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RESUMO

O controle biolégico tem recebido atengéo dos pesquisadores, principalmente devido
aos movimentos, de preservacdo do ambiente. Tém sido amplamente aplicado em
espécies consideradas importantes pragas agricolas, porém nao indicado para as
formigas cortadeiras. Tais formigas apresentam um conjunto de estratégias fisicas,
guimicas e comportamentais que as operarias realizam a fim de evitar a propria
contaminagao e da colonia. Entretanto alguns microorganismos conseguem causar
mortalidade de alguns membros da col6nia, como os fungos entomopatogénicos.
Pretende-se fornecer conhecimentos basicos para desenvolvimento de novas
estratégias de controle microbiano das formigas cortadeiras em um futuro préximo.
Para tanto estudamos quatro fungos com grande potencial patogénico, Metarhizium
anisopliae, Beauveria bassiana, Aspergillus flavus e Trichoderma asperellus.
Primeiramente foram estudados a patogenicidade dos fungos (entomopatogeno e
oportunista) em operarias isoladas da colonia. Estudou-se a susceptibilidade de
larvas e adultos de formigas cortadeiras Atta sexdens rubropilosa a conidios de B.
bassiana, por meio de técnicas histologicas e de microscopia. Finalmente
encapsulados com conidios foram veiculados para o jardim de fungo simbionte
visando o controle de mini col6nias em laboratorio. Propomos a elaboracdo de novas

alternativas aos manejos existentes.

Palavras-chave: Fungos entomopatogénicos. Antagonista. Colénia. Imaturos.






ABSTRACT

Biological control has received attention of the researchers, mainly due to the
movements, of preservation of the environment. They have been widely applied in
species considered important agricultural pests, but not indicated for leaf cutting ants.
These ants present a set of physical, chemical and behavioral strategies that the
workers realize in order to avoid the own contamination and the colony. However,
some microorganisms can cause mortality of some members of the colony, such as
entomopathogenic fungi. It is intended to provide basic knowledge for the
development of new strategies for microbial control of leaf-cutting ants in the near
future. For this, we studied four fungi with great pathogenic potential, Metarhizium
anisopliae, Beauveria bassiana, Aspergillus flavus and Trichoderma asperellus. First,
the pathogenicity of fungi (entomopathogen and opportunist) was studied in workers
isolated from the colony. The susceptibility of larvae and adults of leaf-cutting ants
Atta sexdens rubropilosa to B. bassiana conidia was studied by means of histological
and microscopy techniques. Finally encapsulated with conidia were conveyed to the
symbiotic fungus garden aiming the control of mini colonies in the laboratory. We

propose the elaboration of new alternatives to existing management.

Keywords: Entomopathogenic fungi. Antagonist. Colony. Immature.
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INTRODUCAO
Como é estabelecida uma col6nia de Atta?

Basicamente ¢ estruturada pela rainha, esta trdéz um fragmento de fungo da coldnia de
origem e logo apds o voo nupcial remove as asas para fundar uma nova colbnia. Existem
varias hipoteses para a simbiose com este fungo (Leucocopridae) (MARICONI, 1970), fato é
que esta fica enclausurada no solo (WILSON, 1971, WHEELER, 1906, AUTUORI, 1940),
até a emergéncia das primeiras operarias que auxiliam na construcdo e expansdo das camaras
que compde o formigueiro, entre elas a de lixo e a do jardim de fungo simbionte (DELLA
LUCIA, 2011).

Este inseto social é holometabolo e as operarias se dividem nas funcdes da coldnia no
que diz respeito a manutencdo, incluindo o cuidado com a prole (ovos, larvas e pupas) e
demais divisdes de trabalho entre os individuos adultos, levando em consideracdo a
morfologia (polimorfismo) e a idade destes (polietismo), 0o que gera um repertorio
comportamental variado, muito estudado em trabalhos de etologia, que podem observar o
inseto isolado (focando uma casta) ou interagindo com a coldnia (Superorganismo)
(HOLLDOBLER; WILSON, 2009).

O ato comportamental do forrageamento é realizado na &rea externa, onde ocorre o
corte e transporte do substrato vegetal, que no interior da colénia é processado e incorporado
no jardim de fungo simbionte pelas operéarias da colonia (WEBER, 1972, WILSON, 1971).
Formigas attinis mantem relagdo mutualistica com o fungo basidiomiceto numa associagdo
obrigatoria ha estimados 50 milhfes de anos (SCHULTZ; BRADY, 2008). As formigas
cultivadoras de fungo sdo encontradas apenas no continente americano, classificadas
taxonomicamente em 17 géneros com mais de 250 espécies descritas compondo a tribo Attini
(BRANDAO et al., 2011; SOSA-CALVO et al., 2013), sendo as cortadeiras propriamente
ditas encontradas nos géneros Atta e Acromyrmex que tém importancia agricola no que diz
respeito a protecdo de plantas, constantemente relatadas causando injurias na parte aréra
destas (DELLA LUCIA, 2011), sendo o modelo bioldgico estudado neste trabalho apenas a
espécie Atta sexsdens rubropilosa (Sauva-limao), devido a facilidade de adaptacéo desta as

condicBes proporcionadas pelo Laboratdrio de Insetos Sociais-Praga (LISP).



22

Como caracteristicas taxonémicas e morfoldgicas possuem o corpo segmentado em
trés partes (gaster, torax e cabega), no gaster tem-se a glandula de veneno como ¢rgdo de
destague na marcacdo de trilha, no torax trés pares de pernas ambulatorias, sendo que a
presenca de asas ocorre apenas na casta reprotutiva, na cabegca um par de antenas geniculadas
e um par de mandibulas especializadas para o corte no caso destas formigas (HOLLDOBLER,;
WILSON, 1990). Este inseto possui um par de glandulas chamadas metapleurais, comum
nesta familia (Formicidae), que secretam substancias para o reservatorio (bula), ao qual esta
ligada, sendo que estas substancias favorecem a sobrevivéncia destas formigas nos solos em
que habitam (DO NASCIMENTO et al., 1996).

Potenciais candidatos para o controle microbiano

Os fungos entomopatogénicos (FEs), possuem uma fase anamérfica em seu ciclo, logo
produzem conidios, sdo classificados no filo Ascomicota e classe Hypocreales, estando entre
0s patogenos mais usados em programas de controle microbiano, pois necessitam de um
hospedeiro para cumprir o ciclo, neste caso usualmente atacam a cuticula por um processo
quimico-fisico, produzindo enzimas quitinoliticas e 0 grampo de penetracdo. Nos casos em
que o inseto apresenta-se debilitado (moribundo), alguns fungos oportunistas podem realizar
esta funcdo também, mesmo os chamados saprofitas podem acelerar o processo de morte de

um inseto com baixa imunidade.
Metarhizium anisopliae

O primeiro fungo usado para controle foi M. anisopliae, em 1879 por llya
Metchnikoff, para controle da larva de curculionideo. No Brasil foi selecionado priorizando a
producéo de conidio em meio artificial, viruléncia e resisténcia a radiacdo UV, priorizando o
controle da broca da cana e de cigarrinhas, inclusive as que ocorrem nas pastagens. E um
deuteromiceto da familia Moniliaceae que persiste no solo em sua estrutura de resisténcia, o
conideo, que é uninucleado e oblongo Ap6s completar o ciclo, apresenta uma muscardine

verde formada por micélios na superficie do cadaver do hospedeiro (ALVES, 1998).
Beauveria bassiana

Primeiro fungo a ser estudado por Agostino Bassi pode ser encontrado em inimeras
espécies de artropodes, sendo que em campo ocorre em forma enzodtica e epizodtica, 0s
conidios sdo globosos, verrugosos, capazes de colonizar o hospedeiro em média em 72 horas,

em condigdes favoraveis de temperatura e umidade, deixando o cadaver coberto por uma
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muscardine branca, resultado do desenvolvimento das hastes e das fidlides do micélio. A
Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz e Instituto Biologico de S&o Paulo mantém
colecdes deste fungo e desenvolvem projetos visando melhorias no controle a campo, que
chega a 90% dependendo da praga alvo (ALVES, 1998).

Aspergillus flavus

Apresenta conidios e conidioforos caracteristicos, esféricos, de superficie irregular.
Pode crescer em diversos substratos, até mesmo sendo contaminante de outros fungos
formulados, geralmente ataca insetos debilitados, de forma oportunista e no Brasil €
relacionado para o controle de formigas do género Atta, sendo considerado um fungo
entomopatogénico facultativo. Possui potencial de risco para saide animal, por secretar
aflatoxina (ALVES, 1998, RIBEIRO et al., 2012, VALENCIA, 2014)

Trichoderma asperellus

Fungos filamentosos do genero Trichoderma (Ascomycota: Hypocreaceaeare) sao
comumente encontrados no solo de diversas regides do globo. Considerados micoparasitas
facultativos e antagonistas do fungo simbionte das Attinis. Amplamente usado em hortas e em
grandes areas de monoculturas, contra fungos fitopatogénicos (AUGUSTIN et al., 2013,
MONTOYA et al., 2016).

Abordando o tema controle microbiano

Atualmente o controle de formigas cortadeiras é realizado com produtos quimicos,
aplicados princialmente com iscas toxicas. As iscas constituem o método mais econdmico e
pratico no mercado (FORTI et al., 1993), sendo o mais difundido por proporcionar maior
seguranca para o operador, dispensa mao de obra e equipamento especializado, facilitando o
tratamento de ninhos de dificil acesso. Entretanto nas ultimas décadas, o controle microbiano
tem recebido a atencdo dos pesquisadores, principalmente devido ao seu apelo sustentavel
(WILCKEN; BERTI FILHO, 1994).

Testes ja foram realizados com microrganismos em geral: nematoides, acaros e fungos
(DELLA LUCIA, 1993), todavia as pesquisas concentram-se, sobretudo, em relacdes aos
fungos entomopatogénicos, pois foram os primeiros patdgenos utilizados no controle

microbiano de insetos (ALVES, 1998). Um grupo promissor como agente de controle
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bioldgico para formigas cortadeiras incluem fungos patogénicos aos individuos da col6nia e
antagonistas ao fungo simbionte, usados no desenvolvimento de bioinseticidas (LOPEZ;
ORDUZ, 2003).

Espécies de fungos deuteromicetos, como Metarhizium anisopliae e Beauveria
bassiana sdo entomopatogenicos generalistas, sendo virulentos a diversos insetos, inclusive
aos sociais, ambos reproduzindo obrigatoriamente sobre o hospedeiro. Estudos relacionados
com a penetracdo da cuticula dos hospedeiros demonstram que estes fungos iniciam a
colonizacdo do corpo do inseto mediante a formacao de estruturas de pressdo e producédo de
enzimas extracelulares proteoliticas como subtilisina (PR1), metaloproteaze e com atividades
quitinolitica (LEAL et al., 1997).

Entre os sintomas que os fungos entomopatogénicos causam as colénias de formigas
cortadeiras incluem-se o aumento na taxa de mortalidade, reducdo da atividade de
forrageamento e na saude do jardim de fungo, levando indiretamente a colonia ao declinio
(JACCOUD et al., 1999).

Em formigas cortadeiras, a acdo dos agentes entomopatogénicos varia em funcédo da
casta e da forma de aplicacdo utilizada no estudo, sendo que alguns individuos podem ser
mais susceptiveis que outros, ou seja, determinado fungo pode acometer soldados e operarias
variando a sua viruléncia (DIEHL-FLEIG et al., 1988).

Trabalhos demonstram que o controle biolégico de formigas cortadeiras pode ser bem-
sucedido como no controle de outros insetos, uma vez que M. anisopliae apresentou potencial
patogénico para Atta sexdens rubropilosa (JACCOUD et al., 1999), Atta cephalotes (LOPEZ;
ORDUZ, 2003), Acromyrmex echinatior (HUGUES; BOOMSMA, 2003; HUGUES, et al.,
2004). Estudos em laboratérios demonstram 100% de mortalidade de grupos isolados de
formigas cortadeiras (CASTILHO et al., 2010).

Silva e Diehl-Fleig (1988) verificaram que a atividade alimentar de adultos de ninhos
de Atta sexdens piriventris tem reducdo apos seis dias da aplicacdo de M. anisopliae em
suspensdo ou em formulacdo em po6. Muitos trabalhos também apresentaram 0s mesmos
resultados quanto a atividade alimentar nas coldnias tratadas com fungos. Diehl-Fleig et al.
(1988) testando diferentes linhagens de fungo B. bassiana e uma de M. anisopliae em Atta
sexdens piriventris observam que a patogenicidade depende da linhagem utilizada. Loureiro e
Monteiro (2004) testando os isolados AM 9 e JAB 06 de B. bassiana, E 9 e AL de M
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anisopliae e CG 189 e CG 195 de Paecilomyces farinosus, (hoje denominado: Isaria
fumosorosea), inoculados em operarias de Atta sexdens sexdens, verificaram uma alta

mortalidade destas.

Hughes et al. (2004) investigaram a prevaléncia de fungos entomopatogenicos
associados em ninhos de colonias de formiga cortadeira em floresta tropical e encontraram
maior abundancia de M. anisopliae proximo aos ninhos. B. bassiana e Aspergillus flavus
também encontrados proximo ao lixo da colonia. Através de analise molecular verifica-se a

ocorréncia de mais de 20 tipos de isolados para M. anisopliae.

Apesar das pesquisas apresentarem resultados satisfatorios em relacdo ao controle de
formigas por fungos, a infecgdo € controlada por eficientes mecanismos de defesa das
colonias pelas formigas (MACHADO et al., 1988). Para contornar os efeitos dos mecanismos
de defesa das formigas frente aos parasitas, Diehl-Fleig e Silva (1992) e Specth et al. (1994)
formularam esporos de fungos entomopatogénicos em iscas toxicas com diferentes atrativos,
evitando assim que esporos fossem reconhecidos pelas operarias e assim desarticulando o
mecanismo de defesa coletivo uma vez no interior da colénia (cavalo de Tréia). De acordo
com Lopez e Orduz (2003) esse tipo de controle é efetivo, porém necessita de um periodo

prolongado, cerca de 60 dias para que toda col6nia seja invadida (contaminada).

Spech et al. (1994) testaram a atratividade de iscas granuladas contendo o fungo
entomopatogenico B. bassiana. De acordo com os resultados as iscas sdo atrativas para as
espécies Acromyrmex crassispinus, Acromyrmex heyeri e Acromyrmex striatus em col6nias
naturais. Demais teses consideram estudos envolvendo atratividade de iscas para o género
Atta (CARDOSO, 2010, ARAUJO, 2011).

Em estudos recentes Santos et al. (2007) abordaram o efeito de fungos
entomopatogenicos em col6nias de formiga cortadeira apds estresse causado por inseticida
quimico. Selecionaram fungos entomopatogenicos usando combinagdo com dose subletal de
imidacloprid, na perspectiva de controle de A. sexdens rubropilosa em colonias de
laboratdrio, esta combinacdo seria compativel segundo Tamai et al. (2002). Os insetos foram
expostos ao Imidacloprid e apds 24h aos fungos B. bassiana e M. anisopliae (10’conidio mI-
1. Como resultado os autores encontraram que a taxa de mortalidade de formigas foi acima de
60% no tratamento combinado comparado com 40% usando apenas o fungo e 10% quando
tratadas apenas com a subdose do produto. Como houve diferenca significativa acredita-se

que a exposicao ao produto tornou o inseto mais susceptivel ao fungo.
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Outra estrategia de defesa das formigas cortadeiras aos entomopatdgenos é a
variabilidade genética atuando como fator de resisténcia dos individuos. Hugues e Boomsma
(2004) verificaram que ha variacdo genética em Acromyrmex echinatior para a resisténcia ao
parasita M. anisopliae. Variagdo esta semelhante a resisténcia de doencas tem sido encontrada
em Apis melifera (PALMER; OLDROYD, 2003) e em Bombus terrestris (BAER; SCHMID-
HAMPEL, 2003).

Além disso a quantidade de formigas auxilia no controle da dispersdo de
entomopatogenos dentro da coldnia (Ol et al., 2005). Hughes et al. (2002) verificaram que a
taxa de transmissdo da doenga € inversamente proporcional a densidade da populacdo, ou seja,
as operarias mantidas em grupo com o entomopatogeno M. anisopliae, apresentaram uma
maior sobrevivéncia em relacdo aquelas mantidas isoladas. Em experimento posterior, Walker
e Hugues (2009) verificaram a existéncia de imunidade social em formigas cortadeiras. Os
autores definem imunidade social como expressdo de um conjunto de defesa em nivel de
grupo e de comportamentos, tais como limpeza individual e matua (CREMER et. al, 2007,
CAMARGO et al., 2017). Além da imunidade por respostas umorais conhecida em insetos de
forma geral, como por exemplo, excletorizacdo e encapsulamento (COUCEIRO, 2015, DA
SILVA, 2002).

Como exposto pelas pesquisas ja realizadas com fungos entomopatogenicos, abre-se
um leque de estudos visando o controle microbiano em formigas cortadeiras, contudo
pretende-se fornecer conhecimento basico necessario para desenvolver novas estratégias de

controle, superando alguns fatores que limitam tal técnica de ser aplicada.
OBJETIVOS
O objetivo geral € fomentar a base para o controle microbiano, sendo 0s objetivos especificos:

e Avaliar a patogenicidade dos fungos Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana e
Aspergillus flavus, mediante teste de sobrevivéncia.

e Registrar o processo de infeccdo de Beauveria bassiana em larvas e adultos de Atta
sexdens rubropilosa, por analises ultramorfologica e histoldgica.

e Utilizacao de encapsulados contendo fungos entomopatogénico ou antagonista para o

controle de mini colbnias em laboratério.



27

CAPITULO 1: MAPEAMENTO DAS REGIOES DE ADESAO DE DIFERENTES
CONIDIOS EM OPERARIAS DE Atta sexdens rubropilosa Forel 1908, (HYMENOPTERA:
FORMICIDAE)

Travaglini, R.V.%; Forti, L.C.%; Silva, L.C.%; Camargo, R.S.}; Arnosti, A.2; Camargo-
Mathias, M.I.2

'Universidade Estadual Paulista “Jalio de Mesquita Filho”- UNESP, Programa de
Protecéo de Plantas, Departamento de Producdo Vegetal.

2Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”- UNESP, Instituto de
Biociéncias, Departamento de Biologia.

RESUMO

As formigas do género Atta sdo consideradas importantes pragas desfoliadoras,
atacando diferentes culturas, pastagens e areas reflorestadas. Os fungos entomopatogénicos e
0s fungos oportunistas sdo considerados inimigos naturais dessas pragas, com potencial para
ser usado para controle bioldgico. A fim de identificar as regiGes mais suscetiveis a adesao de
conidios, operarias de Atta sexdens rubropilosa foram expostos a suspensdes (108
conidios/mL) dos seguintes fungos: Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae e
Aspergillus flavus e posteriormente submetidos a analise usando microscopio eletrénico de
varredura (MEV). Os resultados obtidos para os periodos de 24, 48 e 72 horas mostraram que,
apos exposicdo das operarias aos fungos, os conidios de B. Bassiana tiveram sucesso em
aderir e germinar no corpo da formiga na regido da mandibula; enquanto em M. anisopliae
esta preferéncia era restrita ao gaster e, em A. flavus, a fossa antenal. Estes resultados sugerem
fortemente que o processo de adesdo e a germinagdo de cada fungo ocorrem em diferentes
momentos e lugares distintos do corpo do inseto; no entanto, independentemente destes
fatores, a infeccdo leva o inseto a morte. Os resultados do teste de mortalidade ndo mostraram
diferenca significativa entre os fungos B. bassiana e M. anisopliae; ou seja, ambos eram

virulentos e quando comparados com A. flavus, este ultimo apresentou baixo potencial.

Palavras-chave - Aspergillus flavus, Beauveria bassiana, Controle Biologico, Integumento,

Metarhizium anisopliae.
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1.1 INTRODUCAO

As formigas cortadeiras do género Atta Fabricius (Hymenoptera: Formicidae) sé@o
vulgarmente conhecidas como salvas e constituem um grupo de insetos capazes de causar
grandes prejuizos econdmicos ao desfolharem parcial ou totalmente culturas de importancia
para a agricultura e silvicultura (BOARETTO; FORTI, 1997). No Brasil, destaca-se a espécie
Atta sexdens rubropilosa Forel, popularmente conhecida por satva-limao, que forrageia uma
vasta variedade de espécies vegetais e € uma das principais pragas dos reflorestamentos
(CHERRET, 1972, DELLA, LUCIA, 1993). Estes insetos sociais apresentam divisdo de
castas e trabalham para manutencdo do jardim de fungo usado pela colonia (HOLLDOBLER,;
WILSON 1990). Organismos de solo convivem com demais microorganismos deste
ambiente, entre eles os fungos (BENTO, 1991).

Determinados fungos entomopatogénicos apresentam potencial para serem utilizados
no controle bioldgico de satvas (JACCOUD, 2000). De acordo com Silva & Diehl-fleig et al.
(1988), os fungos entomopatogénicos das espécies Metarhizium anisopliae (Metsch.) e
Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. ttm demonstrado vantagens sobre os formicidas quimicos

no controle de salvas.

Segundo Alves (1998) fungos sdo patdgenos capazes de infectar diferentes estagios de
desenvolvimento dos hospedeiros, os quais podem ser: ovos, larvas, pupas e adultos de
insetos, sendo esta caracteristica bastante desejavel quando se pensa em controle. Quando
comparados com outros grupos de patdgenos, os fungos apresentam certa vantagem, pois a
maioria deles € altamente especializada na penetracdo via tegumento do inseto. As etapas
desta relacdo sdo de modo geral classificadas como fases de: adesdo, germinacdo, formacao
de apressorios, formacdo de grampo de penetracdo, penetragdo, colonizacdo e ainda,

reproducdo e disseminacdo do patdégeno (ALVES, 1998).

Assim, os agentes de controle bioldgico tornam-se uma alternativa econdmica e
ecologicamente vidvel (VALADARES-INGLIS, 1998). Além da possibilidade da
compatibilidade entre fungos entomopatogénicos e pesticidas que facilitariam os programas
de manejo integrado de pragas (NEVES et al., 2001).

O isolamento de B. bassiana, M. anisopliae e Aspergillus parasiticum do corpo de
rainhas de Atta mexicana no estado de Morelos no México depois do voo nupcial, constitui o

primeiro registro de fungos entomopatogenicos nesta espécie (CARRION et al., 1996). Em


https://www.google.com.br/search?hl=pt-PT&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Bert+H%C3%B6lldobler%22
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condigdes naturais, linhagens de Beauveria bassiana ja foram isoladas de rainhas e operarias
do género Atta (ALVES; SOSA-GOMES, 1983; DIEHL-FLEIG et al., 1992).

Muitos fungos entomopatogénicos como M. anisopliae infectam a cuticula dos
hospedeiros via liberacdo de conidios os quais ai aderem e germinam formando uma série de
estruturas para a penetracdo (WANG; ST. LEGER, 2005). Esta espécie produz uma variedade
de enzimas que degradam a cuticula do hospedeiro durante o processo de penetracdo, o
processo de adesdo conidial e formacao de apressorios é de fundamental importancia, uma
vez que representa o primeiro evento da relacdo fungo-hospedeiro (ST. LEGER et al., 1991).
Sendo de suma importancia verificar qual o sitio de adesdo mais freqliente para infeccdo
(regides especificas da cuticula), neste trabalho os trés seguintes fungos foram testados.

Metarhizium anisopliae var. anisopliae ¢ um fungo entomopatogénico obrigatério que
é um generalista, infecta uma grande variedade de insetos, incluindo formigas cortadeiras
(SCHMID-HEMPEL, 1998; JACCOUD et al., 1999) possui micelio branco, massa de

conidios oblongos de cor verde acinzentada opaco, (CARRION et al., 1996).

Beauveria bassiana apresentaram col6nias de coloracdo branca com micélio hialino,
centro levantado e de aspecto pulverulento ou cotonoso, conidios globosos com parede lisa.
(CARRION et al., 1996). O registro deste fungo entomopatogenico para Atta ja foi relatado
por diversos autores (KERMARREC et al., 1986; WILCKEN; BERTI-FILHO, 1994).

Aspergillus flavus tém sido também isoladas de operarias vivas (HUGHES;
BOOMSMA, 2004). Rodrigues, (2004) cita presencga deste fungo em operérias moribundas
infectadas e no lixo de coldnias mantidas em laboratério. Bass e Cherret (1994) estudando o
papel das operarias na manutencdo do jardim de fungo registram a presenca de A. flavus.
Caracterizado por micélio de cor branco esporulando verde amarelado e conidios esféricos,
levemente rugosos, A. parasiticus pertence ao grupo A. flavus devido a similaridade
(CARRION et al., 1996).

Assim pretendemos com este trabalho fotodocumentar as fases iniciais de infeccdo dos trés
fungos (cedidos da colegdo mantida pelo LESF — UNESP — Rio Claro, isolados de rainhas de Atta)
em operarias forrageiras (retiradas de col6nias mantidas no LISP — UNESP — Botucatu). Com
objetivo de identificar as regiGes de maior ocorréncia na adesdo e germinagdo no tegumento do

inseto, cronologicamente dentre os tempos de 24, 48 e 72 horas, para diecionar futuras aplicacdes.
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1.2 MATERIAL E METODOS

Diante do exposto, 0 objetivo deste trabalho foi o de mapear as diferentes regides de
adesdo de conidios no corpo de operadrias de Atta sexdens rubropilosa Forel 1908,
(HYMENOPTERA: FORMICIDAE) (Figura 1), localizando na topografia da cuticula,
regides de maior ocorréncia de adesdo e germinacéo, detectadas em diferentes tempos (24, 48
e 72 horas), ou seja, descrever onde e como ocorre 0 desenvolvimento dos conidios no
tegumento pelos fungos Beauveria bassiana (LESF 477, CRM 1216), Metarhizium anisople
(LESF 206, CRM 530) e Aspergillus flavus (LESF 218, CRM 407), fazendo uso da aplicacédo
de técnicas de microscopia eletronica de varredura. As operérias utilizadas nesse experimento
foram obtidas de col6nia estabelecida no Laboratério de Insetos Sociais Praga (LISP)
localizado na Fazenda experimental Lageado da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas FCA-
UNESP-Botucatu, SP, Brasil. A coldnia foi mantida segundo metodologia proposta por Forti
et al. (1994). Cada tratamento foi derivado da imersdo de dez operérias em uma suspensdo do
fungo na concentragdo 10° conidios/mL, de forma individual com uso de pinga entomoldgica
e um grupo controle imergido apenas em agua, 0S quais geraram imagens padrdo. Apds
inoculacdo em placas de Petri contendo agar + malte, mantidos em BOD por duas semanas,
cada uma das placas eram abertas e adicionava-se 10 ml de 4gua destilada + 0,001% tween, 0s
conidios foram quantificados em cdmara de Neubauer. Para obter as imagens foram testados
os isolados de 1,2x 10° conidios ml (M. anisopliae), 3,7 x 10° (A. flavus) e 2,3 x 10° (B.
Bassiana), onde cada formiga permaneceu imersa por trés segundos em 10 mL de suspensdo
fangica com tween. Para a observacdo do desenvolvimento do fungo sobre a cuticula,
mantivemos as operarias em potes de acrilico com algoddo umedecido, retiraram-se trés
formigas de cada tratamento nos diferentes tempos (24, 48 e 72 horas), oriundas de um teste
de mortalidade o qual tem sua curva ilustrada (Grafico 1), as formigas foram fixadas em
paraformoldeido 4%, por 15 dias, em tampédo de fosfato de potéassio a 0,05M e ph 7,4 por 24
horas apds exposi¢do aos fungos nos trés diferentes tempos, ou seja, trés operarias para cada
stub, montadas repetidamente contemplando trés diferentes posi¢des (dorso, lateral esquerda e
lateral direita). Em seguida as amostras foram desidratadas em solucéo crescente (70%, 80%,
90% e 95%), de acetona e agua por 30 minutos. As amostras foram secas em ponto critico,
com dioxido de carbono e a metalizacdo em ouro foi realizada por quatro minutos em
sputtering BAL-TEC modelo SCD 050. O material foi na sequencia levado ao microscopio
eletronico de varredura Hitachi 3000 para observacgdes e fotodocumentagao. Os dados do teste

de sobrevivéncia foram estatisticamente analizado (Log-Ranktest).
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Figura 1. Formiga cortadeira Atta sexdens rubropilosa: a-bulbo antenal, b-clipeo, c-gaster.

1.3 RESULTADOS

Os dados mostraram os primeiros dados ultramorfoldgicos mapeando quais sdo as
regides do corpo de formigas operéarias forrageiras Atta sexdens rubropilosa onde cada um
dos fungos aqui utilizados atuam nos processos de germinacdo e penetracdo no corpo do
inseto em diferentes tempos, além do que os mesmos infectam preferencialmente distintas
regides do corpo. Nesse sentido o que ficou evidenciado é que os fungos M.anisopliae e B.
bassiana germinam no tempo proximo de 48h, o fungo A. flavus préximo de 72h. Além disso,
estes fungos tém preferéncia para adeséo nas regides do clipeo e mandibula para B. bassiana,

gaster para M. anisopliae e fossa antenal para A. flavus (Figura 2).

Especificamente para o fungo B. Bassiana, apds 24 horas da aplicacdo da suspenséo
fangica, observou-se uma grande deposi¢do de conidios localizada predominantemente na
regido dorsal do inseto, sendo a regido da juncdo clipeo/mandibula, aquela onde esteve
presente a maior quantidade de conideos aderidos (Figura 2A). Importante ressaltar que neste
mesmo periodo de 24 horas, apesar de se ter observado muitos conidios aderidos, ndo foi

possivel detectar qualquer um deles em processo de germinacao.

Este mesmo fungo, para o periodo de 48 horas apos a aplicagdo, comportou-se de
forma semelhante ao periodo anterior, confirmando-se a localizagdo dos conidios
predominando na regido dorsal e com maior acimulo na regido de juncdo clipeo/mandibula,

por outro lado, foram observados conidios em processo de germinacdo (Figura 2B).

Para o periodo de 72 horas as observagdes sdo que alguns conidios aderem na base da

sensila e ja projetam o tubo germinativo na superficie do integumento (Figura 2C).

Para o fungo M. anisople pode-se afirmar que os conidios tiveram adesdo em toda
extensdo dorsal dos trés segmentos do corpo do inseto, cabega, torax e gaster, porém, cumpre

o0 ciclo majoritariamente neste ultimo.
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Ainda no periodo de 24 horas observou-se um aglomerado de conidios predominando
na regido do gaster, especificamente entre a sutura do tergito e do esternito e as sensilas
daquela regido, enfatizando a sua proximidade com as sensilas, porém nao sendo ainda

possivel a observagdo de sinais de ocorréncia de germinagdo. (Figura 2D).

No periodo de 48h houve predominancia de localizacdo de conidios em processo de
germinacdo também na regido dorsal do gaster, especificamente aquela mais préxima da

insercdo com o pds-peciolo.

No periodo de 72h observou-se que o processo de infeccdo ja havia atingido a fase
mais avancgada, inclusive com a presenca de tubo germinativo envolvendo sensilas, houve um
predomino destes na regido dorsal do gaster, préxima a sutura das placas tergais (Figura 2E e
F).

Para o fungo A. flavus, no presente estudo os resultados monstraram a ocorréncia de
um acumulo de conidios também predominando na regido dorsal, sendo que a adesao destes

concentrou-se na cavidade que abriga antena/bulbo antenal (Figura.2G,H e I).

Nos periodos de 24 e 48 horas ap0s a exposicdo, ndo foram observados sinais de
germinacdo neste sitio especifico (Figura 2G e H) e sim apenas a presenca de conidios

esféricos com irregularidades, aderidos ao tegumento.

No periodo de 72 horas foram encontrados conidios aderidos na regido da cavidade da
antena/bulbo antenal, principalmente no torulus onde se visualiza um principio de tubo
germinativo (Figura 2I). Sendo que A. flavus apresentou curva de mortalidade menos

acentuada (Gréafico 1).

A anélise estatistica (Log-Ranktest) mostra diferenca ndo significativa apenas para

curva de mortalidade de M. anisopliae quando comparado a de B. bassiana (Tabela 1).
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0 24h 48h 72h

Gréfico 1. Curva de mortalidade em 72 horas: B. bassiana (Azul) M. anisopliae (Verde) A.
flavus (Laranja) e controle (Vermelho) ab: abdémen, md: mandibula e he: cabeca
(TRAVAGLINI et al., 2016).

Tabela 1. Andlise de sobrevivéncia, Log-Ranktest.

Tratamento Esperado Variancia Qui-Quadrado (p) =
B. bassiana x controle 11.6036 7.9301 181.1007 <0.0001
M. anisopliae x controle 15,4616 11,3374 108,2865 <0.0001
A. flavus x controle 28,0139 17,4819 26,4075 <0.0001
Controle x tween 66,1552 18,9173 12,9556 0,0003
A. flavus x M. anisopliae 76,4045 16,0668 41,7659 < 0.0001
M. anisopliae x B. bassiana 56,0997 17,5181 1,7899 (ns) 0,1809

HO: ndo ha diferenca no tempo de sobrevivéncia dos individuos submetidos aos tratamentos A
e B: pl = p2; H1: ha diferenga no tempo de sobrevivéncia dos individuos submetidos aos
tratamentos A e B: p1 #p2; Nivel de decisao: alfa = 0.05. Resultados (tabela), observado 50,
Graus de liberdade =1
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B. bassiana

M. anisopliae

A. flavus

Figura 2. Regifes do corpo de operérias de A. sexdens rubropilosa, contendo B. bassiana (A-
C), M. anisopliae (D-F) e A. flavus (G-1) fungos, nas fases de: adesdo, germinagdo e
penetracdo em relacdo aos periodos de exposicdo de: 24, 48, 72 horas. A: conidio aderido no
tegumento, D e G: aglomerado de conidios, I: conidios germinando na fossa antenal. Barra
de escala: 20 pm.

1.4 DISCUSSAO

A interacdo conidio-cuticula envolve um complexo especifico através da agdo de
glicoproteinas, enzimas extracelulares e da acdo de forcas eletrostaticas e hidrofobicas.
(FARGUES, 1984, CASSIANO et al., 2008). A penetracdo no tegumento do inseto alvo,
seguida da colonizacéo, infeccdo generalizada e posterior morte do inseto, geralmente ocorre
num periodo que varia entre trés a 10 dias apdés o contato. (WANG; ST. LEGER, 2005,
MELO et al, 2007). Este processo, no entanto, é dependente de fatores limitantes como
componentes nutricionais da cuticula, reagdes quimicas e acdo de micotoxinas (CHANDLER
et al., 2000), relacionando-se também com a viruléncia dos fungos e a susceptibilidade do
inseto hospedeiro (PEKRUL;GRULA, 1979; FARGUES, 1984).

O sitio de adesdo como as membranas intersegmentais na cuticula do inseto, podem
influenciar o processo de penetracdo dos fungos (NAVON; ASCHER, 2000). As cavidades
bucais e anais também podem ser locais preferenciais para o inicio da doenca (WRAIGHT et
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al., 1990). Bittencourt et al. (1999) verificaram atraves de trés metodologias distintas que a

possivel forma de penetracédo deste fungo € pelo tegumento.

Neste trabalho comprovou-se que o local de adesdo do conidio também é um fator
determinante para que o processo de infec¢do ocorra, pois ao longo de 72h de exposi¢do aos
diferentes fungos foi detectado que o processo de germinacgéo foi diferenciado de acordo com
0 sitio de adesd@o dos conidios, sendo que Beauveria bassiana germinou mais frequentemente
no clipeo/mandibula, M. anisopliae no gaster e A. flavus encontrado em trés momentos no

bulbo antenal.

Trabalhos citam atividade de infeccdo semelhantes entre beauveria bassiana e
Metarhizium anisopliae, que corrobora com (LOUREIRO; MONTEIRO, 2004) em Atta
sexdens sexdens. Moino et al. (2002), registraram no hospedeiro conidios de B. bassiana e M.
anisopliae aderidos e germinando em 24 horas por imagens de MEV, evidenciando
semelhanca no processo de colonizagdo do hospedeiro por estes dois fungos. Em observacdes
microscopicas evidencia-se o fungo M. anisopliae invadindo seu hospedeiro por penetracao
direta da cuticula, sendo que a adesdo e germinacdo dos conidios na superficie das cuticulas
se iniciaram apds 24 h ocorrendo a penetracdo em massa do fungo 72 h ap6s a infeccdo
(ARRUDA et al., 2005).

A. flavus ja foi relatado como patogénico para as formigas Acromyrmex relacionando o
aumento da mortalidade de formigas tratadas com doses crescentes de esporos de A. flavus,
(SCHMID-HEMPEL, 1998). Porém, o género Aspergillus é comumente encontrado em solos
tropicais atuando principalmente como decompositores, sendo assim, Aspergillus flavus é
considerado um patdégeno facultativo de muitas plantas e animais (BOUCIAS; PENDLAND,
1998), justificando a acdo retardada deste fungo em relacdo aos outros, atuando
provavelmente depois do individuo estar debilitado, do contrario o sistema imunolégico do

inseto agiria sobre a infecgéo.

Nas formigas cortadeiras Atta sexdens rubropilosa encontra-se em seu tegumento
uma topografia com muitas irregularidades e saliéncias, que tornam-se importante sitios de

adesdo, das quais podemos citar neste trabalho mandibulas, antenas e gaster.

O clipeo que margeia toda cavidade bucal da formiga, tendo a funcéo de agregar as
pecas bucais, por exemplo, onde esta inserida a mandibula. A regido é bastante irregular, com

sulcos e orificios e cavidades, devido a sua complexa movimentagdo mecénica (CHAPMAN,
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1998; TRIPLEHORN, JOHNSON, 2005). O fator adicional que favorece o acumulo de
conidios nesta regido esta atrelado ao comportamento de limpeza, este sugere que apds usar as
antenas para a higienizacdo do corpo, os individuos, acumulam o excesso de conidios na
cavidade infrabucal (WILSON, 1971; BARBIERI et al., 2007; GALVANHO et al., 2012),

aumentando ainda mais a exposic¢do desta regido ao patégeno, no caso Beauveria bassiana.

Gaster, o segmento da extremidade do corpo, onde se aloja o aparelho excretor é
dotado de glandulas e espiraculos, além da abertura anal. E constituido por um conjunto de
placas segmentadas. A sua morfologia externa globosa, compreende-se de uma textura
irregular e presenca de sensilas neste género (Atta) (BOLTON, 2003), as quais se concentram
na regido terminal deste segmento, proximo as suturas, onde € registrada adesdo de conidios

de Metarhizium.

Antenas sdo 0rgaos sensoriais de extrema importancia na comunicacéo e localizacédo
do substrato, citado como aparelho de higienizacdo e remoc¢do de organismos do corpo do
inseto e da colbnia (BELL, 1991, HOLLDOBLER; WILSON, 1990). Na sua totalidade
geniculada, possui na base um bulbo alojado em uma cavidade, a fossa antenal (CASSILL,;
TSCHINKEL 1999; EHMER; GRONENBERG 1997a, 1997b), de dificil acesso onde o

acumulo de conidios fica evidenciado nos registros para Aspergillus.

Considerando os diferentes tempos, cada um dos fungos aqui utilizados atua nos
processos de germinacdo e penetracdo no corpo do inseto de maneira distinta, além do que os
mesmos infectam preferencialmente diferentes regides do corpo do inseto. Nesse sentido o
que ficou evidenciado € que os fungos B. bassiana e M. anisopliae fazem isso no tempo
proximo de 48h e o fungo A. flavus proximo de 72h. Além disso, nas primeiras 24 horas sé se
encontra conidios sem germinar. Nas 48 horas encontram-se conidios germinando, ou seja, 0s

nédo removidos que seguem aderidos (Figura 2B e E).

Como a maioria dos insetos sociais, as formigas possuem adapta¢6es comportamentais
que facilitam sua sobrevivéncia e dificultam seu controle por agentes microbianos (CURRIE,
2001; LACERDA, 2004, 2009). Nas formigas cortadeiras, pertencentes a tribo Attini, o
grooming é um comportamento observado com freqiiéncia. Durante a autolimpeza (self-
grooming) e a limpeza coletiva (allogrooming) elas se limpam e limpam umas as outras
usando suas pecas bucais e pernas anteriores. As particulas coletadas durante a limpeza,
inclusive esporos de fungos e bactérias, sdo compactados em pellets na cavidade infrabucal

sendo entdo carregados para a camara de lixo da colénia. (EISNER; HAAP, 1962). Oi e
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Pereira (1993), demonstraram que o comportamento de limpeza pode atuar na prevencdo da
contaminacéo dos individuos, entretanto, o contato durante este ato, também pode acarretar na

contaminacdo de outros membros da coldnia.
1.5 CONCLUSAO

Os fungos entomopatogenicos propriamente ditos como B. bassiana e M. anisopliae
apresentam uma maior taxa de mortalidade num menor intervalo de tempo quando comparado

com A. flavus, tido como um fungo facultativo (oportunista).

Nos testes de mortalidae em condigOes laboratoriais, sem a possibilidade de interacdo
com a colbnia, tais fungos séo capazes de controlar as populacGes de formigas expostas a

suspencéo de 10° conidios/ml.

Na tabela abaixo uma sintese do que foi verificado em relagdo aos fungos utilizados,

relacionados com o desenvolvimento destes no integumento das operarias (Tabela 2).

Tabela 2. Regides do corpo de operarias de Atta sexdens rubropilosa onde foram observadas
a presenca de fungos das espécies B.bassiana e M. anisopliae e A. flavus, bem como a
determinacdo das fases (adesdo, germinacdo e penetracdo) em relacdo aos tempos de
exposicao (24, 48, 72 horas) no inseto.

Fungo/Tempo 24 horas 48 horas 72 horas
Conidios
Beauveria bassiana Conidios germinando e hifas Conidios germinando e
(Mandibula/Clipeo)  aderidos penetrando na hifas penetrando na
mandibula mandibula
Metarhizium Conidios
anisopliae aderidos Conidios Conidios germinando/
(Géster) germinando penetrando
Conidios
Aspergillus flavus aderidos Conidios

(Fossa Antenal) Conidios aderidos  germinando
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CAPITULO 2: O USO DE FUNGO ENTOMOPATOGENICO NO CONTROLE
BIOLOGICO DE LARVAS E DE OPERARIAS DE FORMIGA CORTADEIRA:
Descricao do controle bioldgico de larvas e adultos de Atta sexdens rubropilosa, Forel

1908 por Beauveria bassiana através de técnicas ultramorfologicas
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RESUMO

Consideradas de habito desfolhador, as formigas cortadeiras, herbivoro dominante nas
Américas, atacam diversas culturas para a manutencdo do fungo simbionte da col6nia, visto
este ser o seu principal recurso alimentar. Com o objetivo de se realizar o controle bioldgico
desta formiga fazendo para tanto o uso do fungo entomopatogénico Beauveria bassiana,
larvas e operarias adultas de Atta sexdens rubropilosa Forel, 1908 foram expostas, a uma
suspensdo do fungo na concentracdo de 10%conidio. Os individuos adultos foram imersos
nessa suspensdao por 3 segundos e os imaturos (larvas) foram expostos topicamente com
auxilio de micropipeta. Os individuos (em grupos de 10) foram acomodados em potes de
acrilico contendo algoddo umedecido para avaliacdo da mortalidade nos tempos de 24, 48 e
72 horas ap6s exposigdo. A técnica de microscopia eletronica de varredura foi aplicada para
documentar como o fungo desenvolve, nos diferentes tempos, na superficie do tegumento dos
insetos. Para o melhor entendimento da dindmica de infec¢do do fungo no interior do inseto
foi aplicada nos individuos amostrados a técnica histologica com coloracdo pela HE, para
tanto o material foi fixado, desidratado, emblocado em resina Leica e na sequéncia foi
seccionado com 3 um de espessura para observacdo e documentacdo em fotomicroscopio. Os
resultados obtidos demonstraram que nos individuos imaturos a penetracdo do fungo B.
bassiana no integumentos do inseto ocorre no tempo de 48h, sendo que nos adultos esse
tempo passa a ser a partir de 72 horas, fato que pode ser explicado pela organizagdo e

esclerotizacdo da cuticula, que no individuo adulto j& se apresenta muito mais rigida do que
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no imaturo, aléem do fato de no individuo adulto ha a liberacdo para superficie do corpo, de
secrecOes que sdo produzidas por diferentes glandulas exocrinas, inclusive pelas glandulas
metapleurais, estas com funcdo de sintetizar substancias antimicrobianas, as quais
provocariam a inibicdo da germinagdo do fungo. J& nos imaturos a cuticula é uma estrutura
mais delgada, constituindo-se numa barreira fisica mais facil de ser transposta pelo fungo,

permitindo assim a sua penetracao por meio de suas hifas logo apos a exposicao.

Palavras chave: Formiga cortadeira, imaturo, controle bioldgico, fungos

entomopatogenicos
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2.1 INTRODUCAO

As formigas cortadeiras do género Atta, popularmente conhecidas como salvas, Sao
consideradas pragas de importancia agricola devido aos prejuizos que podem causar na
pecudria e na silvicultura devida a sua atividade de cortar partes da planta, principalmente as
folhas (DELLA LUCIA; VILELA, 1993).

Apesar de estarem disponiveis na literatura varias estratégias e métodos de controle,
aquele quimico que faz uso de iscas granuladas é atualmente o mais amplamente utilizado
(BRITTO et al., 2016). Este método embora pratico e eficiente, traz consigo inconvenientes
tais como a contaminacdo do meio ambiente e a liberacdo de agentes toxicos que afetam
diretamente os recursos humanos que fazem a aplicacdo do produto (LOUREIRO;
MONTEIRO, 2005). Além disso, as certificadoras florestais tém limitado a exportacdo de
produtos que tenham toxicidade comprovada, fatores que quando associados vem incentivar o
desenvolvimento de pesquisas que tenham como objetivo encontrar métodos de controle de
insetos pragas que sejam tanto eficientes quanto sustentaveis, como é o caso do controle
bioldgico (ISENRING; NEUMEISTER, 2010; RIBEIRO et al., 2012).

A busca por alternativas eficientes, porém, sustentaveis para o controle de insetos
praga tem sido uma constante, visto serem esses individuos causadores de enormes danos na
agricultura em geral, trazendo como consequéncia prejuizos econdmicosde significativa
importancia (MONTOYA-LERMA, et al., 2012; ZANETTI et al., 2014 DELLA LUCIA et
al., 2014).

Dentro desta perspectiva alguns trabalhos ja vem sendo desenvolvidos em laboratorio
e os resultados obtidos tem sido animadores mostrando, por exemplo, o potencial patogénico
de fungos de algumas espécies (Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae) que tem
provocado morte quando aplicados em em operarias e soldados de formigas das espécies A.
sexdens rubropilosa e A. bisphaerica (ALVES; SOSA GOMES, 1983, CASTILHO et al.,
2010, TRAVAGLINI et al., 2016)

Os testes que mostram a acdo de microrganismos no combate as formigas cortadeiras
tem resultado em respostas variadas dependendo tanto da casta do inseto como da forma de
aplicacdo do produto (DIEHL-FLEIG et al., 1988). Segundo Alves (1998) a infeccdo dos
insetos ocorre via integumento, incluindo as aberturas naturais, ressaltando ainda que os
fungos entomopatdgenicos infectam diferentes estagios de desenvolvimento dos insetos

(ovos, larvas, pupas e adultos), caracteristica desejavel quando se pensa em controle. De
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acordo com Arnosti et al. (2016) em estudos com Diaphorina citri e Travaglini et al. (2016)
em estudos com formigas cortadeiras, o local da adesdo do conidio do fungo no corpo do
inseto influenciaria diretamente no sucesso da germinacdo do mesmo.

Outros estudos ainda utilizando fungos entomopatogénciso no controle bioldgico,
mostraram que enzimas proteases, aminopeptidases, esterases e quitinases seriam produzidas
em grande quantidade por M. anisopliae e B. bassiana (ST. LAGER et al., 1986) Essas
enzimas causariam modificagfes na estrutura do integumento de gafanhotos, o que permitiria
que as hifas conseguissem penetrar no corpo do inseto (BIDOCHKA; SMALL, 2005).

Um fator que seria dificultador da aplicacdo das estratégias de controle bioldgico em
formigas fazendo-se uso de fungos entomopatogénios, seria a liberacdo de secrecBes quimicas
sintetizadas por diversas glandulas exdcrinas, as quais dentre outras funcdes teria aquela de
produzir agentes antimicrobianos (POULSEN et al., 2002,VIEIRA et al. 2012). Além disso,
no interior de coldnias de formigas cortadeiras encontra-se o jardim de fungo que segundo
informacdes de Pagnocca et al. (1996) para evitar a sua contaminacdo, as formigas adotariam
o comportamento de lamber a superficie do substrato, 0 que consequetemente introduziria na
cavidade infrabucal das mesmas, os micororganismos. Assim, diante destas informagdes e na
tentativa de se buscar novas, eficientes e sustentaveis estratégias para controlar a proliferacédo
de formigas cortadeiras, consideradas importantes pragas da agricultura, o presente estudo
teve como objetivo demonstrar por meio do uso de técnicas histologicas quais seriam 0s
locais do corpo de larvas (imaturos) e de operarias (adultos) de A. sexdens rubropilosa mais
susceptiveis a penetracédo de hifas do fungo B. bassiana, bem como isso afetaria a organizagéo

estrutural e a morfofisiologia do integumento do inseto.

2.2 MATERIAL E METODOS

Obtencdo de larvas e de operérias de A. sexdens rubropilosa.

Larvas e operarias forrageiras de uma mesma coldnia de A. sexdens rubropilosa foram
utilizadas nesse trabalho, ambas as castas obtidas da criacdo estabelecida no Laboratorio de
Insetos Sociais Praga (LISP), localizado na Fazenda Experimental Lageado da Faculdade de
Ciéncias Agronémicas FCA- UNESP-Botucatu, SP, Brasil, latitude (22° 50" 48" S), longitude
(48° 26' 06" W) e altitude (817,74 m), segundo metodologia proposta por Forti et al. (1994),
mantidas em condigdes controladas (UR% 75 +-10, T°C 25+-2).
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Obtencéo do isolado do fungo Beauveria bassiana:

O fungo B. bassiana foi isolado a partir de rainhas mortas e mantido no Laboratério de
Ecologia e Sistematica de Fungos (LESF), UNESP-Rio Claro, Sdo Paulo, Brasil. Os mesmos
foram multiplicados (ap6s inoculacdo) em placas de Petri de 5cm de didametro contendo meio
de cultura a base de agar e malte (2%) e as quais foram vedadas com papel filme PVC e
mantidas em BOD (temperatura+_25°C) durante 15 dias,tempo necessario para serem
observados conidios sobre a superficie da mesmas. O repique do fungo foi realizado depois de

15dias da inoculacao.

Preparo da suspensao fangica

Uma das placas de Petri contendo meio de cultura mais o fungo B. bassiana foi aberta
em capela e a ela foram adicionados 10 mL de agua destilada estéril mais o espalhante
adesivo Tween 80® a 0,01%. Depois disso procedeu-se 0 ajuste da suspensdo (contagem dos
conidios), a qual ocorreu no interior de cdmara de Neubauer sob microscopio de luz de campo

claro, até obter-se a concentragdo de 10%conidios/mL.

Bioensaio com as operarias (adultos)

Operarias forrageiras (classificadas segundo medicdo da capsula cefélica) foram
separadamente imersas na suspensdo fungica durante 03 segundos de acordo com protocolo
descrito por Loureiro e Monteiro (2005), fazendo uso de pinga entomoldgica. Depois disso as
mesmas foram acondicionadas em potes plasticos de 250ml contendo algodd@o umedecido em
agua. Para os bioensaios foram estabelecidos: um grupo controle onde os individuos néo
foram expostos ao fungo, ou seja, depois de coletados, foram imediatamente fixados para
aplicacdo de técnicas histolégicas e de MEV e um grupo tratamento onde as operarias foram
expostas a suspensdo fungica por 24, 48 e 72 horas, tempo suficiente para desenvolvimento

destes fungos em condicdes controladas visando o inicio da infeccao.

Bioensaios com Larvas
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Larvas de A. sexdens rubropilosa foram expostas topicamente a suspensdo fungica.
Para tanto, fez-se uso de uma micropipeta aplicando 1uL da suspensio de 10°conidios/mL
conforme o protocolo descrito por Bromme et al. (1976). Ap6s a exposi¢cdo as mesmas foram
coletadas e colocadas em placas de Petri estéreis e forradas com papel filtro umedecido, as
quais foram mantidas a 25°C no ambiente do laboratério (LISP).A cada 24, 48 e 72 horas
foram retirados 3 individuos os quais foram encaminhados para os procedimentos histologico
e de MEV. Larvas controle também foram coletadas (sem contato prévio com o fungo). Estas
como ndo foram expostas foram ao fungo foram imediatamente fixadas e encaminhadas para

aplicacdo de técnicas histolégicas e de MEV.

Histologia

No laboratorio do “Brazilian Central of Studies on Ticks Morphology” (BCSTM) IB-
UNESP-Rio Claro, SP, Brazil, 09 larvas e 09 operarias foram coletadas vivas, anestesiadas
por choque térmico em geladeira e fixadas inteiras em paraformoldeido (4%) por sete dias.
Apos a fixacdo realizou-se a desidratagdo (4 banhos de 15 minutos cada), em série crescente
de etanol a 70%, 80%, 90% e 95%. Logo apds, foram embebidas e incluidas em historesina
Leica no interior de moldes plasticos. Os blocos contendo resina mais o material foram
polimerizados e colocados em suportes de madeira para seccdo em microtomo Leica (3um de
espessura). Posteriormente as sec¢des foram recolhidas em laminas de vidro e coradas pela
hematoxilina e eosina (HE) (JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983). As larvas e operérias

expostas a suspensao também passaram pelo mesmo procedimento.

Microscopia Eletronica de Varredura:

Para a aplicacdo desta técnica foram coletadas trés operarias de cada um dos grupos
tratamento e controle. Os espécimes inteiros foram fixados em paraformaldeido 4%,em
tampdo fosfato de potéssio a 0,05M durante 15 dias epH 7,4 durante 24 horas. Na sequéncia
as amostras foram desidratadas em solucéo crescente (70%, 80%, 90% e 95%) de acetona e
agua por 5 minutos cada banho e foram secas em ponto critico. Apds essa etapa, o material foi
colado (com fita dupla face) em stubs de aluminio em trés diferentes posi¢des (dorsal, lateral
esquerda e lateral direita) e metalizadas por quatro minutos com ouro em sputtering BAL-

TEC modelo SCD 050. Depois disso o material foi levado ao microscopio eletronico de
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varredura Hitachi TM 3000 para observacdo e fotodocumentacdo no Laboratorio de

Microscopia Eletronica do Instituto de Biociéncias da UNESP-Rio Claro, SP, Brasil.
2.3 RESULTADOS

Os resultados obtidos no presente trabalho mostraram a dindmica de adesdo, de
germinacdo e de penetracdo do fungo B. bassiana no integumento de diferentes estagios de
desenvolvimento (larvas e operarias adultas) de formigas A. sexdens rubropilosa, as quais
foram expostas a suspenséo flingica 10%/conidios (Agua destilada e Tween 0,001%) para serem
analisadas tanto sob microscopia eletrénica de varredura quanto sob microscopia de luz de
campo claro fazendo, no caso desta Ultima, o uso de técnicas de histologia. Para um melhor
acompanhamento dessa dinamica, as exposi¢des dos insetos ao fungo ocorreram nos
intervalos de 24, 48 e 72 horas. Assim, nestes trés diferentes tempos de pds-exposicao as

suspensdes, foram obtidos os seguintes resultados:
Ap0s 24horas:

A microscopia eletrénica de varredura mostrou que o integumentotanto das
larvas (Figura 1B), quanto das operarias (Figura 2), teve os conidios aderidos a sua superficie,
preferencialmente com localizacdo na regido proxima a boca (regido oral), local este que
apresenta uma cuticula esculturada e cujos sulcos e saliéncias, além da prépria juncdo das
pecas bucais (mandibula/ clipeo) articuladas, permitem que o0s conidios se agrupem e ai se
fixem. Cabe ressaltar que também a presenca de sensilas muito provavelmente favoreceu a
adesdo destas estruturas, principalmente na base das mesmas, uma vez que as imagens

associadas a esta estrutura continham conidios germinando.

Neste tempo de pds-exposi¢do, muito embora tenha havido essa preferéncia de local
para adesdo dos conidios (regido oral) os mesmos também puderam ser observados por toda a
extensdo do corpo das larvas e das operarias, no entanto, foram observados apenas poucos
(um ou dois) conidios que além de aderidos estavam entrando em processo de germinagao

nesta Ultima.

Quando foram realizadas as analises histologicas, esses resultados foram confirmados,
ou seja, observou-se que os conidios de fato estavam externamente aderidos na cuticula.
Quanto as larvas especificamente foi observado em determinadas regides do corpo destas a

presenca de agrupamentos de conidios aderidos e dentre estes, alguns ja se encontravam em
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estagio inicial de germinacdo (Figura 1E), diferentemente do que ocorreu na operaria onde

apenas adesao foi observada (Figura 2E).
Ap0s 48 horas:

Apds 48horas da exposicdo as micrografias (MEV) revelaram que nas larvas os
conidios mantiveram-se aderidos em grupos nas varias regides do integumento e ao longo de
toda extensdo do corpo, porém, nesse tempo observou-se que muitos deles ja estavam
germinando, o que foi também confirmado pela observacdo do tubo germinativo, estrutura do
fungo que dard inicio a formacdo das hifas (Figura 1C). Histologicamente foi possivel
observar que o integumento da larva foi transposto por meio da penetracdo das hifas (Figura
1F).

Nas operarias, assim como observado no tempo de 24 horas, 0s conidios continuaram
localizados preferencialmente na regido oral e proximos a base das sensilas tricdides, porém,
diferentemente do observado nas larvas, apenas alguns conidios emitiram tubos germinativos
(Figura 2F).

Além disso, foi possivel observar nas seccBes histologicasque, principalmente na
regido do térax ocorreu a deposi¢do de conidios nas reentrancias do integumento, ou seja,
locais em que este se dobra para abrigar, por exemplo, aberturas de glandulas exdcrinas, cujo
resultado confirma-se neste periodo quanto & maior susceptibilidade da larva (Figura 3).

Apo6s 72 horas:

No tempo de 72 horas apds a exposi¢cdo a suspensao, foi observado nas larvas que a
superficie do integumento j& se encontrava totalmente recoberta pelas hifas (MEV) (Figura
1D), indicando que este ambiente foi totalmente favoravel ao desenvolvimento do fungo, ou
seja, propicio a infecgdo. Histologicamente ficou comprovado que as hifas do fungo
entomopatogénico, além de colonizar a superficie do integumento, conseguiram ultrapassar a

barreira da cuticula da larva, chegando até o interior do corpo (Figura 1F).

Nas operarias, foi observado por meio das fotos de MEV que os conidios encontraram-
se aderidos (alguns sem germinar e outros germinados) a superficie do integumento das

mesmas (Figura 2D).

Para melhor entendimento e comparacdo dos resultados obtidos os mesmos foram

resumidos na Tabelal.
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Figura 1. Padréo de infeccdo do tegumento de larvas de Atta sexdens rubropilosa capturado
por MEV e HE, A: visdo geral, B: adesdo de B. bassiana na regido oral (24h), C: germinacao
de B. bassiana no integumento (48h) e D: hifas de B. bassiana recobrindo o tegumento da
larva (72h), E: conidios aderidos iniciando a germinacdo (24h), F: hifas penetrando o
integumento (48h) e G: hifas desenvolvendo (72h). c: conidio, h: hifa e int: tegumento, Barra
de escala larva 0,5mm, MEV (B, C e D) e HE (E,F e G) 20um.
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Figura 2. Padrdo de infeccdo do integumento de operérias de Atta sexdens rubropilosa
capturado por MEV e HE, A: visdo geral da operéria, B: conidio de B. bassiana aderido no
integumento (24h), C: conidio germinando no integumento (48h), D: conidio desenvolvendo
na regido do no6 (72h). E e F: conidios aderidos nas irregularidades do integumento (24h e
48h) e G: conidios penetrando no integumento (72h). c: conidio, h: hifa e int: integumento.
Barra de escala Operéaria 0,5mm e MEV (B, C e D) e HE (F, G e H) 20um.
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Figura 3. Padrdo do tegumento de larvas (A) e das operarias adultas (B) comparando em 48
horas a germinacdo e penetragdo por B. bassiana na larva (C) em relacdo apenas a adeséo

neste tempo para os adultos (D). c: conidio, cut: cuticula, ep: epicuticula e h:hifa.

Tabelal. Resumo da dindmica de adesédo (a), germinacdo (g) e de penetracdo (p) dos
conidios e hifas do fungo B. bassiana em suspensdo, no integumento de larvas e de operarias
adultas de formigas A. sexdens rubropilosa, nos tempos de 24, 48 e 72 horas p6s-exposi¢&o.

Larva Operaria
Tempo MEV  Histologia MEV Histologia
24h a a a a
48h g p g a
72h g p g p
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2.4 DISCUSSAO

Ao longo do desenvolvimento do presente trabalho a exposigdo de formigas A.
sexdens rubropilosa ao fungo B. bassiana, permitiu que o processo de penetracao das hifas no
interior do corpo do inseto levasse um tempo menor do que 48horas para as larvas fato esse
que muito provavelmente foi facilitado pela fragil constituicdo do seu exoesqueleto, uma vez
que os imaturos ainda ndo tém a cuticula totalmente esclerotizada, informacéo esta de extrema
relevancia neste tipo de controle. Para os adultos foi registrado tempo de penetracdo menor do
que 72 horas, 0 que seria de certa forma esperado, uma vez que estes Ultimos ja possuiriam o
seu integumento totalmente esclerotizado conferindo, portanto, ao inseto maior rigidez
(protecdo contra dessecacdo, parasitismo e predacdo) e, consequentemente blindando o
mesmo com uma barreira fisica de protecédo, extremamente eficiente e dificil de ser transposta
(CHAPMAN, 1972).

Nessa direcdo outros trabalhos foram também desenvolvidos para mostrar quais
seriam 0s tempos mais adequados (considerados ideais) para a conclusdo de cada etapa
(adesdo, germinacdo e penetracdo) que levaria ao sucesso dos fungos entomopatogénicos no
controle de insetos pragas. Dentre eles estaria o de Moino et al. (2001), que estudando cupins
subterraneos (Heterotermes tenuis) fazendo uso de técnicas de MEV, verificaram que a
exposicdo dos mesmos aos conidios de B. bassiana e M. anisopliae, provocaria nos momentos
de adesdo e de germinagdo dos conidios, modificacdes importantes na superficie do inseto, e
ainda, que esses conidios necessitariam de periodos de tempo aproximados de 24 horas para a
germinacdo e de 48 horas para a penetracdo, dados esses que corroboraram aqueles aqui
encontrados para as larvas estudadas. Outro trabalho importante tendo as larvas de Solenopsis
richteri como modelo, foi aquele de Broome et al. (1976) que mostraram por meio de sec¢cOes
histologicas que apds 48 horas da ocorréncia da infeccdo ja havia a presenca de hifas de B.

bassiana penetrando no inseto, via integumento.

No presente estudo fez-se uma avaliacdo do potencial de adesdo e de germinacao dos
conidios, bem como da penetracéo das hifas do fungo B. bassiana no integumento de larvas e
de operérias adultas de formigas A. sexdens rubropilosa, consideradas importante praga,

levando-se ainda em conta 0 tempo em gue esses processos ocorreram.

Diehl-Fleig et al. (1988) que estudaram soldados de A. sexdens piriventris ja haviam
registrado que o tempo de 72 horas apds a exposicdo desta espécie de formigas a fungos

entomopatogénicos provocaria 50% de mortalidade dos mesmos, quando estes estivessem em
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ambiente controlado. Castilho et al. (2010) relatou a viruléncia de M. anisopliae, 0 que levou
a 80% de mortalidade de soldados também nas primeiras 72 horas ap0s a inoculacdo deste em
A. bisphaerica e, ainda, assegurou gque os isolados de B. bassiana também foram patogénicos

para A. sexdens rubropilosa neste mesmo intervalo de tempo.

Outro fator importante a se considerado é que, nos imaturos as secre¢es
antimicrobianas sintetizadas por determinadas glandulas exdcrinas, as quais nos adultos ja
vém sendo produzidas, (principalmente as da glandula metapleural), secretam substancias que
auxiliam no comportamento de defesa dos insetos contra os patogenos (BOT et al., 2002,
LACERDA et al., 2010, POULSEN et al., 2002, VIEIRA et al., 2012). Nos imaturos as
mesmas ainda ndo comecaram a ser produzidas (ou podem estar num estagio inicial de
sintese) e, isso facilitaria a permanéncia dos conidios sobre o integumentoe facilitaria a
penetracdo das hifas do fungo no interior do corpo dos insetos (ORTIZ et al., 2012). Além
disso, ndo poderia ser desprezado o comportamento de contato das operarias com as larvas,
momento este em que as primeiras usariam seus apéndices (antenas e pernas) para recolher
detritos e microorganismos das larvas, reservando-os na cavidade bucal, para posterior
eliminacdo (pellet) na camara de lixo da colénia (MUELLER et al., 2001, BARBIERI 2007)
e, momento este que permitiria maior exposi¢cdo do imaturo ao fungo entomopatogenico
devido ao contato regido oral da operaria/larva, principamente durante a alimentacdo
(PETRALIA; VINSON. 1978).

No caso especifico dos adultos, quando focados 0s processos de adesdo e germinagédo
dos conidios dos entomopatdgenos na superficie do seu integumento, deve-se também levar
em conta 0 comportamento de limpeza que é comum ocorrer entre as operarias dos insetos
sociais, ou seja, o allogrooming (WILSON, 1971). Este poderia ser considerado um
dificultador, visto que promoveria a remog&o dos conidiosda superficie do inseto até mesmo
guando fossem manipulados aqueles sitios do corpo de mais dificil acesso comono caso
dalateral do clipeo e da jungdo nd/géaster, ja anteriormente relatados em outros trabalhos como
sitios de deposicdo (TRAVAGLINI et al., 2016). Em contraposi¢cdo, na literatura
especializada em controle bioldgico, ja foram registradas informacdes confirmando que para
se levar um hospedeiro a morte, bastaria apenas um conidio viavel e, que encontrasse todas as

condicGes favoraveis para o seu desenvolvimento (ARNOSTI et al., 2016).

Oi e Willians 2002, estudando transmissdo de patdgenos verificaram que houve

contaminacdo da rainha apés introducéo de larvas e das pupas contaminadas por Thelohania
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solenopsae (Microsporidia: Thelohaniidae) em col6nias de formigas Solenopsis invicta.
Sendo que Oi et al. (2005), registrou crescente dispersdo de Vairimorpha invictae
(Microsporidia: Burenellidae) entre pupas e, contrariamente Armitege et al. (2015), relatou
que ndo ocorreria contaminagdo em pupas de Acromyrmex echinatior quando estas fossem

expostas a M. anisopliae.

Além do préprio integumento que recobre externamente o inseto, as aberturas naturais
encontradas no seu corpo tais como: anus, espiraculos e cavidade oral tem sido consideradas
como importantes sitios para penetracdo das estruturas dos fungos entomopatogénicos no
interior do inseto (KERMARREC et al., 1986), sendo que ndo ha em nossos registros tal
situacdo, apenas uma imagem com hifas crescendo no sentido oposto da aberturas natural
outra com hifas crescendo proximas as bordas de um espirdculo (Figura 4 e 5). Estas
aberturas, teriam como protecdo estruturas que anatomicamente impediriam e evitariam a
penetracdo de agentes estranhos no interior do inseto (DUNN, 1988; SILVA, 2002). No caso
especificos dos espiraculos, estariam as traquéias e traqueiolas atuando como barreira. No
caso da cavidade oral haveria a producdo da saliva a qual também teria potencial de inibir a
germinacdo do conidio (FERNANDEZ-MARIN et al., 2006).

No presente estudo ficou confirmado que a adesdo e a germinacdo dos conidios na
superficie da cuticula das operarias adultas de A. sexdens rubropila comecou a ocorrer apds
24horas da exposi¢do ao fungo B. bassiana, tempo esse que foi também quando observou-se a
diferenciacéo do apressorio (estrutura de penetracdo do fungo). O processo depenetragdo em
massa das hifas do fungo B. bassiana no interior do corpo destas operarias ocorreu 72 horas
apos a exposicdo a suspensdo fungica, 0 que corroborou outros estudos desenvolvidos com
carrapatos Boophilus microplus (ARRUDA et al., 2005). Ainda nessa perspectiva da relagdo
parasita/hospedeiro, Bittencourt et al. (1999) relatou através de analises por meio de
microscopia eletronica de varredura, apés infeccdo experimental que a principal forma de
penetracdo do M. anisopliae em B.microplus seria mesmo via integumento, e ainda ressaltou
que ndo foram encontradas evidencias de infeccdo dos carrapatos ocorrendo via aberturas
naturais (BITTENCOURT et al.,1995).

Assim, de maneira geral para se considerar uma estratégia de controle bioldgico em
formigas, como bem sucedida, deve-se levar em consideracdo as caracteristicas proprias de
cada fungo entomopatdgenico, incluindo o seu grau de viruléncia, bem como o tempo

necessario para a adesdo e germinagdo dos conidios. Assim os resultados que aqui foram
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apresentados permitiram afirmar que para o combate as formigas cortadeiras da espécie A.
sexdens rubropilosa, fazendo uso de controle microbiano com fungos entomopatogenicos (B.
bassiana, M. anisopliae ou até mesmo A. flavus) o principal estagio do seu ciclo biolégico
que deve ser focado como alvo nas aplicacGes € o de larva, visto seu integumento ser ainda
fragil (pouco esclerotizado) o que permitira o sucesso do fungo na adesdo e na germinacao.
Ressalte-se também que a eliminacdo via contaminacdo dos imaturos interferiria diretamente

na densidade populacional, comprometendo o crescimento ergondmico da col6nia.

2015/10/26 14:43 AL D6.6 x1.0k 100 um

TM3000_3773

Figura 4. Hifa desenvolvendo no sentido oposta da abertura natural (seta).

TM3000_3688 2015/10/26 10:09 AL D6.4 x2.0k  30um

Figura 5. Hifas ao redor de um espiraculo proximo a uma sensila (seta).
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RESUMO

A busca por novos controles de pragas € uma constante na agricultura, sendo assim, as
formulagOes tendem a atender os anseios dos produtores, no caso das formigas cortadeiras, o
controle mais difundido é o que faz uso de isca granulada atrativa, porém ndo se tem opcdes
eficientes para o controle no sistema orgénico. No intuito de encontrar uma alternativa ao
controle quimico, elaboramos uma capsula capaz de carrear o fungo entomopatogénico
Metarhizium anisopliae e Trichoderma asperellus para o interior das colénias de Atta sexdens
rubropilosa. As iscas foram incorporadas no fungo simbionte em sua totalidade nas primeiras
24 horas do experimento. O ato comportamental mais observado foi o de lamber a capsula. A
colébnia manteve-se ativa apds aplicacdo dos agentes de controle, ndo demonstrando

alteracoes.

Palavras-Chave: Formiga. Controle. Fungo. Entomopatogenico. Imaturos.
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3.1 INTRODUCAO

Atualmente o ingrediente ativo mais comumente empregado pela industria de isca
granulada formicida é a sulfluramida, essa molécula inseticida de acdo lenta, por ser usada em
baixas concentracdes, é considerada a forma mais segura de controle segundo registros
(BRITTO et al., 2016).

No Brasil, o controle de formigas cortadeiras € amplamente realizado com a isca
granulada atrativa, contendo polpa citrica em sua formulagcdo, pois é necessario que as
operéarias forrageadoras transportem as iscas até o interior de suas colbnias, para serem
incorporadas no jardim de fungo simbionte e assim ocorra a disseminacao do principio ativo
entre as operarias que participam deste processo (manipulando a isca). O atrativo também
atua camuflando o principio ativo e evitando que as formigas detectem essa substancia toxica,
para que ndo haja rejeicéo da isca (DELLA LUCIA; VILELA, 1993).

Enquanto demais técnicas de controle, como o uso de termonebulizador ou
polvilhadeira, perderam espaco devido a particularidades da formulacdo de seus inseticidas,
do custo operacional, devido & especificidade do funcionamento destes equipamentos além do
maior risco de contaminacdo, tanto do meio ambiente, por residuos, quanto do operador por
exposicdo ao produto aplicado, a isca granulada neste sentido apresenta vantagens, por ser a
forma mais pratica e econdmica para aplicacdo, podendo também ser encontrada em
embalagens micro porta iscas que facilitam os célculos do volume a ser aplicado
(BOARETTO; FORTI, 1997, BRITTO et al., 2016). Estas acGes de controle exigem o uso de
equipamento de protecdo individual (EPI).

Consideradas pragas agricolas, as formigas cortadeiras do género Atta, vulgarmente
chamadas de “sativas”, tém como caracteristica taxondmica trés pares de espinhos dorsais e
apresentam polimorfismo entre as operarias da col6nia (soldado, carregadeira e generalistas),
além da casta reprodutiva, enquanto o género Acromyrmex, popularmente conhecido por
“quenquéns”, possui formigas menores, ostentando quatro ou mais pares de espinhos no
dorso. Estes dois géneros pertencentes a tribo Attini (Subfamilia: Myrmicinae), séo
comumente encontrados causando desfolhas nas plantas cultivadas, principalmente espécies
florestais, para a manutencdo do fungo simbionte (Leucoagaricus gongylophorus), do qual se
alimentam principalmente na fase larval, sdo consideradas pragas-chave da cultura do
Eucalyptus e Pinus, podendo ocasionar 30% menos de rebrota em areas infestadas (DELLA
LUCIA;VILELA, 1993).
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Quando em equilibrio com o ambiente sdo tidas como engenheiras do solo, seus
ninhos, subterrdneos, aumentam a fertilidade e permeabilidade deste, trazendo beneficios
como o acumulando matéria organica, possibilitando o desenvolvimento de determinadas
espécies da flora, através da dispersdo de sementes, sdo capazes de remodelar os cenarios
florestais, atraindo atencdo para estudos de caracteristicas bioldgicas e comportamentais
(MONTOYA-LERMA et al., 2012).

Alguns programas de controle bioldgico empregando Metarhizium anisopliae vém
tendo reconhecido sucesso, como no caso da cigarrinha-da-cana-de-agucar e cigarrinha-da-
pastagem (Hemiptera: Cercopidae), porém no caso de formiga cortadeira (Hymenoptera:
Formicidae), esbarramos na “imunidade social” (CREMER et al., 2007), apresentada por este
inseto que vive em coldnias populosas e muito bem organizadas (FORTI et al., 1994). Sédo
varias as estratégias adotadas pelas col6nias para defender a populagdo dos inimigos naturais,
pois estas pragas que evoluiram no ambiente de solo parecem ter desenvolvido uma glandula
(metapleural), capaz de anular a acdo patogénica de inimeros microorganismos do meio em
que habitam, através das secrecBes destas, que, por exemplo, impediriam a germinacdo de
fungos aderidos ao tegumento das operarias (VIEIRA et al., 2012; TRAVAGLINI, et al.
2016).

EVANS (1974) e SAMSON et al. (1988) relataram que fungos entomopatdgenicos
podem ser comumente encontrados infestando formigas, sendo que Beauveria bassiana pode
ser isolada de operérias de Atta sexdens piriventris (DIEHL-FLEIG et al., 1992) e em rainhas
de A. sexdens rubropilosa (ALVES; SOSA GOMEZ, 1983), posteriormente, Metarhizium
anisopliae também foi encontrado infestando esta ultima espécie (ZARZUELA, 2007).

Estes fungos foram encontrados naturalmente acometendo formigas, elevando a
importancia destes para os ensaios de infeccdo (testes de mortalidade), sendo que em
laboratorio, em condigdes de confinamento dos individuos, alcangou-se 100% de mortalidade
nos primeiros dias de experimento, dependendo da concentracdo da suspensdo fungica, forma
de aplicacdo do isolado fangico utilizado, espécie de formiga cortadeira e casta operaria
exposta aos patdégenos (TRAVAGLINI et al., 2016; CASTILHO et al., 2010), tem-se ainda
resultados de mortalidade com uso de Metarhizium anisopliae aliado a um imunossupressor,
onde esta combinacdo apresentou diferenca significativa aos demais tratamentos, atingindo a
maior taxa de mortalidade (DORNELAS et al., 2017).

Neste contexto, propomos as capsulas atrativas contendo fungo entomopatogénico M.

anisopliae e T. asperellus, prospectados da natureza e concentrado por processo industrial por
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meio de cultivo em arroz, no intuito de promover o controle microbiano e aumentar o leque de
alternativas de controle, pensou-se numa isca tendo os individuos imaturos como o principal
alvo da aplicacéo, testando as capsulas em coldnias iniciais de formigas cortadeiras (até um

ano).

3.2 MATERIAL E METODOS
Obtencéo das colonias:

As colbonias de Atta sexdens rubropilosa Forel, 1908 (Hymenoptera: Formicidae),
foram coletadas a campo ap6s trés meses da fundacdo, ou seja, apds a revoada, quando ja
estabelecidas, foram escavadas e transferidas para potes de acrilico contendo trés reparticdes:
a arena de forrageamento, o jardim de fungo simbionte (com gesso na base) e a camara de
lixo, conectadas por tubos plasticos transparentes (Figura 1), mantidas em condi¢bes de
laboratdrio (25°C e 75%UR), para serem utilizadas quando atingem um ano de idade e
volume de fungo de aproximadamente 1 litro. O compartimento destinado ao lixo era limpo
periodicamente (FORTI et al., 1994).

FIGURA 1: Dispositivo para manutencdo de col6nias em laboratorio

h

TUBO PLASTICO

GESSO

Fonte: Forti et al. (1994).
Obtencéo do fungo:

Empregou-se o fungo entomopatogenico M. anisopliae (10° conidios/g), formulagio
comercial (5%), com inerte tipo talco (p6 de arroz), preenchendo o compartimento de uma das

reparticdes da capsula, ou seja, no interior continha 0.1g do produto. Além de Trichoderma
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asperellus diretamente peneirado da multiplicacdo em arroz cozido aos 21 dias apds

inoculacdo, fornecidos pela empresa Tecnicontrol.

Preparo da cépsula:

As capsulas sdo encaixadas, sendo que a parte maior foi reduzida com um corte de
tesoura (0.3 mm), retirando parte de seu corpo cilindrico, assim reduzindo seu volume. Para
confec¢do das iscas atrativas, foram usadas cépsulas duras de gelatina bipartida populares,
estas permaneceram em recipiente fechado com polpa citrica seca e triturada para
impregnacdo do aroma citrico que € deveras atrativo para estas formigas (RAMOS, 2006).
Para melhor adesao da polpa citrica na superficie das capsulas, foi borrifado agua destilada e
melaco (1:1) nas cépsulas ja preenchidas e fechadas com o fungo entomopatogenico M.
anisopliae ou o antagonista do fungo simbionte T. asperellus. A fim de aumentar a
atratividade e consequentemente o transporte da capsula, estas secaram em uma bandeja por

12 horas, ficando com aspecto empanado.

Sala de observagéo:

Os testes foram realizados no Laboratério de Insetos Sociais-Praga (LISP), no
Departamento de Protecdo Vegetal, da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas (FCA), da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP), Campus de Botucatu, em
sala aclimatada, similar a sala de criacdo, sendo que para a manutencéo destas col6nias, foram
ofertadas folhas de Acalypha wilkesiana ou grdo de milho triturado como alimento nos
demais dias, dependendo da umidade aparente do fungo simbionte.

Uma vez preparado o material, as colonias foram alocadas numa caixa de vidro que
permitiu a observacdo e registro fotografico dos atos comportamentais, listados numa planilha
e anotados durante as seis primeiras horas do experimento, a cada dez minutos
(cronometrados), iniciando ap6s ofertarmos as capsulas, a fim de gerar as freqtiéncias de cada
ato comportamental, nas analises estatisticas no programa Excel e teste ndo paramétrico
(Kruskal-Wallis).

Comportamentos observados:


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0378874193900332
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A média dos tempos para realizar o transporte das capsulas e movimentacdo de
operarias no transporte do lixo foram mensurados separadamente dos atos comportamentais
de incorporacdo: lamber a superficie das capsulas (A), segurar as capsulas no jardim de fungo
simbionte (B), repicar as capsulas (C), mastigar (D) incorporar o material da capsula no
jardim de fungo simbionte (E), para tanto foram ofertadas 20 cépsulas na arena de
forrageamento, para cada uma das colonias observadas, cujas operarias foram divididas em
dois grupos, (P) e (M), respectivamente, entre 1 mm e 2 mm de capsula encefalica e maiores
que 2 mm de cépsula encefalica, sendo que as operarias menores que estas medidas ndo foram
contabilizadas neste experimento e por ser utilizada col6nias iniciais mantidas em laboratério,
ndo ha presenca de soldados. A classificacdo das formigas e os atos comportamentais
avaliados foram adaptados de trabalhos que objetivaram a observacdo de incorporacdo de
substrato em col6nias desta espécie (SILVA, 2014; CAMARGO et al., 2017).

Continuamos observando diariamente, durante uma semana, em intervalos de 24
horas, para verificar possiveis alteragdes no volume do jardim de fungo simbionte, em relacdo
a uma régua milimétrica usada para tal finalidade. A camara de lixo foi limpa, permitindo

assim verificar o que foi levado para tal compartimento neste periodo.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dentre os atos comportamentais observados nas primeiras 6 horas do experimento, o
mais executado foi o de lamber a cépsula, seguido de segurar a capsula, apds analise
estatistica, ficou evidente pelo teste de (Kruskal-Wallis), que a as operarias estiveram
envolvidas por mais tempo nestes atos comportamentais, corroborando trabalhos similares
(SILVA, 2014; CAMARGO et al., 2017), pois esta espécie ndo apresenta altas taxas de
trofalaxia, diferente de outras espécies de formiga, sendo que varias castas de operarias
participam do processo de incorporacgao do substrato, manipulando o0 mesmo (Figura 2). O ato
de segurar a cdpsula € majoritariamente efetuado por operarias de porte médio (M), atingindo
85% das operarias envolvidas nesta funcdo, em média quatro operarias, segurando a capsulas
no fungo simbionte ao longo do periodo observado. Nas primeiras horas as mesmas operarias
gue transportam, seguram a capsula e também sdo as que a lambem, porém com o passar do
tempo as operarias (P, capsula encefalica de 1 até 2mm) chegam a superar em numero de
operarias (M, capsula encefalica maior que 2mm) no ato comportamental de lamber a capsula.

Ocorreu a incorporacdo do substrato no jardim de fungo simbionte, ndo havendo

rejeicdo de talco, fungo ou cépsula gelatinosa, apesar de iniciar em média na quinta hora de
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observacao, so terminou no dia seguinte, ou seja, 24 horas apds o inicio do experimento. Para
T. asperllus houve rejeicdo parcial do material a ser incorporado na segunda hora do
experimento apds abertura das primeiras capsulas.

Quanto ao transporte, visto que as capsulas foram carreadas em média nas primeiras 4
horas do experimento, variando entre as coldnias experimentadas em 2 horas e 6 horas ap6s
inicio do transporte da primeira capsula até o da ultima capsula, variacdo explicada pelo ritmo
de forrageamento, diferente entre as colénias, sendo que o maximo de formigas envolvidas
nesta funcdo foram 30 operérias forrageiras, entre elas 15 (P) e 15 (M), a superficie rugosa
gerada pela adesdo de fragmentos de polpa citrica seca favoreceu o transporte pelas operarias
recrutadas, visto que capsulas pouco empanadas foram as Ultimas a serem transportadas, na
conexdo do lixo da coldnia tem-se em médias duas operarias por hora na atividade de
transporte de residuos.

A cépsula empanada tinha um formato globoso, assemelhando-se a uma semente, estas
por sua vez sdo comumente citadas sendo naturalmente transportadas por sadvas em ambiente
de cerrado (LEAL; OLIVEIRA, 1998). Em média trés formigas médias (M), sdo necessarias
para o transporte da capsula, variando entre 6 operarias e uma operaria (Figura 2). A capsula,
contendo o fungo em seu interior e empanada com polpa citrica externamente, pesava entre
0,159 e 0,2g. O tamanho das operarias nesta funcdo influenciava no modo que a capsula era
transportada (Figura 3). Fica evidente que o peso do substrato interfere no transporte e na
velocidade de forrageio, além de que o local de passagem da trilha, pode dificultar o
transporte, levando a um ajuste no tamanho do substrato carregado (DUSSUTOUR et al.,
2009), frisando aqui a importancia de formular uma isca atrativa, de peso e tamanho
compativel com a espécie alvo da aplicacéo.

Em Acromyrmex subterraneus subterraneus, a velocidade de transporte da carga
independe do tamanho da operéria e do tamanho da area foliar, estando este diretamente
relacionado com a temperatura, sendo o corte e transporte tarefa das operarias medianas e
raramente das maiores (GOMIDES et al., 1997). Acredita-se que a presenca de operérias
menores na trilha de Atta, esteja relacionada com a manutencdo dos feromonios de trilha
(CALDATO, 2014).

Em 1959, temos a identificacdo da glandula responsavel pela producao do feroménio
de marcacdo das trilhas e posteriormente, a formacéo de trilha foi descrita como um processo
baseado em retroalimentacéo positiva para o forrageamento em massa (WILSON, 1962), em
que uma formiga (escoteira), ao encontrar uma fonte de alimento atrativa, retorna a coldnia

marcando a trilha com ferom6nio e recrutaria mais formigas ao chegar ao ninho, essas
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formigas recrutadas seguiriam a trilha de feromonio deixada pela pioneira, até o alimento e ao
retornarem, tambeém marcariam a trilha (LOPES et al.,, 2004, TRAVAGLINI, 2014). O
recrutamento em massa, através de trilhas quimicas, € um exemplo de processo auto-
organizavel, quanto mais formigas sdo recrutadas, mais intensa a marcacdo de feromonio e
consequentemente maior o estimulo para que outras formigas continuem o forrageamento,
com a ndo marcacgdo, ocorre a volatilizacdo do feromdnio diminuindo o estimulo e parando
assim a atividade forrageira (TOLEDO, 2013).

O estimulo olfatorio é importante no momento da selecdo do substrato, porém apenas
ele ndo garante o recrutamento de outras operarias para a fonte, ou seja, na trilha de
forrageamento operarias exibem movimentos antenais para baixo e para cima, durante a
locomocdo, em atividade exploratoria, quando estas operarias se deparam com a fonte de
alimentacdo (aleatoriamente), exploram o substrato (iscas), visto a impossibilidade de
carregar ou de se alimentar de tal fonte, as operarias abandonam o local e podem dar
preferéncia para outro substrato (CARLOS, 2008, BARROS, 2013).

Apds passar pelos tubos de conexdes, quando no espaco reservado ao jardim de fungo
simbionte, as capsulas, distribuidas de maneira equidistantes na base do fungo simbionte,
posteriormente elevada para a lateral deste, sentido o 4apice. Estas céapsulas quando
posicionadas no fungo simbionte, estavam prontas para serem incorporadas sendo cortadas
(Figura 2D) e repicadas (Figura 3E).

Aparentemente as formigas operarias ndo distinguiram o fungo M anisoplae e
parcialmente T asperellus, assim como a hipétese formulada com fungos endofiticos
(ROCHA, 2017), uma vez que o transito de formigas no lixo foi constante do inicio ao final
do experimento, tendo em média duas operarias (P ou M), executando esta fun¢do a cada hora
amostrada. Para T. asperellus houve remocéo do fungo direto da arena de forrageamento para
o lixo da colbnia, porem a maior parte foi incorporada no fungo simbionte. Imaturos
contaminados, operarias mortas ou fragmento do jardim de fungo simbionte, fato que ocorre
guando inseticidas quimicos sdo reconhecidos pelas demais formigas operarias em testes
laboratoriais ndo ocorreram (MARIN, 2014). O volume do fungo permaneceu constate
durante a semana experimentada, uma vez que suas medidas de altura e base ndo sofreram

alteracdes.
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Figura 2: A) Transporte coletivo da capsula pelos tubos de conexao do dispositivo, B)
transporte da capsula por uma operéaria (M). C) Posicionamento da capsula no jardim de fungo
simbionte e D) Incorporagdo do fungo M. anisopliae apds abertura da capsula. Fonte: Autor.

(Barra de escala 2 mm).

Muitos autores estudaram a evolucdo das espécies de formigas cortadeiras e a
interacdo com patodgenos do ambiente, tais estudos mostram mudangas no comportamento das
coldnias e concluem que a imunidade social em sociedades de formigas é muito eficiente para
evitar epizootia. Uma analise detalhada de mais de 114 anos de literatura, de 1900 até 2014,
mostra que a maioria dos estudos utilizou os fungos entomopatogénicos Beauveria e
Metarhizium (89% dos estudos sobre as interagdes) (LORETO; HUGHES, 2016). O controle
microbiano parece ndo ter apresentado resultados satisfatérios em nivel de campo, apenas em
um estudo ocorreu o controle da coldnia de Atta cephalotes por fungos entomopatogénicos,
apos utilizar mais de uma aplicacdo (LOPEZ; ORDUZ, 2003).



71

Figura 3. Prancha com: A) modelo de colbnia usada para observacgéo, B) transporte coletivo
de cépsula contendo T. asperellus, C) Ato de lamber a capsula, D) Ato de segurar a capsula
proxima a rainha, E) Ato de incorporar o conteudo da capsula (M. anisopliae) e F)

Comportamento de incorporagdo proximo ao imaturo (pupa) da colénia.

Atos contrastados nas analises: lamber a superficie das capsulas (A), segurar as
capsulas no jardim de fungo simbionte (B), repicar as capsulas (C), mastigar (D) incorporar o
material da capsula no jardim de fungo simbionte (E).

Anélise estatistica para capsulas contendo Metarhizium anisopliae quando comparado

0s comportamentos das operaria pequenas, para tanto foi utilizado um teste de Kruskall
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Wallis, H=231,81, GL =7, p<0,001, sendo altamente significativo, sendo aplicado um pos
teste  Student-Newman-Keuls, sendo significativo quando se compara muitos

comportamentos, segue tabela e gréafico:

Tabela 1. Comportamentos das operarias pequenas para as capsulas contendo M. anisopliae.

A B C D E
X * * %k %k
X ns * ns

X * ns

X ns

X
*significativo, ** muito significativo e ns: ndo significativo

A-BA-CA-DA-EBCBDBECDCEDE

Grafico 1. Comportamentos das operarias pequenas para as capsulas contendo
Metarhizium anisopliae.

Foi utilizado um teste de Kruskall Wallis, H=368,7405, GL =7, p<0,001, comparando
0s comportamentos das operaria médias ao processar a capsula sendo altamente significativo,

aplicado um pos teste Student-Newman-Keuls, vide tabela e o grafico abaixo:

Tabela 2. Comportamentos das operarias médias para as capsulas contendo M. anisopliae.

A B C D E
X ns %k %k %k %k
X k% k% k%

X * ns

X ns

X

*significativo, ** muito significativo e ns: ndo significativo
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A-BA-CA-DAEBCB-DBECDCED-E

Gréfico 2. Comportamentos das operarias médias para as capsulas contendo

Metarhizium anisopliae.

Para a andlise estatistica das cépsulas contendo Trichoderma asperellus, também
comparando os comportamentos das operarias pequenas ao manipular a capsula. Foi utilizado
um teste de Kruskall Wallis, H=208,1633, GL =7, p<0,001, sendo altamente significativo,
sendo aplicado um pos teste Student-Newman-Keuls, sendo significativo quando se compara

muitos comportamentos, segue a tabela e o gréfico abaixo:

Tabela 3. Comportamentos das operarias pequenas para as capsulas contendo T. asperellus.

A B C D E
X E 3 £ 3 E 3 E 3
X Ns ns *

X ns *

X ns

X
*significativo, ** muito significativo e ns: ndo significativo

A-BA-CA-DA-EB-CB-DB-EC-DC-ED-E

Gréfico 3. Comportamentos das operarias pequenas para as capsulas contendo
Trichoderma asperellus.
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Comparando os comportamentos das operaria médias ao manipular a capsula usamos
um teste de Kruskall Wallis, H=204,0005, GL =7, p<0,001, sendo altamente significativo,
sendo aplicado um pos teste Student-Newman-Keuls, sendo significativo quando se compara

muitos comportamentos, como ilustra a tabela e o gréfico:

Tabela 4. Comportamentos das operarias médias para as capsulas contendo T. asperellus.

A B C D E
X * %k * %k * %k

X ns *

X *

X

*significativo, ** muito significativo e ns: ndo significativo

A-B A-C A-D A-E B-C B-D B-E C-D C-E D-E

Graéfico 4. Comportamentos das operarias pequenas para as capsulas contendo
Trichoderma asperellus.
Ha diferenca comportamental oriunda do polimorfismo, sendo as operarias (M)
especializadas em transportar e segurar a capsula enquanto as operarias (P) estdo envolvidas

em lamber e incorporar o contetdo na maior parte do tempo.

3.4 CONCLUSAO

Tal contexto nos permite propor esta nova técnica de aplicacdo para um possivel
controle microbiano, uma vez que a isca de extrato vegetal (Tephrosia candida) é o primeiro e
Unico produto certificado para o controle de formigas cortadeiras visando o produtor organico.

Este trabalho vem responder uma questdo importante neste tipo de estudo, elucidando
como carrear 0 fungo entomopatogénico ou demais microorganismos de interesse para o

interior da colénia em altas concentracgdes.
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CONSIDERACOES FINAIS

Assume-se que os fungos entomopatogenicos sdo potenciais candidatos quando nao ha
interacdo social, ou seja, apenas em casos isolados do contato deste com o hospedeiro, que
mesmo apresentando o tegumento como barreira e comportamento de higiene ndo remove
totalmente o patdgeno quando aplicado em elevadas concentragdes, bastando que um conidio

viavel colonize o corpo do hospedeiro para leva-lo a morte.

Quanto aos fungos antagonistas, parasitas do fungo simbionte, assume-se que quando
as colbnias estdo sadias e as operarias ativas, estas sdo capazes de identificar o organismo
indesejado e suprimir seu desenvolvimento de maneira quimica e fisica, removendo-o para a

camara de lixo.

A maneira de veicular o microorganismos ao interior das colonias, é um dos gargalos a
serem estudado, sendo nossa metodologia um ponto de partida para o desenvolvimento de
algo mais eficiente que as iscas apresentadas em trabalhos anteriores, permitindo neste caso
que qualquer agente patogénico formulado em meio sélido, por exemplo: fungos nas formas
de conidios ou blastosporos, bactérias em diferentes meios, entre outros, possam ser
camuflados e transportados pelas prdprias formigas cortadeiras ao interior do jardim de fungo
simbionte, criando condicdes para que estes entrem em contato com 0s imaturos da colonia,
carreados neste trabalho via capsula atrativa. Salientando que nosso foco sdo as coldnias
iniciais de Atta, até um ano, cuja entrada de suprimento é Unica. Dando-nos a garantia de

contaminag&o da principal cAmara de fungo simbionte da colbnia

Apesar de nossos esforgos, ndo houve sucesso a suficiente para chegarmos aos testes a
campo, mesmo sendo possivel o estabelecimento de um controle microbiano, encontrando a
dose que decline a colbnia, através da eliminacdo do individuo (adulto ou imaturo), ou da
contaminacdo de sua reserva alimentar, isso ainda ndo seria garantia para o estabelecimento
de um produto comercial, visto que a anélises de custo para obtencdo destes microrganismos
seria dispendiosa demais perante a existéncia dos quimicos sintéticos, a alternativa talvez
estivesse num inerte como o sal (NaCl) ou silica com capacidade de desidratacdo do fungo
simbionte e até mesmo das operarias que entrarem em contato, uma vez que este inseto possuli

pouca reserva hidrica.

No caso do controle microbiano com fungos entomopatogenicos este encontraria seu

melhor momento de aplicacdo durante a revoada, pulverizado por atomizador durante o voo
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nupcial ou de forma inundativa no solo, visando 0 momento de escavacao das rainhas recém
copuladas, onde a aplicabilidade destas hipoteses de manejo hoje seria inviavel, devido esta
ocasido ser num Unico dia do ano, sendo sua previsdo dificil e com pouca precisdo, pois é
regulada por fatores climaticos regionais. O advento de radares entomoldgicos pode vir a ser
uma ferramenta til neste sentido (DRAKE, 2012).

Durante dez anos aplicando parasitas em A. octospinosus, Kermarrec et al., (1986),
concluiram que a vigilancia/imunidade social e o altruismo, seriam o principal gargalo para
esse tipo de controle nesta praga. Uma série de fungos, dentre eles: B. bassiana, M. anisopliae
e Trichoderma viridae resultaram em fracaco quando testados em Acromyrmex heyeri com o
objetivode controle (DELLA LUCIA, 1993).

Testes com nematoides também j& foram condizidos sem sucesso (ZARZUELA,
2012), ou com mortalidade para apenas algumas espécies, porém atualmente existe a
possibilidade de isolar as bactérias entomopatogenicas (DE PAULA et al., 2006), atraves do
sobrenadante destas: Xenorhabdus e Photorhabdus, que contem metabdlitos fungicidas
(HAZIR et al., 2016), talvez 0 momento fosse o de retomar este caminho, visando bacterias
para driblar as defesas morfoldgicas, mecanicas e bioquimicas das formigas cortadeiras, com

alvo na contaminacao do fungo simbionte (GONZAGA, 2012).

O cenario hoje nos permite vislumbrar perspectivas distintas das primeiras pesquisas
realizadas na década passadas (DELLA LUCIA, 1993). O avanco de ferramentas de analises
como 0s microscopios de forma geral (6ptico, eletrénico de varredura e confocal), aliado ao
maior conhecimento destes agentes patogénicos, podendo aqui ser indicados novos candidatos
como Escovopsis (LACERDA et al., 2014, MASIULIONIS et al., 2015), algumas espécies de
trichodermas, antagonista atualmente tido como promissor agente de controle (AUGUSTIN
et al.,, 2013, DO NASCIMENTO et al., 2017), relatado em experimentos, inclusive os de
analises sistematicas de fungos do jardim de fungo simbionte (MONTOYA et al., 2016), que
manifestam agrecivo desenvolvimento diante de estresses nas colénias, mesmo as mantidas
por longo periodo em laboratorio, mostrando que ha possibilidade de se pensar numa agdo

conjunta entre microrganismos para o controle (LOPEZ; ORDUZ, 2003).

Uma vez que substancias sao capazes de romper as barreiras das diferentes imunidades
(individual e coletiva) (LOFGREN; VANDER MEER, 1986), a linha de pesquisa que busca
desestruturar a organizacdo de uma col6nia através da imunossupressédo, debilitando o sistema

humoral desta praga geralmente aborda o uso de alguma droga, (GALVANHO et al., 2013,
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BRITO et al., 2008), o que ndo descarta a sub dose de algum inseticida que auxiliaria na
aplicabilidade controle biologico (MASCARIN; PAUL, 2010, SANTOS et al., 2007).

As associacdes com Pseudonocardia, Streptomyces e Burkholderia no tegumento,
estariam como uma das barreiras a serem rompidas para o sucesso do controle microbiano,
uma vez que estas secretam compostos, consequentemente defendendo o hospedeiro, pois
ocupam o nicho que se instalaria o agente patogenico (CURRIE, 2001, CURRIE et al., 2006),

associacdo passivel de ser eliminada por um antibiotico (DORNELAS et al., 2017).

Estudos de sistematica demonstram alta diversidade de microorganismos presentes no
jardim de fungo simbionte e no tegumento destas formigas (MIDDELHOVEN et al., 2003;
MELO et al., 2014,VIEIRA et al., 2017), as quais ainda ndo se tem claro o papel nas
complexas associa¢Bes. O entendimento da interacdo cuticula do hospedeiro com o fungo € o
que levara a um sucesso na aplicacdo a campo (ORTIZ-URQUIZA; KEYHANI, 2013,
MUELLER et al., 2008, TRAVAGLINI et al., 2016), incluindo a elucidacdo no uso de
adjuvantes (ALVES, 2002).

O leque de possibilidades é vasto, bem verdade que muitas dessas hipoteses ndo se
confirmem, mas os testes seriam o primeiro passo para conclusdes mais plausiveis, nosso
trabalho recebe as mesmas criticas daqueles com extratos botanicos, pois se a formiga evoluiu
neste ambiente, na presenca destas plantas e microrganismos, talvez a dose ndo seja a unica
problematica para o sucesso destes controles, sendo necessario ampliar as bases do
conhecimento antes de qualquer discussdo, um assunto muito estudado foi a viruléncia
(CASTILHO et al., 2010), porém pouco se produziu no que se diz respeito a forma de
aplicacdo, que encontra inimeras barreiras inclusive a capacidade das formigas de inibirem a
acdo destes agentes patogenicos por secrec¢des salivares e o fluido fecal (RODRIGUES et al.,
2008).

Fungos entomopatogenicos estariam como opcdes j& bastante exploradas e de sucesso
parcial, apenas em laboratdrio e sem maior eficiéncia que uma isca quimica, assume-se que é
uma escolha do produtor a maneira de controle, ap0s este avaliar as vantagens e desvantagens
de cada tatica, adequando a sua realidade. Atualmente a isca granulada atrativa de polpa
citrica a base de sulfluramida esta como a opg¢do mais racional, porém até mesmo esta pode
apresentar rejeicdo por algumas coldnias. As mudangas constantes nas legislagdes e no modo

de consumo da populagdo motivam os académicos a anteciparem tais variacGes, gerando
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resultados que levem exclarecimentos para a comunidade, mostrando o atual estado da arte,

para que esta eleja como prefere conviver com as espécies pragas.

Existe sucesso do controle microbiano para alguns insetos pragas (Ex: Cosmopolite
sordidus, Mahanarva fimbriolata, Diaphorina citri entre outros), mas ndo para 0S que
apresentam comportamento social, caso das formigas cortadeiras, pragas de solo que além de
um sistema de identificagdo de microrganismos apurado possuem a capacidade de secretar
inimeros compostos antimicrobianos por diferentes glandulas presentes ao longo do corpo
(BILLEN, 2008; TRANTER; HUGUES, 2015, MENDONCA et al., 2009), ficando o controle
microbiano praticamente impossibilitado com o0s conhecimentos atuais, sendo assim,
aguardamos o estabelecimento de novas formulagdes, novos agentes patogenicos € novos

métodos de aplicacéo.
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ANEXO: A - Jornal do engenheiro agronomo (texto).

Controle Biologico

O uso de fungos entomopatogénicos
para o controle de formigas cortadeiras

A- B, bassiana aderido nas pegas bucais
Barra A-C: 50pm

Formigas cortadeiras sdo consideradas pragas de lavouras,
pastagens e de florestas plantadas, visto serem agentes desfo-
lhadores, comprometendo sobremaneira o desenvolvimento
das plantas atacadas.

Atualmente, o uso de iscas granuladas tem sido a maneira
mais eficaz, além daquela recomendada para se realizar o con-
trole desses insetos, visto haver a possibilidade de se dosar o pro-
duto que esta sendo aplicado e este ser comercializado na forma
de micro-porta-iscas, promovendo uma reducao nas chances de
intoxicagdo dos organismos nao alvos. Como a sustentabilidade
€ uma busca constante nos dias de hoje, principalmente quando
se refere ao controle de pragas da agricultura, as estratégias alter-
nativas sdo sempre bem-vindas.

Apesar da agao comprovada dos agentes naturais, estes ainda
necessitam de um tempo maior para agir, principalmente quan-
do se compara com os produtos quimicos sintéticos largamente
disponiveis no mercado, uma vez que aquele natural, no caso do
controle realizado por fungos entomopatogénicos, depende do
desenvolvimento do micro-organismo no hospedeiro. Estes tém
se mostrado muito eficientes nos experimentos desenvolvidos
em laboratério, fato que é comprovado pela publicacdo de re-
sultados oriundos de diversos estudos, os quais relatam a ocor-
réncia de alta mortalidade de formigas expostas principalmente
aos fungos: Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, Isaria fu-
moso-rosea, entre outros que muitas vezes s3o denominados de
facultativos, como é o caso do Aspergillus flavus.

Como exemplo dos estudos que vém sendo desenvolvidos
com o objetivo de se encontrar novas estratégias de controle de
insetos praga que sejam ao mesmo tempo eficientes e sustenta-
veis, pode ser citado o trabalho de doutorado que se encontra
em andamento no Laboratério de Insetos Sociais-Praga (LISP)
da Fazenda Lageado (FCA/Unesp Botucatu), sob a orientagao do
Prof. Dr. Luiz Carlos Forti em parceria com o Brazilian Central of
Studieson Ticks Morphology” (BCSTM)- Unesp Rio Claro, cuja co-
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C- A, flavus aderido no bulbo antenal

orientagao estd sob a responsabilidade da Profa. Dra. Maria Izabel
Camargo-Mathias. Busca-se trazer a luz conhecimentos basicos
que possam auxiliar no entendimento da dindmica da adesdo e
do processo de germinagao dos conidios de trés espécies de fun-
gos, fazendo uso de ferramentas de microscopia de luz de cam-
po claro, bem como da eletrénica de varredura (Figura acima),
no sentido de mapear as regides do corpo do inseto que sejam
mais suscetiveis para receber os conidios, conhecimento esse
que, posteriormente, sera importante para auxiliar no desenvol-
vimento de uma nova geragao de iscas ou armadilhas.

Nesse estudo ficou caracterizado que o fungo B. bassiana tem
preferéncia por aderir principalmente na regido oral da formiga
(pegas bucais), enquanto M. anisopliae prefere o tegumento da
regido do abdéomen das operarias. No caso de A. flavus, tem-se
observado que existe uma preferéncia para deposicao dos co-
nidios na regido do bulbo antenal, muito embora ainda ndo te-
nham sido observados processos de germinagao, provavelmente
devido ao constante comportamento de higienizagao realizado
pelas formigas, o que caracteriza a presenca de uma barreira de
eficiéncia nesse tipo de controle.

Assim, o desenvolvimento de estudos que tenham como foco
principal a busca por estratégias de controle geram informagbes
importantes que, certamente, serdo utilizadas para a construgdo
de produtos que possam futuramente ser utilizados no campo.

Autores:

1 - MS. Raphael Vacchi Travaglini - doutorando do Programa de
Prote¢ao de Plantas Unesp/Campus de Botucatu-SP, Bolsista Capes

2 - Dr. André Arnosti - pés-doutorando no BCSTM do 1B/
Unesp/Campus de Rio Claro, SP. Projeto Fapesp n. 2014/19240-4

3 - Prof. Dr. Luiz Carlos Forti - Prof. adjunto do Depto. de Prote-
¢ao de Plantas da Unesp/Campus de Botucatu-SP

4 - Profa. Dra. Maria Izabel Camargo-Mathias - Profa. titular
do Depto. de Biologia do Instituto de Biociéncias da Unesp/
Campus Rio Claro-SP A
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