%) 2
Solenopsis spp. 33 (94,29%) 23 (65,71%) 56
Total 35 35 70
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Tabela 5. Frequéncia de ninhos de Solenopsis spp. versus demais espécies coletados nas areas
em equilibrio e infestadas.

Espécie de Formiga Areas em Equilibrio Areas Infestadas Total
Demais espécies 2 (5,71%) 12 (34,29%) 14
Solenopsis spp. 33 (94,29%) 23 (65,71%) 56

Total 35 35 70

Linepithema spp., nativa da América do Sul (SUAREZ et al., 2001; TSUTSUI et al.,
2001) ¢ conhecida por dominar ambientes em que ocorre e por deslocar espécies nativas,
(BOND; SLINGSBY, 1984; WARD, 1987; CAMMEL et al., 1996; HUMAN; GORDON,
1996, HOLWAY, 1998; SUAREZ et al., 1998). Neste trabalho, foi a segunda espécie mais
frequente nao sendo observada qualquer outra espécie de formiga no mesmo local. Todos os
locais onde Linepithema spp. foi coletada foram classificados como areas infestadas e seus
ninhos apresentavam-se com uma alta densidade populacional, onde as operarias formavam
espessas ¢ longas trilhas de forrageamento. Na cidade de Limeira, SP, a espécie deste género
coletada foi L. humile e neste local tém causado sérios danos, invadindo salas de aula em
escolas e residéncias afetando tanto as criangas quanto os adultos com o cheiro forte de uma
secrecdo alérgica liberada por elas. Nas coletas realizadas na cidade de Bento Gongalves, RS,
a espécie foi identificada como L. micans e estdo associadas a uma cochonilha conhecida
como pérola-da-terra (Eurhizococcus brasiliensis, Hemiptera: Margarodidae), ¢ tém a
capacidade de transportar esses insetos de uma planta para a outra aumentando ainda mais a
infestacdo. As cochonilhas oferecem em troca para as formigas, uma substancia agucarada,
conhecida como honeydew, resultante do metabolismo da seiva sugada das plantas.

A baixa agressividade intraespecifica presente nesta espécie garante o sucesso da
invasdo (HOLLDOBLER; WILSON, 1990; SUAREZ et al., 1999; TSUTSUI et al., 2000;
GIRAUD et al., 2002).

P. fulva foi coletada em duas areas na cidade de Sao Paulo e suas populacdes estavam
em equilibrio. Esta espécie de formiga ¢ reconhecida como invasora, mas nesses ambientes
elas ndo se comportaram assim.

O género Brachymyrmex € constituido de muitas espécies que variam em distribui¢do
e comportamento. Neste trabalho observou-se B. pictus causando sérios danos em varios
locais na cidade de Barra Bonita, SP. Foram observadas invasdes em areas urbanizadas

infestando residéncias e igrejas e estavam associadas a jardins, principalmente com a grama
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esmeralda. Nestes locais, os ninhos encontravam-se superficiais e logo abaixo do gramado.

Suas trilhas eram constantemente observadas nos cantos das calgadas e pelos jardins.

7.2 Ocorréncia de entomopatogenos em colonias de formigas invasoras no Brasil

As coletas realizadas revelaram a presenca de microrganismos entomopatogénicos nos
ninhos das espécies de formigas invasoras, tanto fungos quanto nematoides
entomopatogénicos.

Os entomopatogenos podem comumente ser encontrados infestando operarias
(EVANS, 1974; SAMSOM et al., 1988; EVANS, 1989) ¢ muitos tém sido coletados nesses
insetos em vdrias regides da América do Sul; tais isolados sdo comprovadamente patogénicos
para as formigas do género Solenopsis (STIMAC et al., 1987; ALVES et al., 1988). B.
bassiana foi isolado em operarias de A. sexdens rubropilosa (ALVES; SOSA GOMES,
1983). Trabalhos anteriores também demonstraram a presenca desses microrganismos em
outras espécies de formigas como em Solenopsis spp. Em areas sem cobertura florestal, os
fungos M. anisopliae e B. bassiana foram encontrados infestando S. invicta e A. sexdens
piriventris (ALLEN; BUREN, 1974, DIEHL-FLEIG et al., 1988; PEREIRA, 1993).
Demonstra-se pela primeira vez a ocorréncia de entomopatoégenos em ninhos de Linepithema
spp., P. fulva e B. pictus.

O Teste de McNemar, utilizado para avaliar a presenga de entomopatogenos nos
ninhos de formigas e no solo a uma distancia de 3 metros (controle), s6 permite realizar
analise com amostras pareadas, desta forma, foram retiradas amostras acidentalmente
perdidas. Das 70 amostras totais, ficou-se com 61 amostras na drea total (equilibrio e
infestada), sendo 31 em areas em equilibrio e 30 em areas infestadas.

Um maior numero de entomopatogenos foi isolado de amostras de solos controle,
49,18% (30), comparado as amostras de formigueiros, 34,43% (21) (p=0.013) (Tabela 6).

Essa diferenga ¢ atenuada ao se analisar as 4reas separadamente, ndo havendo
significancia estatistica (p=0,058 em dareas em equilibrio e p=0,083 em areas infestadas),
provavelmente em virtude do tamanho da amostra em cada area. De qualquer forma, o
numero de entomopatdogenos presentes em amostras de solo controle continua sendo maior do

que em ninhos de formigas (Tabelas 7 ¢ 8).

ZARZUELA, M.F.M., 2010.



57

Isolamento de Entomopatogenos em Coléonias de Formigas Invasoras e sua Aplica¢do para o Controle

Tabela 6. Presenca de entomopatogenos em ninhos de formigas e nos controles na area total
(equilibrio e infestadas).

Presenca de Entomopatégenos CONTROLE Total
Area Total NAO SIM
NAO 29 (47,54%) 11 (18,03%) | 40 (65,57%)
NINHO
SIM 2 (3,28%) 19 (31,15%) | 21 (34,43%)
Total 31 (50,82%) 30 (49,18%) | 61 (100%)

Tabela 7. Presenca de entomopatogenos em ninhos de formigas e nos controles em areas em

equilibrio.
Presenca de Entomopatégenos CONTROLE Total
Areas em Equilibrio NAO SIM
NAO 16 (51,61%)  8(25,81%) | 24 (77,42%)
NINHO
SIM 2 (6,45%) 5(16,13%) 7 (22,58%)
Total 18 (58,06%) 13 (41,94%) | 31 (100%)

Tabela 8. Presenga de entomopatdogenos em ninhos de formigas e nos controles em areas

infestadas.
Presen¢a de Entomopatdgenos - CONTROLE Total
Areas Infestadas NAO SIM
NAO 13 (43,33%) 3 (10%) 16 (53,33%)
NINHO
SIM 0 (0%) 14 (46,67%) | 14 (46,67%)
Total 13 (43,33%) 17 (56,67%) | 30 (100%)

7.3 Isolamento de Nematoides

7.3.1 Frequéncia de nematdides em areas em equilibrio e infestadas

Foram isolados os nematoides Heterorhabditis sp. e Steinernema sp. (Tabelas 9 e 10).
Encontrou-se associado a ninhos de formigas apenas o nematoide Steinernema sp., 7,25% (5)
(Tabela 9). Nas amostras de controle foram isolados os nematoides Heterorhabditis sp. e
Steinernema sp., com maior frequéncia para Steinernema sp., 8.70% (6). A frequéncia de
Heterorhabditis sp. foi de 2,90% (2) e ndo foram encontrados nematodides em 88,41% (61)

das amostras (Tabela 10).
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Tabela 9. Frequéncia de nematéides isolados de ninhos de formigas. Areas em equilibrio e

infestadas.

Espécie de Nematoide Frequéncia Porcentagem
Steinernema sp. 5 7,25%
Nada encontrado 64 92,75%
Total 69 100%

Observagdo: Uma amostra perdida.

Tabela 10. Frequéncia de nematéides isolados de amostras controle. Areas em equilibrio e

infestadas.
Espécie de Nematoide Frequéncia Porcentagem
Steinernema a sp. 6 8,70%
Heterorhabditis sp. 2 2,90%
Nada encontrado 61 88,40%
Total 69 100%

Observagdo: Uma amostra perdida.

Ao analisar os resultados dos nematdides isolados nas areas separadamente, observou-
se que associados aos ninhos de formigas, 4 deles (11,76%) estavam em areas infestadas e
apenas um (2,86%) em area em equilibrio. Nao foram isolados nematoides em 34 ninhos
(97,14%) das coletas em areas em equilibrio e em 30 (88,24%) em areas infestadas (Tabela
11).

Nas amostras controle, foi isolada a mesma quantidade de locais com presenga de
nematoides em ambas as areas, 4 (11,76%) e 4 (11,43%) em éareas infestadas e em equilibrio,
respectivamente. Nao houve presenca de nematdides em 88,24% (30) em amostras controle
de areas infestadas e 88,57% (31) em areas em equilibrio (Tabela 12). O teste Exato de Fisher
ndo revelou significancia para esses resultados (p=0,198 para as amostras de ninhos e p=1,000

nas amostras controle).
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Tabela 11. Presenca de nematoides nas duas areas de coleta. Amostras coletadas de ninhos de
formigas.

Areas em Equilibrio Areas Infestadas Total
NAO 34 (97,14%) 30 (88,24%) 64
SIM 1 (2,86%) 4 (11,76%) 5
Total 35 34 69

Observagdo: Uma amostra perdida na area infestada.

Tabela 12. Presenca de nematodides nas duas areas de coleta. Amostras de controle.

Areas em Equilibrio Areas Infestadas Total
NAO 31 (88,57%) 30 (88,24%) 61
SIM 4 (11,43%) 4 (11,76%) 8
Total 35 34 69

Observagdo: Uma amostra perdida na area infestada.

A ocorréncia de nematodides, tanto em ninhos, quanto nas amostras controle foi muito
baixa. A sua presenca em algumas amostras, entretanto, demonstra que dentre os demais
fatores bioticos e abidticos que interferem nas populagdes de formigas, os nematdides podem
ter representacao. Os resultados nao respaudam discussdes aprofundadas sobre o papel desses

entomopatdgenos nas colonias de formigas.

7.3.2 Presenca de nematoides nos ninhos de formigas e nas amostras controle

As Tabelas 13, 14 e 15 ilustram o cruzamento das informagdes da presenga de
nematodides entre os ninhos de formigas e seus controles.

Para a analise na area total de coletas (equilibrio e infestadas), das 70 amostras
originais, duas foram excluidas (amostras perdidas acidentalmente) totalizando 68 pares
completos. Embora os dados parecam revelar mais nematoides nas amostras a 3 m do ninho
do que nos ninhos, o teste de McNemar mostrou que esta diferenca ndo ¢ significativa
(p=0,103) (Tabela 13).

Quando as areas em equilibrio foram analisadas separadamente em 35 amostras, ndo
foram encontradas diferengas significativas entre os nematoides isolados de ninhos e dos
controles (p=0.083) (Tabela 14). Nao houve, também, significancia estatistica no isolamento
de amostras de ninhos e controle nas areas infestadas, com 33 amostras (2 perdidas), (Tabela

15).
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Tabela 13. Presenca de nematdides em ninhos de formigas e nos controles na area total

(equilibrio e infestadas).

Presenca de Nematoides - CONTROLE
( po Total
Area Total NAO SIM
NAO 59 (86,76%) 5(7,35%) | 64 (94,12%)
NINHO
SIM 1 (1,47%) 3 (4,41%) 4 (5,88%)
Total 60 (88,24%) 8 (11,76%) | 68 (100%)

Tabela 14. Presenca de nematoides em ninhos de formigas e nos controles em areas em

equilibrio.
Presenca de Nematoides - CONTROLE

c oy e po Total

Areas em Equilibrio NAO SIM
NAO 31 (88,57%) 3(8,57%) | 34 (97,14%)

NINHO
SIM 0 (0%) 1 (2,86%) 1(2,86%)
Total 31 (88,57%) 4 (11,43%) | 35(100%)

Tabela 15. Presenca de nematdides em ninhos de formigas e nos controles em areas

infestadas.
Presenca de Nematoides - CONTROLE

{ po Total

Areas Infestadas NAO SIM
NAO 28 (84,85%) 2 (6,06%) | 30 (90,91%)

NINHO
SIM 1 (3,03%) 2 (6,06%) 3(9,09%)
Total 29 (87,88%) 4 (12,12%) | 33 (100%)

7.3.3 Espécies de nematdides isoladas de formigueiros e de amostras controle

Steinernema sp. ocorreu com maior frequéncia em amostras de solos controle do que
em ninhos de formigas. Esse resultado ¢ observado nas amostras totais (equilibrio e
infestadas) e nas duas areas separadamente (Tabelas 16 a 18). Pelo fato de o niimero de
nematoides isolados ser pequeno, o teste McNemar ndo revelou significancia para esses
resultados (p=0,317; p=0,317 e p=0,564 em areas total, equilibrio e infestada,

respectivamente).
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Para a espécie Heterorhabditis sp. o teste de McNemar também ndo revelou
significancia para os resultados encontrados, sendo p=0,157; p=0,157 e p=1,000 em area total,
equilibrio e infestada, respectivamente. Os nicos dois exemplares desta espécie de nematoide
encontravam-se em amostras controle de areas em equilibrio: 2 (5,71%). Em areas infestadas

ndo ocorreu nematoide em nenhuma das amostras (Tabelas 19 a 21).

Tabela 16. Presenca de Steinernema sp. em ninhos de formigas e nos controles na area total

(equilibrio e infestada).

Presenca de Steinernema sp. - CONTROLE
c po Total
Area Total NAO SIM
NAO 61 (89,71%) 3(4,41%) | 64 (94,12%)
NINHO
SIM 1(1,47%) 3 (4,41%) 4 (5,88%)
Total 62 (91,18%)  6(8,82%) | 68 (100%)

Tabela 17. Presenca de Steinernema sp. em ninhos de formigas e nos controles em areas em

equilibrio.
Presenca de Steinernema sp. - CONTROLE

c . po Total

Areas em Equilibrio NAO SIM
NAO 33 (94,29%) 1(2,86%) | 34(97,14%)

NINHO
SIM 0 (0%) 1 (2,86%) 1(2,86%)
Total 33(94,29%) 2(5,71%) | 35(100%)

Tabela 18. Presenca de Steinernema sp. em ninhos de formigas € nos controles em areas

infestadas.
Presenca de Steinernema sp. - CONTROLE

9 = Total

Areas Infestadas NAO SIM
NAO 28 (84,85%) 2 (6,06%) | 30 (90,91%)

NINHO
SIM 1 (3,03%) 2 (6,06%) 3 (9,09%)
Total 29 (87,88%) 4 (12,12%) | 33 (100%)
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Tabela 19. Presenc¢a de Heterorhabditis sp. em ninhos de formigas e nos controles na area
total (equilibrio e infestada).

Presenca de Heterorhabditis sp. - CONTROLE
L po Total
Area Total NAO SIM
NINHO NAO 66 (97,06%) 2 (2,94%) 68 (100%)
Total 66 (97,06%) 2 (2,94%) 68 (100%)

Tabela 20. Presenca de Heterorhabditis sp. em ninhos de formigas e nos controles em areas

em equilibrio.

Presenca de Heterorhabditis sp. - CONTROLE
{ oy = Total
Areas em Equilibrio NAO SIM
NINHO ‘ NAO 33 (94,29%) 2 (5,71%) 35 (100%)
Total 33 (94,29%) 2 (5,71%) | 35(100%)

Tabela 21. Presenca de Heterorhabditis sp. em ninhos de formigas e nos controles em areas

infestadas.

Presenca de Heterohabditis sp. - CONTROLE
( = Total
Areas Infestadas NAO
NINHO NAO 33 (100%) 33 (100%)
Total 33 (100%) 33 (100%)

7.3.4 Relacao das espécies de nematoides isoladas por espécies de formigas

As tabelas 22 a 24 ilustram os resultados encontrados na avaliacdo dos nematoides
isolados relacionando-se com as espécies de formigas analisadas em conjunto e
separadamente, nas duas areas de coleta.

Em ambas areas observou-se uma maior frequéncia de nematoides nos ninhos quando
as espécies foram agrupadas, 30,77% (4) (Linepithema spp., B. pictus e P. fulva) quando
comparadas a 1,79% (1) em Solenopsis spp. Nao foram encontrados nematoides em 98,21%
(55) das amostras de formigueiros de Solenopsis spp. e 69,23% (9) das demais espécies
agrupadas (Tabela 22).

Separando-se as areas em equilibrio, ndo foi verificada a presenca de nematoides nas
demais espécies, apenas um (3,03%) dos ninhos de Solenopsis spp.. Os demais nematdides
isolados nesses ambientes nao estavam em formigueiros e sim nas amostras de seus controles.

J& nas areas infestadas foram isolados nematoides em 4 ninhos (36,36%) das demais espécies
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de formigas e em nenhum dos ninhos de Solenopsis spp.. Nessas areas, 23 (100%) dos
nematoides isolados estavam nas amostras controles das coletas de Solenopsis spp. (Tabela 23
e 24).

O teste Exato de Fischer revelou significancia para o maior nimero de nematoides
isolados nas espécies agrupadas (p=0,004) na avaliagdo das duas éareas juntas e nas areas
infestadas separadamente (p=0,007) e ndo revelou ser significativo para os resultados nas
areas em equilibrio (p=1,000).

O isolamento de nematdides no solo ndo ¢ tarefa facil. Esses organismos precisam de
muita umidade para que sobrevivam e completem seu ciclo bioldgico no solo até atingirem o
hospedeiro. Dependendo do local onde foram realizadas as coletas, os formigueiros estavam
em solo seco, e mesmo fazendo a coleta a 15 cm de profundidade ndo foi possivel encontrar
locais com umidade necessaria para que o nematdide fosse capturado. Outras vezes, 0s
nematdides poderiam estar presentes mas ndo foram capazes de infectar as larvas de G.
mellonella, que serviram de isca, ou mesmo na Armadilha de White.

A presenca dos nematoides no solo sob condi¢des naturais e sua consequente
patogenicidade podem ser influenciadas por vdarios fatores ambientais, incluindo a
composicao do solo (MOLYNEUX; BEDDING, 1984), radiagdo (GAUGLER; BOUSH,
1978), temperaturas extremas (MOLYNEUX, 1985, 1986) e a microfauna do solo
(ISHIBASHI; KONDO, 1986, 1987). A baixa incidéncia de nematoides nos solos coletados
para elaboragdo deste trabalho pode ser explicada por estes fatores ambientais.

Nao podemos, ainda, deixar de considerar que as formigas e seus intimeros
mecanismos de defesa ja relatados neste trabalho podem prevenir a infecgdo de toda sua
colonia por esses organismos.

De qualquer forma, esse levantamento foi importante para revelar que nematdides
entomopatogénicos podem estar associados a espécies de formigas invasoras.

Por se tratar de um trabalho inicial neste assunto, sugere-se que novos levantamentos
sejam feitos, com outras metodologias, procurando-se utilizar como fontes de isolamento as
proprias formigas (vivas ou mortas) considerando que as mesmas ja podem estar infectadas
por agentes mais especificos e mais virulentos. Ressalta-se também a necessidade de
incrementar/expandir cole¢des/bancos de nematdides que permitam explorar a diversidadede

desses agentes para o controle de formigas.
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Tabela 22. Nematoides isolados por espécie de formiga. Amostras geral (areas em equilibrio
e infestadas).

Solenopsis spp. Demais formigas Total
NAO 55 (98,21%) 9 (69,23%) 64
SIM 1 (1,79%) 4 (30,77%) 5
Total 56 13 69

Observagdo: Uma amostra perdida nas demais formigas.

Tabela 23 Nematoides isolados por espécie de formiga. Amostras de dreas em equilibrio.

Solenopsis spp. Demais formigas Total
NAO 32 (96,97%) 2 (100%) 34
SIM 1 (3,03%) 0 (0%) 1
Total 33 2 35

Tabela 24. Nematoides isolados por espécie de formiga. Amostras de areas infestadas.

Solenopsis spp. Demais formigas Total
NAO 23 (100%) 7 (63,64%) 30
SIM 0 (0%) 4 (36,36%) 4
Total 23 11 34

Observagao: Uma amostra perdida para as demais espécies.

7.4 Isolamento de Fungos

7.4.1 Frequéncia de fungos em areas em equilibrio e infestadas

Apoés andlise das amostras para o isolamento de fungos entomopatogénicos,

obtiveram-se as seguintes espécies: B. bassiana, M. anisopliae e Paecilomyces sp. (Tabelas

25 € 26).
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Tabela 25. Frequéncia de fungos isolados de ninhos de formigas. Areas em equilibrio e

infestadas.
Espécie de Nematoide Frequéncia Porcentagem
Beauveria bassiana 3 4,83%
Metarhizium anisopliae 6 9,68%
Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana 1 1,61%
Paecilomyces sp., Metarhizium anisopliae 1 1,61%
Paecilomyces sp., Metarhizium anisopliae 2 3,23%
Paecilomyces sp. 9 14,52%
Nada encontrado 40 64,52%
Total 62 100%

Observagdo: Oito amostras perdidas.

Tabela 26. Frequéncia de fungos isolados de amostras controle. Areas em equilibrio e

infestadas.

Espécie de Nematoide Frequéncia Porcentagem
Beauveria bassiana 6 9,52%
Beauveria bassiana, Paecilomyces sp. 1 1,59%
Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae 1 1,59%
Metarhizium anisopliae 5 7,93%
Metarhizium anisopliae, Paecilomyces sp 1 1,59%
Paecilomyces sp. Beauveria bassiana, 1 1,59%

Metarhizium anisopliae

Paecilomyces sp., Beauveria bassiana 1 1,59%
Paecilomyces sp., Metarhizium anisopliae 2 3,17%
Paecilomyces sp., Metarhizium anisopliae, 1 1,59%

Beauveria bassiana

Paecilomyces sp. 12 19,05%
Nada encontrado 32 50,79%
Total 63 100%

Observagdo: Sete amostras perdidas.

As trés espécies de fungos foram encontradas tanto nos ninhos de formigas quanto nos
controles. Algumas amostras coletadas apresentaram mais de um fungo ocorrendo a0 mesmo

tempo. Essa situacdo foi observada muitas vezes (Tabelas 25 e 26).
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Ao analisar os resultados dos fungos isolados de ninhos de formigas nas areas
infestadas e em equilibrio separadamente, observou-se a presenca de fungos em 48,39% (15)
das amostras em areas infestadas e 22,58% (7) em éreas em equilibrio. Nao foram isolados
fungos em 77,42% (24) das coletas em equilibrio e 51,61% (16) em areas infestadas (Tabela
27).

Nas amostras controle foi isolada praticamente a mesma quantidade de fungos em
ambas as areas, 58,06% (18) e 40,63% (13) em dareas infestadas e em equilibrio,
respectivamente. Nao houve presenca de fungos em 41,94% (13) das amostras controle de
areas infestadas e 59,38% (19) das areas em equilibrio (Tabela 28).

O numero de formigueiros com presenca de fungos entomopatogénicos nas areas
infestadas ¢ significativamente maior pelo teste de Qui-quadrado de Pearson (p=0,34). Nas
amostras controle ndo houve diferencga significativa para a presenca ou nao de fungos em

ambas as areas (p=0,166).

Tabela 27. Presenga de fungos nas duas areas de coleta. Amostras coletadas de ninhos de

formigas.

Areas em Equilibrio Areas Infestadas Total
NAO 24 (77,42%) 16 (51,61%) 40
SIM 7 (22,58%) 15 (48,39%) 22
Total 31 31 62

Observagdo: Olto amostras perdidas, quatro em cada éarea.

Tabela 28. Presenca de fungos nas duas areas de coleta. Amostras de controle.

Areas em Equilibrio Areas Infestadas Total
NAO 19 (59,38%) 13 (41,94%) 32
SIM 13 (40,63%) 18 (58,06%) 31
Total 32 31 63

Observagdo: Sete amostras perdidas, trés na area em equilibrio e quatro na area infestada.

7.4.2 Presenca de fungos nos ninhos de formigas e nas amostras controle

Para verificar se houve maior presenga de fungos em um dos locais (ninhos de
formigas e seus controles) as Tabelas 29 a 31 apresentam os quatro valores para o cruzamento

dessa presenca de fungos. O teste McNemar avaliou esses resultados.
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Na darea total, das 61 amostras (9 foram perdidas), observou-se uma diferenca
significativa entre o nimero de isolados de fungos entomopatogénicos nos ninhos e nos
controles (p= 0,021) (Tabela 29).

Para as duas areas separadamente nao houve diferenga significativa dos resultados

(p=0,096 em areas em equilibrio e p=0,083 em areas infestadas).

Tabela 29 Presenca de fungos entomopatogénicos em ninhos de formigas e nos controles na

area total (equilibrio e infestadas).

Presenca de Fungos - CONTROLE Total
Area Total NAO SIM
NAO 30 (49,18%) 10 (16,39%) | 40 (65,57%)
NINHO
SIM 2 (3,28%) 19 (31,15%) | 21 (34,43%)
Total 32 (52,46%) 29 (47,54%) | 61 (100%)

Tabela 30. Presenca de fungos entomopatogénicos em ninhos de formigas e nos controles em

areas em equilibrio.

Presenc¢a de Fungos - CONTROLE
( e = Total
Areas em Equilibrio NAO SIM
NAO 17 (54,84%)  7(22,58%) | 24 (77,42%)
NINHO
SIM 2 (6,45%) 5(16,13%) 7 (22,58%)
Total 19 (61,29%) 12 (38,71%) | 31 (100%)

Tabela 31. Presenca de fungos entomopatogénicos em ninhos de formigas e nos controles em

areas infestadas.

Presenca de Fungos - CONTROLE Total
Areas Infestadas NAO SIM
NAO 13 (43,33%) 3 (10%) 16 (53,33%)
NINHO
SIM 0 (0%) 14 (46,67%) | 14 (46,67%)
Total 13 (43,33%) 17 (56,67%) | 30 (100%)
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7.4.3 Espécies de fungos isolados de formigueiros e de amostras controle

A andlise da ocorréncia das diferentes espécies de fungos foi realizada e também
avaliada pelo teste McNemar. B. bassiana foi significativamente mais comum nas amostras
de solo controle das areas infestadas (p= 0,046). Nas demais coletas os resultados foram
semelhantes (p=0,655 em areas em equilibrio e p=0,096 na area total) (Tabelas 32 a 34).

M. anisopliae foi coletado de forma homogénea nas duas areas coletadas, tanto no
ninho quanto nas amostras controle. Porém esses resultados ndo revelaram significAncia
estatistica (p=1,000, p=0,655 e p=0,655 na area total, equilibrio e infestada, respectivamente.
(Tabela 35 a 37).

Por fim, para a analise de Paecilomyces sp. houve um maior nimero de isolamentos
desta espécie em solos de amostras controle quando analisadas a area total e a 4rea em
equilibrio separadamente, sendo 19 (31,15%) e 7 (22,58%), respectivamente (Tabelas 38 e
39). Esses valores sao significativos pelo teste McNemar, onde p=0,021 para a area total e
p=0,014 em areas em equilibrio. Nas areas infestadas Paecilomyces sp. também aparece mais
em solos controle, 12 (40%), porém essa diferenga ndo foi significativa (p=0,414) (Tabela

40).

Tabela 32. Presenca de Beauveria bassiana em ninhos de formigas e nos controles na area

total (equilibrio e infestadas).

Presenca de Beauveria bassiana - CONTROLE
( = Total
Area Total NAO SIM
NAO 50 (81,97%) 7 (11,48%) | 57 (93,44%)
NINHO
SIM 2 (3,28%) 2 (3,28%) 4 (6,56%)
Total 52 (85,25%) 9 (14,75%) | 61 (100%)

Tabela 33. Presenca de Beauveria bassiana em ninhos de formigas e nos controles em areas

em equilibrio.

Presenca de Beauveria bassiana - CONTROLE
{ e = Total
Areas em Equilibrio NAO SIM
NAO 24 (77,42%) 3(9,68%) | 27 (87,10%)
NINHO
SIM 2 (6,45%) 2 (6,45%) 4 (12,90%)
Total 26 (83,87%) 5(16,13%) | 31 (100%)
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Tabela 34. Presencga de Beauveria bassiana em ninhos de formigas e nos controles em areas
infestadas.

Presenca de Beauveria bassiana - CONTROLE
< = Total
Areas Infestadas NAO SIM
NINHO NAO 26 (86,67%) 4 (13,33%) 30 (100%)
Total 26 (86,67%) 4 (13,33%) | 30 (100%)

Tabela 35. Presenga de Metarhizium anisopliae em ninhos de formigas e nos controles na

area total (equilibrio e infestadas).

Presenca de Metarhizium anisopliae - CONTROLE
{ po Total
Area Total NAO SIM
NAO 46 (75,41%) 5 (8,20%) 51 (83,61%)
NINHO
SIM 5 (8,20%) 5 (8,20%) 10 (16,39%)
Total 51 (83,61%) 10 (16,39%) | 61 (100%)

Tabela 36. Presenca de Metarhizium anisopliae em ninhos de formigas e nos controles em

areas em equilibrio.

Presenca de Metarhizium anisopliae - CONTROLE
( R po Total
Areas em Equilibrio NAO SIM
NAO 25 (80,65%) 3(9,68%) | 28 (90,32%)
NINHO
SIM 2 (6,45%) 1 (3,23%) 3(9,68%)
Total 27 (87,10%) 4 (12,90%) | 31 (100%)

Tabela 37. Presenca de Metarhizium anisopliae em ninhos de formigas e nos controles em

areas infestadas.

Presenca de Metarhizium anisopliae - CONTROLE
( po Total
Areas Infestadas NAO SIM
NAO 21 (70%) 2 (6,67%) 23 (76,67%)
NINHO
SIM 3 (10%) 4 (13,33%) 7 (23,33%)
Total 24 (80%) 6 (20%) 30 (100%)
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Tabela 38. Presencga de Paecilomyces sp. em ninhos de formigas e nos controles na area total
(equilibrio e infestada).

Presenca de Paecilomyces sp. - Area CONTROLE Total
Total NAO SIM
NAO 40 (65,57%) 10 (16,39%) | 50 (81,97%)
NINHO
SIM 2 (3,28%) 9 (14,75%) | 11 (18,03%)
Total 42 (68,85%) 19 (31,15%) | 61 (100%)

Tabela 39. Presenca de Paecilomyces sp. em ninhos de formigas e nos controles em areas em

equilibrio.
Presenca de Paecilomyces sp. - CONTROLE

c oor e = Total

Areas em Equilibrio NAO SIM
NAO 24 (77,42%)  6(19,35%) | 30 (96,77%)

NINHO
SIM 0 (0%) 1(3,23%) 1.(3,23%)
Total 24 (77,42%) 7(22,58%) | 31 (100%)

Tabela 40. Presenga de Paecilomyces sp. em ninhos de formigas e nos controles em areas

infestadas.
Presenca de Paecilomyces sp. - CONTROLE Total
Areas Infestadas NAO SIM
NAO 16 (53,33%) 4 (13,33%) | 20 (66,67%)
NINHO
SIM 2 (6,67%) 8(26,67%) | 10 (33,33%)
Total 18 (60%) 12 (40%) 30 (100%)

7.4.4 Relacao das espécies de fungos isolados por espécies de formigas

As Tabelas 41 a 43 demonstram os resultados encontrados na avaliagdo dos fungos
isolados relacionando-os com as espécies de formigas nas duas areas de coleta, juntas e
separadamente.

Houve uma presenca maior de fungos associados as demais espécies de formigas,
72,73% (8), do que com Solenopsis spp., 27,45% (14), (p = 0,012) (Tabela 41), quando as

duas areas foram analisadas conjuntamente.
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Nas areas em equilibrio, somente as amostras de Solenopsis spp. estavam associadas a
fungos (Tabela 42) porém a andlise do teste exato de Fisher ndo demonstrou significancia (p =
1,000) para este resultado. J& nas areas infestadas, 88,89% (8) das demais espécies de
formigas apresentaram fungos e 31,82% (7) das amostras de Solenopsis spp. revelaram a
presenga desse entomopatogeno (Tabela 43). O resultado foi significativo nesta avaliacao

(p=0,006).

Tabela 41. Fungos isolados por espécie de formiga. Amostras geral (areas em equilibrio e

infestadas).
Solenopsis spp. Demais formigas Total
NAO 37 (72,55%) 3 (27,27%) 40
SIM 14 (27,45%) 8 (72,73%) 22
Total 51 11 62

Observagao: Oito amostras perdidas, sendo cinco para Solenopsis spp., e trés para demais formigas.

Tabela 42 Fungos isolados por espécie de formiga. Amostras de areas em equilibrio.

Solenopsis spp. Demais formigas Total
NAO 22 (75,86%) 2 (100%) 24
SIM 7 (24,14%) 0 (0%) 7
Total 29 2 31

Observagdo: Quatro amostras perdidas para Solenopsis spp..

Tabela 43. Fungos isolados por espécie de formiga. Amostras de areas infestadas.

Solenopsis spp. Demais formigas Total
NAO 15 (68,18%) 1(11,11%) 16
SIM 7 (31,82%) 8 (88,89%) 15
Total 22 9 31

Observagao: Uma amostra perdida para Solenopsis spp. e trés para as demais espécies.

O isolamento de fungos em solos, ao contrario do que ocorre para nematoides, ¢ mais
facil de ser realizado e neste estudo os resultados revelaram uma presenca muito maior de
fungos do que nematodides em toda as coletas. Os fungos, por sua biologia e ciclo de vida, sdo
mais adaptados para sobreviver em condigdes adversas quando comparados aos nematoides.
Sua presenga farta, tanto em abundancia quanto em diversidade nos revelou que esses

organismos estdo convivendo com as formigas em suas coldnias e préximo a elas.
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A presenca de fungos no solo foi estudada por Pereira e Stimac (1992) sendo descrito
os problemas relacionados com a transmissdo de entomopatdgenos nos ninhos de S. invicta.
Os autores observaram que a transmissao de B. bassiana das formigas infectadas para as nao
infectadas foi diminuida quando havia a presenca de solo. O solo ndo influencia a
suscetibilidade das formigas ao patdogeno, mas age como uma prevencao fisica da
disseminag¢d@o dos propagulos de fungos. Além disso, mesmo que algumas formigas sejam
infectadas por entomopatogenos presentes nos solos de seus ninhos, os comportamentos de
higiene delas podem reduzir o crescimento dos fungos nos caddveres das formigas que foram
infectadas. Essa limitacdo de crescimento ¢ feita pela adicdo de substancias quimicas, como o
veneno com compostos alcaloides, que possui uma acao fungistatica (STOREY, 1990).

Esta seria uma provavel explicagdo para o fato de ndo encontrarmos formigas mortas
com extrusao de fungos durante as coletas de solo que tiveram crescimento positivo de
fungos.

O isolamento de fungos e nematodides a partir de solos de ninhos de formigas ¢ um
importante inicio para a utilizagdo desses entomopatdégenos como formas de controle
biologico desses insetos. Uma hipotese proposta aqui ¢ que a viruléncia dos fungos e
nematodides isolados de formigas seja maior para o controle delas mesmas quando comparados
a outros isolados de outros insetos, justamente por eles conseguirem burlar todos os
comportamentos de defesa das formigas e, portanto, estar presentes em suas coldnias.

Os resultados a seguir sao uma tentativa de abordar essa questdo: se o0s
microrganismos entomopatogénicos isolados de formigas sdo melhores agentes de controle

para as espécies de formigas invasoras do que os isolados de outros organismos.

7.5 Suscetibilidade de colonias de Monomorium floricola em laboratério aos

entomopatogenos

Nesta parte da pesquisa procurou-se obter uma comparagdo entre os entomopatdogenos
1solados dos formigueiros e os isolados pertencentes a Colecao de Entomopatogenos Oldemar
Cardim de Abreu do Instituto Bioldgico na mortalidade de colonias de formigas em condigdes
de laboratorio.

Os nematodides isolados dos formigueiros ndo puderam ser testados, uma vez que nao
se conseguiu manté-los em criacdes de laboratorio. Esses organismos sdo muito sensiveis e

ndo tivemos sucesso na propagagao de nenhum dos nematoides isolados neste trabalho.
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Dessa forma, avaliou-se somente a mortalidade de colonias de formigas que
receberam tratamento dos nematoides isolados pertencentes a colecao.

Para os fungos entomopatogénicos a manutencao em laboratério ¢ menos complexa e
neste caso, as cepas dos isolados foram mantidas congeladas com sucesso, inclusive para
posteriores estudos. Portanto, conseguiu-se estabelecer uma comparacao entre os isolados dos

formigueiros e os da colegao.

7.5.1 Suscetibilidade a Nematoides Entomopatogénicos

Os nematoides utilizados, S. carpocapse (IBCB 02) e Heterorhabditis sp. (IBCB 24)
ocasionaram uma mortalidade de operarias de M. floricola maior que a mortalidade observada
no grupo controle (Figura 9). Para a elaboragdo do grafico e da andlise estatistica os dados
obtidos foram acumulados ao longo dos dias de avaliagao.

O Teste de Tukey permitiu verificar que a mortalidade de formigas pelos dois isolados
de nematoides testados foi significativamente maior que a do controle (efeito do grupo:
p=0,005; efeito do tempo: p<0,001 e efeito da interagdo: p=0,024) ao longo dos 33 dias de
avaliagao.

O nematoide IBCB 24 causou maior mortalidade nas operarias de M. floricola nos
primeiros 6 dias apos a aplicacdo. Apos este periodo, os dois isolados de nematdides testados
tiveram uma curva de mortalidade semelhante. A curva de mortalidade observada no controle
teve um aumento durante os 33 dias de avaliagdo, porém tal fato provavelmente deve-se ao

estresse causado pelas condi¢des laboratoriais (Figura 9).
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Figura 9. Mortalidade acumulada de operarias de Monomorium floricola
submetidas a aplicagdo de nematdides entomopatogénicos.

A utilizagdo dos nematoides S. carpocapse e Heterorhabditis sp. para o controle de
formigas tem sido relatada com sucesso por diversos pesquisadores (POOLE, 1976;
LAUMOND et al., 1979; QUATTLEBAUM, 1980; JOUVENAZ et al., 1990; DREES et al.,
1992). Neste trabalho, as operarias ndo apresentaram sinais de infec¢ao por nematodides,
porém, as formas imaturas foram infectadas nos primeiros dias de observagdo. Desde 1976,
Poole ja observara que crias e alados de Solenopsis spp. eram suscetiveis a um isolado de S.
carpocapse quando confinadas em pequenos frascos contendo solo infectado. Entretanto, as
operarias adultas ndo foram muito suscetiveis. Drees et al. (1992) também relataram que este
nematodide causou mortalidade em larvas, pupas e alados de Solenopsis sp. € que embora as
operarias adultas ndo tenham sido suscetiveis ao nematodide, elas lambem vigorosamente as
crias, alados e a elas mesmas. Esse comportamento de defesa esta relacionado com a limpeza
e provavemente as livrou da contaminacdo. Tal comportamento também foi observado neste
trabalho.

Nao se confirmou a morte das operarias que receberam a aplicagdo do nematodide.
Todas as formigas mortas foram colocadas em placas de Petri com um papel filtro umedecido
e colocadas em B.O.D. a 25°. C. Porém, nenhum nematoide foi observado nesta armadilha.

Apesar de os nematdides ndo terem sido observados nos cadaveres das operarias, a
mortalidade destas permaneceu crescente ao longo dos 33 dias de observagdo, enquanto que
no controle, a mortalidade permaneceu estavel e significamente inferior. Isso sugere a
continuidade dos levantamentos procurando-se obter nematdides mais adaptados aos insetos

que demonstrem maior capacidade de reciclagem nos hospedeiros (formigas). Desta forma, o

ZARZUELA, M.F.M., 2010.



75

Isolamento de Entomopatogenos em Coléonias de Formigas Invasoras e sua Aplica¢do para o Controle

uso de formigas como fontes de isolamento pode ser mais apropriado para se buscar
nematoides mais adequados para o controle dos insetos.

A mortalidade observada na avaliagdo desses resultados refere-se apenas a operarias
adultas de M. floricola ao longo do teste. Nao houve reducao da colonia em nenhum dos
tratamentos (Figura 10). As condi¢des gerais de todas as colonias foram analisadas e ndo foi
observada a reducdo na quantidade de crias e rainhas (Figura 11 e 12). Durante todo o periodo
de observagdes foram verificadas todas as formas de individuos imaturos (ovos, larvas e
pupas) em todas as colonias (Figura 13). Nao foi verificada a produgdo de individuos alados
durante todo o teste. Tal fato ndo se correlaciona com a aplicagdo dos nematoides, uma vez
que no controle e na criacdo de origem dessas formigas também ndo foram observados
machos e fémeas ergatoides durante o periodo do experimento.

As coldnias como um todo nao diminuiram em tamanho, tendo por vezes, um pequeno
aumento de individuos. Esse aumento pode ser explicado como uma tentativa de recuperagao
das formigas frente a uma forma de controle. (Figura 10). Zarzuela (2005) também observou
uma recuperacao das colonias desta mesma espécie como resposta a aplicacdes de inseticidas
quimicos. Havendo uma perturbagdo, seja ela quimica ou biologica, as formigas tendem a

responder aumentando o nimero de individuos.
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Figura 10. Tamanho das colonias de Monomorium floricola durante o teste com
os diferentes nematodides e controle.
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Figura 11. Quantidade de crias das colonias de Monomorium floricola durante o
teste com os diferentes nematoides e controle.
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Figura 12. Quantidade de rainhas das colonias de Monomorium floricola durante
o teste com os diferentes nematoides e controle.
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Figura 13. Formas imaturas presentes nas colonias de Monomorium floricola
durante o teste com os diferentes nematoidess e controle.

Foi observado em operdrias que receberam a aplicagio de nematdides um
comportamento de limpeza (grooming). Durante os primeiros dias de avalia¢do, as operarias
movimentavam-se mais lentamente e limpavam-se constantemente.

O comportamento de auto limpeza (self-grooming) e de limpeza mutua (allogrooming)
podem impedir ou facilitar a infeccdo e disseminacdo da doenca (OI; PEREIRA, 1993).
Embora a limpeza entre os individuos da colonia possa reduzir a infec¢do com a remogao do
patogeno, podera também colaborar na disseminagdo da doenga para todos os individuos da
colonia, ja que a transferéncia deste patdégeno pode ocorrer acidentalmente entre os
individuos. A disseminacdo de patégenos por consequéncia do grooming ndo foi bem
observada e relatada em formigas, ja em cupins ela ¢ muito comum (KRAMM et al., 1982).

Drees et al. (1992) reportaram que a incessante limpeza praticada pelas operarias de
Solenopsis sp. em crias, alados e nelas mesmas apds a exposicdo de Steinernema e
Heterorhabditis ¢ uma tentativa de remog¢ao desses nematoides.

Em todos os grupos tratados com nematoides observou-se uma mudanga da col6nia
inicialmente para as bordas da placa de Petri. Dessa forma, as formigas deixavam o centro da
colonia vazio, provavelmente porque aquele era o local onde havia maior concentragao de
nematdides.

O comportamento de mudanca da colonia frente a perturbagdo causada pelos
nematoides também foi observada por outros autores. Jouvenaz et al. (1990) relataram que as
colonias de S. invicta deslocaram o solo infectado apods tratamento com Steinernema e

Heterorhabditis Drees e seus colaboradores (1992), também verificaram que um numero
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significante de formigas abandonou suas colonias quando receberam tratamento de
nematodides, formando ninhos anexos. Esta tendéncia das formigas em mudar suas colonias
ap6és o tratamento com nematodides constitui uma limitagdo para a utilizacdo destes
organismos no controle de formigas.

Depois de observado esse comportamento de fuga, colocou-se mais uma placa de Petri
para todas as colonias e pdde-se notar que em todos os grupos tratados as formigas moveram-
se totalmente para o novo ambiente, enquanto no grupo controle as formigas ocuparam as
duas placas igualmente. (Figuras 14 a 16).

Pode-se, portanto, concluir que as formigas percebem a perturbacdo causada pelos
nematodides e rapidamente fogem fazendo com que apenas alguns poucos individuos
infectados (crias em todos os casos) ficassem isolados naquele local tratado (Figura 17 e 18).
Nao houve tempo de o nematodide infectar os individuos antes que eles se mudassem para

outro local livre de contaminagao.

Figura 14 Colonia de Monomorium floricola mudando de local (da
placa da esquerda para a direita) apds tratamento por Steinernema
carpocapse (IBCB 02). Foto: Justi Jr, J.
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Figura 15. Colonia de Monomorium floricola mudando de local (da
placa da esquerda para a direita) apds tratamento por
Heterorhabditis sp. IBCB 24). Foto: Justi Jr, J.

Figura 16. Colonia de Monomorium floricola distribuindo-se
igualmente nas duas placas. Colonia controle. Foto: Justi Jr, J.
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Figura 17. Crias de Monomorium floricola infectadas por
nematoides isoladas da colonia. Foto: Justi Jr, J.

Figura 18. Detalhe das crias de Monomorium floricola isoladas da
colonia apos infecgdo por nematodides. Foto: Justi Jr, J.

Apos esse periodo de fuga, notado na primeira semana de avalia¢do, as colonias ndo
apresentaram nenhum sinal de infec¢ao. Na tentativa de recuperagdo das colonias, as rainhas
ergatdides continuaram a oviposi¢do e as colonias foram aos poucos aumentando o nimero de
seus individuos.

As operarias mortas ndo foram separadas de forma diferente do que ocorre
normalmente. Quando as operarias morreram, ficaram distribuidas por toda a bandeja e nao

foram separadas dos individuos sobreviventes de forma diferente da que ocorreu no controle.
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O fato de ndo se constatar morte de formigas pelos nematdides ndo permite ainda
afirmar que eles ndo surtiram efeito sobre as formigas. Respostas comportamentais como a
mudanga das colonias para outro local livre de contaminagdo, permite concluir que as
formigas sofreram alguma interferéncia pelos nematoides. Além disso, a mortalidade de
operarias foi significativamente maior que no controle. Neste trabalho, foi feita a aplicagdo de

nematdides em apenas uma dilui¢do (5600 juvenis infectivos por mL).

7.5.2 Suscetibilidade a Fungos Entomopatogénicos

Apos a aplicacao dos fungos entomopatogénicos em colonias de M. floricola, pdde-se
verificar que o fungo que promoveu maior mortalidade em operarias foi B. bassiana, tanto a
B. bassiana pertencente a cole¢do quanto a isolada de formigueiro, ambas nas duas
concentragdes (Figura 19). Para a elabora¢do do grafico e da andlise estatistica os dados

obtidos foram acumulados ao longo dos dias de avaliagao.
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Bb=Beauveria bassiana; Ma= Metarhizium anizopliae; P=Paecilomyces sp.

Figura 19. Mortalidade acumulada de operarias de Monomorium floricola
submetidas a aplicagdo de fungos entomopatogénicos nas diferentes
concentragoes.

O Teste de Tukey mostrou que a mortalidade de formigas pelos dois isolados de B.
bassiana foi significativamente maior que a do controle e dos outros fungos testados nas duas
concentragdes utilizadas (efeito do grupo: p<0,001; efeito do tempo: p<0,001 e efeito da

interagdo: p<0,001) ao longo dos 30 dias de avaliagao.
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Muitos trabalhos relatam a eficiéncia de B. bassiana no controle de formigas. Alves e
Sosa-Gomés (1983) observaram maior agressividade deste fungo em A. sexdens rubropilosa.
Utilizando o isolado 447 de B. bassiana em operarias de S. invicta, Pereira e seus
colaboradores (1993) obtiveram 100% de infec¢do e mortalidade. Também para essa mesma
espécie de formiga, Stimac et al. (1993) verificaram que o tratamento de colonias com
esporos de B. bassiana matou pouco menos de 90% das formigas. Em 1995, Kelley-Tunis et
al. descreveram uma maior mortalidade de operarias de Camponotus pennsylvanicus quando
expostas a B. bassiana do que quando expostas a M. anisopliae (em dois isolados).

No presente estudo, a mortalidade decorrida das aplicagdes de Paecilomyces sp. (P
405 — isolados da Colecao do Instituto Biologico) foi consideravelmente grande. O mesmo
nao foi observado com essa mesma espécie de fungo isolado de formigueiros, tendo sua curva
se assemelhado a curva da mortalidade no controle. Aplicacdes de P. farinosus em varias
concentragdes, dentre elas as mesmas utilizadas neste trabalho, mostraram-se eficientes,
matando mais que 80% dos soldados de A. sexdens sexdens nos primeiros quatro dias
(LOUREIRO; MONTEIRO, 2005).

Nenhum dos isolados de M. anisopliae em nenhuma das concentragdes surtiu efeito
significativo na mortalidade de formigas neste estudo. Todas as curvas de mortalidade
permaneceram mais baixas que do controle. Porém, alguns trabalhos demonstram sucesso na
aplicacdo deste fungo em formigas nas mesmas concentragdes que neste trabalho e também
em outras concentragdoes (KERMARREC; DECHARME, 1982; ALVES; SOSA-GOMEZ,
1983; KERMARREC et al.,, 1986; LIMA et al., 1986; DIEHL-FLEIG et al., 1988;
BLOWERS, 1994; JACCOUD, 1996; JACCOUD et al., 1999; LOUREIRO; MONTEIRO,
2005).

Pesquisas relatam que os fungos t€ém uma menor eficacia quando aplicados em
colonias (KERMARREC; DECHARME, 1982; KERMARREC et al., 1986), como o ocorrido
neste trabalho. Esta diminuicdo de eficacia tem sido atribuida a uma série de comportamentos

e fatores quimicos (JACCOUD et al., 1999).
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Um dos fatores a ser considerado ¢ o tipo de formulagdo utilizada. Silva e Diehl-Fleig
(1988) obtiveram sucesso com aplicacdes de suspensdes de esporos de M. anisopliae em po,
observando uma redugdo no forrageamento de 4. sexdens piriventris em seis dias. Aplicacdes
inundativas diretamente sobre os ninhos consomem tempo e se tornam impraticdveis como
uma estratégia viavel em grandes areas (BLOWERS et al., 1992; SPECHT et al., 1994).

No trabalho de Stimac e seus colaboradores (1993) as maiores concentragdoes de
conidios de B. bassiana resultaram em uma maior mortalidade de S. invicta. Os autores
descrevem que a maneira com que os fungos sao aplicados e os comportamentos das formigas
sdo importantes fatores na determinacdo da dose ideal para uma maior mortalidade.
Observou-se que quando ha um grande niimero de operarias, ao receberem a aplicagcdo dos
fungos, elas tendem a recolher-se e amontoar-se formando uma esfera com os corpos unidos.
Fica portanto dificil atingir todos os individuos com a suspensao de fungos. Por causa da
composicao de sua cuticula, as suspensdes de fungos sdo em parte repelidas pela massa de
formigas. Desta forma, as operarias que permaneceram no centro dessa esfera podem nao ter
recebido a mesma quantidade de fungos que as da periferia.

Durante as aplicagdes das suspensdes de fungos, ao longo deste experimento, as
operarias de M. floricola estavam dispostas de forma também amontoada no interior das
placas de Petri (local de suas coldnias). Acredita-se que da mesma forma que ocorreu com S.
invicta, esse comportamento possa ter diminuido a contaminagdo e penetra¢do dos fungos em
um numero maior de individuos, inclusive das crias.

Uma alternativa considerada mais eficaz por diversos autores (DIEHL-FLEIG;
LUCCHESE, 1991; BLOWERS et al., 1992; SPECHT et al., 1994; JACCOUD et al., 1999;
WILLIAMS et al., 2003) ¢ a formulacdo em iscas, para que as formigas possam transporta-las
para o interior das colonias. Apesar de algumas vezes elas perceberem os entomopatogenos,
sua presenca pode ser disfarcada pela adicdo de alimentos atrativos (BLOWERS et al., 1992;
SPECHT et al., 1994).

Além do tipo de formulagdo utilizada, outros fatores podem influenciar no sucesso da
aplicacdo como as condigdes ambientais (FUXA; RICHTER, 2004) e também a viabilidade
de um determinado isolado de fungo entomopatogénico aplicado nas diferentes regides
geograficas (BAIRD et al., 2007). Além disso, a grande variabilidade genética presente em
fungos entomopatogénicos (ALVES, 1998) pode ser um dos principais fatores responsaveis
pelas diferencas de viruléncia entre os isolados e espécies, como referido por DIEHL-FLEIG

et al., (1988).
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Observou-se que a mortalidade de operarias comecou a aumentar a partir do terceiro
dia apds a aplicagdo. Esses resultados foram semelhantes aos encontrados por Stimac et al.
(1993), onde coldnias de S. invicta receberam tratamentos com suspensdes de conidios
diretamente. Neste trabalho também houve um aumento de mortalidade a partir do terceiro dia
da aplicacao.

O aumento das curvas de mortalidade a partir do terceiro dia apos a aplicagdo dos
fungos entomopatogénicos vem sendo descrito desde os estudos iniciais de Stimac et al.
(1987) e Alves et al. (1988). Esses resultados sao confirmados e estdo relacionados com o
tempo necessario para a adesdo, germinacdo, penetracdo e crescimento dos fungos antes da
morte dos insetos (ALVES, 1986).

A avaliacdo do crescimento dos fungos nos cadaveres das operarias de M. floricola
também confirma a alta mortalidade por fungos a partir do terceiro dia (Figura 20). Os
maiores indices de mortalidade confirmada foram obtidos do primeiro ao décimo dia apds a
aplicacdo. Apds esse periodo as operarias continuaram a morrer em numero maior que as do
controle, porém a extrusao dos fungos em seus cadaveres nao foi mais observada. Stimac et al
(1993) também encontraram esses mesmos resultados, sendo que apo6s 12 dias da aplicacao
nao houve mais a a¢do dos fungos na mortalidade das formigas.

A esporulagdo em cadaveres de seus hospedeiros ¢ uma prova da capacidade do fungo
de penetrar e colonizar, causando-lhes a morte (DIEHL-FLEIG et al., 1988).

No presente estudo a mortalidade ocorrida no controle comegou a aumentar a partir do
12° dia e se igualou com a mortalidade de alguns tratamentos ou mesmo foi maior que outros
(Figura 20). Tal fato deve-se provavelmente a fadiga causada pelas condi¢des laboratoriais em
que as colonias se encontravam, ndo estando relacionado com a aplica¢do de fungos, uma vez
que foi total a auséncia de fungos nos cadaveres das formigas de colonias controle.

Os fungos crescidos nos cadaveres ndo foram identificados, porém considerando a
baixa mortalidade observada no controle, pode-se supor que sejam realmente aqueles
aplicados ou, caso ndo sejam, que cresceram como saprofiticos apds os insetos serem mortos
pelos entomopatogenos aplicados.

A analise estatistica da mortalidade confirmada de formigas ndo diferiu da mortalidade
total em todas as colOnias em todos tratamentos, observando-se maior mortalidade confirmada

nos grupos Bb 66 ¢ Bb 25.
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Figura 20. Mortalidade confirmada acumulada de operarias de Monomorium
floricola submetidas a aplicacdo de fungos entomopatogénicos nas diferentes
concentagoes.

Durante o experimento, a maioria das colonias ndo aumentou de tamanho, mas
também ndo houve diminui¢do aparente. A maioria permaneceu do mesmo tamanho durante
os 30 dias de avaliagdao (Figura 21). Notou-se que as operarias que receberam o tratamento
por fungos limpavam-se constantemente e moviam-se lentamente. Nao foi observada a
diminui¢do no forrageamento.

A avaliagdo das condi¢des gerais das colonias ndo revelou diminui¢do da quantidade
de crias e rainhas em nenhuma colonia (Figuras 22 e 23). Todas as formas imaturas estiveram
presentes durante o teste (Figura 24). Também nao foi observada presenca de formas
sexuadas, inclusive no controle.

O comportamento de auto limpeza assim como o de limpeza mutua também foram
observados nesta etapa do trabalho. Durante os primeiros dias de avaliagdo as operarias
limpavam-se provavelmente na tentativa de livrar-se da contaminagdo causada pelos conidios
dos fungos aplicados.

Quando o comportamento de limpeza remove os conidios ou outras particulas de
fungo da cuticula das formigas antes que ocorra a infec¢do, consequentemente reduz a taxa de
infeccdo de toda a colonia. Observagdes em microscopia eletronica de S. invicta inoculadas
com conidios de B. bassiana demonstraram a remocdo de conidios dos tegumentos das
formigas adultas e de larvas (OI; PEREIRA, 1993). Siebeneicher et al. (1992) reportaram
observagoes semelhantes, e Sachez-Pena e Thorvilson (1995) inferiram que o comportamento

de limpeza previne a infec¢do das formigas por conidios de Conidiobolus.
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Nao foi observada a mudanca das formigas para as bordas da placa de Petri, como no

teste de nematoides.

Pereira e Stimac (1992) observaram a pilhas de caddveres empilhados apos a

inoculagdo de fungos. Neste estudo nao foi observado tal comportamento. As operarias nao

infectadas ndo separaram os cadaveres na tentativa de diminuir a contaminagao.
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Figura 21. Tamanho das colonias de Monomorium floricola durante o teste com

os diferentes fungos e controle.
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Figura 22. Quantidade de crias das colonias de Monomorium floricola durante o
teste com os diferentes fungos e controle.
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Figura 23. Quantidade de rainhas das colonias de Monomorium floricola
durante o teste com os diferentes fungos e controle.
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Figura 24. Formas imaturas presentes nas colonias de Monomorium floricola
durante o teste com os diferentes fungos e controle.

Nao foi verificada maior viruléncia dos fungos isolados de formigueiros do que dos
isolados da colecdo. Acreditava-se na hipotese de que pelo fato de os fungos estarem
presentes nas colonias de formigas eles possuissem uma maior viruléncia, uma vez que
conseguiram se manter vivos apesar de todos os comportamentos de defesa das formigas.
Porém, tal hipdtese ndo foi confirmada. Os resultados demonstraram que o fungo B. bassiana
foi o que causou maior mortalidade nos dois isolados (de formigueiros e da cole¢do). Outros

fungos isolados dos formigueiros tiveram uma mortalidade proxima da obtida no controle.

ZARZUELA, M.F.M., 2010.



88

Isolamento de Entomopatogenos em Coléonias de Formigas Invasoras e sua Aplica¢do para o Controle

Assim como no caso do teste com nematoides, os fungos podem ser promissores para
o controle de formigas urbanas. Porém, novos estudos devem ser conduzidos para se
determinar outras concentracdes ou até mesmo outras formas de aplicacdo que consigam
burlar os varios comportamentos de defesa das formigas. Além disso, € necessario um estudo
mais detalhado sobre a viabilidade dos isolados testados antes da aplicacao.

Fica portanto registrada nesta pesquisa a necessidade da conducdo de novos
experimentos para avaliar a viruléncia dos fungos e nematoides isolados de formigueiros,

assim como avaliar esses agentes para o controle de outras pragas, inclusive.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

Segundo alguns autores, o controle biolégico no Brasil ainda enfrenta alguns
problemas como a falta de estudos bésicos relacionados a biologia, a falta de continuidade nos
programas e projetos mal planejados. Além disso, esta forma de controle alternativo ainda
conta com pouca credibilidade por parte de alguns produtores, sendo que em muitas regides
do Brasil ainda se acredita que o controle bioldgico ndo possa substituir o controle quimico.

Sabe-se porém que um programa de controle biologico bem conduzido e que seja
adequado ao problema, pode se comparar ao controle quimico convencional. Esse processo
envolve o treinamento de pessoas e a mudanca de um processo cultural.

O controle biologico ¢ viavel, a julgar pela nossa biodiversidade e pelo nimero de
pesquisadores dispostos a trabalhar nesta area, que vem crescendo ano a ano.

Este trabalho demonstrou que os entomopatdégenos podem estar associados as
formigas invasoras e tém potencial para ser utilizados como forma de controle das diferentes
espécies. Apesar de muitos estudos terem sido conduzidos nesta area, principalmente para o
controle de Solenopsis spp., ainda faltam resultados mais consistentes para que a utilizagao
destes agentes de controle possa se tornar viavel.

As formigas, por serem insetos sociais, possuem adaptacdes comportamentais Unicas
que favorecem sua sobrevivéncia. Muitas destas adaptagdes t€ém frustrado o homem na
tentativa de controla-las de varias maneiras. Entender tais adaptacdes € especialmente
importante quando se deseja utilizar agentes de controle biologico. O sucesso do controle de
formigas através do uso de parasitoides, predadores ou patdogenos é pouco documentado,
apesar da existéncia deles. Provavelmente, a baixa ocorréncia de casos de sucesso no controle
de formigas pragas deve-se aos inimeros comportamentos de defesa desses insetos.

ApoOs considerar os resultados de todos os trabalhos que utilizam os entomopatogenos
para o controle de formigas e os efeitos dos comportamentos desses insetos, se torna claro que
dois maiores problemas necessitam ser considerados: 1. superar os comportamentos, como 0
de limpeza ,que previne a infeccao quando os individuos sdo expostos a patégenos e 2. avaliar
o comportamento de dispersao das formigas infectadas, que faz com que os outros individuos

da colonia ndo sejam contaminados.
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Uma das formas para avango da utilizacdo de fungos para o controle de formigas esta
no aprimoramento do contato entre a cuticula das formigas e os conidios, encontrando uma
formulacdo que seja resistente a limpeza. Como medida adicional, deve haver o
desenvolvimento de doses maiores de conidios para que estes possam escapar do
comportamento de limpeza e da inativacdo através das secre¢des antibidticas das formigas.

Possibilitando uma boa dispersdo através da colonia e utilizando-se de uma
formulacdo que ndo possa ser limpada facilmente pelas formigas, ¢ possivel obter uma
infeccdo em massa que oprima a higiene delas, perturbando a ordem social e eliminando a
colonia.

No caso da utilizagdo de nematoides, também sdo necessarios mais estudos com outras
formulacdes que impegam a percepcao das formigas, fazendo com que elas ndo mudem de
local. Concentracdes mais altas de juvenis infectivos também sdo sugeridas para que esses
patdgenos possam infectar mais os individuos adultos e um maior nimero de crias.

Além disso, sugere-se uma alternativa de controle bioldgico associado com aplicagdes
de inseticidas quimicos. Propde-se aplicagdo de um inseticida nos formigueiros em doses
baixas seguido de um entomopatdgeno, de forma que o inseticida desestruture a coldnia
tornando-a mais suscetivel a acdo dos entomopatogenos.

Avangando-se nessa linha de pesquisa ndo resta davida que os organismos
entomopatogénicos podem ser formas promissoras para o controle de formigas pragas.

Com relacdo a presenca destes entomopatogenos em formigueiros, ficou claro que eles
provavelmente possuem uma capacidade de permanecer nas colonias destes insetos.

O presente estudo sugere portanto, um aprofundamento neste assunto para que se
possa entender melhor a relacdo dos microrganismos entomopatogénicos € as coldnias de

formigas, bem como a sua utilizagdo para o controle de insetos pragas.
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9. CONCLUSOES

Os fungos e nematdides entomopatogénicos estdo presentes em coldnias de formigas
invasoras em areas onde suas populacdes estdo em equilibrio e nas areas infestadas.
Observou-se que houve um maior nimero de amostras contendo entomopatégenos em solos
de controle, ndo estando portanto, associados a formigas.

O nematoide Steinernema sp. foi isolado tanto em amostras de formigueiros quanto
em amostras de controle. Ja Heterorhabditis sp., foi isolado somente em amostras de controle.
Com relacdo aos fungos, Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae € Paecilomyces sp.,
pdde-se verificar isolamentos em amostras de solos de formigueiros e de controle.

Em testes de laboratorio, o fungo Beauveria bassiana, tanto o isolado de formigueiro
quanto o isolado pertencente a Colecao de Entomopatogenos Oldemar Cardim de Abreu do
Instituto Bioldgico, nas duas concentracdes testadas apresentou maior mortalidade de
operarias da espécie M. floricola. Os nematoides Steinernema sp. e Heterorhabditis sp.
pertencentes a Cole¢do de Entomopatdogenos Oldemar Cardim de Abreu do Instituto
Bioldgico, apresentaram mortalidade semelhante em operarias de M. floricola em condig¢des
de laboratorio.

As colonias de formiga que receberam a aplicagdo de nematoides mudaram-se de local
na tentativa de manterem-se longe da infeccdo. J& as colonias que receberam fungos
entomopatogénicos nao apresentaram este comportamento de fuga, porém limparam-se
constantemente para livrarem-se dos conidios aplicados.

A aplicacdo tanto de fungos quanto de nematdides nas concentragdes utilizadas neste
trabalho ndo foram capazes de atingir as colonias das formigas da espécie M. floricola. Este
trabalho conclui ainda que os comportamentos de defesa das formigas, como por exemplo o
comportamento de limpeza ¢ o comportamento de fuga dos ninhos devem ser considerados

para a utilizacdo de fungos e nematoides como formas de controle biologico.
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