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RESUMO

As formigas cortadeiras séo consideradas pragas importantes para diversas plantas
cultivadas, o0 que exige constante controle. No entanto, a mortalidade natural de coldnias
iniciais de Atta spp é alta, alcancando até 100%, no primeiro ano de fundacdo. Dentre
varios fatores 0os micro-organismos patdégenos sdo apontados como um dos responsaveis
por tal mortalidade. Assim, o presente estudo teve como objetivo: (1) estudar a
morfogénese dos ninhos iniciais em funcdo do tempo de fundacdo essas espécies;
(2) avaliar a taxa de mortalidade de rainhas de Atta bisphaerica e Atta sexdens rubropilosa,
durante os primeiros meses de fundagédo; (3) isolamento e caracterizagdo dos fungos
entomopatogénicos de ocorréncia natural em rainhas; (4) realizar bioensaios para avaliar a
patogenicidade desses isolados em operarias de Atta sexdens rubropilosa e (5) formulacao
e aplicacdo de iscas a base de isolados de fungos entomopatogénicos, em coldnias de
Atta sexdens rubropilosa, visando possibilidades de aplicacdo pratica. Para tal, foram
coletadas rainhas recém-fecundadas ou provenientes de escavacdes dos ninhos incipientes
marcados no periodo da revoada. As escavacdes ocorreram aos 20, 45, 90, 135, 180 e 225
dias de idade do ninho em 2007, e aos 20, 45 e 90 dias em 2008, e aos 60 dias em 20009.
Foram obtidos os seguintes resultados: (1) as dimensGes da camara-recém fundada
aumentam com o tempo de fundacdo; (2) altas taxas de mortalidade para A. bisphaerica e
A. sexdens rubropilosa; (3) rainhas de Atta spp. podem ser parasitadas por diversos fungos,
dentre eles Beauveria bassiana, Isaria lilacinus, Isaria fumosorosea e Aspergillus flavus;
(4) todos os isolados sdo patogénicos e os mais virulentos BBOT11, BBOT12 de
B. bassiana e IBOT33 de 1. lilacinus; e (5) iscas formuladas com fungos séo atrativas,
carregadas e incorporadas por operarias de A. sexdens rubropilosa, contudo ndo causam a

mortalidade da col6nia.

Palavras- chave: Formiga cortadeira, ninho inicial, sobrevivéncia, patogenicidade.



MORPHOGENESIS OF THE INITIAL NESTS OF Atta spp. (HYMENOPTERA:
FORMICIDAE), MORTALITY IN NATURAL CONDITIONS AND EVALUATION OF
THE ENTOMOPATHOGENIC FUNGI ACTION. Botucatu, 2010, 149 p. Tese
(Doutorado em Agronomia Protecdo de Plantas) — Faculdade de Ciéncias Agronémicas,
Universidade Estadual Paulista.

Author: SANDRA REGINA DE SOUSA CARDOSO

Advisor: LUIZ CARLOS FORTI

SUMMARY

The leaf-cutting ants are pests for several important crop plants, which requires constant
control. However, the natural mortality of Atta spp colonies is high, reaching 100% in the
first year of foundation. Among many factors the pathogenic microorganisms are noted as
one of those responsible for such mortality. Thus, this study aimed to: (1) study the
morphogenesis of early nests depending on the time of foundation of these species; (2)
assess the death rate of the queens of Atta bisphaerica and Atta sexdens rubropilosa during
the first months of the foundation, through excavations in newly founded nests; (3)
isolation and characterization of entomopathogenic fungi found in queens; (4) perform
bioassays to assess the pathogenicity of these isolates in Atta sexdens rubropilosa and (5)
formulation and application of baits based on entomopathogenic fungi isolated in colonies
of Atta sexdens rubropilosa, seeking opportunities for practical application. To this end,
we collected newly fertilized queens or from excavations of incipient nests marked during
the time of nuptial flight. The excavations were performed at 20, 45, 90, 135, 180 and 225
days of nest age in 2007, and at 20, 45 and 90 days in 2008. The results were: (1) the
dimensions of the incipient chamber increases with time of the foundation; (2) high rates of
mortality for Atta bisphaerica and Atta sexdens rubropilosa; (3) queens of Atta spp. can be
parasitized by several fungi, including Beauveria bassiana, lIsaria lilacinus, Isaria
fumosorosea and Aspergillus flavus; (4) all strains are pathogenic and the most virulent
BBOT11, BBOT12 of B. bassiana and IBOT33 of I. lilacinus; and (5) baits made with
fungi are attractive, loaded and incorporated by workers of A. sexdens rubropilosa, yet not

cause mortality of the colony.

Keywords: Leaf-cutting ant, initial nest, survival, pathogenicity.



1. INTRODUCAO

As formigas cortadeiras, género Atta e Acromyrmex, pertencem a
tribo Attini e como os demais representantes desse grupo cultivam fungo do qual se
alimentam. Esse grupo é localizado estritamente no Novo Mundo e sua distribuicdo se
estende desde 40° de latitude norte até 44° de latitude sul, compreendendo as zonas
subtropicais e tropicais (WEBER, 1966). Apresentam ampla distribuicdo em todo territorio
brasileiro, com intensa atividade durante o ano, atuando sobre muitas espécies vegetais.

Embora a dindmica de construcdo e manutencdo de um ninho seja
de responsabilidade do grupo, a fundagdo em Atta normalmente ocorre por uma Unica
fémea recém-fecundada. Da revoada até o estabelecimento definitivo da colbnia, varios
fatores podem provocar a mortalidade da rainha, da prole e do fungo simbionte.

Com isso, o periodo de fundacdo é considerado um dos momentos
mais criticos para a sobrevivéncia e estabelecimento da coldnia, devido apresentar alta
vulnerabilidade & acdo de predadores, competidores e micro-organismos patogénicos
(AUTORI, 1950; FERNANDEZ et al., 2004). Além disso, os ninhos normalmente s&o
construidos superficialmente, onde as condi¢cBes ambientais nem sempre sdo favoraveis,
entre elas, as oscilacdo bruscas de temperatura e umidade e especialmente a ocorréncia de
fortes e abundantes chuvas, responsaveis pela mortalidade de um numero consideravel de

ninhos iniciais.



Apesar do baixo percentual de sobrevivéncia de coldnias iniciais,
uma vez ocorrido o estabelecimento do ninho, o habito de cortar folhas e utiliza-las como
substrato para o cultivo do fungo simbionte pode causar grandes prejuizos, sendo tais
formigas consideradas pragas responsaveis por danos na area florestal e agricola
(BOARETTO; FORTI, 1997), o que exige constante uso de técnicas de controle.

Dentre as espécies de interesse econdmico no pais, Atta sexdens
rubropilosa Forel (1908) e Atta bisphaerica Forel (1908) sdo consideradas importantes
pragas. A primeira espécie forrageia uma variedade de culturas agricolas, sendo
considerada uma das principais pragas dos reflorestamentos, enquanto A. bisphaerica atua
principalmente em &rea de pastagem e cana-de-agucar.

O controle atual de formigas cortadeiras se da por métodos
quimicos, especialmente isca toxica, considerado um dos mais praticos e eficientes.
Contudo, pode envolver alto custo operacional e tem demonstrado inconveniéncias devido
a falta de especificidade, contaminagdo do meio ambiente e toxicidade para o aplicador
(JACCOUD, 2000).

Questbes econdmicas e ambientais tém obrigado empresas de
reflorestamento a melhorarem o rendimento das técnicas de controle quimico e incentivado
a experimentacao de novas tecnologias. Como resposta, a pesquisa cientifica tem buscado
desenvolvimento de alternativas para o controle de formigas cortadeiras, entre elas 0 uso
de micro-organismos especialmente fungos entomopatogénicos.

Dentro desse contexto, utilizando-se como objeto de pesquisa as
espécies A. sexdens rubropilosa e A. bisphaerica, o presente estudo buscou estudar a
construcdo e ampliacdo de ninhos iniciais, levando em conta que a fundagdo do mesmo €
de fundamental importancia para o sucesso e sobrevivéncia da coldnia incipiente; estudar o
percentual e as chances de mortalidade de tais espécies, buscando relacionar com possiveis
fatores ambientais e, posteriormente caracterizar fungos filamentos de ocorréncia natural
em rainhas de Atta e testa-los em laboratorio, a fim de contribuir com a possibilidade de

aplicacdo destes numa perspectiva de controle biologico de formigas cortadeiras.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Revoada e fundacdo do ninho em formigas cortadeiras.

A revoada ou voo nupcial representa uma das principais estratégias
reprodutivas utilizadas pelos Formicidae, e, frequentemente ocorre quando precipitacéo
pluviométrica, temperatura, umidade do ar e velocidade do vento permitem aos
reprodutores melhores condicdes de acasalamento, escape de predadores e localizagdo de
sitio adequado para fundacéo de nova col6nia (HOLLDOBLER; WILSON, 1990).

Dentre as condi¢des climaticas observadas, a umidade do solo é de
grande importancia, permitindo posteriormente sucesso de escavacao do ninho pela rainha
(DELLA LUCIA; BENTO, 1993) e possivelmente favorecendo microambiente adequado
para o cultivo inicial do fungo simbionte (DIEHL-FLEIG; ROCHA, 1998; ROCES;
KLEIDMAN, 2000; BOLLAZI; ROCES, 2002).

Entre as Attini, a revoada €é caracterizada pela liberagdo de machos
e fémeas de diferentes col6nias simultaneamente, favorecendo variabilidade genética e
dispersédo (DELLA LUCIA; BENTO, 1993); Em Atta Fabricius, a saida dos reprodutores
acontece pela primeira vez em ninhos com 38 meses de idade, aproximadamente
(AUTUORI, 1941), sendo o vbéo nupcial precedido por  chuvas
(MARICONI, 1970; CUNHA, 1988). Em Atta sexdens rubropilosa, o voo nupcial ja foi



observado, mesmo em condic¢des climéaticas ndo tdo favordveis quanto a luminosidade e
temperatura, porém na presenca de umidade do solo, sendo este pardmetro, portanto, um
fator limitante nessas condi¢cbes (CUNHA, 1988). No Brasil, a revoada de Atta ja foi
investigada por Autuori (1941), Amante (1972) e Cunha (1988).

Em formigas, o processo de fundacdo da colbnia pode ser
diferenciado em dois tipos: (1) haplometrose (participacdo de apenas uma Unica fémea
reprodutora) e (2) pleometrose (duas ou mais rainhas participando da fundacédo), gerando
respectivamente, colénias monoginicas e poliginicas; estas ultimas podem apresentar
vantagens em relagdo ao desenvolvimento da colonia e menor ataque de predadores
(MINTZER, 1987; HOLLDOBLER; WILSON, 1990; BROWN; BONHOEFFER, 2003).
O tipo de estratégia de fundacéo, por sua vez, pode estar relacionado com a disponibilidade
de recursos e tipo de solo (BENTO et al. 1991, DIEHL-FLEIG; ROCHA, 1998).

De acordo com reviséo realizada por
Fernandez-Marin et al. (2004), o tipo de fundagdo por haplometrose (Unica rainha)
geralmente ocorre em muitas espécies de Attini, sendo observado, pleometrose para um
pequeno percentual de espécies, nesses casos, porém, sem informacdo sobre continuidade
de poliginia nesses ninhos.

Quanto ao comportamento da rainha apds escavacdo da camara
existem relatos de duas estratégias de fundacdo: semi-claustral (primitiva), caracterizada
por saida da rainha em busca de suprimento para a prole inicial e fundacdo claustral
(derivada) no qual a rainha alimenta os imaturos com suas reservas corporais
(BROWN; BONHOEFFER, 2003).

A estratégia primitiva pode ser encontrada principalmente nas
formigas socialmente e morfologicamente mais primitivas como pertencente as sub-
familias Ponerinae, Myrmeciinae e Nothomyrmecinae) (HASKINS, 1941, apud BROWN;
BONHOEFFER, 2003), enquanto que nas formigas derivadas social e morfologicamente,
especialmente Formicinae e Myrmicinae a estrategia de fundacdo predominante é a
claustral (HOLLDOBLER; WILSON, 1990).

Contudo, um estudo comparativo sobre o comportamento de
fundacdo do ninho em varias espécies pertencentes a tribo Attini (Formicidae), inclusive
Atta e Acromyrmex, revelou que a maioria das espécies estudadas apresentou estratégia de
fundacdo semi-claustral, sendo que somente em Atta n&o foi verificado tal comportamento
(FERNANDEZ-MARIN et al., 2004). Em Atta a fundacéo é realizada normalmente por



uma Unica rainha (DELLA LUCIA; ARAUJO, 1993). O (nico caso de poliginia foi
apresentado para Atta texana (MINTZER, 1987).

Mortalidade durante o forrageamento € sugerido como o principal
fator de pressao de selecdo responsavel pela evolucdo para fundacéo claustral nas col6nias
(BROWN; BONHOEFFER, 2003). Em Acromyrmex striatus, foi registrada alta predacéo
das rainhas por ocasido do forrageamento, ocasionando taxa de mortalidade de 99,96% e
reduzindo a quase zero o sucesso de fundacdo semi claustral (DIEHL-FLEIG, 1995).

Em Atta sexdens rubropilosa e Atta bisphaerica a fundacédo € do
tipo claustral, portanto a coldnia ndo apresenta qualquer contato com o exterior até o
aparecimento das primeiras operérias adultas no ninho, responsaveis pelo forrageamento.
Contudo, ainda assim grande é a mortalidade da mesma, desde 0 momento da fundacéo até

o estabelecimento definitivo do sauveiro.

2.2 Arquitetura e escavagao de ninhos de Atta Fabricius.

A arquitetura do ninho é importante para o desenvolvimento das
coldnias de formigas, sendo que a forma de construcdo dos mesmos é considerada uma
especificidade de cada espécie; alguns podem ser mais superficiais e simples enquanto
outros sdo mais complexos (HOLLDOBLER; WILSON, 1990).

A principal funcdo estrutural do ninho é proteger a populacdo de
inimigos naturais (SUDD, 1982) e no caso das Attini, favorecer as condicdes
microclimaticas apropriadas para a manutencdo da colbnia e para o cultivo do fungo
simbionte (KLEINEIDMAN, ROCES, 2000; BOLLAZI; ROCES, 2002, MOREIRA et al,
2004).

O género Atta constrdi ninhos grandes e complexos, caracterizados
externamente por um monte de terra solta e diversos “olheiros” e internamente constituido
de inumeras panelas e galerias subterraneas (GONCALVES, 1960).

Conforme Amante (1972), cada espécie apresenta um “padrio
arquitetonico” do ninho, com base no diametro, angulo, tamanho das particulas depositadas
na superficie, o que pode facilitar a identificacdo dos mesmos.

Internamente, 0s ninhos séo constituidos por inUmeras camaras ou
“panelas”. Estas sdo construidas para diferentes func¢des sendo classificadas em camaras de

fungo, de terra, de lixo, de lixo + terra e vazia (MOREIRA, 2001).



Os ninhos podem ser construidos nos mais diversos ambientes. No
caso de Atta bisphaerica estes ocorrem em areas abertas, com apenas um monte de terra,
plano ou quase plano, e os olheiros ao nivel do monte de terra solta, sendo as camaras
situadas abaixo da projecéo deste (MOREIRA, 2001).

Ninhos adultos de A. sexdens também apresentaram camaras sob a
projecdo do monte de terra solta em estudos realizados por Eidmann (1932), Autuori
(1942), Jacoby, (1950) e Pretto (1996). Em ninhos de Atta sexdens rubropilosa, as cdmaras
de lixo sdo construidas proximas e de maneira intercalar as de fungo, na maioria das vezes
sob o monte de terra solta, o que pode ser uma adaptacdo para facilitar a limpeza das
camaras de fungo, reduzindo a distancia percorrida pelas operarias (PRETTO, 1996). Para
esta espécie a localizacdo das camaras sob 0 monte de terra solta também foi verificado por
Autuori (1942), Jacoby (1950) e Mariconi (1970).

Atta laevigata e A. vollenweideri, também apresentam camaras
localizadas sob o monte de terra solta (PEREIRA-DA-SILVA, 1975). Atta capiguara,
porém apresenta suas camaras fora da projecdo do monte de terra solta, dificultando ainda
mais o controle dos ninhos (MARICONI, 1970; FORTI, 1985).

A escavacdo de ninhos tem sido importante, ndo somente para
revelar sua estruturacdo interna, mais porque revelam sua composi¢cdo e organizagao
social. Através de escavacOes foram feitas interessantes conclusdes de que 0s mesmos
crescem em funcdo do crescimento populacional de operarias (HALLEY et al., 2005).

Pesquisadores podem utilizar diversas técnicas de modelagem
interna dos ninhos, entre elas, gesso dental, zinco, aluminio (TSCHINKEL, 2004). Cada
método apresenta vantagens e desvantagens quanto a resisténcia do material, preservacao
de formigas possibilitando estimacao da densidade populacional e em relacdo a seguranca
do aplicador (TSCHINKEL, 2010). Em formigas cortadeiras, trabalhos sobre arquitetura
de ninhos normalmente utilizam o método de moldagem com cimento. Autuori (1942),
Jacoby (1943; 1950), Jonkman (1980), Forti (1985), Pretto (1996), Moreira et al., (2004),
Moreira (2008) fizeram uso desta metodologia em estudo com Atta, enquanto
Verza et al. (2007) e Caldato (2010), utilizaram para verificar arquitetura de ninhos de
Acromyrmex.

O estudo da localizacdo das camaras de fungo em ninhos adultos é

importante ndo apenas para o conhecimento da biologia dos ninhos, mais dentro do enfoque



de controle, pois pode facilitar a aplicacao de certos produtos, podendo aumentar as chances de
alcance das camaras (MOREIRA, 2001).

2.3 Importancia e controle de formigas cortadeiras

As formigas cortadeiras sdo consideradas pragas nos paises da América do Sul,
América Central e no sul da América do Norte (FOWLER et al. 1990; HOLLDOBLER,;
WILSON, 1990; DELLA LUCIA; FOWLER, 1993). Sdo responsaveis, por um impacto
negativo na agricultura, causando sérios prejuizos a economia de certos paises, dentre eles,
o Brasil (WEBER, 1972a; WILSON, 1976), onde encontram-se distribuidas em todo o
territorio nacional, com intensa atividade durante o ano, atacando varias culturas, pastagem
e em particular areas de reflorestamentos (MARICONI, 1970, HERNADEZ; JAFFE,
1995).

Dentre as espécies de interesse no pais, Atta sexdens rubropilosa
Forel (1908) e Atta bisphaerica Forel (1908) sdo consideradas importantes pragas, sendo
conhecidas na linguagem popular, respectivamente, como “satiiva limao” e “saiiva mata-
pasto”. A primeira espécie forrageia uma variedade de culturas agricolas, sendo
considerada uma das principais pragas dos reflorestamentos (GONCALVES, 1960;
DELLA LUCIA et al., 1993a; JACCOUD, 2000).

Atta bisphaerica Forel, embora provoque danos as pastagens, tém
se destacado principalmente como praga de cana-de-aclicar (BOARETO; FORTI, 1997;
JACCOUD, 2000). De acordo com Goncalves (1960) e Moreira (1996) esta espécie €
encontrada somente em territorio brasileiro, ocorrendo nos estados de S&o Paulo, Rio de
Janeiro, Minas Gerais e Mato Grosso do Sul. Seu controle é dificultado devido a
caracterizacdo dos seus ninhos (MARICONI, 1970; MOREIRA et al.; 2004), além de
caracteristicas morfologicas ecol6gicas e comportamentais que as diferencia das
cortadeiras de dicotileddneas (FOWLER et al., 1986; BOARETO; FORTI, 1997,
NAGAMOTO et al., 2009).

As empresas de reflorestamentos e agricultores em geral tém
empregado o controle quimico, de forma sistematicamente através de iscas,
termonebulizacdo e fumigantes. O uso de isca toxica é considerado o método mais
econbmico e pratico do mercado e razoavelmente eficiente para combater formigas
cortadeiras (FORTI et al., 1993).
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As iscas consistem numa mistura de substrato atrativo com
principio ativo toxico, formuladas na forma de pelletes. Antes de ser incorporado ao
substrato, o principio ativo, que é um inseticida, sofre comumente um processo de
dissolucdo em oOleo de soja refinado. Atualmente, o substrato atrativo que serve como
matriz para a fabricacdo de iscas € a polpa citrica desidratada e peletizada, embora
anteriormente outros materiais ja tenham sido experimentados (RAMOS, 2005). A eficiéncia
do principio ativo contra rejeicédo inicial pelas formigas depende do modo de agdo que deve
ser suficientemente demorado para permitir boa dispersdo do inseticida na col6nia
(NAGAMOTO et al, 2007).

A eficiéncia das iscas a base de sulfluramida no combate as vérias
espécies de salvas e quenquéns esta concentrada numa faixa de 90 a 100 % de mortalidade
(RODRIGUES, 2003). Séo eficientes no controle de Atta laevigata, Atta cephalotes, Atta
bisphaerica (ZANUNCIO et al., 1992, 1993, 1996), Atta sexdens rubropilosa (ZANUCIO
et al.,2002; ZANETTI et al. 2004) e Acromyrmex ambiguus (LOECK; GUSMAO, 1998),

entre outras espécies.

2.4 Perspectiva de controle microbiano de formigas cortadeiras.

Dentre os agentes de controle biologico, pesquisas ja foram
realizadas com acaros, nematoides e fungos (DELLA LUCIA et al, 1993b). Muitas
espécies de fungos controlam populagdes de insetos naturalmente e por isso sdo utilizados
com eficiéncia em diversos programas de controle bioldgico de insetos. Aproximadamente
80% das doencas tém como agente etioldgico os fungos, pertencente a 90 géneros nos
quais a maioria é encontrada no Brasil (ALVES, 1998). Diante da relativa especificidade,
os fungos sdo considerados bons candidatos para o controle de pragas agricolas
importantes; alguns sdo produzidos industrialmente, estando disponiveis no mercado
(LOPEZ et al., 1999).

Espécies de fungos Ascomicetos, como Metarhizium e Beauveria
sdo entomopatogénicos generalistas, sendo virulentos a diversos insetos, inclusive aos
sociais. As espécies M. anisopliae e B. bassiana sdo bastante estudados como agente de
controle biolégico de muitos insetos pragas (HUGHES et al., 2004a). Cordyceps também
tem sido bastante estudado no controle de formigas (EVANS; SAMSON, 1982).
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A acédo de entomopatogénicos sobre formigas cortadeiras tem sido
comprovada por diversos autores (MACHADO et al. 1988; DIEHL-FLEIG; SILVA, 1992;
JACCOUD et al., 1999; LOPEZ; ORDUZ, 2003; HUGHES; BOOMSMA, 2004;
HUGHES, et al., 2004b; BUSARELLO, 2008; CASTILHO et al., 2010).

Contudo, estes insetos apresentam eficiente mecanismo de
reconhecimento de micro-organismos entomopatogénicos, demonstrando reacOes
comportamentais que sao eficientes na defesa da colénia, removendo o material
contaminante do ninho, inclusive as formigas doentes ou mortas (KERMARREC et al.,
1986). Coldnias de Acromyrmex, em contato com esporos de M. anisopliae e B.
bassianareagiram abandonando olheiros e abrindo outros, reducdo de atividade externa,
remocao de material seco e de formigas mortas para fora da colénia (MACHADO et al.,
1988).

Além disso, as formigas possuem glandulas metapleurais
responsaveis pela producdo de substancias com efeito antibidtico, auxiliando na assepsia
da col6nia (HOLLDOBLER; WILSON, 1990; POULSEN et al., 2002; POULSEN et al.,
2003; FERNANDEZ-MARIN et al., 2006). As cortadeiras também possuem secrecdes
salivares que podem minimizar a acdo de compostos tdxicos (por exemplo, taninos e
terpenoides), e ainda liquido fecal contendo enzimas que sdo depositadas no material
vegetal antes dele ser inoculado no fungo; A propria associacdo das cortadeiras com o
fungo simbionte ja representa outro fator que limita a acdo de substancias toxicas nesse
grupo de insetos, pois 0 fungo simbionte funciona como um “estdmago externo” que
digere a celulose, e, ainda, transforma aleloquimicos vegetais em substancias palataveis
para as formigas (MARTIN; WEBER, 1969).

Estudos que visam o conhecimento do potencial patogénico dos
fungos em formigas cortadeiras trazem informacdes sobre 0s inimigos naturais desses
insetos e abrem perspectivas para técnicas alternativas de controle, com inegaveis
beneficios para a economia dos agricultores, das empresas de reflorestamento e ambiente
(RODRIGUES, 2004).
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Capitulo 1

MORFOGENESE DE NINHOS INICIAIS DE Atta bisphaerica E Atta sexdens
rubropilosa (HYMENOPTERA: FORMICIDAE)

RESUMO

O sucesso da fundagdo e crescimento estrutural do ninho é fundamental para a
sobrevivéncia da colonia. Assim, teve-se como objetivo para o presente estudo, verificar as
medidas da camara recém-construida e acompanhar a ampliacdo nas dimensdes da mesma
em ninhos iniciais de Atta bisphaerica e Atta sexdens rubropilosa. O estudo foi realizado
no municipio de Botucatu (SP), em duas é&reas: Fazenda Experimental Lageado
(FCA-UNESP) e Fazenda Santana. A primeira area formada de pasto e a segunda com
eucalipto. Os ninhos foram marcados por ocasido da revoada dos anos de 2007 a 2009,
sendo escavados 40 ninhos em cada area, por periodo. Em 2007, os ninhos foram
escavados aos 45, 90, 135, 180 e 225 dias a partir da fundacdo. Em 2008, os ninhos foram
estudados aos 45 e em 2009, aos 60 dias de fundacdo. A profundidade média da camara de
Atta bisphaerica foi de 16,55 cm, 17,26 cm e 17,49 cm, respectivamente para 0S anos
2007, 2008 e 2009. Atta sexdens rubropilosa construiu camaras numa profundidade média
de 12,49 cm em 2007, 15,42 cm em 2008 e de 15,63 cm, em 2009. As dimensdes da
camara aumentam com a idade do ninho, especialmente a altura e consequentemente a
profundidade da cdmara. Para Atta bisphaerica a média aos 45 dias de fundacdo do ninho,
do comprimento, largura, altura e profundidade da camara foram, respectivamente,
4,32cm, 3,34 cm, 3,50 cm e 16,20 cm enquanto que aos 225 dias também, respectivamente,
foram 5,74 cm, 5,64 cm, 6,23 cm e 20,60 cm. Para Atta sexdens rubropilosa as médias das
medidas foram de 3,66 cm, 2,89, 2,75 e 12,68 cm aos 45 dias de fundacdo e de 3,78 cm,
3,53 cm, 4,08 cm e de 16,52 cm aos 225 dias, para comprimento, largura, altura e
profundidade da camara. A construcdo da segunda camara foi verificada aos 135 e 180 dias
de escavacdo da primeira. Atta bisphaerica apresentou percentual de escavacdo de 70 e
77,78 % para os 180 e 225 dias de fundagéo. Atta sexdens rubropilosa apresentou apenas

20% (1 ninho) dos ninhos com camara 2 aos 120 e 225 dias.

Palavras chave: Formiga cortadeira, escavacdo, camara inicial, sauveiro
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Chapter 1

MORPHOGENESIS OF INITIAL NESTS OF Atta bisphaerica AND Atta sexdens
rubropilosa (HYMENOPTERA: FORMICIDAE)

SUMMARY

The success of the foundation and structural growth of the nest is critical to the survival of
the colony. So it was taken as objective for the present study, verify the measures of
newly-built chamber and follow the increase the dimensions of the same in initial nests of
Atta bisphaerica and Atta sexdens rubropilosa. The study was carried out in Botucatu (SP)
in two areas: Lageado Experimental Farm (FCA-UNESP) and Santana Farm. The first area
consists of pasture and the second with Eucalyptus. The nests were marked during the
nuptial flight of years from 2007 to 2009, and 40 nests were excavated in each area, by
period. In 2007, nests were excavated at 45, 90, 135, 180 and 225 days from the
foundation. In 2008, the nests were studied at 45 and in 2009, after 60 days of the
foundation. The average depth of the chamber of Atta bisphaerica was 16.55 cm, 17.26 cm
and 17.49 cm, respectively for 2007, 2008 and 2009. Atta sexdens rubropilosa built
chambers at an average depth of 12.49 c¢cm in 2007, 15.42 cm in 2008 and 15.63 cm in
2009. The dimensions increase with age of the nest, especially the height and consequently
the depth of the chamber. For Atta bisphaerica the average at 45 days of the founding of
the nest, the length, width, height and depth of the chamber were respectively 4.32 cm,
3.34 cm, 3.50 cm and 16.20 cm, while for 225 days also, respectively, were 5.74 cm, 5.64
cm, 6.23 cm and 20.60 cm. For Atta sexdens rubropilosa the mean of the measures were of
3.66 cm, 2.89, 2.75 and 12.68 cm to 45 days of the foundation and 3.78 cm, 3.53 cm, 4.08
and 16.52 cm at 225 days, length, width, height and depth of the chamber. The
construction of the second chamber was recorded at 180 and 225 days of the first
excavation. Atta bisphaerica showed percent of excavation of 70 and 77.78% for the 180
and 225 days of foundation. Atta sexdens rubropilosa had only 20% (1 nest) of nests with
chamber 2 at 120 and 225 days.

Keywords: Leaf-cutting ant, excavation, initial chamber, leaf-cutting ant nest.
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1. INTRODUCAO

A maioria das espécies de formigas constroi ninhos subterraneos,
0S quais promovem protecdo para a colbnia e ajudam na manutencdo de condigdes
ambientais  favordveis a0  desenvolvimento  de imaturos e  adultos
(HOLLDOBLER; WILSON, 1990), o que requer um intenso trabalho de escavacgédo do solo
pelas formigas (HALLEY et al., 2005).

Os géneros Atta e Acromyrmex, conhecidos popularmente por
formigas cortadeiras, apresentam grande especializa¢do na construcdo de seus ninhos, que
normalmente sdo formados por camaras (“panelas”) ligadas entre si por galerias ou canais
que se abrem na superficie do solo (ARAUJO; DELLA LUCIA, 1997).

Em Atta Fabricius, o trabalho de escavagdo para construgdo do
ninho é desempenhado inicialmente por uma Unica rainha recém-fecundada, responsavel
pela construcdo da primeira cdmara. O tipo de fundacdo por haplometrose, associado a fase
claustral, certamente requer grande gasto energético por parte da rainha. 1sso acontece,
pois além da escavacéo, ela utiliza reserva corporal para manter suas atividades até as
primeiras operarias emergirem e iniciarem o forrageamento (HOLLDOBLER; WILSON,
1990), o que ocorre por volta dos 75 dias a partir da fundagdao (AUTUORI, 1942).

Desse momento em diante as operarias assumem atividades

internas e externas ao ninho, dentre elas: cuidado com a prole, com a propria reprodutora e
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escavacbes de novos canais e camaras (AUTUORI, 1942, AMANTE, 1972,
HOLLDOBLER, 1980; BUHL et al., 2005), sendo portanto de responsabilidade da prole
adulta ampliacdo do ninho.

A dindmica de ampliagdo do ninho apresenta dependéncia da
densidade de formigas (HALLEY et. al, 2005). A adaptacdo do tamanho dos ninhos a sua
populacdo € um processo comum na maioria dos insetos sociais, contudo a dindmica de
construcdo e ampliacdo de ninhos subterraneos ndo é totalmente conhecida (RASSE;
DENEUBOURG, 2001).

Frente & importancia das salivas como pragas a diversas culturas e,
das limitacOes das tecnologias de controle em ninhos adultos, muitos trabalhos tém-se
voltados para arquitetura externa e interna do ninho, visando o conhecimento estrutural e
com vistas a melhorias nas técnicas de aplicacio de produtos de controle
(PRETTO, 1996; MOREIRA et al., 2002, 2004; MOREIRA, 2008).

Ninhos de Acromyrmex normalmente sdo pequenos e superficiais,
geralmente com uma Unica ou poucas camaras, com presenca ou nao de terra solta
(GONCALVES 1960), embora Verza et al. (2007) relataram um porte relativamente
grande para Acromyrmex rugosus rugosus. Algumas espécies de Acromyrmex podem
escavar ninhos mais profundos, quando fundados em locais com maior temperatura do
solo; Levantamento sobre 21 pesquisas com o género, revelou que dependendo do regime
de temperatura e da exposi¢cdo ao sol dos ninhos, estes apresentam fundacdes superficiais
ou subterréneas, sendo que tais variacdes podem ocorrer inclusive dentro de uma mesma
espécie (BOLAZZI et al., 2008).

Para a maioria das espécies de Atta, os ninhos adultos sdo formados
por inimeras camaras, podendo atingir varios metros de profundidade, com depoésito de
terra na superficie, formando o monte de terra solta ou “murundu”(GONCALVES, 1960).
Tais camaras podem apresentar variagdes de formato, localizacdo e dimensdes dependendo
da espécie e da funcdo (fungo, lixo e terra) (MOREIRA, 2001).

Camaras de ninhos adultos de Atta sexdens foram caracterizadas
por Jacoby (1950) como estrutura simples, fechada, apresentando formato esférico ou
elipséide. Formato esférico também foi encontrado por Gongalves (1960), enquanto que
Pretto (1996), em estudo sobre a arquitetura dos ninhos de Atta sexdens rubropilosa,
encontrou formato semi-elipsoide para cdmaras de lixo e de fungo, sendo as primeiras com

dimensdes muito maiores.
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Ninhos adultos de Atta bisphaerica, em estudo de escavacgdo realizado
por Moreira (2001), mostraram que a maioria das camaras apresenta formato esférico, com
variacao nas dimensoes de altura, largura e comprimento entre diferentes ninhos.

Embora as salvas apresentem habilidade para construir ninhos em
grandes profundidades, a cdmara inicial normalmente é fundada na camada superficial do
solo, cerca de 8,5 a 15 cm (AUTUORI, 1941), estando sujeitos as variaces de temperatura
e umidade, além da influencia de fortes e abundantes chuvas tipicas do periodo em que
ocorre a revoada e fundacéo do ninho (AUTUORI, 1941; BENTO et al., 1991).

Um dos aspectos mais importantes no estudo de Atta Fabricius é sem
duvida, o conhecimento do seu desenvolvimento inicial, que pode ser acompanhado
externamente através dos olheiros (MARICONI, 1970) e internamente por meio de
escavac0es, conhecendo-se a profundidade e o tamanho das primeiras cdmaras construidas.

Alguns trabalhos j& foram realizados visando esse conhecimento,
sendo ninhos iniciais de A. sexdens rubropilosa caracterizados por Autuori (1942), Jacoby
(1943, 1950) e Mariconi (1970). A. capiguara teve o ninho inicial estudado por Pereira-da-
Silva (1979), em Botucatu/SP. Embora ja se tenha informac&o a cerca da cAmara inicial, a
literatura sobre fundacéo e evolucdo de ninhos de Atta ainda € restrita.

Estudos sobre a formacéo e desenvolvimento estrutural de ninhos
sdo de grande importancia para atuais e futuros métodos de controle de insetos de grande
importancia econdmica como os pertencentes ao género Atta. Com isso, o trabalho teve
como objetivo dimensionar a camara inicial de Atta bisphaerica e Atta sexdens
rubropilosa, em funcdo do tempo de fundacdo e registrar o periodo e o percentual de

construcdo da segunda camara.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Caracterizacdo da area experimental

O trabalho foi realizado no municipio de Botucatu/SP. Os ninhos de Atta
bisphaerica foram estudados em pontos da Fazenda Santana, situada a 22°50°720” S e
48°26°155” W (Figura 5a), com solo do tipo Latossolo Vermelho Escuro. Ninhos de Atta
sexdens rubropilosa foram selecionados em area com plantio de eucalipto, pertencente a
Fazenda Experimental Lageado- FCA/UNESP (22°50°833” S e 48°26°476” W) (Figura
5b), tambem em solo da classe Latossolo Vermelho Escuro.
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2.2 Selecdo e escavagédo dos ninhos

Foram selecionados 500 ninhos aleatoriamente em cada area no momento da
fundacdo realizada pela rainha no ano de 2007 e 2008. Em 2009 foram marcados 40 ninhos
em cada area. Os ninhos foram marcados com estacas de arame identificadas na
extremidade (Figura 5d-e), ap6s o fechamento do orificio inicial escavado pela rainha,
como garantia que a mesma ja se encontrava enclausurada, minimizando assim o risco de
predacdo. Os arames foram colocados no solo a 5 cm do orificio escavado, sempre
orientado para o Norte Magnético, de maneira a facilitar a localiza¢do do tanel durante as
avaliagdes.

Em 2008, devido corte das arvores e retirada da madeira na area de eucalipto em
estudo no ano de 2007, os ninhos de A. sexdens rubropilosa foram selecionados na mesma
area, porém em locais com apenas plantio experimental de eucalipto, sem corte e retirada
da madeira. Em 2009, na éarea de eucalipto, foram selecionados ninhos de A. sexdens
rubropilosa nas duas subareas amostrais.

Durante as escavacdes foram utilizadas ferramentas manuais, seguindo metodologia
utilizada por Autuori (1942), Pereira-da-Silva et al. (1979) e Pretto (1996). Foi aberta uma
trincheira ao lado do ninho, expondo o canal e a cAmara, sem prejuizos aos mesmos
(Figura 5c). As escavagdes aconteceram em cada area aos 45, 90, 135, 180 e 225 dias da
fundacdo, no ano de 2007. No ano de 2008, as escavacGes ocorreram aos 45 dias e em
2009, aos 60 dias de fundacdo. Em cada periodo de avaliacdo foram abertos 40 ninhos de
cada espécie em estudo, totalizando para cada espécie 200 ninhos em 2007, 120 em 2008 e
40 em 20009.

A partir dos 180 dias, sempre que percebido a existéncia de um novo canal
(Figura 6f) a partir da primeira camara, a escavacdo foi continuada até alcancar a segunda
camara construida, verificando-se a medida de profundidade, comprimento, largura e altura
da nova camara (quando existente), além do comprimento o canal.

Apdbs o aparecimento de operarias maiores nos ninhos, alguns exemplares foram
coletados, colocados em tubos plasticos com alcool 70% e levados para o laboratério para

confirmacéo da espécie em estudo.
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2.3 Arquitetura interna

Por meio das escavacOes realizadas foi possivel calcular as medidas de
comprimento, largura, altura, profundidade e volume das camaras em cada periodo de
fundacdo do ninho.

Através das medidas da cdmara (comprimento, largura e altura) foi estimado o
volume da mesma, sendo este calculado por férmulas adaptadas de figuras geométricas,
conforme utilizada por Pretto (1996) e Moreira (2001). Para isso, primeiramente foi
estimado o formato da cdmara inicial, através de observacGes em campo e comparando
entre si das medidas da camara inicial.

As formulas usadas foram:

V = 1/6x [(I + h + p)/3]%/2 (hemiesfera)
V = 1/6x [(l + h + p)/3]3 (esfera)

Onde:

| = Largura da camara

h = Altura da cAmara

p = comprimento da caAmara

A formula da hemiesfera foi utilizada para calcular o volume da camara aos 45 e 90
dias para A. bisphaerica e dos 45 até 135 dias de fundacdo para A. sexdens rubropilosa. A
formula da esfera foi utilizada para calculo do volume da cdmara aos 135 e 225 dias para

A. bisphaerica e dos 180 e 225 dias de fundacao para A. sexdens rubropilosa.

2.4 Andlises estatisticas

Os dados de profundidade, comprimento, largura, altura da camara foram
submetidos a Analise de Variancia (ANOVA) (0=0,05), comparando-se as médias pelo
teste Tukey, através do programa SAS 9.2 for Windows.

Foram feitas comparagdes entre as médias por periodo de escavacdo para cada
espécie e posteriormente, entre as espécies estudadas, levando em conta os ninhos com
rainha viva. Foi realizada andlise de Correlacdo Linear de Pearson entre as variaveis:

profundidade, comprimento, largura e altura, utilizando o programa SigmasStat.
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Em relacdo a segunda cdmara, também foi calculada a frequéncia (%) de ocorréncia
e foi calculada a média e desvio padrdo de suas medidas: profundidade, comprimento,
largura e altura.

Para os resultados de umidade e resisténcia a penetracdo do solo foram realizadas
andlise de variancia (ANOVA) e as médias foram submetidas ao teste Tukey. Os dados de

resisténcia a penetracdo do solo também foram avaliados por regresséo linear.

3. RESULTADOS

3.1 Arquitetura interna

3.1.1 Formato da camara inicial de Atta bisphaerica e Atta sexdens
rubropilosa.

Em 2007, aos 45 dias, em ninhos de A. bisphaerica, o0 comprimento diferiu
significativamente da largura e altura, sendo as médias para cada medida, respectivamente,
4,29 cm, 3,33 cm e 3,05 cm (p<0,0001). Aos 90 dias o comprimento, com 4,57 cm diferiu
apenas da altura com 3,66 cm (p=0,0067) e nos periodos 135, 180 e 225 dias, as medidas
ndo diferiram entre si (Tabela 1).

Para Atta sexdens rubropilosa o comprimento diferiu das demais medidas, dos 45
aos 135 dias. Aos 45 dias a medidas de comprimento, largura e altura foram
respectivamente: 3,55 cm, 2,84 cm e 2,77 cm. No periodo de 90 dias obteve-se 4,17 cm de
comprimento, 3,33 cm de largura e 3,29 cm de altura. Aos 135 as medias foram: 3,83 cm,
3,11 cm e 2,98 cm, valores respectivos para comprimento, largura e altura (Tabela 1).

Assim, foram definidos dois formatos de camara para ambas as espécies:
hemisférico e esférico. Em A. bisphaerica o formato hemisférico foi encontrado para os
periodos 45 e 90 dias (Figura 1C) e esférico a partir dos 135 dias de fundacédo (Figura 1D).
Para A. sexdens rubropilosa, foi observado, formato hemisférico (Figura 1E) até os 135
dias e esférico nos 180 e 225 dias.
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3.1.2 Medidas da camara recém-fundada de A. bisphaerica e A. sexdens
rubropilosa em fungéo do ano de estudo.

Camara recém-fundada de A. bisphaerica apresentou profundidade média semelhante
nos trés anos de estudo, com média geral de 16,94+3,31 cm de profundidade. O comprimento
médio da cdmara diferiu entre os anos, sendo o menor valor observado para o ano de 2008
com 3,45+0,72 cm, comparado com 4,28+0,65 cm em 2007 e 4,59+0,75 cm em 2009. A média
entre os anos foi de 4,10+0,85 cm. O valor médio da largura ndo diferiu entre os anos e a
média geral foi de 3,18+0,86 cm. Em relacdo a altura, foi de 3,05+0,38 cm em 2007,
2,90+0,60 cm em 2008 e 2,34+0,28 em 2009, diferindo estatisticamente nos dois primeiros
anos. A média nos trés anos foi de 2,84+0,53 cm. O volume meédio também diferiu nos dois
primeiros anos, sendo as médias de 12,02 cm?®, 8,83 cm® e 10,14 cm®, respectivamente para
2007, 2008 e 2009 (Tabela 2).

As camaras de A. sexdens rubropilosa apresentaram profundidade média de
12,4942,52 cm, 15,42+3,26 cm e 15,63+£3,11 cm, em 2007, 2008 e 2009, respectivamente
(Tabela 3), sendo a profundidade no primeiro ano diferente das demais e a média nos trés anos
de 14,71+£3,28 cm. O comprimento foi semelhante nos trés anos de estudo, sendo a média
entre eles de 3,76+0,76 cm. A largura com médias de 2,84+0,85 cm, 3,17+0,88 cm e 2,49+
0,82 cm, para 2007, 2008 e 2009, diferiu entre os dois ultimos anos. A média nos trés anos foi
de 2,81+0,88 cm. A média da altura da cAmara recém-fundada foi semelhante nos trés anos
com média de 2,88+0,63 cm. Semelhante ao comprimento e altura, o volume da camara foi
semelhante nos trés anos de estudo, com média geral de 9,02+6,62 cm®.

Comparando as medidas das camaras recém-fundadas entre as duas espécies observou-
se que em 2007, todas as medidas da camara foram significativamente superiores para A.
bisphaerica em relacdo as medidas da cAmara fundada por A. sexdens rubropilosa (Figura 1A
e 2). Em 2008 néo ocorreu diferenca na medida da camara entre as especies (Figura 1B e 2).
Em 2009, comprimento e largura foram maior para A. bisphaerica, com p=0,0032 e p=0,0044,
respectivamente e a altura da camara foi significativamente maior para a segunda espécie

(p=0,001) (Figura 1C). O volume foi semelhante entre as espécies (Figura 2).
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Figura 1. Comparagdo entre as medidas da camara recém-fundada
de Atta bisphaerica e Atta sexdens rubropilosa, nos trés anos de
estudo: (A) 2007, (B) 2008 e (C) 2009.
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Figura 2. Comparacdo entre o volume da cdmara recém-fundada de
Atta bisphaerica e Atta sexdens rubropilosa, nos trés anos de estudo.

3.1.3. Medidas da camara em func¢édo do tempo de fundacéo.

Diferentes periodos de escavacdo revelaram diferentes valores para as medidas da
camara, com tendéncia a maior média com o passar do tempo de fundacdo, pois os dois
ultimos tempos de avaliacdo (180 e 225 dias) apresentaram dimensdes significativamente
superiores em relacdo aos demais periodos, para algumas das medidas estudadas.

Em A. bisphaerica, todas as avaliagbes com diferencas significativas ocorreram ao
nivel de 1% de probabilidade (p<0,0001) (Tabela 4). Em relagdo ao comprimento da camara, a
média aos 45 dias (4,32, cm) diferiu da média no periodo 90 (5,14 cm) e 225 (5,74 cm) dias. A
largura da cdmara aos 45 dias (3,34 cm) apenas ndo diferiu do periodo 90 dias (4,41 cm),
apresentando menor media em relacdo aos demais tempos de fundagéo: 135 dias (5,04 cm),
180 dias (4,88 cm) e 225 dias (5,72 cm).
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A altura e a profundidade foram as medidas que melhor demonstraram o
comportamento de ampliagcdo nas médias com o tempo de fundagdo, com diferenca entre a
média no periodo 45 dias (3,05 cm) e as médias encontradas nos periodos 180 dias (5,68 cm) e
225 dias (6,23 cm). Acompanhando o mesmo padréo gradual de crescimento, a profundidade
aos 45 dias (16,20 cm), diferiu estatisticamente das médias nos periodos 180 e 225 dias de
construcdo dos ninhos, respectivamente, 19,88 cm e 20,60 cm.

O volume da camara de A. bisphaerica aos 45 dias (12,02 cm®) e 90 (19,79 cm®)
diferiram do volume encontrado nos periodos 135 dias (50,40 cm®), 180 dias (44,14 cm®) e
225 dias (57,42 cm®).

Para A. sexdens rubropilosa, para algumas medidas também ocorreu tendéncia de
aumento nas dimensdes da camara em fungdo do tempo de fundacdo, levando em conta 0s
ninhos vivos, (Tabela 5). O comprimento observado foi semelhante em todos os periodos de
observacdo. As médias da largura apresentaram diferiram significativamente entre o tempo 45
e 180 dias de fundacdo, sendo as médias, respectivas de 2,89 cm e 5,40 cm (p=0,0036). A
altura foi significativamente superior no periodo 180 dias (4,42 cm), diferindo em relacdo aos
45 dias (2,76 cm) e 135 dias de fundacao (3,08 cm) (p<0,0001).

A profundidade da camara, aos 45 dias de fundacdo apresentou a menor média (12,68
cm), diferindo dos demais periodos, ao nivel de 5% de probabilidade (p=0,0201). O volume da
camara aos 45 dias (7,80 cm®), 90 dias (13,76 cm®) e 135 dias (10,31 cm® foi
significativamente menor comparado ao volume aos 225 dias de fundacdo (22,75 cm?)
(p<0,0001).
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3.1.3.1 Anélise de Correlacdo de Pearson entre as medidas da cAmara de

Atta bisphaerica e Atta sexdens rubropilosa, em funcdo do tempo de fundacéo.

Em A. bisphaerica por meio da Andlise de Correlacdo de Pearson (Tabela 6), foi
verificada correlacdo entre as medidas da cdmara para a maioria dos periodos avaliados. Aos
45 dias a profundidade teve correlacdo com comprimento (0,488; p=0,00835), com a largura
(0,398; p=0,0361) e com a altura (0,715; p=0,0001). Aos 90 dias foi verificada relacdo
positiva e significativa entre profundidade do ninho e a largura da camara, com indice de
0,587 (p=0,0001) e com a altura da cdmara com indice de 0,570 (p=0,0002).

Os indices entre a profundidade e comprimento aos 135 dias foi 0,490 (p=0,00814);
aos 180 dias=0,494 (p<0,0001) e aos 225 dias=0,488 (p=0,008). indice de correlacio entre
profundidade e largura: 90 dias=0,587 (p=0,0001), 135 dias= 0,402 (p=0,003), 180 dias=0,482
(p=0,008) e 225 dias=0,398 (p=0,040). Valores da correlacdo entre profundidade e altura: aos
90 dias=0,570 (p=0,0002), 135dias=0,644 (p=0,002), 180 dias=0,546 (p=0,0022) e aos 225
dias=0,715 (p<0,0001).

O comprimento da camara apresentou correlagdo com a largura da camara nos
periodos, 135dias=0,468 (p=0,010) e 180 dias=0,683 (p<0,0001) e com a altura da cAmara aos
45 dias=0,356 (p=0,04), 135 dias=0,665 (p<0,0001), 180 dias=0,788 (p=0,0001) e 225
dias=0,571 (p=0,0001) (Tabela 8). A largura da camara foi diretamente correlacionada com a
altura aos 90 dias=0,824 (p<0,0001), 135 dias=0,720 (p=0,0002) e 180 dias=0,715
(p<0,0001).

Para A. sexdens rubropilosa ocorreu relagdo positiva e significativa entre a
profundidade e o comprimento aos 45 dias=0,346 e 180 dias=0,673 (p=0,0083). Com a altura
a profundidade correlacionou-se apenas aos 180 dias=0,850 (p<0,0001) (Tabela 6).

O comprimento apresentou correlagcdo positiva e significativa com a largura aos 45
dias=-0,339 e aos 225 dias=0,667 (p=0,0250). Com a altura o comprimento apresentou
correlacdo em todos os periodos. Aos 45 dias=0,356, aos 90 dias=0,474 (p=0,0126), aos 135
dias=0,524 (p=0,0086), aos 180 dias=0,839 (p<0,0001) e aos 225 dias=0,671 (p=0,0237).

A largura apenas apresentou forte correlagdo com a altura aos 225 dias=0,849
(p=0,0010).
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3.1.3.2 Comparagdo entre as medidas da camara inicial de Atta bisphaerica

e Atta sexdens rubropilosa em funcdo do tempo de fundacgéo, ano 2007.

A espécie A. bisphaerica apresentou dimensdes de cdmara maiores do que as camaras
de A. sexdens rubropilosa. Profundidade, comprimento, largura e altura da cadmara foram
significativamente maiores para primeira espécie, dentro dos periodos de avaliacao: 45, 135 e
225 dias. Ou seja, A. sexdens rubropilosa construiu, para o periodo e local de estudo, cdmaras
com menores dimensdes e mais superficiais comparada a A. bisphaerica.

As médias de profundidade por periodo de fundacdo para A. bisphaerica e A. sexdens
rubropilosa foram, respectivamente: aos 45 dias, 16,55 cm e 12,23 cm (p<0,0001; C.V%:
17,21), aos 135 dias, 18,38 cm e 14,92 cm (p<0,0001; C.V%:17,23) e aos 225 dias, 18,85 cm e
14,86 cm (p<0,0001;C.V%:19,52 ) (Figura 3A).

Em relacdo ao cumprimento, as médias, respectivas, para A. bisphaerica e A. sexdens
rubropilosa foram: aos 45 dias, 4,29 cm e 3,25 ¢cm, aos 135 dias, 4,47 cm e 3,83 cm e 4,75 cm
e 3,54 cm (Figura 3B).

Largura média para A. bisphaerica e A. sexdens rubropilosa, respectivamente: aos 45
dias: 3,33 cm e 2,84 cm; aos 135 dias, 4,61 cm e 3,12 cm e 225 dias, 4,45 cm e 2,92 cm
(Figura 3C). Em relacéo a altura, as médias para A. bisphaerica e A. sexdens rubropilosa,
respectivamente: aos 45 dias: 3,05 cm e 2,77 cm, 135 dias, 4,08 cm e 2,96 cm e aos 225 dias,
4,87 cm e 3,33 cm (Figura 3D).

O volume aos 225 dias de fundagdo diferiu dos periodos 45, 90 e 135 periodos. A
média do volume também diferiu entre os periodos 45 e 135 dias de fundacgdo (Figura 4).
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Figura 3. Medidas da camara inicial (cm) de Atta bisphaerica e Atta sexdens
rubropilosa, em funcdo do tempo de fundacdo: (A) Profundidade, (B) Comprimento,
(C) Largura e (D) Altura, ano 2007.
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3.2 Periodo e percentual de escavacdo da segunda camara.

3.2.1 Atta bisphaerica

A ocorréncia de uma segunda camara em ninhos de A. bisphaerica foi verificada
nos dois Ultimos periodos estudados, como consequéncia da ampliacdo estrutural do ninho.
Aos 180 dias da fundacdo da camara inicial, do total de ninhos vivos (n=10), foi verificado
que 70% deles (7 ninhos) apresentava o segundo tdnel, sendo que em cinco deles a
segunda camara j& havia sido escavada (Figura 6, b-e).

Os ninhos com segunda cdmara tiveram sua primeira camara construida a
profundidades entre 18,30 e 22,00 cm, sendo a média de 19,73 cm (Tabela 7). Os demais
ninhos sem a camara 2, mais com rainha viva, também estavam no mesmo padrdo de
profundidade.

As medidas da primeira panela escavada pelas operarias variaram dentro dos
seguintes limites: 4,1 cm a 5,8 cm de comprimento, 1,6 a 4,9 cm de largura, 2,9 cm a 5,2
cm de altura e 65,50 cm a 179,00 cm de profundidade. As médias e desvio padrdo para
comprimento, largura, altura e profundidade da camara foram, respectivamente: 4,88 +
0,72cm, 3,12+1,41cm, 4,1 +0,89 cm e 97,48 + 36,97 cm.

No ultimo periodo de escavacdo (225 dias de fundacdo) sete ninhos do total (n=9)
apresentavam col6nia e rainha vivas (77,78%) com presenca de novo tanel e segunda
camara. Estes ninhos apresentaram primeira camara construida entre 17,50 e 25,80 cm,
revelando a maior profundidade de “camara real” ja encontrada no periodo experimental.
Contudo, essa camara certamente ja foi ampliada pelo trabalho de escavacdo da prole
adulta e, portanto, ndo corresponde a profundidade original escavada pela rainha.

Média e desvio padrdo para as medidas da caAmara 2 escavadas aos 225 dias foram
de 3,51+1,30 cm para comprimento, 2,37+1,65 cm para largura, 3,83+1,18 cm para altura e
91,11+25,14 cm para profundidade (Tabela 8). Estes valores foram inferiores as médias
encontradas nos ninhos escavados aos 180 dias de fundacao.

Considerando os dois periodos de escavagdo, é possivel observar que do total de
ninhos escavados (n=62), 19 deles, o que corresponde a 30,64% estavam vivos e, destes
(14), 73,68% conseguiram chegar a segunda camara aos 225 dias de fundagéo da camara

inicial.
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Tabela 7. Medidas da segunda camara (cm) de Atta bisphaerica (Hymenoptera: Formicidae)
aos 180 dias de fundagéo, 2007. Botucatu (SP), 2010.

Medidas da camara 2 (cm)

Prof.Cam.1 Prof. Tinel 2 Comprim. Larg. Altura Prof. total
1 22,00 76,00 - - - 98,00
2 21,30 87,60 4,20 1,60 3,70 108,90
3 20,50 159,00 5,00 2,50 4,00 179,00
4 19,00 112,00 5,30 4,90 5,20 131,00
5 18,50 67,00 - - - 85,50
6 18,50 111,00 5,8 4,30 4,70 129,50
7 18,30 47,20 4,1 2,30 2,90 65,50

Médiae DP  19,73+1,52  94,26+36,79  4,88+0,72 3,12+141  4,10+0,89 113,91+36.97

Tabela 8. Medidas da segunda camara (cm) de Atta bisphaerica (Hymenoptera: Formicidae)
aos 225 dias de fundacgdo, 2007. Botucatu (SP), 2010.

Medidas da camara 2 (cm)

Prof.Cam.1 Prof. Tunel 2 Comprim. Larg. Altura Prof. total
1 17,50 28,00 3,80 2,10 4,20 53,90
2 22,30 94,80 5,90 5,50 5,30 123,80
3 22,70 50,50 2,20 1,20 3,10 70,30
4 25,80 91,50 2,70 0,60 2,70 117,5
5 20,30 67,00 2,30 1,60 2,50 97,30
6 21 75,00 3,50 2,10 5,40 96,00
7 19 60,00 4,20 3,50 3,60 79,00

Médiae DP  21,23+2,71 66,69+23,38 3,51+1,30 2,37+1,65 3,83+1,8 91,11+25,14
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3.2.2 Atta sexdens rubropilosa

Dos ninhos escavados de A. sexdens rubropilosa, aos 180 dias (n=40), 3,57%
apresentaram rainhas vivas e destes apenas um ninho, correspondendo 20% apresentou novo
tlnel e segunda camara. O ninho estava a 20 cm somente da camara fundada pela rainha e 39
cm da superficie do solo. As medidas da camara foram: 7,00 cm de comprimento, 3,30 cm de
largura, 6,10 cm de altura e 39,00 cm de profundidade (Tabela 9) e a rainha ainda estava
presente na camara proxima a superficie. Apesar da segunda camara se localizar a uma
profundidade menor em relacdo as cdmaras construidas por A. bisphaerica, as demais medidas
foram semelhantes (largura) e até maiores (comprimento e altura). Tanel menos profundo
certamente favoreceu escavacdo de camaras com maiores dimensées, pois menor foi o0 tempo
gasto com a escavacao do canal.

No periodo de 225 dias da fundacdo também foi localizado apenas um ninho com novo
tanel construido (20%), dos cincos que estava vivos. Contudo a cAmara ndo foi localizada
devido dificuldade na escavacdo em decorrente da alta resisténcia a penetracdo no solo,

paralisando a escavacdo quando o canal apresentava 1,5 m de profundidade (Tabela 9).

Tabela 9. Dimensdes da cdmara 2, construida pelas operarias, aos 180 dias, area
eucalipto, ano 2007.

Medidas da camara
(cm)

Ninho  Profund.  Profund.
(dias) cémaral  Tunel 2

180 19,00 20,00 7,00 3,30 6,10 39,00

Comprimento  largura altura Profund.total

225 13,00 > 150,00 - - - -
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Figura 5. Ninhos selecionados em (a) area de pasto, (b) area de eucalipto, (c) trincheira aberta
ao lado do ninho; camara recém-fundada (aos 45 dias) de (d) Atta bisphaerica e (e) Atta
sexdens rubropilosa (f) formato esférico da camara inicial de A. bisphaerica aos 180 dias; (g -
h) formato hemisférico da camara inicial aos 90 dias para A. bisphaerica e A. sexdens

rubropilosa, respectivamente.
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(a) (b) (c)

(d) () ()

y /

Figura 6. (a) Camara inicial de A. sexdens rubropilosa, (b, ¢, d, e) ninhos de A.
bisphaerica, com duas camaras construidas; (f) cadmara inicial de A. bisphaerica,
mostrando o orificio inicial do segundo tanel escavado.

4. DISCUSSAO

De acordo com Amante (1972), na dindmica de constru¢do dos ninhos, as formigas
obedecem rigorosamente a critérios de diametro, formato e profundidade das camaras. Os
dados coletados nos anos de 2007 a 2009 revelaram que as camaras recém-fundadas, tanto de
A. bisphaerica quanto de A. sexdens rubropilosa apresentaram formato hemisférico, estando
de acordo com a descri¢do de Autuori (1942) para A. sexdens rubropilosa. Com a ampliacéo
das medidas pelo trabalho de escavacdo desempenhado pelas operarias a cadmara adquire o
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formato de uma esfera. Jacoby (1950) define a cdmara inicial como uma estrutura esférica ou
elipsoide, com clpula fechada e as vezes cuidadosamente alisada.

Embora ninhos adultos de espécies diferentes possam apresentar diferenca entre si
(GONCALVES, 1960), ninhos iniciais das duas espécies em estudo, apresentaram formato
semelhante nos primeiros meses de fundagdo. Contudo, em 2007, Atta bisphaerica construiu
ninhos mais profundos e com maiores medidas de comprimento, largura e altura da camara do
que Atta sexdens rubropilosa. Este parece ser o primeiro registro sobre medidas de cdmara
inicial de A. bisphaerica, em condi¢bes de campo. Em condicGes de laboratorio, Aradjo et al.
(2003) encontrou profundidade de 8,83+0,41 cm para camara fundada por rainha desta
espécie. Atta sexdens rubropilosa teve ninhos iniciais dimensionados por Autuori (1941) e
Jacoby (1943, 1950) e Mariconi (1970).

Em 2007, a diferenca de profundidade entre as espécies foi mais acentuada em relacéo
aos demais anos de estudo. A menor profundidade média observada para A. sexdens
rubropilosa em 2007, pode estar associada a diferencas observadas em relacdo as condicoes
fisicas do solo (compactacdo) nos pontos de selecdo e escavagdo dos ninhos. Em 2008, com a
mudanca de area para marcacdo de ninhos fundados por A. sexdens rubropilosa, tal diferenca
néo foi verificada. De acordo com Stein e Xavier (1984), solos compactados podem limitar a
profundidade dos ninhos.

Entretanto, a profundidade média dos ninhos de A. sexdens rubropilosa, incluindo no
ano de 2007 (12,5 + 2,52 cm), estdo conforme dados encontrados no municipio de Botucatu, a
mais de trés décadas atrds, em sauveiros recém fundados, sendo localizados a profundidades
de 12 a 15 cm (PEREIRA-DA-SILVA, 1975). Também estdo de acordo com os valores de
profundidade observados por Autuori (1942) que variou de 8,5 a 15,00 cm.

No entanto, o presente estudo revelou a menor profundidade de fundacéo ja encontrada
para ninhos de A. sexdens (7,00 cm) (Figura 5e). O mesmo ndo pode ser afirmado para a
méaxima profundidade encontrada que foi de 17,50 cm, pois Ribeiro (1972) encontrou camaras
variando entre 8,00 e 22,00 cm de profundidade, enquanto Ribeiro e Woessner (1982)
encontraram 31,80 e 32,10 cm de profundidade, para cadmaras de A. sexdens sexdens em

diferentes anos de estudo
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A rainha cabe a funcéo de fundacio e manutencio do ninho inicial, as operarias, fica a
responsabilidade de aumentar o ninho estruturalmente, com a escavacao de novos tuneis e
outras camaras (AUTUORI, 1941; AMANTE, 1972; RODRIGUES; RIBEIRO, 1983).

AmpliacBes nas dimensGes do ninho inicial foram evidenciadas na maioria das
avaliaces, em fungcdo do aumento na populagdo dentro do ninho, inicialmente composto
apenas pela rainha e pequena porcao do fungo simbionte. Assim, até 90 dias de escavagdo ndo
foi observado diferenca no tamanho da camara, o que ja era esperado, pois havia presenca de
poucos adultos nesse periodo, sendo que em alguns ninhos s6 foi encontrada a rainha e o
fungo.

De acordo com Autori (1942), apds emergirem, o0s primeiros adultos
(62 — 66 dias), permanecem dentro do ninho em torno de 20 dias, realizando a demorada tarefa
de limpeza da rainha. Mariconi (1970) caracteriza como jardineiras, as primeiras operarias a
habitarem a coldnia. Essa casta normalmente se ocupa do cultivo do fungo e, portanto é
provavel que somente em torno dos 90 dias, com a presenca de operarias maiores tenham-se
realizado outras tarefas dentro e fora da ninho. Conforme Jacoby (1950), a camara fundada
pela rainha tem suas dimens6es ampliadas a cada dia pelas operérias. Isso foi evidenciado
através do aumento das medidas da cAmara, especialmente da altura, resultando no aumento da
profundidade do ninho e na mudanca de formato da mesma de hemisférico a esférico.

A literatura relacionada ao aumento do ninho em ndmeros de camaras é escassa. O
presente estudo revelou o periodo de 4, 5 meses (135 dias) para escava¢do da segunda camara,
em ambas as espécies. Tal resultado discorda de Mariconi (1970) que descreve o periodo de
15 meses desde a fundacdo, para escavacdo do novo canal e segunda camara. Porém o0s
resultados se aproximam do estudo de Jacoby (1943) com A. sexdens rubropilosa, onde
ocorreu construcao da segunda camara aos 4 e 5 meses apos a fundacgéo da colénia.

Para a espécie A. bisphaerica, a maioria dos ninhos com 6 meses (180 dias) de
fundagdo apresentaram a segunda camara escavada. Porém para maioria desses ninhos a
colbnia e fungo ainda se encontravam na primeira cdmara. Em poucos ninhos apenas foi
observado por¢fes da cultura do fungo em plena fase de transferéncia de camara, pelas
operarias. Esse comportamento pode sugerir que a cdmara 2 ainda ndo estava completamente
construida, pois de acordo com Jacoby (1943), a colbnia nunca estabelece o fungo em panelas

em construcdo, mais apenas em camaras finalizadas.
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A transferéncia da col6nia para a segunda camara fundada parece ser um momento
critico para o grupo, sendo observado para maioria dos ninhos, em ninhos Assim, o simples
fato de construcdo da camara ndo significa sucesso no estabelecimento da colénia. De acordo
com o observado em campo, no periodo correspondente a construcdo e transporte para nova
camara foi verificando maior mortalidade de rainhas. Tal afirmacdo corrobora com o sugerido
por Autuori (1950), que define a fase de escavagdo da segunda cdmara como um dos periodos
criticos para a coldnia em estabelecimento.

Contudo, uma vez conseguido o transporte da col6nia sem prejuizo a mesma, as
chances de estabelecimento até a fase adulta sdo favorecidas, pois em maiores profundidades
sd0 menores as variagOes de temperatura e umidade, e ainda, conforme Bento et al. (1991) em
maiores profundidades ocorre menor populacdo microbiana, tanto entomopatogénicos quanto
competidores do fungo simbibntico, levando consequentemente a maior protecdo e
estabilidade da col6nia. Conforme Jacoby (1943) em maiores profundidades, com exce¢édo dos

tatus, a coldnia encontra-se protegida dos demais inimigos naturais.

5. CONCLUSOES

- A camara inicial das espécies A. bisphaerica e A. sexdens rubropilosa apresentou semelhante
padrdo de formato nos primeiros meses de fundagdo, inicialmente hemisférico e

posteriormente esférico, a partir da ampliacdo das medidas;

- Cémaras fundadas pela rainha de ambas as espécies foram ampliadas, resultando em

alteracdo do volume, em funcdo do aumento especialmente das medidas altura e largura;

- Em ambas as espécies estudadas, o periodo de construgdo da segunda camara ocorreu apds

quatro meses de fundacao do ninho.

- De acordo com as condicGes do presente estudo, a segunda cdmara construida pela espécie A.

bisphaerica foram localizadas entre 65,50 e 179 cm de profundidades.
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Capitulo 2

MORTALIDADE DE RAINHAS DE Atta bisphaerica E Atta sexdens rubropilosa
DURANTE OS PRIMEIROS MESES DE FUNDACAO DO NINHO.

RESUMO

Segundo a literatura, a sobrevivéncia da rainha de Atta spp., apos fundacgéo do ninho é
muito baixa, em torno de 0,05%, até o primeiro ano de fundacdo. Esse estudo teve como
objetivo avaliar a mortalidade natural de rainhas de Atta bisphaerica e Atta sexdens
rubropilosa, em ninhos iniciais, através de escavacdes periddicas. Em 2007, as escavacOes
aconteceram aos 45, 90, 135, 180 e 225 dias de fundacdo. Em 2008, aos 20, 45 e 90 dias e aos
60 dias em 2009. Em cada ano foram escavados cerca de 40 ninhos de cada espécie. Para 0s
resultados da mortalidade foram ajustados modelos de regressdo logistica, obtendo-se a
significancia pelo teste da razdo de verossimilhanga e sendo apresentadas as razdes das
chances (“Odds Ratio”). Em fungdo do tempo de fundagdo, em 2007, foi revelada menor
mortalidade de rainhas aos 45 dias e maior aos 225 dias, sendo, respectivamente de 2,83 % e
73,53 % para A. bisphaerica e de 20,59 % e 88,89 % para A. sexdens rubropilosa. Do total de
ninhos escavados, a taxa de mortalidade foi de 38,10 % para A. bisphaerica e de 62,59 % para
A. sexdens rubropilosa. Em 2008, as avaliacdes somente foram realizadas até os 90 dias de
fundacdo e ndo mostrou diferencas na mortalidade entre os periodos, para as duas espécies. A
mortalidade total no segundo ano foi de 19,00 % e 32,38 % para Atta bisphaerica e Atta
sexdens rubropilosa, respectivamente. No Gltimo ano (2009) a mortalidade foi de 34,82 %
para A. bisphaerica e de 68,42 % para segunda espécie. O ajuste do modelo de regressao
logistica revelou que, em 2007, a chance de mortalidade das rainhas de Atta sexdens
rubropilosa foi 2,718 vezes maior do que rainhas de A. bisphaerica; em 2008, foi de 2,042 e
em 2009 de 1,912 vezes mais. A curva de sobrevivéncia para ninhos marcados em 2008 e
acompanhados sem escavacao revelou que a sobrevivéncia em ambas as espécies é semelhante
até os cinco meses de fundacéo, aproximadamente, e que a taxa de sobrevivéncia até esse

periodo € alta.

Palavras Chave: Formiga cortadeira, sobrevivéncia, fundagéo.
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Chapter 2

MORTALITY OF THE QUEENS OF Atta bisphaerica AND Atta sexdens rubropilosa
DURING THE FIRST MONTHS OF NEST FOUNDATION.

SUMMARY

According to the literature, the survival of the queen of Atta spp. after the foundation
of the nest is very low, around 0.05% until the first year of foundation. This study was
undertaken to evaluate the natural mortality of the queens of Atta bisphaerica and Atta sexdens
rubropilosa in initial nests, through periodic excavations in the years 2007, 2008 and 2009. In
each year were excavated about 40 nests of each species. For the mortality results were
adjusted logistic regression models, resulting in significance with the likelihood ratio test is
presented and the odds ratios. Due to the time of founding in 2007, was revealed lower queen
mortality at 45 days and higher at 225 days, respectively of 2.83% and 73.53% for A.
bisphaerica and 20.59% and 88.89% for A. sexdens rubropilosa. Of the total number of nests
excavated, the mortality rate was 38.10% for A. bisphaerica and 62.59% for A. sexdens
rubropilosa. In 2008, assessments were only performed at 90 days of foundation and showed
no difference in mortality between the periods, for both species. The overall mortality in the
second year was 19% and 32.38% for Atta bisphaerica and Atta sexdens rubropilosa,
respectively. Last year the mortality was 34.82% for A. bisphaerica and 68.42% for the second
species. The fit of the logistic regression model revealed that in 2007, the chance of mortality
of the queens of Atta sexdens rubropilosa was 2.718 times higher than queens of A.
bisphaerica; in 2008 was 2.042 and in 2009 was 1.912 times higher. The survival curve for
nests marked in 2008 and followed without excavation revealed that the survival of both
species is similar until five months of the foundation, and that the survival rate until this

period is high.

Keywords: Leaf-cutting ant, survival, foundation.
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1. INTRODUCAO

O periodo de fundacdo do ninho representa um dos momentos mais
criticos para a sobrevivéncia e estabelecimento da colénia (WILSON, 1971), exigindo grande
esforco da fundadora. Esta, além da construcdo da camara, utiliza reserva corporal para manter
suas atividades até as primeiras operarias emergirem e iniciarem o forrageamento
(HOLLDOBLER; WILSON, 1990), mant¢ém o cuidado com a prole, cultivo do fungo
simbionte e limpeza prépria e da colénia (AUTUORI, 1942).

O sucesso na fundacdo e estabelecimento do novo sauveiro, portanto,
depende da sobrevivéncia da rainha (AUTUORI, 1941; ARAUJO et al., 2003), o que na
maioria das vezes é comprometido, pois a chance de mortalidade da mesma é grande durante a
revoada e na fase inicial de fundagdo (AUTUORI, 1950).

Isso se da uma vez que a coldnia apresenta alta vulnerabilidade & acéo
de predadores, competidores e micro-organismos patogénicos (AUTORI, 1950;
FERNANDEZ et al., 2004). O proprio solo utilizado para fundagio do ninho pode ser
considerado um grande reservatério de fungos entomopatogénicos. Até mesmo o substrato em

que cresce o fungo simbionte representa um meio favoravel ao desenvolvimento de diversos
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micro-organismos (PAGNOCCA, 1997; LITTLE et al., 2006), dentre eles fungos, bactérias e
leveduras.

A vulnerabilidade aumenta uma vez que, para a existéncia da colonia,
€ necessario a presenca do fungo simbionte o que requer das formigas protecdo de si e do
fungo, que também encontra-se constantemente ameacado por micro-organismos presentes no
solo e no substrato ofertado (LITTLE et al., 2006). O cuidado com o fungo tem inicio logo
apos a fundacdo do novo ninho exigindo das rainhas estratégias de higiene
(FERNANDEZ-MARIN et al., 2004).

As condigdes ambientais também exercem influéncia sobre o sauveiro
inicial, pois o teor de nutrientes no solo e fatores climatol6gicos, como chuvas fortes e
abundantes também podem influenciar no processo de fundacdo de uma nova colénia
(BENTO et al.,, 1991), afetando diretamente a rainha ou o fungo simbionte, o que
indiretamente também levara a morte da fundadora. 1sso ocorre devido a estreita associacao de
dependéncia entre formiga e fungo Leucogaricus gongylophorus.

Esse tipo de mutualismo leva a fémea virgem a carregar uma pequena
porcdo do fungo ao sair do formigueiro de origem, através da cavidade infrabucal
(DELLA LUCIA; ARAUJO, 1993). Dessa forma, o sucesso da colonia recém-fundada
também esta diretamente relacionada a sobrevivéncia do fungo simbionte, sendo necessarias
condicBes climaticas adequadas para o bom desenvolvimento do mesmo, 0 que nem sempre
acontece.

Estudos que representam diferentes fases de desenvolvimento de
colonias sdo relativamente raros e a maioria tem focado em mudangas ontogénicas na
morfologia e comportamento (TSCHINKEL, 1988; WETTERE, 1994). Pouco se tem estudado
sobre os fatores que afetam a sobrevivéncia das col6nias ou o crescimento das mesmas
(VIEIRA NETO; VASCONCELOS 2010).

O conhecimento sobre o sucesso na fundacdo e sobrevivéncia da
rainha (consequentemente da coldnia), durante os primeiros meses de implantacéo do ninho, é
importante e de aplicacdo pratica, pois, se confirmados os altos indices de mortalidade na fase
inicial do ninho, desnecessérias sdo intervencdes visando a mortalidade das colénias durante
0s primeiros meses de fundacgéo, exceto e areas com plantio jovem de determinadas culturas,

como por exemplo, eucalipto.
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Diante do exposto, o estudo teve como objetivo verificar a taxa de
mortalidade natural de rainhas de Atta bisphaerica e Atta sexdens rubropilosa, nos primeiros

meses de fundacdo do ninho.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Caracterizagdo da &rea experimental

O trabalho foi realizado no municipio de Botucatu/SP. Ninhos de Atta bisphaerica
foram estudados em pontos da Fazenda Santana, situada a 22°50° S e 48°26° W. Ninhos de
Atta sexdens rubropilosa foram selecionados em éarea com plantio de eucalipto, pertencente a
Fazenda Experimental Lageado- FCA/UNESP (22°50°S e 48°26> W). O solo de ambas as

areas pertencem a classe Latossolo Vermelho Escuro.

2.2 Marcacdo e escavagdo dos ninhos

Apobs a revoada, foram marcadas 500 fundacgBes para cada area de estudo e por ano
(2007 e 2008). Em 2009, apenas 40 ninhos por area. Para tal foram utilizadas estacas de
arame, sendo o ninho marcado somente apds o fechamento do orificio inicial. As estacas
foram fincadas (fixadas) no solo & 5,00 cm do orificio escavado, no sentido sul do ninho, de
acordo com o Norte Magnético, para facilitar a localizacao.

A metodologia de escavacdo foi semelhante a utilizada por Autuori (1942) e
Pretto (1996). Foi aberta uma trincheira ao lado do ninho, expondo o canal e a camara, sem
danos aos mesmos e a rainha. Para isso foram utilizadas ferramentas manuais.

As escavagdes aconteceram aos 45, 90, 135, 180 e 225 dias da fundacgéo, no ano de
2007 e aos 20, 45 e 90 dias no ano de 2008. No ano de 2009, apenas aos 60 dias de fundagéo.
A cada periodo determinado foram abertos 40 ninhos verificando-se a sobrevivéncia ou ndo da
rainha. As rainhas vivas, a prole (quando presente) e o fungo por elas cultivado foram
colocados em potes com gesso no fundo, umedecido, e conduzidas para laboratorio de Insetos
Sociais Pragas da FCA/UNESP. Rainhas mortas foram colocadas em recipientes esterilizados

para posterior analise microbioldgica.



46

2.3 Avaliacdo da sobrevivéncia de colbnias em campo, sem escavacéo.

Do total de ninhos marcados em 2008 (500), a maioria foi acompanhada sem
escavacdo, verificando-se a sua sobrevivéncia ou mortalidade das col6nias, através da
atividade dos mesmos. Para isso, levou-se em conta principalmente a presenca de terra
depositada na superficie do ninho e a presenca de olheiro.

Por ocasido das escavagoes, as col6nias vivas foram colocadas em potes com gesso no
fundo e conduzidas para Laboratério de Insetos Sociais Pragas da FCA/UNESP. Rainhas

mortas foram colocadas em recipientes esterilizados para posterior analise microbioldgica.

2.4 Fatores ambientais possivelmente relacionados a mortalidade da rainha

2.4.1 Fatores bidticos

Para avaliacéo das possiveis causas da mortalidade de rainhas, também foram coletadas
uma amostra de 500 rainhas de Atta spp., principalmente e A. bisphaerica e A. sexdens
rubropilosa foi coletada no Campus da FCA/UNESP, no periodo da revoada, logo apds
descerem ao solo para fundagé@o dos ninhos. A coleta ocorreu em dois anos consecutivos (2007
e 2008), totalizando 1000 espécimes no periodo de estudo. As rainhas recém coletadas foram
armazenadas em recipientes plasticos com 11 cm de diametro, 8 cm de altura, contendo 1 cm
de gesso no fundo e a temperatura do laboratério foi mantida a 24°C. A umidade do pote foi
controlada adicionando-se &gua destilada. Diariamente foi feita observacdo das rainhas e as
encontradas mortas foram estudadas para verificacdo da possivel causa da mortalidade.

As rainhas mortas com inicio de extrusdo de fungo foram desinfetadas para isolamento
dos mesmos. A desinfeccdo ocorreu superficialmente através da imersao por dois minutos em
solucgéo de alcool 70%, em hipoclorito de sddio 2% e, posteriormente, em agua destilada. Em
seguida, retirou-se uma porcao interior do tecido do térax com bisturi esterilizado. Tal
fragmento foi inoculado em BDA suplementado com penicilina-G e incubado a 25°C no
escuro durante trés a quatro dias. Os fungos que se desenvolveram nesses fragmentos foram
isolados, purificados e armazenados a 9°C. Os isolados representativos foram identificados

através de métodos classicos descritos na literatura, principalmente, baseados na morfologia
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da col6nia e das estruturas de reproducdo (DOMSCH et al., 1980; SAMSON et al. 2000;
SUNG et al., 2007). A desinfecgdo e isolamento dos fungos ocorreram em camara asséptica.

2.4.2 Fatores abidticos

2.4.2.1 Precipitacdo, temperatura e umidade atmosférica

Os dados de precipitacdo, temperatura e umidade relativa do ar foram extraidos da
Estacdo Agrometeoroldgica da Faculdade de Ciéncias Agronémicas (FCA/UNESP), Campus
de Botucatu (SP).

2.4.2.2 Temperatura e umidade do solo

Para verificagdo das condicBes caracteristicas fisicas do solo durante a fundacédo
e estabelecimento do sauveiro, em 2008, fez-se a verificacdo da temperatura, umidade
e resisténcia a penetracdo dos solos pertencentes as areas onde os ninhos foram fundados
e estudados.

A temperatura foi registrada através da instalacdo de um termémetro (data logger) a 20
cm de profundidade do solo, desde 0 momento da revoada até 90 dias de fundacéo dos ninhos.
Em cada area foi utilizado um termémetro, sendo estes colocados ao solo as 17:00 horas em
ambas as areas de estudo.

A umidade do solo também foi avaliada, através de coletas semanais, a comegar na
revoada. As amostras de solo foram colocadas em placa de Petri e conduzidas ao laboratério.
Foram realizadas 10 amostras em cada area, a profundidade de 20 cm. em estufa a e depois
pesadas novamente para calculo da umidade. O solo foi pesado, seco em estufa a 150 °C por
24 horas e pesado novamente para o célculo da umidade. As coletas foram realizadas também

ate seis meses de fundagéo do ninho.
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2.5 Andlises Estatisticas

Para a andlise dos resultados de mortalidade das rainhas de Atta bisphaerica e Atta
sexdens rubropilosa, ajustou-se 0 modelo de regresséo logistica, obtendo-se significancia pelo
teste da razdo de verossimilhanca (“Likelihood Ratio”), sendo que o nivel de significancia
adotado foi de a = 0,05. Foram apresentadas as razdes das chances (“Odds Ratio”) e os
respectivos intervalos de confianca a 95%.

A andlise de sobrevivéncia dos ninhos ndo escavados foi feita através de uma curva de
sobrevivéncia de ambas as espécies. Para isso, ninhos inativos (mortos) foram codificados
como “0” e ninhos considerados ativos (sobreviventes) enquadram-se na codificagao “1”. As

analises foram realizadas utilizando-se o programa SAS 9.2 for Windows.

3 RESULTADOS

3.1 Mortalidade de rainhas de Atta bisphaerica e Atta sexdens rubropilosa em ninhos

recém-fundados

3.1.1 Atta bisphaerica

Os resultados das escavagOes realizadas mostraram que a mortalidade de rainhas foi
menor nos primeiros periodos de escavacdo, ou seja, com menor tempo de fundacdo,
verificando-se tendéncia de aumento na taxa de mortalidade com a idade do ninho. Isso foi
verificado principalmente em 2007, quando as escavacOes foram realizadas até os 225 dias de
fundacéo.

Assim, para A. bisphaerica a menor taxa de mortalidade de rainha ocorreu aos 45 dias
da fundacédo (2,94%) enquanto que aos 225 dias foi registrado o maior percentual de rainhas
mortas (73,53%) (Figura 1A). Houve diferenca entre os periodos 45, 90 (22,85%) e 135
(22,22%), em relacdo aos 180 (58,62%) e 225 dias (p=0,0010). O percentual nos ultimos
periodos, na realidade, poderia ser maior, visto que ninhos encontrados vivos poderiam

apresentar rainhas mortas no periodo seguinte, caso a colénia ndo tivesse sido retirada do solo.
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Por meio do célculo da razdo das chances, os intervalos de confianga a 95% de
probabilidade revelaram significancia para os periodos 45, 90 e 135 dias em relacéo ao tempo
225 dias, ou seja, a mortalidade foi superior no tempo de 225 dias de fundacdo (Tabela 1).
Logo, fazendo a inversdo, a chance de sobrevivéncia de rainhas no periodo 45 dias foi 90,91
vezes maior do que no periodo 225 dias. Aos 90 e 135 dias de fundacéo do ninho as chances
de sobrevivéncia foram, respectivamente, de apenas 4,69 e 9,71 vezes mais do que no ultimo
periodo.

No ano seguinte (2008), os resultados mostraram que a taxa de mortalidade foi de:
22,22% aos 20 dias, 16,67% aos 45 dias e 17,86% aos 90 dias de fundacdo. N&o foi verificada
diferenca na taxa de mortalidade entre os periodos (Figura 1B).

O célculo da razdo das chances para 2008 mostrou que a chance de mortalidade de A.
bisphaerica no tempo 20 e 45 dias nao diferiu da mortalidade no tempo 90 dias de fundacdo
(Tabela 2).

Comparando os periodos 45 e 90 dias de fundagdo entre os anos 2007 e 2009,
verificou-se que a mortalidade aos 45 dias foi menor par ao ano de 2007, enquanto que aos 90

dias a mortalidade foi semelhante entre os dois anos (Figura 1C).
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Tabela 1. Razdo das Chances (“Odss Ratio”) para mortalidade de Atta bisphaerica
(Hymenoptera: Formicidae), em funcdo do tempo de fundacdo, ano 2007. Botucatu (SP), 2010.

Periodo de fundacéo Razéo das IC (95%) Sobrevivéncia
(dias) chances
(mortalidade)
45 versus 225 0,011 * 0,001 - 0,092 90,91
90 versus 225 0,213 * 0,076 — 0,593 4,69
135 versus 225 0,103 * 0,034 - 0,307 9,71
180 versus 225 0,510 ns 0,176 — 1,474 1,96

IC: Intervalo de Confianga a 95% de confiabilidade. * significativo; ns: ndo significativo.

Tabela 2. Razdo das Chances (“Odss Ratio”) para mortalidade de Atta bisphaerica
(Hymenoptera: Formicidae), em funcdo do tempo de fundacdo, em ninhos iniciais, ano 2008.
Botucatu (SP), 2010.

Periodo de Razdo das chances IC (95%) Sobrevivéncia
fundacao(dias) (mortalidade)

20 versus 90 1,314 ns 0,378 — 4,569 -

45 versus 90 0,920 ns 0,249 — 3,393 1,09

IC: Intervalo de Confianca a 95% de confiabilidade. * significativo; ns: ndo significativo.

3.1.2 Atta sexdens rubropilosa

No primeiro ano de estudo (2007), a mortalidade também foi menor aos 45 dias para
Atta sexdens rubropilosa, revelando 20,59% de rainhas mortas, enquanto que aos 225 dias
essa taxa subiu para 88,89 %, diferindo significativamente (p<0,0001). No tempo 90, 135 e
180 dias a mortalidade foi, respectivamente, 66,67 %, 67,86 % e 74,07 % e também deferiram
do tempo 45 dias (Figura 2A). A freqiiéncia de rainhas mortas foi proxima aos 90 e 135 dias,
sendo resultado semelhante observado para os ninhos de Atta bisphaerica.

O valor calculado da razdo das chances mostrou que apenas no periodo de 45 dias a

mortalidade foi significativamente diferente em relagdo a mortalidade no tempo 225 dias de
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fundacdo: 0,047 (1C95%: 0,012 — 0,182) (Tabela 3). Logo, a chance de sobrevivéncia da
rainha foi de 21,28 vezes mais aos 45 dias.

Em 2008, a mortalidade variou de 26,47% a 38,89 %, ndo apresentando diferenca entre
0s trés periodos avaliados (p=0,5344) (Figura 2B), semelhante ao ocorrido com a espécie A.
bisphaerica.

A razéo das chances estimadas para este ano, mostrou que a mortalidade aos 90 dias foi
significativamente maior em relacdo a mortalidade nos periodos 20 e 45 dias. Ou seja, no
periodo 20 dias o valor da razdo foi de 0,047 (1C95%: 0,211 — 0,931) e no periodo 45 dias foi
de 0,129 (1C95%: 0,059 — 0,281) (Tabela 4). Assim, as chances de sobrevivéncia foram de
2,26 e 7,75 vezes mais para os periodos 20 e 45 dias, respectivamente, comparado aos 90 dias
de fundacao.

Comparando os periodos 45 e 90 dias de fundagdo entre os anos 2007 e 2009,
verificou-se que a mortalidade aos 45 dias foi semelhante entre os dois anos de estudo e maior
significativamente em 2007, aos 90 dias de fundacéo (Figura 2C).
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Tabela 3. Razéo das Chances (“Odss Ratio”) para mortalidade de Atta sexdens rubropilosa
(Hymenoptera: Formicidae), em ninhos iniciais, em funcdo do tempo de fundagdo, ano 2007.
Botucatu (SP), 2010.

Periodo de fundagéo Razéo das Intervalo de confianga Sobrevivéncia
(dias) chances (95%)
(mortalidade)
45 versus 225 0,047 * 0,012 -0,182 21,28
90 versus 225 0,364 ns 0,100 - 1,318 2,78
135 versus 225 0,455 ns 0,119-1,744 2,20
180 versus 225 0,764 ns 0,180 — 3,237 1,31

IC: Intervalo de Confianga a 95% de confiabilidade. * significativo; ns: ndo significativo.

Tabela 4. Razdo das Chances (“Odss Ratio”) para mortalidade de Atta sexdens rubropilosa
(Hymenoptera: Formicidae), em ninhos iniciais, em funcdo do tempo de fundacdo, ano 2008.
Botucatu (SP), 2010.

Periodo de fundagéo Raz&o das chances  Intervalo de confianga Sobrevivéncia
(dias) (mortalidade) (95%)

20 versus 90 1,388 ™ 0,522 - 0,369 -

45 versus 90 0,785™ 0,277 - 2,231 1,27

IC: Intervalo de Confianga a 95% de confiabilidade. * significativo; ns: ndo significativo.

3.1.3 Comparacdo entre a mortalidade de Atta bisphaerica e Atta sexdens

rubropilosa

Comparando-se as duas espécies, em 2007, foi verificado diferenca na taxa de
mortalidade entre elas nos periodos 45, 90 e 135 dias de fundacdo. Aos 45 dias a mortalidade
foi de 2,83% para A. bisphaerica e 20,59% para A. sexdens rubropilosa (p=0,0239), aos
90 dias de 37,14% e 66,67% para primeira e segunda espécie, respectivamente (p=0,0149) e
aos 135 a mortalidade foi de 22,22% para A. bisphaerica e 67,86% para A. sexdens
rubropilosa 1% (p < 0,0001). Observa-se um aumento de 36,40% na taxa de mortalidade entre
0s 135 e 180 dias na espécie A. bisphaerica, ndo diferindo de A. sexdens rubropilosa nos dois
ultimos periodos de estudo: 180 dias: p= 0,070 e 225 dias: p=0,3017 (Figura 3A).
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O célculo da razéo das chances para cada periodo confirma que a mortalidade foi maior
para espécie A. sexdens rubropilosa, comparada a A. bisphaerica (Tabela 5). Porém valores
significativos ocorreram aos 90 e 135 dias. Aos 90 dias, as chances de mortalidade foi de 3,38
vezes mais (1C95%:1,25 - 9,17) e aos 135 dias de 8,75 vezes mais (1C95%=2,811 — 27,24)
para A. sexdens rubropilosa.

Em 2008, ndo ocorreu diferenca na mortalidade entre as espécies, em funcdo do tempo
de fundacdo (Figura 3B). O calculo da razdo das chances confirma esse resultado, pois a
chance de mortalidade para ambas as espécies foi semelhante nos trés periodos estudados
(Tabela 6).

Entretanto, a avaliagdo da mortalidade das rainhas em fungéo do ano de estudo, revelou
que para A. bisphaerica foi significativamente menor comparada a A. sexdens rubropilosa, nos
trés anos. Em 2007, as taxas foram de 38,10 % para A. bisphaerica e de 62,59% para A.
sexdens rubropilosa (p<0,0001); em 2008, a mortalidade foi de 19,00 e 32,38%,
respectivamente, para primeira e segunda espécie (p=0,0200) e finalmente em 2009, a taxa de
mortalidade para A .bisphaerica foi de 34,82 e 68,42% para A. sexdens rubropilosa
(p=0,0200) (Figura 7). Os valores mostram que a probabilidade de sobrevivéncia de A.
bisphaerica foi cerca de 50% mais do que a espécie A. sexdens rubropilosa, nos trés anos de
estudo.

A razdo das chances confirma tal resultado, apresentando maior chance de morte para
A. sexdens rubropilosa em todos os periodos sendo que em 2007, foi de 2,718 vezes mais
(1C95%:1,722 - 4,291), em 2008 foi de 2,042 vezes maior (1C95%: 1,071 - 3,893) e em 2009
de 1,912 vezes mais (1C95%: 2,633 — 19,986) do que A. bisphaerica (Tabela 7).

Somando-se os valores de mortalidade das duas espécies por ano de estudo, foi
possivel mostrar que a taxa de mortalidade de Atta em 2007 foi 49,68 % até os 7 meses de
fundacéo; 26,09% em 2008 até os trés meses de fundacédo e 63,41% em 2009, aos dois meses
de fundacdo, ocorrendo diferenca estatistica entre os anos (p<0,0001) (Figura 4).

Através do célculo de razdo das chances, em 2009 a chance de morte das rainhas foi
significativamente superior comparada aos anos anteriores, a 95% de probabilidade, sendo a
razdo da chance de 0,570 em relacéo a 2007 e de 2,204 em relacéo a 2008 (Tabela 8).
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Tabela 5. Razdo das Chances (“Odss Ratio”) para mortalidade entre Atta bisphaerica e

A. sexdens rubropilosa, ano 2007. Botucatu (SP), 2010.

Periodo Espécie Razdo das IC (95%)
(mortalidade) chances
45 dias  Atta sexdens rubropilosa versus Atta bisphaerica 8,56 ns 0,99 - 73,89
90dias  Ata sexdens rubropilosa versus A. bisphaerica 338* 1,25-9,17
135 dias Atta sexdens rubropilosa versus Atta bisphaerica 8,75* 2,81 27,24
180 dias  atta sexdens rubropilosa versus Atta bisphaerica 2,965 ns 0,87-10,07
225 dias 1,980 ns 0,53-73

Atta sexdens rubropilosa versus Atta bisphaerica

IC: Intervalo de Confianga a 95% de confiabilidade. * significativo; ns: ndo significativo.

Tabela 6. Razdo das Chances (“Odss Ratio”) para mortalidade entre Atta bisphaerica e A.

sexdens rubropilosa, ano 2008. Botucatu (SP), 2010.

Periodo Espécie Razdo das IC (95%)
(mortalidade) chances

20 dias Atta sexdens rubropilosa versus Atta bisphaerica 2,227 ns 0,793 - 6,250

45 dias Atta sexdens rubropilosa versus Atta bisphaerica 1,80 ns 0,564 5,750

90 dias 2,108 ns 0,634 7,013

Atta sexdens rubropilosa versus Atta bisphaerica

IC: Intervalo de Confianca a 95% de confiabilidade. * significativo; ns: ndo significativo.
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Tabela 7. Razdo das Chances (“Odss Ratio”) para mortalidade entre Atta bisphaerica e A.

sexdens rubropilosa, por ano de fundagéo. Botucatu (SP), 2010.

Espécie Razéo das

Ano (mortalidade) chances IC (95%)

2007  Atta sexdens rubropilosa versus Atta bisphaerica 2,718 * 1,722 - 4,291
2008  Atta sexdens rubropilosa versus Atta bisphaerica 2,042 * 1,071 - 3,893
2009  Atta sexdens rubropilosa versus Atta bisphaerica 1,912* 2,633 -19,986

IC: Intervalo de Confianga a 95% de confiabilidade. * significativo; ns: ndo significativo.

Tabela 8. Razdo das Chances (“Odss Ratio”) para mortalidade entre Atta entre os anos de

estudo. Botucatu (SP), 2010.

Razdo das chances

Ano _ IC (95%)
(mortalidade)
2007 versus 2009 0,570 * 0,345 -0,940
2008 versus 2009 2,204 * 0,118 - 0,352

IC: Intervalo de Confianga a 95% de confiabilidade. * significativo; ™ ndo significativo.

3.2 Avaliacéo da sobrevivéncia de colonias em campo, sem escavacao

As curvas de sobrevivéncia de ninhos iniciais, ou seja, a proporcao de sobreviventes no
decorrer do tempo € diferente entre as espécies, sendo para A. bisphaerica maior do que A.

sexdens rubropilosa (p<0,0001) (Figura 5).
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Atta bisphaerica

Atta sexdens rubropilosa

Figura 5. Curva de Sobrevivéncia de ninhos iniciais de Atta bisphaerica e Atta
sexdens rubropilosa, ano 2008.

3.3 Fatores bidticos possivelmente relacionados a mortalidade da rainha

Dentre os fatores bioldgicos encontrados nesse estudo e que certamente contribuiram
para a mortalidade de rainhas de A. bisphaerica e A. sexdens rubropilosa ocorreu destaque
para fungos de ocorréncia natural em solos. Em 2007, das 500 rainhas coletadas e mantidas no
laboratério, 182 (36,40%) morreram até o terceiro més ap0s a coleta. Deste total,
aproximadamente 120 (24%) apresentaram o desenvolvimento de fungos filamentosos na
regido do toérax. Em 2008, do total de rainhas amostradas (500), 199 (39,80%) rainhas
morreram e 136 (27,20%) delas apresentaram fungos filamentosos (Figura 11).

Apenas um isolado de M. anisopliae foi identificado no presente estudo, sendo
referente a rainha da revoada de 2008. A proporcdo de cadaveres de rainhas com fungos do
género Fusarium compreendeu 30,83% e 30,88 % em 2007 e 2008, respectivamente, sendo 0
fungo encontrado em maior propor¢do no estudo. J& B. bassiana ocorreu em 10% dos
cadaveres em 2007 e 7,35% em 2008; P. lilacinus ocorreu em 6,66% e 4,41% dos cadaveres
em 2007 e 2008, respectivamente; I. fumosorosea apenas foi encontrado em 2007, a uma

frequéncia de 6,66%. Foi isolado também, em 2007, Aspergillus flavus (7,8%) e Aspergillus
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niger (3,8%). E em 2008 apenas A. flavus ocorreu em menor percentual (abaixo de 3%) em

relacdo ao ano anterior.
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Figura 6. (A) Mortalidade de rainhas do género Atta spp. (Hymenoptera:
Formicidae) mantidas em laboratério e (B) percentual de fungos em
rainhas mortas.

100 1+
90 +
80
70 A

60 -

(%)

50 -

40 1

30

20 1

I T T

Beauveria bassiana Paecilomyces Fusarium Aspergillus flavus Aspergillus niger

‘ 02007 02008 ‘

Figura 7. Frequencia (%) dos fungos filamentosos encontrados em rainhas
do género Atta spp (Hymenoptera: Formicidae), ano 2007 e 2008.



61

Nematoides e acaros foram encontrados em vérios cadaveres de rainhas coletadas na
revoada e observadas a mortalidade em laboratorio. A presenga de tais organismos foi
verificada nas formigas coletadas apenas no ano de 2007. Do total, 500 rainhas, 19,60% dos
cadaveres apresentaram juvenis efetivos saindo pelo tegumento e em 18% dos cadaveres
apresentaram presenca de acaros.

Das rainhas coletadas em campo, além da presenca de fungos, outros organismos
também foram encontrados e que também certamente contribuiram para altas taxas de
mortalidade de rainhas de A. bisphaerica e A. sexdens rubropilosa, entre eles: Canthon spp.
(Figura 12) e outras espécies de formigas habitando o ninho, onde a rainha encontrava-se
morta ou ausente.

Das rainhas de A. bisphaerica encontradas mortas nos ninhos com até 45 dias de
fundacdo, no ano de 2008, 2,5% foram utilizadas para ovoposi¢do de ovos de Canthon spp.
(Figura 13D). Foram encontrados larvas e adultos desse inseto (Coleoptera: Scarabaeidae) em
camaras provavelmente escavadas por tais coledpteros, porém possivelmente aproveitando-se
do préprio canal escavado pela rainha, pois os abdomes de rainhas (até 6 abdome por ninho)
parasitados por larvas de Canthon spp. foram encontrados escavando-se canal marcado com

estaca no dia da revoada. Adultos de Canthon também foram encontrados nos ninhos.

3.4. Fatores abi6ticos possivelmente relacionados a mortalidade da rainha

3.4.1 Precipitacdo, temperatura, umidade atmosférica.

Em 2007, no dia revoada, que ocorreu em 26 de outubro, a temperatura média foi de
22,9 °C e néo ocorreu precipitacdo. No segundo ano de estudo (2008), no dia da revoada
(03/10), a precipitacdo foi de 0,4 mm e a temperatura 22,90 °C. Dois dias anterior a revoada,
ocorreu precipitacdo de 39,7 mm em 2007 e 45,4 mm em 2008, o que provavelmente permitiu
a saida de machos e fémeas para 0 voo nupcial e favoreceu a umidade do solo, fundamental
para o processo de escavagao do ninho e cultivo do fungo simbionte. Pereira-da-Silva
verificou 8,7 mm de precipitagdo anterior a revoada.

Dois dias apés a revoada também ocorreu precipitacdo, sendo de 14 e 37,4 mm para 0s

anos de 2007 e 2008, respectivamente (Figura 10).
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Para 2009, a revoada de A. bisphaerica aconteceu aos 17 de outubro, enquanto para A.
sexdens rubropilosa foi se deu no dia 21 do mesmo més. Na primeira data ndo houve
precipitacdo e temperatura e umidade atmosféricas foram, respectivamente 18,2 °C. Para
segunda data, ocorreu 13,1 mm de precipitacéo, 21,9 °C a temperatura média e 52,6 de UR.

A média da umidade relativa semanal para os trés anos foram, 43%, 86,90 % e 72,2%,
respectivamente para 2007, 2008 e 2009.

Acompanhando os dados climatolégicos em funcdo do tempo de fundacdo, pode-se
verificar que em relacdo a precipitacdo, para o ano de 2007, da revoada até os 45 dias de
fundacdo, a média da precipitacdo semanal variou de 5 mm (menor) a 105 mm (maior), sendo
gue a maior ocorreu na semana seguinte apos a revoada (Figura 8A). Dos 45 aos 90 dias, a
minima e a maxima precipitacdo semanal foram, respectivamente, 15 e 70 mm (Figura 8B).
Dos 90 aos 135 dias, a minima permaneceu 15 mm enquanto a maxima foi acima de 90 mm
(Figura 8C). No periodo seguinte, compreendido entre os 135 aos 180 dias, apenas em uma
semana ndo choveu e a maior média semanal ficou acima dos 60 mm de precipitacdo (Figura
8D).

Em 2008, também choveu na maioria dos dias que sucederam a fundacéo do ninho pela
rainha. Da revoada aos 20 dias de fundacdo, a semana em que ocorreu a revoada apresentou a
maior média semanal, com 80 mm de precipitacdo pluviométrica (Figura 9A). Dos 20 aos 45
dias, em apenas uma semana choveu abaixo de 40 mm (Figura 9B) e dos 45 aos 90 dais de
fundacdo, a precipitacdo semanal variou de 2 a 115 mm (Figura 9C).

Em relacdo a temperatura semanal para o0 ano de 2007, da revoada aos 45 dias, variou
de 24 e 21 °C (Figura 8A). No periodo compreendido entre os 45 e 90 dias a minima por
semana foi de 20,5 °C e a maxima de 26 °C (Figura 8B). Os dois periodos seguintes (90-135
dias) (Figura 8C) e (135-180 dais) (Figura 8D) a temperatura pouco oscilou, ficando em torno
de 21,5 °C e 23 °C, respectivamente.

Em 2008, variou semanalmente entre 20 e 24 °C, para o primeiro periodo (da revoada
aos 20 dias) (Figura 9A), 22 e 24 °C para segundo periodo (20 aos 45 dias) (Figura 9B) e 21 a
23 °C de temperatura (Figura 9C).

A umidade relativa variou semanalmente em 2007 entre 50 e 87% em todo o periodo
de estudo (Figura 10a) e em 2008 a oscilacédo foi de 55 a 85%. (Figura 10b)
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Figura 10. Média de umidade relativa em funcéo do tempo de fundacdo do
ninho. Ano 2007 e 2008. Dados coletados pela Estacdo Agrometeorologica
da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas (FCA/UNESP), Campus de
Botucatu (SP)
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3.4.2 Temperatura e umidade do solo

Através de termdmetros (data-logger) instalados em 2008 foi possivel registrar a
temperatura do solo em ambas as areas estudadas. Assim, no dia da revoada, a temperatura do
solo as 17:00 horas foi menor na area de pastagem, sendo de 23,45°C, enquanto que na area de
eucalipto foi de 24,70 °C. Nas demais horas, a temperatura do solo na area de pastagem foi
superior apresentando uma diferenca de 2°C em relacao a area de eucalipto, na maioria das
horas estudadas. As 18h, a temperatura do solo na pastagem foi 2,70 °C acima da temperatura
do solo na area com plantio de eucalipto, onde foram selecionados 0s ninhos
de A. sexdens rubropilosa.

Da revoada até os 20 dias de fundacao a temperatura da area de pastagem variou de
19,00 a 26 °C (dia) e 20,5 a quase 28,00 °C (noite). Na area de eucalipto variou entre 18,00 e
24 °C (dia) e entre 18,5 a 24,00 °C (noite) (Figura 11a).

Dos 20 aos 45 dias de fundagdo, a temperatura oscilou entre 18,41 e 27,74 °C (dia) e de
22 a 28 °C (noite) na area de pastagem, onde encontravam-se os ninhos de A. bisphaerica, e de
21,00 a 24,00 °C (dia) e 22,00 a 23,00 °C (noite) na area de eucalipto, onde foram
selecionados o0s ninhos de A. sexdens rubropilosa. Portanto, a temperatura do solo na
pastagem variou até 9 °C e na area de eucalipto cerca de 3 °C (Figura 11b).

Dos 45 aos 90 dias, variou de 22,00 a 27,00 °C (dia) e 22,50 a 28 °C (noite) na primeira
area e de 22,00 a 24,00 °C (dia) e 22,50 a 24,5 °C na area de eucalipto (Figura 11c).

Para o presente estudo a temperatura do solo, fora do ninho, variou entre 18,5 e 28,5 °C
em area com ninhos de A. bisphaerica e 185 a 26 °C em area com ninhos
de A. sexdens rubropilosa.
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Figura 11. Dados semanais da temperatura do solo, dia e noite (a) do periodo
compreendido da revoada aos 20 dias (b) dos 20 aos 45 dias e (c) dos 45 aos 90
dias de fundacéo, ano 2008.
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Em éarea de pastagem, da revoada até os 5 meses a umidade do solo variou de 5,23 a
11,78%. Em é&rea de eucalipto a média de umidade apresentou oscilacao entre 6,30 e 14,07%.
O maior valor foi encontrado 7 dias apds a revoada (Figura 12). Através da ANOVA
realizada, ocorreu diferenca na média da umidade entre as areas nos periodos de 7 (p=0,002),
60 (p=0,0002), 74 (p=0,01), e 105 (0,015) dias apbs a revoada.

Devido as proximidade das duas areas estudadas, a umidade do solo apresentou padréo
de variacdo semelhante entre elas. Contudo, para alguns periodos amostrais, a média de

umidade do solo foi superior para area de eucalipto, onde ocorreram 0s ninhos de A. sexdens

rubropilosa.
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Figura 12. Média da umidade do solo por periodo (dias) a partir da fundacdo, para as duas
areas de estudo, ano 2008.
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Figura 13. (a) Rainha de Atta bisphaerica iniciando o processo de fundacdo do ninho; (b)
presenca de Canthon spp. préximo a entra do tlnel ainda em processo de escavacao e (C)
Canthon spp. na entrada do orificio do tanel; (d - f) rainha de A. bisphaerica atacada por
Canthon spp.; (g) rainha de A. sexdens rubropilosa encontrada morta dentro da camara; (g)
detalhe da rainha de A. sexdens rubropilosa morta dentro da camara; (i) rainha de A.
bisphaerica encontrada viva dentro da cAmara, com o fungo simbionte; (j) larvas de Canthon
spp, parasitando abdémen de A. bisphaerica e (I) esporulacdo do fungo B. bassiana em
cadaver de rainha de A. sexdens rubropilosa.
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4 DISCUSSAO

Nos trés anos de estudo, a revoada ocorreu no més de outubro, apos forte chuva e
elevacdo da temperatura. Atta bisphaerica, revoou sempre no periodo da manha enquanto Atta
sexdens rubropilosa, 0 voo nupcial se iniciava a tarde e tem o apice, normalmente, entre 16:00
e 17:00 horas (horério de verdo). Em 2007 e 2008, as duas espécies revoaram no mesmo dia e
em 2009, o voo nupcial de A. sexdens rubropilosa ocorreu dois dias apds a revoada de A.
bisphaerica. Tais observacGes corroboram com o estudo de Amante (1972) que verificou o
horario da manha (até 12:30 horas) para revoada de A. bisphaerica, enquanto que para A.
laevigata, A. capiguara e A. sexdens rubropilosa tal fenémeno ocorreu a tarde, apés 12:00
horas.

A mortalidade de ninhos novos de Atta, em condic¢Ges naturais, € sempre reportada em
altas taxas pela literatura. Com base nos resultados apresentados, € possivel afirmar que a
mortalidade € alta dentro dos primeiros meses de fundacdo, para ambas as espécies estudadas.
Tal verificacdo foi observada tanto para ninhos escavados quanto para ninhos ndo escavados.

Avaliando os ninhos através de escavagcfes dos mesmos foi verificado que, em 2007,
para Atta bisphaerica o periodo critico para a sobrevivéncia da rainha foi a partir dos 180 dias
de fundacdo. Em Atta sexdens rubropilosa aos 90 dias, a mortalidade encontrava-se superior a
50%.

Contudo, os resultados apresentados nesse estudo foram menores do que as taxas
reveladas por Autuori (1950), estudando A. sexdens rubropilosa onde verificou 95,97%
mortalidade de nos primeiros 100 dias de fundacdo. Também diferiram dos resultados de
Ribeiro e Woessner (1982), onde registraram 95% de mortalidade em ninhos inicias de A.
sexdens sexdens com apenas 98 dias de construgdo. No entanto, percentual de mortalidade
para A. sexdens rubropilosa no ano de 2007 aproximaram-se dos resultados encontrados por
Vieira-Neto e Vasconcelos (2010), para A. laevigata, cerca de 60% de mortalidade na fase
claustral.

Por outro lado, as rainhas podem ter morrido em periodos anteriores embora 0s ninhos
tenham sido selecionados apenas ao final das observagdes. O que ndo elimina a afirmacao de
que a mortalidade da rainha € alta em ninhos iniciais e, portanto corroborando com 0s
trabalhos de Autuori (1941) e Ribeiro e Woessner (1982). Aradjo et al. (2003) verificaram
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100% de mortalidade de ninhos de A. bisphaerica com 18 meses de fundacdo, justificando a
acdo de fungos entomopatogénicos ou competidores 0s responsaveis por tal mortalidade.

O fato de a mortalidade ter sido verificada em maior percentual nos ultimos periodos
avaliados (180 e 225 dias), nas duas espécies, fica confirmado que o periodo de fundacdo da
segunda cadmara (cerca de seis meses da fundacao) representa um dos periodos criticos para a
rainha e, consequentemente para a colonia. Tal resultado corrobora com Autuori (1950) que
em estudo sobre fundagdo e estabelecimento de um novo sauveiro, identifica quatro “periodos
criticos” a sobrevivéncia de ninhos iniciais: (1) durante o voo nupcial, (2) durante o trabalho
de escavacdo do canal (3) fase de eclausuramento da rainha e (4) periodo compreendido entre
a abertura do primeiro olheiro e a fundagéo da segunda camara.

Entre as causas da mortalidade para a segunda fase apresentada por Autuori (1950),
além de passaros, sapos e lagartos, Canthon sp. tem sido relatado em elevado ndmero
atacando as rainhas. No presente estudo, também foi registrada a ocorréncia de larvas e
adultos de Canthon sp. (Coleoptera: Scarabaeidae) parasitando rainhas encontradas mortas em
ninhos escavados. Tais insetos podem ter utilizado do préprio canal escavado pela rainha, pois
0s mesmos foram encontrados em camaras por meio das escavacfes do canal selecionado no
dia da revoada. A literatura aponta que tais besouros decapitam e enterram as rainhas
(HERTEL; COLLI, 1982).

Dentre as causas de mortalidade sugeridas durante o quarto periodo critico para
col6nia, tem-se predacdo por outras formigas como Solenopsis, Paratrechina e Eciton, além
das condicBes climaticas adversas (Autuori, 1950). Evidéncia disso foi encontrada, pois em
alguns ninhos escavados observou-se a ocorréncia de outras espécies de formigas habitando a
camara fundada por rainhas de Atta.

A presenca de diversos micro-organismos de ocorréncia natural do solo também
podem influenciar na mortalidade da rainha (PEREIRA-DASILVA, 1979; BENTO et al.,
1991; ARAUJO et al., 2003) Diversas espécies de fungos foram isoladas de rainhas, por
ocasido das escavacdes e em laboratério, ocorrendo predominio dos géneros Beauveria,
Paecilomyces, Isaria, Fusarium e Aspergillus.

Este ndo foi o primeiro registro de fungos ocorrendo naturalmente em formigas do
género Atta. Alves e Sosa-Gomez (1983) isolaram B. bassiana e M. anisopliae de rainhas de

A. sexdens rubropilosa e recentemente Rodrigues et al. (2010) registraram B. bassiana em
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fémeas aladas de A. laevigata e A. capiguara. Contudo, possivelmente é o primeiro registro de
I. fumosorosea em A. sexdens rubropilosa.

B. bassiana e . fumosorosea sdo fungos reconhecidamente entomopatogénicos
(DOMSCH et al.,, 1980), enquanto P. lilacinus, pertence a uma @género com muitos
representantes parasitas de insetos (ALVES, 1998), ja tendo sido isolado de rainhas de Atta
colombica por Fernandez-Marin et al. (2006) e de A. laevigata e A. capiguara por Rodrigues
et al. (2010). De acordo com Domsch et al. (1980) é considerado um fungo de solo, com maior
freqliéncia em areas agricolas.

O género Fusarium, que apresentou maior percentual de ocorréncia em rainhas de Atta,
embora abrigue representantes saprofiticos e fitopatogénicos, ja foi isolado de artropodes, e
caracterizados como entomopatogénicos (TEETOR-BARSCH; ROBERTS, 1983,
STEENBERG; HUMBER, 1999). Fusarium oxysporum, Fusarium solani e Fusarium
graminearum foram isolados de rainha de A. capiguara e A. laevigata por Rodrigues et al.
(2010). O género Aspergillus também é comumente encontrados no solo, sendo considerado
saprofito (DOMSCH et al., 1980), porém alguns isolados de A. flavus podem causar doencas
em insetos em determinadas circunstancias (HUGHES; BOOMSMA, 2004).

Carrion et al. (1996) e Rodrigues et al. (2010) sugerem que o contagio de rainhas de
Atta por fungos pode se dar através do solo, principalmente quando estdo escavando o tunel
para fundar seu novo ninho. Carrion et al. (1996) considera pouco provavel que o contagio
ocorra a partir do solo do ninho de origem. No caso do presente estudo, a maioria das rainhas
foi coletada logo ap0s a revoada, anteriormente ou no inicio da escavacdo do solo. Com isso,
apesar da pouca probabilidade, ndo se descarta a possibilidade de que o contato com o fungo
tenha ocorrido anteriormente a revoada, no solo ou mesmo de micro-organismos presentes no
jardim de fungos do ninho parental.

De acordo com Alves (1998) as condicOes existentes no solo conferem um ambiente
apropriado para sobrevivéncia de diversos fungos, podendo permanecer ativo por alguns
meses ou anos. Conforme Pagnocca (1997), o proprio substrato onde cresce o fungo simbionte
favorece desenvolvimento de micro-organismos. Rodrigues (2004) e Carlos (2008) isolaram
diversos fungos em esponja fangica proveniente de ninhos de A. sexdens rubropilosa apos
tratamento com isca toxica, dentre eles: Syncephalastrum racemosum, Escovopsis weberi e

Trichoderma harzianum.
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Além de fungos filamentosos, diversos outros fatores ambientais podem estar
relacionados & mortalidade de rainhas. Autuori (1950) aponta as condigdes climaticas,
especialmente chuvas fortes e abundantes e variacdo brusca de umidade e temperatura, como
0s principais responsaveis pela mortalidade dos ninhos iniciais na fase de clausura (até os 100
dias de fundacdo).

De acordo com Amante (1972), a revoada par ao estado de S&o Paulo acontece em
periodo de inicio das chuvas, com temperaturas elevadas (setembro-dezembro). No caso do
presente estudo, o fator precipitacdo possivelmente influenciou para os percentuais de
mortalidade encontrados, pois os dados coletados mostraram altos valores logo apds a
fundacdo do ninho, certamente suficientes para causar afogamento da rainha, imaturos, adultos
e fungo.

No geral, as camaras foram fundadas na camada superficial do solo, embora ninhos de
A. bisphaerica tenham sido, de maneira geral, construidos em maior profundidade, sendo o
mais profundo observado a 25,70 cm. Contudo, de acordo com Pereira-da-Silva (1975), até 30
cm a temperatura do solo ainda pode sofrer oscilacdes, que seriam responsaveis por alta
mortalidade de ninhos iniciais.

Powell e Stradling (1986), em condi¢bes experimentais verificaram que o fungo
simbionte cresce entre 20 e 25 °C, sendo inibido por variacdo fora dessa faixa de temperatura;
a 15 °C, ocorre apenas pequeno aumento da gongylidia (alimento das larvas), enquanto que
temperaturas acima de 30 °C é letal para o fungo. Em condicGes naturais, Autuori (1947)
registrou variagdo de temperatura dentro da cdmara entre 26 e 28 °C.

De acordo com os resultados do presente estudo, a temperatura do solo durante todo o
periodo de observacdo ficou entre 18,5 e 27 °C, portanto proximas dos valores adequados para
0 desenvolvimento dos fungos simbionte, embora com maiores variagdes no solo onde foram
fundados os ninhos de A. bisphaerica. Entretanto, de acordo com Roces e kleineidam, (2000),
as condicdes de microclima dentro do ninho podem ser diferenciadas das condi¢des do solo,
pois a propria arquitetura do mesmo ajuda na estabilizacdo das flutuacbes de temperatura e
umidade. Amante (1972) verificou, em dia de revoada, uma diferenca de 11,8 °C entre a
temperatura do canal (em ninhos adultos) e a do solo, submetendo-se os alados de A.

capiguara bruscamente a essa diferenca de temperatura.
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Em relagdo a umidade, o fato da &rea de eucalipto ter apresentado maior percentual em
varios periodos avaliados, pode ter favorecido a presenga de micro-organismos patogénicos e
antagonistas ao simbionte, de ocorréncia natural do solo. Porém, para o ano de 2008 nao foi
verificada diferenca consideravel na mortalidade de rainhas em col6nias iniciais entre as
espécies estudadas, o que leva a sugerir que a umidade, assim como a temperatura do solo
provavelmente ndo foram, isoladamente, causa de mortalidade observada, pelo menos até o
periodo estudado (90 dias).

Os dados climatoldgicos mostraram que tanto precipitacdo pluviométrica e as variagdes
de umidade e temperatura podem ter determinado a morte das rainhas. Contudo, o fato de a
mortalidade ter sido maior para A. sexdens rubropilosa nos trés anos de estudo, especialmente
nos primeiros periodos do ano de 2007, sugere gque as causas para isso, podem esta
relacionadas a fatores intrinsecos a cada espécie ou que possivelmente as condicBes de
microclima ocorrentes nas areas experimentais provavelmente foram mais adversas a esta A.
sexdens rubropilosa.

Além disso, para 0 ano de 2007, possivelmente a mortalidade das rainhas de A sexdens
rubropilosa sofreram influéncia da presenca mais de microrganismos presentes no solo, ja que
na area de eucalipto a umidade do mesmo foi superior a de pastagem. Outro fator de influencia
para esse ano parecem ser as condicdes fisicas do solo. De acordo com Stein e Xavier (1984),
solos compactados podem limitar a profundidade dos ninhos. Isso pode implicar em fundagéo
de camaras superficiais, que normalmente sdo mais suscetiveis as variagdes ambientais.
Também exigem maior esforco da fundadora, visando alcancar profundidades adequadas para
instalagdo do ninho. Camargo et al. (2010), avaliando o esforco da fémea recém-fecundada na
construcdo da cdmara inicial, constataram a probabilidade de morte das rainhas é aumentada

quando desprendi maior esforco para de escavacdo do ninho.
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5 CONCLUSOES

- Rainhas de A. bisphaerica e A. sexdens rubropilosa apresentaram altos percentuais de

mortalidade em condic6es naturais, principalmente apos os seis meses de fundacéo do ninho;

- Dentre as causas biologicas da mortalidade de rainhas, sugere-se: ocorréncia de chuvas
fortes, variagdes de temperatura e umidade e infecgdo por fungos filamentosos de ocorréncia

natural dos solos;

- Para as condicOes do presente estudo, as chances e 0s percentuais de mortalidade de rainhas

foram maiores para a espécie Atta sexdens rubropilosa;

- Diversos fungos podem parasitar rainhas do género Atta, entre eles tipicos
entomopatogénicos como B. bassiana, M. anisopliae e I. fumosorosea, além de outros com

potencial patogénico como P. lilacinus, A. flavus e pertencente ao género Fusarium;

- Ninhos iniciais de A. bisphaerica e Atta sexdens rubropilosa podem ser eficientemente
eliminados pelos mecanismos naturais do ambiente, 0 que torna desnecessario intervencgdes de
controle humano durante esse periodo; exceto em certos casos, como em areas de plantios
jovens de eucalipto; Estudos futuros sdo fundamentais para se conhecer o exato periodo de
estabelecimento definitivo dos ninhos e assim detectar a idade ideal para o uso de técnicas de

controle.
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Capitulo 3

CARACTERIZACAO DE FUNGOS ENTOMOPATOGENICOS DE OCORRENCIA
NATURAL EM FEMEAS REPRODUTORAS DE Atta spp.

RESUMO

Fungos filamentosos podem ocorrer em condic¢des naturais sobre formigas cortadeiras,
sendo que algumas espécies ja foram isoladas do género Atta. Portanto, o presente estudo teve
como objetivo isolar fungos de rainhas do género Atta e conhecer suas caracteristicas para
futuros estudos de patogenicidade. Foram coletadas rainhas de Atta spp., especialmente Atta
sexdens rubropilosa no periodo da revoada e colocadas em potes de plastico com gesso. As
rainhas foram observadas por trés meses e as encontradas mortas foram desinfectadas
superficialmente em alcool, hipoclorito de sddio e agua destilada, tiveram retirado uma por¢éao
interior do tecido do térax para isolamento de fungos. Tal fragmento foi inoculado em BDA
suplementado com penicilina-G e incubado a 25°C no escuro, de 3 a 4 dias. Os fungos que se
desenvolveram nesses fragmentos foram isolados, purificados e armazenados a 9°C. Os
isolados representativos foram identificados através de métodos classicos descritos na
literatura e, principalmente, baseados na morfologia da colbnia e das estruturas de reproducéo.
Entre os fungos isolados obteve-se: Beauveria bassiana, Paecilomyces lilacinus, Isaria
fumosorosea, Metarhizium anisopliae, Fusarium oxysporium, Fusarium solani, Aspergillus
flavus, Aspergillus niger. O nimero de conidios variou de 1,25 x10° a 7,14x10° conidios/mL
entre os isolados estudados. Isolados de B. bassiana apresentam padrdo semelhante de
crescimento micelial, apenas ocorrendo diferenca entre alguns isolados aos 18 dias apos a
inoculagdo: BBOT11 (58,21 mm) diferiu de BBOTO01 (37,81 mm), BBOT04 (41,37 mm) e
BBOTO06 (45,25 mm). Os isolados do género Isaria apresentaram crescimento micelial mais
rapido do que isolados de Beauveria bassiana, alcancando 80 mm de didmetro médio entre 0s
9 e 12 dias ap0s a inoculagéo.

Palavras-chave: Formiga cortadeira, isolados, crescimento micelial.
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Chapter 3

CHARACTERIZATION OF ENTOMOPATHOGENIC  FUNGI  NATURALLY
OCCURRING IN Atta spp. GYNES

ABSTRACT

Filamentous fungi can occur in natural conditions on leaf-cutting ants, and some
species has been isolated from the genus Atta. The objective of this study was to isolate fungi
of queens of the genus Atta and determine its characteristics for future studies of
pathogenicity. Queens of Atta bisphaerica and Atta sexdens rubropilosa were collected during
the nuptial flight. To isolate the fungi, the dead queens, after superficial disinfection, had
removed a portion of the tissue inside the chest for isolation of fungi. This fragment was
inoculated on potato dextrose agar supplemented with penicillin-G and incubated at 25 ° C in
the dark, for 3 to 4 days. The fungi that developed in these fragments were isolated, purified
and stored at 9 °C. The representative isolates were identified by classical methods described
in the literature and mainly based on colony morphology and reproductive structures. Among
the isolated fungi was obtained: Beauveria bassiana, Paecilomyces lilacinus, Isaria
fumosorosea, Metarhizium anisopliae, Fusarium oxysporium, Fusarium solani, Aspergillus
flavus, Aspergillus niger. The number of conidia ranged from 1.25 x106 to 7.14x106
conidia/mL among studied isolates. Isolates of B. bassiana have similar pattern of mycelial
growth, occurring only difference between some isolates at 18 days after inoculation:
BBOT11 (58.21 mm) differed from BBOTO1 (37.81 mm), BBOT04 (41.37 mm) and BBOT06
(45.25 mm). The isolates of the genus Isaria presented mycelial growth faster than isolates of
Beauveria bassiana, reaching 80 mm in mean diameter between 9 and 12 days after

inoculation.

Keywords: Leaf-cutting ant, isolates, mycelial growth.
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1. INTRODUCAO

As formigas cortadeiras, géneros Atta (salvas) e Acromyrmex
(quenqueéns), sdo insetos dominantes em muitos ecossistemas terrestres (WILSON, 1987). Tais
formigas sdo consideradas pragas de grande importancia devido a prejuizos causados a
agricultura, atividades pecuaérias e silvicultura (FOWLER et al., 1979).

Pertencem a tribo Attini e apresentam associagdo com um fungo
basidiomiceto cultivado geralmente em camaras subterrdneas. Dentro dos ninhos, além do
simbionte varios micro-organismos podem ocorrer como actinomicetos (bactérias
filamentosas), fungos filamentosos e leveduras (CURRIE et al., 1999; PAGNOCCA et al.,
2008; RODRIGUES et al., 2008). Os microfungos, embora presentes normalmente
manifestam-se somente quando as col6nias entram em desequilibrio devido interferéncia de
determinados fatores, como por exemplo, aplicacdo de inseticidas para controle
(RODRIGUES et al., 2005).

Fungos anamorficos (Ascomycota) como Metarhizium e Beauveria séo
considerados entomopatogénicos generalistas, sendo bastante estudados como agente de
controle biologico de muitos insetos praga (DIEHL-FLEIG et al, 1988; HUGHES et al.,
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2004b; CASTILHO et al, 2010). B. bassiana é frequentemente encontrado no solo, em
saprogénese, podendo atacar muitos insetos em diferentes estagios (PEREIRA et al., 1993).
No Brasil, apresenta ocorréncia generalizada e em condi¢Ges naturais podem colonizar
enzodticamente himenopteros, dipteros e ortdpteros (ALVES, 1998), tendo-se registro de sua
ocorréncia em rainhas de Atta sexdens rubropilosa (ALVES; SOSA GOMEZ, 1983), Atta
laevigata e Atta capiguara (RODRIGUES et al., 2010).

M. anisopliae, também encontrado facilmente no solo, pode apresentar
ocorréncia natural sobre mais de 300 espécies de insetos de diferentes ordens (ALVES, 1998),
e ocorréncia registrada em rainhas de Atta sexdens rubropilosa (ALVES; SOSA GOMEZ,
1983). Outro fungo cuja patogenicidade ja foi comprovada para A. sexdens rubropilosa é a
espécie Isaria farinosus (=Paecilomyces farinosus) (LOUREIRO; MONTEIRO, 2005).

Em formigas cortadeiras, a acdo de micro-organismos testados varia
muito em funcdo da casta estudada e da forma de aplicacdo (DIEHL-FLEIG et al., 1988).
Além disso, estes insetos tém desenvolvido diferentes estratégias para manter a cultura do
fungo simbionte sem substancial crescimento de micro-organismos prejudiciais, apesar da
continua exposi¢do a micro-organismos do solo e aos presentes no material vegetal que as
operarias levam para o jardim de fungos (CURRIE et al., 1999; CURRIE; STUART, 2001).
Apresentam eficiéncia na defesa da colonia, reconhecendo material danoso, inclusive micro-
organismos entomopatogénicos, e demonstram reagfes comportamentais tais como remogao
do material contaminante do ninho, incluindo formigas doentes ou mortas (KERMARREC et
al., 1986).

A necessidade de reduzir os impactos ambientais causados pelo uso
excessivo dos agroquimicos tem motivado estudos de formas alternativas para controle de
pragas, dentre eles o uso de fungos entomopatogénicos. O conhecimento de fungos de
ocorréncia natural em formigas pode auxiliar na busca de novas alternativas eficazes no
controle desses insetos. Assim, 0 objetivo do presente trabalho foi isolar e caracterizar fungos
filamentosos (com énfase nos entomopatogénicos) de ocorréncia natural em rainhas do género
Atta.
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2 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado no Laboratério de Insetos Sociais Praga, no Setor de
Defesa Fitossanitaria do Departamento de Producdo Vegetal, Faculdade de Ciéncias

Agronbémicas (FCA), UNESP, localizado no municipio de Botucatu — SP.

2.1 Coleta de rainhas para isolamento de fungos

Uma amostra de 500 rainhas de Atta spp., principalmente A. sexdens rubropilosa foi
coletada no Campus da FCA/UNESP, no periodo da revoada, logo apds descerem ao solo para
fundacdo dos ninhos. A coleta ocorreu em dois anos consecutivos (2007 e 2008), totalizando
1000 espécimes no periodo de estudo. As rainhas recém coletadas foram armazenadas em
recipientes plasticos com 11 cm de diametro, 8 cm de altura, contendo 1 cm de gesso no fundo
e a temperatura do laboratério foi mantida a 24°C. A umidade do pote foi controlada

adicionando-se agua destilada.

2.2 Isolamento e identificacdo dos fungos

Durante o periodo de 90 dias apds a coleta, acompanhou-se diariamente a mortalidade
das rainhas. As rainhas mortas foram desinfectadas para isolamento de fungos. A desinfecgédo
ocorreu superficialmente através da imersdo por dois minutos em solucdo de alcool 70%, em
hipoclorito de sodio 2% e, posteriormente, em &gua destilada. Em seguida, retirou-se uma
porc¢éo interior do tecido do térax com bisturi esterilizado. Tal fragmento foi inoculado em
agar batata-dextrose suplementado com penicilina-G e incubado a 25°C no escuro durante trés
a quatro dias. Os fungos que se desenvolveram nesses fragmentos foram isolados, purificados
e armazenados a 9°C. Os isolados representativos foram identificados através de métodos
classicos descritos na literatura, principalmente, baseados na morfologia da col6nia e das
estruturas de reproducdo (DOMSCH et al., 1980; SAMSON et al. 2000; SUNG et al., 2007).

A desinfecgdo e isolamento dos fungos ocorreram em camara asséptica.
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2.3 Preservacdo e manutencdo dos fungos

Os isolados foram preservados em tubos de vidro com agar inclinado a + 5°C.
Adicionalmente, os fungos foram preservados pelo método de Castellani (1967) apud Smith e
Onions (1983). Tal método consiste na preservagdo das cepas de fungos em frascos estéreis de
vidro contendo 4 mL de &gua destilada estéril. Os vidros foram fechados hermeticamente com

tampas especiais de borracha e cinta de aluminio e conservados a a + 5°C.

2.4 Caracterizacdo dos isolados

Os isolados de fungos extraidos de rainhas de Atta spp. e caracterizados neste estudo
foram: BBOTO01, BBOT04, BBOT05, BBOT06, BBOT07, BBOT10, BBOT11, BBOT12 e
BBOT18 de B. bassiana, IBOT25 de I. fumosorosea, PBOT31, PBOT33, PBOT35 e PBOT36
de P. lilacinus e ABOTO1 de A. flavus.

Como parametro para caracterizacao dos isolados foi estudado o numero, o tamanho, a
viabilidade dos conidios, além do crescimento micelial das colénias de fungos. Tais isolados
também caracterizados quanto o aspecto geral da colénia e dos conidios.

Para avaliacdo do numero, tamanho, viabilidade dos conidios e crescimento radial das
colbnias, os fungos foram primeiramente crescidos em meio BDA a 27 + 1 °C, umidade

relativa do ar acima de 80% e fotofase de 12 horas por 12 dias, no escuro.

2.4.1. NUmero e tamanho dos conidios

Foram preparadas suspensdes de cada isolado e para contagem dos conidios, 1 aliquota
de suspensdo foi colocada em camara de Neubauer, sendo os conidios contados em
microscopio no aumento de 400x.

Para a medicé@o do tamanho dos conidios, foram preparadas 4 laminas de cada isolado e
30 conidios por lamina foram medidos através do sistema de captura de imagem DN2
Microscope Image Processing System, no aumento de 400x. As caracteristicas avaliadas
foram tamanho dos conidios e a relagdo comprimento/ largura, determinando-se a forma dos

conidios segundo Feitosa et al. (1977) apud Souza et al. (2007): Ccc = cilindrico muito curto,
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relagdo menor que 2,00; Cc = cilindrico curto, relacdo entre 2,00 e 2,50; C = cilindrico, entre
2,50 e 3,00; f = fusiforme, entre 3,00 e 3,50; ff = fusiforme muito alongado, relacdo maior do

que 3,5.

2.4.2 Viabilidade dos conidios

A viabilidade dos isolados foi avaliada determinando-se o percentual de germinacédo
dos conidios e o crescimento da col6nia. Para a germinacdo, os conidios foram avaliados
através de microcultivo e exame direto em Iamina.

Para a realizacdo dos ensaios, foram marcados previamente cinco circulos na face
inferior de cada placa de Petri. Em cada circulo foi inoculado 0,1 mL de suspensdo flngica
com 10° conidios/mL. As placas foram incubadas a 27 + 1°C na auséncia de luz durante 18h.
Apos este periodo, foi colocada uma gota do corante lactoglicerol sobre a &rea do circulo, para
deter a germinacdo e facilitar a visualizacdo do conidio. Em seguida foi feita a contagem de
150 conidios em cada é&rea, utilizando-se o aumento de 400x. Foram contados conidios

germinados e ndo germinados, estabelecendo-se depois o percentual de germinacao.

2.4.3 Crescimento micelial da col6nia

Para a avaliacdo do crescimento micelial da col6nia, para cada isolado, um cilindro de
7 mm de didmetro de BDA contendo micélio da col6nia foi inoculado em meio BDA e o
crescimento foi quantificado através de medidas (em milimetros) de dois diametros
previamente marcados na parte externa do fundo da placa de Petri. As medidas foram
efetuadas a cada trés dias, do 3° ao 18° dia apds a inoculacdo. Para cada isolado foram
realizados quatros repeticoes.

Para verificagdo da capacidade de esporulacdo das col6nias cujo crescimento micelial
foi acompanhado, fez-se uma suspenséo de esporos, adicionando-se 10 mL de &gua destilada
esterilizada em cada placa. Uma aliquota de 10 pL foi retirada para verificacdo de esporos em

camara de Neubauer.
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2.5 Andlises estatisticas

Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias dos
tratamentos foram comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. O comportamento do

crescimento micelial foi avaliado através de analise de regressao.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacao dos isolados

Dentre os fungos isolados de tecido interno das rainhas ocorreu predominio dos
géneros Aspergillus, Beauveria, Fusarium, Paecilomyces e Isaria. No total, foram encontrados
19 isolados de B. bassiana, 6 de I. fumosorosea e 12 de P. lilacinus, além de varios isolados
de F. oxysporum, F. solani, A. flavus e A. niger Os isolados de B. bassiana foram
identificados com o codigo de BBOTO01 a BBOT22. Os isolados de I. fumosorosea receberam
a codificacdo de IBOT23 a IBOT26 e os isolados de P. lilacinus foram codificados em
PBOT27 a PBOT38.

3.1.1 Aspecto geral da colbnia e conidios

Isolados de B. bassiana apresentaram coldnias de coloracdo branca, com micélio
hialino, centro levantado e de aspecto pulverulento devido a forte esporulacdo (Figura 1a), no
reverso foi verificado aspecto incolor ou amarelo claro no centro da placa, para maioria dos
isolados. Os conidios foram identificados como sub-hialinos, globoso ou elipsoidal com
parede lisa (Figura 1e).

A maioria dos isolados de P. lilacinus mostraram col6nia com micélio flocoso,
coloracdo vinho e reverso incolor (Figura 1c), abundante esporulacdo rosada, sendo 0s
conidios elipsoides, com parede lisa (Figura 1h). O fungo I. fumosorosea, apresentou colénia
com coloragdo rosa abundante, aspecto também flocoso, com reverso laranja (Figura 1d) e
conidios fusiformes e cilindricos, hialinos e de parede lisa. A. flavus apresentou micélio de cor

branco e conidios esféricos ou semi-esféricos, levemente rugosos (Figura 1b; g).
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Figura 1. Aspecto geral da coldnia de (a) Beauveria bassiana, (b) Aspergillus
flavus, (c) Paecilomyces lilacinus e (d) Isaria fumosorosea; (e) conidios de B.
bassiana, (f e g) conidiéforo e conidios de A. flavus, respectivamente, (h)
conidioforo e conidios de P. lilacinus.
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3.1.2 Numero, tamanho e viabilidade dos conidios

Entre os isolados de B. bassiana, o nimero de conidios variou de 1,25 x10° a 5,64x10°,
respectivamente para BBOTO1 e BBOT18, ambos isolados de B. bassiana. O tamanho dos
esporos de B. bassiana variou entre 2,29x1,71 um e 2,51x2,02 pm;. entre 2,46x1,91 ym e
2,75x2,14 um para P. lilacinus. O cilindrico médio dos conidios dos isolados de B. bassiana,
P. lilacinus e | fumosorosea foi considerado muito curto, pois a razdo entre comprimento e
largura ndo ultrapassou 2,00 um. Apenas para A. flavus foi considerado fusiforme (Tabela 1).

O calculo de viabilidade dos conidios revelou percentual acima de 90% para todos 0s
isolados estudados, sendo o percentual de germinacdo ap6s 17 h de inoculacdo superior para
os isolados IBOT33 (98,40%), IBOT35 (97,07%) e IBOT36 (97,20%) (p=0,05, C.V%: 3,23).

Tabela 1. NUmero, tamanho e viabilidade dos conidios de Beauveria bassiana, lsaria
fumosorosea e Paecilomyces lilacinus, re-isolados de operarias de Atta sexdens rubropilosa.
Botucatu (SP), 2010.

Isolados Fungo Namero Tamanho Cilindro  Viabilidade
(10°) (Hm) (Hm) (%)
BBOTO1 Beauveria bassiana 1,25 2,29x1,71 1,37 93,73 ab
BBOTO04 Beauveria bassiana 2,16 2,00x2,01 1,20 95,73 ab
BBOTO05 Beauveria bassiana 4,26 2,33x1,85 1,25 92,80 ab
BBOTO06 Beauveria bassiana 3,00 2,43x2,01 1,23 96,00 ab
BBOTO7 Beauveria bassiana 3,73 2,34x1,83 1,27 90,13 b
BBOT10 Beauveria bassiana 3,70 2,37x2,07 1,17 93,47 ab
BBOT11 Beauveria bassiana 3,47 2,38x1,86 1,30 94,40 ab
BBOT12 Beauveria bassiana 2,22 2,51x2,02 1,24 92,80 ab
BBOT18 Beauveria bassiana 5,64 2,29x1,85 1,27 94,27 ab
IBOT25 Isaria fumosorosea 1,42 2,70x2,01 1,35 93,60 ab
PBOT31 Paecilomyces lilacinus 2,31 2,30x1,90 1,21 93,60 ab
PBOT33 Paecilomyces lilacinus 2,17 2,46X1,91 1,31 98,40 a
PBOT35 Paecilomyces lilacinus 7,14 2,40x2,91 1,27 97,07 a
PBOT36 Paecilomyces lilacinus 5,16 2,75x2,14 1,36 97,20 a

*Tamanho dos conidios: Comprimento x largura.
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3.1.3 Crescimento micelial

Por meio da andlise de regressdo do crescimento micelial dos isolados foi verificado
que, houve interacdo entre o tempo de inoculacdo em BDA e o crescimento micelial, sendo o
modelo linear o que melhor se aplicou para todos os isolados de B. bassiana (Figura 4A — 4F,
5A —-5C).

Para A. flavus e alguns isolados de P. lilacinus, o crescimento micelial das colonias em
funcdo do tempo de inoculacdo ocorreu pelo modelo polinomial, o que pode ser explicado
pelo fato do didmetro maximo (80,00 mm) ter sido alcancado nos primeiros dias de avaliacao,
demonstrando alta velocidade de crescimento micelial em BDA. Foram eles: PBOT31
(r*=0,9591), PBOT35 (r* =0,9695) e PBOT36 (r°=0,9401) e ABOTO1 (r*=0,9748) (Figura 5E,
6A, 6B e 6D). Contudo, PBOT33 (r’=0,9794) e PBOT38 (r’=0,9855) apresentaram modelo
linear de crescimento micelial da coldnia (Figura F e 5C), assim como IBOT25 (r*=0,9592)
(Figura 5D).

A média do didmetro micelial para isolados de B. bassiana por tempo de inoculacao
foi: 3 dias: 12,60 +0,66 mm; 6 dias: 17,21+2,34 mm; 9 dias: 25,85 £2,88 mm; 15 dias:
37,21+£3,73 mm e aos 18 dias: 47,40+5,75 mm. Calculando o crescimento a cada trés dias,
verificou-se que as col6nias apresentaram tamanho médio de 4,61 mm, 8,64 mm, 5,48 mm,
5,88 mm e 10,19 mm, respectivamente para os periodos 3, 6, 9, 12, 15 e 18 dias apds
inoculacdo (Tabela 2).

O crescimento meédio para os isolados de P. lilacinus foi de 21,55+9,55mm,
35,81+14,56 mm, 58,94+14,02mm, 66,11+9,49mm, 74,65+550mm e 79,20 +0,86mm,
respectivamente para os periodos 3, 6, 9, 12, 15 e 18 dias ap6s inoculagdo. Isso correspondeu a
um crescimento médio nas coldnias de 14,26 mm, 23,13 mm, 7,17 mm, 8,54 mm, 4,55 mm.

Os géneros Aspergillus, Isaria e Paecilomyces apresentaram crescimento micelial mais
rapido do que todos os isolados de B. bassiana. O isolado ABOTO1 (A. flavus) e IBOT35 (P.
lilacinus) atingiram 0 maximo didmetro permitido pelo tamanho da placa (80 mmm) aos 9
dias, enquanto o isolado IBTO25 (I. fumosorosea) atingiu 80,00 mm aos 12 dias. Os demais
isolados atingiram ou ficaram proximos dos 80 mm de didmetro micelial aos 18 dias da
inoculacdo. Para todos os isolados avaliados a capacidade de esporulacdo foi confirmada por

meio da visualizacao dos conidios a partir de laminas preparadas em camara de Neubauer.
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Figura 4. Equacéo de regressdo para o crescimento micelial dos isolados de Beauveria
bassiana: (A) BBOTO1, (B) BBOTO04, (C) BBOTO05, (D) BBOT06, (E) BBOT07 e (F)
BBOT10.
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Figura 5. Equagdo de regressdo para o crescimento micelial dos isolados de fungos
entomopatogénicos: (A) BBOT11, (B) BBOT12, (C) BBOT18 de Beauveria bassiana,
(D) IBOT25 de Isaria fumosorosea e (E) PBOT31 e (F) PBOT33 de Paecilomyces

lilacinus.
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Figura 6. Equacédo de regressédo para o crescimento micelial dos isolados de Paecilomyces
lilacinus: (A) PBOT35, (B) PBOT36, (C) PBOT38 e (D) ABOTOL.

3.1.4 Comparacdo entre o crescimento micelial dos isolados.

O crescimento micelial apresentou pouca diferenciacdo entre isolados de uma mesma

espeécie, ao contrario do que ocorreu quando se compara isolados de espécies diferentes. No

geral, isolados de P. lilacinus e I. fumosorosea cresceram mais rapidamente em relagdo ao

crescimento de colbnias de B. bassiana. Em todos os periodos avaliados a diferencas foram

significativas a 1% de probabilidade (p<0,0001) (Tabela 2).

Entre os isolados de B. bassiana somente ocorreu diferenga no periodo compreendido
entre 15-18 dias da inoculacgdo, sendo o BBOT11 superior a BBOT01, BBOT04 e BBOTO7.
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Os isolados de Isaria apresentaram diferenca no crescimento micelial na maioria dos
periodos avaliados, com tendéncia a diminuicdo com o decorrer do tempo de inoculagéo,
alcancando os isolados semelhanca no diametro médio no ultimo periodo avaliado (15-18 dias
da inoculacéo).

Em todos os periodos os isolados IBOT25, PBOT31, PBOT35 e ABOTO01 destacam-se
como os de maior diametro micelial em funcdo do tempo de inocula¢do. No periodo 3 dias,
IBOT31 apresentou maior diametro médio (38,00 mm) e apenas ndo diferiu de ABOTO1
(37,75 mm); no periodo 6 dias foi verificado maior diametro médio ABOTO01 (69,87 mm),
PBOT31 (49,94 mm) e PBOT35 (52 mm), diferindo dos demais isolados. Ocorreu também
diferenca entre o periodo 9 dias, sendo os isolados de maior didametro micelial: IBOT25 (79,12
mm), PBOT35 (80,00 mm), PBOT36 (63,97 mm) e ABOTO1 (80,00 mm), diferindo IBOT25
e PBOT35 dos isolados PBOT31 (58,19 mm), PBOT33 (47,62 mm) e PBOT38 (45,12); no
periodo de 9-12 dias, a diferenca ocorreu entre IBOT25 e PBOT35 apenas ndo diferiram de
PBOT31 (70,25 mm) e PBOT36 (65,00 mm); periodo de 15 dias IBOT25 e PBOT35 apenas
diferiu de PBOT38 (65,67 mm).

Comparando as espécies, a diferenca de crescimento micelial também foi significativa.
Aos 3 e 6 dias de inoculagio em BDA, PBOT31l, PBOT33 e ABOTO1 diferiram
significativamente em relagdo a todos os demais isolados. Aos 9 dias, IBOT25 e PBOT35 e
ABOTO1 diferiram dos demais isolados, apresentando 79,12, 80,00 e 80,00 cm de didametro. Nos
outros periodos avaliados, todos os isolados de P. lilacinus, o isolado de I. fumosorosea e A.
flavus apresentaram diametro médio superior, significativamente, em relacdo aos isolados de

B. bassiana.



91

Tabela 2. Comparacdo entre o crescimento micelial das col6nias de Beauveria bassiana,

Isaria fumosorosea e Paecilomyces lilacinus e re-isolados de operarias do género Atta sexdens

rubropilosa, em meio BDA, por tempo de inoculacdo. Botucatu (SP), 2010.

Crescimento micelial (mm)

(Dias)
Tratamento 3 6 9 12 15 18
Beauveria bassiana
BBOTO1 12,62 d 15,19 cd 20,25¢ 22d 32,44 ¢ 37,81c
BBOTO04 12,00 d 15,87 cd 22,25 23,37d 3587¢c 41,37c
BBOTO05 12,19d 14,50 d 25,68 e 34,22d 40,62 c 59,20 bc
BBOTO06 11,94d 15,44 bcd 26,56 e 32,62d 36,75 ¢ 47,37 bc
BBOTO07 12,75d 17,44 bed 23,50 e 31,56 d 3394 c 45,75 ¢
BBOT10 12,06 d 16,31 cd 26,56 e 27,50d 32,62¢ 47,37 bc
BBOT11 13,94 cd 21,19 bcd 28,25¢ 40,12 cd 42,31 c 58,21 b
BBOT12 13,25d 20,06 bcd 28,50 de 35,44 d 40,19 ¢ 50,25 bc
BBOT18 12,69 d 18,87 bcd 27,81 de 35,12d 40,12 c 48,25 bc
Média 12,60%0,66 17,21+2,34  25,85+2,88 31,33%5,95 37,21+3,73 47,40+5,75
Isaria fumosorosea
IBOT25 16,00 cd 25,25 bed 79,12 a 80,00 a 80,00 a 80,00 a
Paecilomyces lilacinus
PBOT31 38,00 a 49,94 a 58,19 bc 70,25 ab 75,00 ab 79,25a
PBOT33 21,56 b 33,00b 47,62 bc 59,87 b 76,37 ab 78,00 a
PBOT35 16,81 cd 52,00 a 80,00 a 80,00 a 80,00 a 80,00 a
PBOT36 16,94 cd 22,62 bcd 63,75ab 65 ab 76,50 ab 80,00 a
PBOT38 14,44 cd 21,50 bcd 45,12 cd 55,62 bc 65,37 b 78,75 a
Média 21,55+9,55 35,81+14,56 58,94+14,02 66,11+9,49 74,65+5,50 79,20+0,86
Aspergillus flavus
ABOTO1 37,75a 69,87 a 80,00 a 80,00 a 80,00 a 80,00 a
P <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
CV% 12,21 25,66 17,14 16,35 9,09 7,96
d.m.s. 4,97 17,97 16,06 19,67 12,39 12,44
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Estudos sobre comportamento dos fungos, tais como germinacdo, esporulacdo, nimero
de colbnias e crescimento radial séo realizados para auxiliar na caracterizagdo de fungos
entomopatogénicos. Segundo Liu et al. (2003), esses parametros sdo importantes para definir a
viruléncia de um isolado fungico sendo, portanto, escolhidos no presente trabalho para auxiliar
na caracterizacao da viruléncia dos fungos isolados de Atta sp.

Os conidios estudados estdo de acordo com a descricdo feita por Alves (1998):
conidios de B. bassiana globoso ou semigloboso com comprimento e largura variando entre
2x2 a 3x2 pum; conidios de I. fumosorosea alongados e ovoides menores ou igual a 3 um e P.
lilacinus apresentando conidios elipsoides a fusdides com 2 a 3 um.

Todos os isolados germinaram até 18 horas apds a inoculacdo em BDA. De acordo
com Alves (1998), o tempo de germinacdo pode variar de 18 a 24 horas para fungos sem
armazenamento ou armazenados em freezer. A germinacdo de um isolado é uma importante
caracteristica dos fungos e para B. bassiana e |. fumosorosea, quanto maior a velocidade de
germinacdo, maior a viabilidade do isolado (JACKSON et al., 1985 apud ALVES, 1998).

De acordo com Alves (1998) a rapida esporulacdo pode ser um importante critério para
selecdo de isolados fungicos, pois auxilia na propagacdo de epizootias, além de ser uma
vantagem em relacdo as defesas humorais de insetos; contudo, a velocidade de esporulacdo
pode ser facilmente alterada por fatores abidticos como a temperatura e a umidade.

O crescimento radial também é empregado para avaliar linhagens quanto a viruléncia,
pois, conforme Haejek; St. leger (1994) a taxa de crescimento radial pode esta diretamente
associada a velocidade de infeccdo no hospedeiro. Isolados de P. lilacinus e o isolado de I.
fumosorosea apresentaram crescimento mais rapido comparados aos de B. bassiana, o que
pode sugerir que venham a apresentar maior velocidade de infeccdo quando inoculados ao
hospedeiro, embora essa caracteristica, sozinha, possivelmente ndo consiga retratar o potencial
de viruléncia de um determinado isolado. Entre isolados de P. lilacinus ocorreu diferenca no
crescimento micelial, e de acordo com Fargues et al. (1997) é comum a diferenca entre o
crescimento entre isolados de uma mesma espécie.

Assim, caracteristicas morfoldgicas e comportamentais de fungos em meios de cultura
podem auxiliar os testes de patogenicidade e viruléncia na selecdo de isolados com maior

potencial de causar doengas e realizar controle de insetos.
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4 CONCLUSOES

- Todos os isolados estudados apresentaram elevado percentual de esporulacdo, revelando alta

viabilidade, recomendavel para testes de patogenicidade em formigas do género Atta;

- Além da viabilidade, o crescimento micelial de todos os isolados apresentou comportamento
desejavel para um agente de controle biolégico; contudo, os isolados de P. lilacinus, I.

fumosorosea e A. flavus cresceram mais rapidamente.
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Capitulo 4

PATOGENICIDADE DE FUNGOS A OPERARIAS DE Atta sexdens rubropilosa
(HYMENOPTERA: FORMICIDAE)

RESUMO

O estudo teve como objetivo testar a patogenicidade de isolados de Beauveria
bassiana, Paecilomyces lilacinus e Isaria fumosorosea, isolados de rainhas de Atta spp., em
operarias de Atta sexdens rubropilosa. Foram realizados dois bioensaios para testar a
patogenicidade dos isolados: (1) isolados retirados diretamente de tecido do térax da rainha e
(2) fungos re-isolados das operarias. Para tal, foram preparadas suspensées contendo 1x10°
conidios/mL e inoculadas em operarias por imersdo nas suspensdes. Foram testados 16
isolados e dois tratamentos controle (1) imerséo de operarias em agua destilada esterilizada e
(2) imersdo em suspensdo do produto comercial boveril. Apds imersdo, as operarias foram
colocadas em camara mida e mantidas a 25°C e umidade relativa acima de 80%. Para cada
tratamento foram utilizadas 20 formigas e cinco repeti¢des, totalizando 100 formigas por
tratamento. Diariamente foi contabilizado o nimero de formigas mortas, até a mortalidade
total. Foi calculada a mortalidade acumulada, corrigida e confirmada para ambos o0s
experimentos. Os dados foram submetidos a ANOVA e as médias comparadas pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade. Os resultados revelaram que todos os isolados testados possuem
potencial patogénico para operarias de A. sexdens rubropilosa. Através do experimento | 0s
isolados BBOT11 (B. bassiana) e PBOT33 (P. lilacinus) apresentam menor TLs,
respectivamente, 1,75 e 1,65 horas. No experimento Il, destacaram-se BBOT01, BBOT11,
BBOT12, PBOT33 e PBOT35, apresentando os respectivos TLsg: 1.99, 2.28, 2.17, 2.62 € 2.34
dias, sendo considerados os mais virulentos, causando mortalidade de 50% ou mais das

operdrias apos 72 horas da inoculagao.

Palavras-chave: Formiga cortadeira, isolados, bioensaios, mortalidade.
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Chapter 4

PATHOGENICITY OF FUNGI IN THE WORKERS OF Atta sexdens rubropilosa
(HYMENOPTERA: FORMICIDAE)

ABSTRACT

Had the objective is to test the pathogenicity of isolates of Beauveria bassiana,
Paecilomyces lilacinus and Isaria fumosorosea, isolated from queens of Atta spp., on workers
of Atta sexdens rubropilosa. Two bioassays were conducted to test the pathogenicity of the
isolates: (1) isolated from tissue taken directly from the thorax of the queen and (2) fungi re-
isolated from workers. To this end, suspensions were prepared containing 1x10® conidia / mL
and inoculated on workers by immersion in suspensions. It was tested 16 isolates, including a
commercial product Boveril and the control (immersion of the workers in sterile distilled
water) and two control treatments (1) immersion of the workers in sterile water and (2)
immersion in the suspension of commercial product boveril. After immersion, the workers
were placed in a moist chamber and kept at 250C and relative humidity above 80%. For each
treatment used 20 ants and five replications, totaling 100 ants per treatment. Was recorded
daily the number of dead ants, until the total mortality. Cumulative mortality was calculated,
corrected and confirmed in both experiments. Data were submitted to ANOVA and means
compared by Tukey test at 5% probability. The results revealed that all isolates tested possess
pathogenic potential for workers of A. sexdens rubropilosa. Through the experiment I, the
isolates BBOT11 (B. bassiana) and IBOT33 (Paecilomyces lilacinus) have lower LTsg,
respectively, 41.91 and 39.56 hours. In the second experiment it was highlighted BBOTO1,
BBOT11, BBOT12, IBOT33 and PBOT35, presenting, respectively, their LTz as: 1.99, 2.28,
2.17, 2.62 e 2.34 days, being considered the most virulent, causing mortality of 50% or more

of workers after 72 hours inoculation.

Keywords: Leaf-cutter ant, isolated, bioassays, mortality.
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1. INTRODUCAO

A tribo Attini (Hymenoptera: Formicidae: subfamilia: Myrmicinae) é composta por 13
géneros compreendendo 202 espécies e 85 variedades (KEMPF, 1972 apud SCHULTZ,
MEIER, 1995; BRANDAO; MAYHE-NUNES, 2001). As formigas cortadeiras, géneros Atta
(sativas) e Acromyrmex (quenquéns) pertencem a essa tribo e sdo consideradas pragas de
grande importancia devido a prejuizos causados a agricultura, atividades pecuérias e
silvicultura (FOWLER, 1979).

Apesar da literatura apresentar inimeros metodos de controle, na
pratica, 0 método quimico € a forma de controle efetivamente utilizada. Embora seja
considerado préatico, nem sempre é eficiente e pode envolver alto custo operacional, tendo
demonstrado inconveniéncia devido & falta de especificidade, contaminagdo do meio ambiente
e toxicidade para o aplicador (JACCOUD, 2000; LOUREIRO; MONTEIRO, 2004).

Dessa forma, por razbes ambientais, tem crescido a demanda por novas
tecnologias que contribuam para uma agricultura sustentavel. Como resposta, a pesquisa
cientifica tem avangcado em projetos visando alternativas para o controle quimico de formigas

cortadeiras. Em alternativa ao uso das substancias quimicas, testes ja foram realizados com
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nematdides, &caros e fungos entomopatogénicos encontrados na natureza associados a ninhos
das cortadeiras (DELLA LUCIA et al. 1993b). O conhecimento a respeito de tais inimigos
ainda é pequeno, sendo que os estudos tem se concentrados principalmente em testes com
fungos entomopatogénicos.

Em laboratério e campo, o potencial patogénico de B. bassiana e M.
anisopliae, comumente utilizados no controle de vérias pragas agricolas, como a cigarrinha da
folha da cana-de-acUcar e de pastagens, sinalizaram para o potencial patogénico que exercem
nas operarias de A. sexdens rubropilosa (ALVES; SOSA GOMES, 1983; JACCOUD et
al.1999, LOUREIRO; MONTEIRO, 2005; CASTILHO et al., 2010), Atta cephalotes (LOPEZ
et al. 1999; LOPEZ; ORDUZ, 2003), A. sexdens piriventris (DIEHL-FLEING et al., 1992),
Atta bisphaerica (CASTILHO et al.; 2010) e Acromyrmex sp. (DIEHL-FLEIG, 1987; DIEHL-
FLEIG et al.1988; SILVA; DIEHL-FLEIG, 1988; DIEHL-FLEIG et al. 1992; DIEHL-FLEIG
etal., 1993).

Estudos sobre o potencial patogénico dos fungos em formigas
cortadeiras contribuem para o conhecimento a cerca do controle biologico desse grupo de
insetos. Portanto, através o presente estudo teve-se como objetivo verificar a patogenicidade
de fungos de ocorréncia natural em formigas rainhas do género Atta, como B. bassiana, P.

lilacinus, 1. fumosorosea (=Paecilomyces fumosoroseus) e A. flavus.

2. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado no Laboratorio de Insetos Sociais Praga, no Setor de
Defesa Fitossanitaria do Departamento de Producdo Vegetal, Faculdade de Ciéncias
Agrondmicas (FCA), UNESP, localizado no municipio de Botucatu — SP.

Os fungos foram multiplicados por meio de semeadura de uma suspensao de conidios,
seguida de espalhamento com alga de Drigalsky, em placas de Petri contendo meio de batata-
dextrose-agar (BDA). Ap0s a semeadura, para incubacao, as placas foram mantidas em camara
B.0O.D. a 27 + 1° C e fotofase de 12 horas, por um periodo de 12 dias. Apos esse periodo, 0s

conidios foram retirados por meio de raspagem com alca de niquel-cromo e utilizados para
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confec¢do das suspensdes utilizadas nos bioensaios, preparadas em solucdo de agua destilada
estéril e espalhante adesivo (Tween 80®) a 0,1%.

2.1 Procedéncia dos isolados

Os isolados testados foram recuperados de rainhas do género Atta, coletadas por
ocasido das revoadas de 2007 e 2008: BBOTO01, BBOTO04, BBOT05, BBOT06, BBOTO?7,
BBOT10, BBOT11, BBOT12, BBOT18 de B. bassiana; 1BOT25 de |. fumosorosea e
PBOT31, PBOT33, PBOT35, PBOT36 e PBOT38 de P. lilacinus e ABOTO1 de A. flavus.

2.2 Avaliacdo de Patogenicidade

Para comprovar o potencial patogénico dos isolados encontrados em rainhas foram
realizados dois experimentos utilizando-se operarias de A. sexdens rubropilosa: (i)
experimento |, isolados na concentracdo de 1x108conidios/mL conidios/mL; (ii) Experimento
Il, re-isolamento dos fungos apds inoculacdo no experimento | e novos testes visando

verificagdo do potencial infectivo dos isolados.

2.3 Preparacéo das suspensodes de fungos

Em cada ensaio, foi preparada suspensdo com os isolados e a mesma foi colocada em
placa de Petri contendo BDA. Apoés a incubacdo a 27 + 1 °C, umidade relativa do ar acima de
80% e fotofase de 12 horas por 12 dias, a col6nia foi retirada através de raspagem do meio de
cultura e transferida para tubos de ensaio, com adicdo de agua destilada estéril. Em seguida os
tubos foram agitados em agitador orbital vortex para separacdo dos conidios, formando-se
nova suspensao, na qual foi filtrada e colocada em becker de 100 mL. A contagem do nimero
de conidios foi realizada em microscopio Optico, através da camara de Neubauer. A partir dai

padronizou-se uma concentragdo de 1x10%conidios/mL.
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2.4 Inoculacéo em operarias

Operarias meédias de Atta sexdens rubropilosa foram provenientes de col6nias mantidas
no Laboratério de Insetos Sociais Praga/ FCA/UNESP/Botucatu, SP. Estas foram coletadas
com o auxilio de pinca entomoldgica, previamente esterilizada e colocadas em frascos
plasticos com tampa.

Para a inoculacdo dos patogenos as formigas foram imersas, individualmente, por 8
segundos, nas suspensdes de conidios de cada isolado, nas concentracfes determinadas.
Posteriormente foram transferidas para cAmaras Umidas, consistindo de placas de Petri com
papel de filtro umedecido (MONTEIRO, 1988), ambos esterilizados. Em seguida foram
incubadas a 25+1 °C, umidade relativa do ar acima de 80%. Além dos tratamentos com
fungos, foram preparados dois tratamentos controle: Controle 1: formigas imersas em agua
destilada esterilizada) e Controle 2: formigas imersas em suspensdo de Boveril (bioinseticida
comercial de B. bassiana com concentragdo inicial de 5x10™ conidios viavies/kg). Para cada
tratamento foram realizadas cinco repeticbes, sendo cada repeticdo constituida de duas
camaras umidas com 10 formigas cada, totalizando 100 formigas por tratamento.

Os insetos foram mantidos sem alimentacdo, e para verificagdo da mortalidade as
camaras foram inspecionadas diariamente até o periodo de 192 horas. Para cada isolado foi
calculada a porcentagem de mortalidade acumulada [= (nGmero de individuos mortos/nimero
total de individuos)*100] e o percentual de mortalidade corrigida pela formula de Abbott
(1925), citado em Alves (1998): mortalidade corrigida [= % mortalidade no tratamento — %
mortalidade no controle /100 - % mortalidade no controle x 100].

Para confirmacdo da mortalidade pelos fungos, as formigas mortas foram desinfetadas
por 30s em alcool 70%, enxaguadas em agua destilada, esterilizada, secas em papel de filtro
esterilizado e mantidas em camara Umida a 25+1°C, 80+1% de UR, no escuro por 10 dias para
verificar a extrusdo do fungo. A mortalidade confirmada foi representada pela porcentagem de
cadaveres de formigas em que ocorreu a extruséo do patdgeno.

Para cada bioensaio foi calculada a mortalidade acumulada, corrigida e confirmada das
operarias. Os resultados de mortalidade de cada isolado foram comparados em ambos 0s

experimentos, verificando-se o comportamento dos fungos em cada um deles.
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2.5. Anédlises estatisticas

Os resultados da mortalidade acumulada, corrigida e confirmada foram submetidos a
ANOVA e as medias dos tratamentos foram comparadas pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade. Para o teste de mortalidade acumulada as médias foram transformadas em Raiz
de Y+1,0-SQRT (Y+1,0), pelo programa Sisvar. Para obtencédo dos valores de TLso (em horas)

procedeu-se analise de Probit, através do Programa Statplus.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Patogenicidade dos isolados de Beauveria bassiana, Paecilomyces lilacinus, Isaria

fumosorosea e Aspergillus flavus, em operarias de Atta sexdens rubropilosa.

Por meio dos resultados apresentados, todos os isolados foram considerados
patogénicos para operarias de A. sexdens rubropilosa. No experimento |, o potencial
patogénico dos fungos testados foi revelado a partir das 24 horas apds a inoculagéo,
provocando mortalidade superior a observada no tratamento Controle 1 e continuou até 120h
apos inoculacdo, quando ocorreu mortalidade total para maioria dos tratamentos com fungo
(Figura 1). Nesse periodo, o menor percentual de mortalidade (81%) foi evidenciado para
PBOT38 enquanto que a maioria dos tratamentos atingiu 100% de mortalidade. No tratamento
Controle 1 a mortalidade total ocorreu apds 168 horas do inicio do experimento.

Dentro dos primeiros periodos de avaliagdo foram observadas diferengas entre a
mortalidade nos tratamentos com diferentes isolados da mesma espécie e isolados de
diferentes espécies de fungos. Em todos os tempos de observacdo as diferengas entre os
tratamentos foram significativas (p<0,0001). As 24 horas ap6s a imersdo das formigas nas
suspensdes de fungos, os isolados PBOT31 e PBOT33 de P. lilacinus, diferiram do tratamento
Controle 1, provocando 15 % e 39% de mortalidade nas operarias, respectivamente (CV%-=
59,70).

As 48 horas, PBOT31, PBOT33 e BBOT11 (B. bassiana) causaram mortalidade
superior ao Controle 1 (5%), sendo estas, respectivamente de 39%, 50% e 54% (CV%-=

38,13%). Apos 72 horas da inoculacdo, dos 16 isolados utilizados, cinco de B. bassiana e 2 de
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P. lilacinus causaram mortalidade em mais de 50% das formigas, diferindo dos Controles 1 e
2 (Boveril), que apresentaram apenas, respectivamente, 10% e 36,25% de mortalidade. Os
isolados mais virulentos foram: BBOTO04 (56%), BBOTO05 (80%), BBOT07 (75%), BBOT11
(96%) e BBOT12 (71%) de (B. bassiana), PBOT31 (55%) e PBOT33 (61%) de P. lilacinus.
BBOT11 com maior percentual de formigas mortas apenas diferiu estatisticamente dos
isolados BBOT10 (35%), IBOT25 (36%) e PBOT35 (38%) (CV%=21,55).

Ap0s 96 horas da inoculacdo, PBOT38 apresentou a menor taxa de mortalidade, 60%,
contudo ainda diferiu do Controle 1, que mostrou apenas 36% de formigas mortas
(CV%=8,51). As 120 horas, a mortalidade para operarias tratadas com PBOT38 foi de 81%,
sendo os demais tratamentos acima desse percentual, chegando alguns isolados alcancar 100%
de mortalidade das formigas, todos diferindo do tratamento do Controle 1, que apresentou
percentual de 45% de mortalidade (CV%=4,86). A. flavus, ap6s 96 horas de aplicacdo
provocou 62% de mortalidade de operarias.

O resultado obtido através do experimento Il (fungos re-isolados) confirmou a
viruléncia da maioria dos isolados que se destacaram no experimento |, com exce¢do de
BBOTO04 e revelou aumento no potencial de viruléncia de outros isolados (Figura 2). A
significancia também foi de 1% em todos os tempos de observacdo (p<0,0001). A maioria dos
tratamentos foram diferentes do Controle 1 para quase todos os periodos observados.

Apo6s 24 horas da inoculacdo BBOT11 revelou diferenca em relagcdo ao tratamento
sem fungo, pois apresentou 18,75% de formigas mortas enquanto no Controle 1, a mortalidade
foi nula (CV%= 47,14). As 48 horas do inicio do experimento, BBOTO01 (16,25%), BBOTO05
(30%), BBOT10 (28,75%), BBOT11 (23,75%), BBOT12 (38,75%) e PBOT35 (26,25%)
deferiram da mortalidade no tratamento Controle 1 que foi de 1,25% (CV%=34,99).

No tempo de 72 horas apds a inoculacdo, os isolados que apresentaram mortalidade de
50% ou mais das operarias foram: BBOTO01, com 80%, BBOTO5 (66,25%) BBOTO06
(66,67%), BBOTO7 (50%), BBOT10 (77,50%), BBOT11l (52,25%), BBOT12 (100%),
BBOT18 (56,25%), PBOT33, com 68,75% e ABOTO1 (A. flavus) com 60%. Houve diferenca
significativa entre BBOT12 e os isolados BBOT07 e BBOT18 (CV%=16,80). Nesse periodo a
mortalidade no tratamento controle encontrava-se abaixo dos 10%. A partir das 96 horas todos
os isolados causaram mortalidade diferente do Controle 1 (CV%=12,95), com excecdo de

IBOT25, que semelhante ao Controle apresentou 26,25 % de mortalidade.
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B. bassiana e |. fumosorosea sdo fungos reconhecidamente entomopatogénicos
(DOMSCH et al., 1980). P. lilacinus considerado fungo de solo, com potencial no controle de
nematoides (SANTIAGO et al., 2006; CODIOLI et al., 2007). Porém, foi encontrado
parasitando rainhas de A laevigata e A. capiguara por Rodrigues et al., 2010). A. flavus,
embora considerado sapréfitos (DOMSCH et al., 1980), podem causar doengas em insetos em
determinadas circunstancias (HUGHES; BOOMSMA, 2004).

Os dados de mortalidade acumulada (total) e mortalidade corrigida no tempo de 72
horas ap6s inoculagdo, e ainda a mortalidade confirmada, para ambos 0s experimentos, estdo
resumidos na tabela 1. Em relacdo & mortalidade acumulada e corrigida para o experimento I,
dos 16 isolados testados, BBOT05, BBOT07, BBOT11, BBOT12, PBOT33 e ABOTO1 foram
0s mais virulentos, provocando mortalidade de mais de 50% da populacdo dentro das 72 horas
apos a inoculacéo.

Levando em conta o experimento Il, destacaram-se os isolados fungicos BBOTO1,
BBOTO05, BBOT06, BBOT11, BBOT12, BBOT18, PBOT33, PBOT35 e ABOTO1. Tal
resultado pode estd associado ao aumento da viruléncia dos isolados apds re-isolamento. A
inoculacdo em insetos e re-isolamento de fungos consiste numa recomendacao para reativar a
capacidade infectiva dos isolados (VELEZ et al., 1997, ALVES, 1998).

Com excecdo do Controle 1, a mortalidade foi confirmada para todos os tratamentos,
pois ap0ds lavagem dos cadaveres foi verificada esporulacéo do patégeno inoculado (Figura 3).
Para A. flavus, em ambos os experimentos ocorreu 100% de confirmacdo. Para o controle de
insetos sociais, é de grande importancia a capacidade de esporulacdo dos fungos sobre o corpo
do inseto (LOPEZ et al. (1999). Pois de acordo Diehl-Fleig et al. (1988), tal comportamento
além de ser uma prova da capacidade do fungo em penetrar, colonizar e causar a morte do
inseto, pode indicar que os isolados apresentam potencial de causar infeccdo secundaria,
contaminando outras formigas dentro da col6nia.

As caracteristicas dos isolados discutidas no capitulo anterior, revelaram que todos eles
mostram-se viaveis, com elevados percentuais de esporulagdo Contudo, alguns destacaram-se
guanto ao crescimento micelial como BBOT04, BBOT11 e BBOT12 de B. bassiana, IBOT25
de I. fumosorosea, ABOTO1 de A. flavus e basicamente todos os isolados de P. lilacinus.
Assim, tais resultados somando-se as caracteristicas de patogenicidade sugere os isolados
BBOT11, BBOT12 e PBOT33 como 0s mais indicados para testes em col6nias de Atta.
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Mortalidade de Operdrias
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Figura 1. Mortalidade acumulada de operarias de Atta sexdens rubropilosa inoculadas com
isolados de Beauveria bassiana e Isaria fumosorosea e Paecilomyces lilacinus, em funcéo
do tempo de inoculagdo — Experimento .
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Figura 2. Mortalidade acumulada de operarias de Atta sexdens rubropilosa, inoculadas
com isolados de Beauveria bassiana, Isaria fumosorosea e Paecilomyces lilacinus
em funcéo do tempo de inoculagdo — Experimento II.
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Tabela 1. Mortalidade total (MT), corrigida (MC) (apds 72 horas de inocula¢do) confirmada
(MCF) de operéarias de Atta sexdens rubropilosa inoculadas com isolados de Beauveria
bassiana, Paecilomyces lilacinus e Isaria fumosorosea, para ambos os experimentos. Botucatu
(SP), 2010.

Experimento | Experimento Il

Isolado MT % MC % MCF % MT % MC % MCF %
Controle 10,00 d 10,00 d 1,00 b 7,50 def 0,00 e 0,00d

Boveril 30,00 cd 28,25 cd 61,25a 36,25 bcdef 31,14 cd 61,25 bc
BBOTO1 48,00 bcd 35,95 bcd 81,25a 80,00 ab 78,07ab  76,25ab

BBOT04 56,00 abcd 47,27 abcd 80,00 a 7,50 def 0,00 e 81,25 ab
BBOTO05 80,00 ab 76,80 ab 66,25 a 66,25 abc 63,81 abc 72,50 ab
BBOTO06 42,00 bcd 28,19 cd 75,00a 66,67 abcd 63,94 abc 85,00 ab
BBOTO7 75,00 abc 68,44 abc 75,00a 50,00 abcde 47,13abcd 90,00 a
BBOT10 35,00 cd 22,14 cd 85,00 a 77,50 abc 75,95abc 88,75 ab
BBOT11 96,00 a 95,21 a 68,75a 52,36abcde 51,39abc 80,00 ab
BBOT12 71,00abc  63,75abcd 80,00 a 100,00 a 100,00 a 73,75 ab
BBOT18 41,00 bcd 27,58 cd 87,50a 56,25 abcd 52,63abc  83,75ab
IBOT25 36,00 cd 29,63 bcd 80,00a 36,25 bedf 31,14 cd 90,00 a
BOT31 55,00 abcd 45,93 bed 58,75a 45,00 abcde 40,42abcd  33,75c¢C
IBOT33 61,00abc  53,09abcd 85,00a 68,75 abcd 66,30 abc 86,25 ab
IBOT35 38,00 bcd 23,94 cd 68,75a 66,25 abcd 66,38 abc 82,50 ab
IBOT36 50,00 bcd 38,61 bcd 80,00a 36,25 bcdef 31,21bcd 81,25ab
IBOT38 37,00 bcd 26,10 cde 58,75a 45,00 abcde 38,02 cde 37,75¢
ABOTO1  24,00cd 18,54cd  100,00a 60,00abcd  4555cd 100,00 a
p <0,0001 0,0002 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
CV% 21,55 36,94 16,36 17,06 22,02 13,62

d.m.s 43,76 20,98 33,02 41,23 41,12 28,55

3.2 Valores de TLs de operarias inoculadas com diferentes isolados de fungos

A viruléncia dos isolados foi analisada através dos tempos letais medianos (TLsp)
(Tabela 2 e 3). Assim, pela analise dos valores de TLs, foi possivel observar o comportamento

dos patégenos com relacdo ao tempo necessario para matar 50% da populagéo de formigas.
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No Experimento I, os valores de TLso para os isolados variaram entre 1,65 dias (para
PBOT33) e 3,48 dias (para ABOTO01). Dentre os isolados de B. bassiana os que apresentaram
menor TLso foram BBOTO05: com 2,31 horas, BBOTO07 com 2,30 dias e BBOT011 com 1,75
dias. Para isolados de P. lilacinus destacaram-se PBOT31 com 2,33dias e PBOT33 com 1,65
dias. O tratamento Controle 1 apresentou TLsy de 4,20 dias. Contudo, BBOTO011, PBOT31 e
PBOT33 foram os isolado que melhor se adequaram ao modelo de Probit, além de PBOT35 e
PBOT38. (Tabela 2).

No Experimento Il, o tratamento Controle 1 apresentou TLso de 3,91 dias, enquanto
para os isolados os valores ficaram entre 1,81 e 3,81 dias. Os isolados com menor TLsy foram
BBOTO1, BBOTO05, BBOT10, BBOT11, BBOT12 e PBOT35, apresentando respectivamente,
1,99, 2,34, 2,39 2,28, 2,17 e 2,34 dias para mortalidade de 50% das formigas. Foram mais
adequados ao modelo de Probit os isolados BBOT10, BBOT12 e BBOT35 (Tabela 3).

Comparando o comportamento dos isolados entre os dois experimentos, verifica-se que
BBOTO05, BBOT11 e BBOT33 se destacaram, pois, em ambos, apresentaram o menor TLs.
A grande variabilidade genética encontrada nos fungos entomopatogénicos (ALVES, 1998), é
apontada por Diehl-Fleig et al. (1988) como um dos principais fatores responsaveis pelas
diferencas de viruléncia entre isolados e espécies.

Nos dois experimentos os valores de TLsp dos isolados aproximaram-se dos
encontrados por diversos autores para trabalhos com operérias. Alves e Sousa-Gomes (1983)
verificaram tempo de 2,79 dias, em testes avaliando a viruléncia de B. bassiana em operarias
enguanto encontrou 4,04 dias para mortalidade soldados de A. sexdens rubropilosa.

Busarello (2008) também avaliando o efeito de B. bassiana em operarias e soldados de
A. sexdens rubropilosa, verificou valores de 1,74 a 3,66 dias em operérias e 2,68 e 5,51 dias
para soldados

Ainda para soldados, Castilho et al. (2010) verificaram menos valores em relacdo a
Alves e Sousa-Gomes (1983) e Busarello (2008), sendo os valores de TLso entre 1,68 e 3,57
dias para soldados de A. sexdens rubropilosa e entre 1,39 e 5,5 dias para soldados de A.
bisphaerica, inoculados com B. bassiana. Loureiro e Monteiro (2005) em estudos com
isolados de B. bassiana, M. anisopliae e P. farinosus, sobre soldados de Atta sexdens sexdens,
na concentragdo de 1x10° conidios/mL, encontrou valores de TL> de 2,72 a 2,97 para B.

bassiana, 2,77 a 3,05 para M. anisopliae e 2,98 a 3,14 para P. farinosus.
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Diehl-Fleig et al. (1988) verificou para soldados de A. sexdens piriventris TL* de 2,72
dias, apos infeccdo por B. bassiana e 3,00 dias ap6ds infec¢do por M. anisopliae. Em formigas
cortadeiras, a acdo dos agentes de controle biologico varia muito em funcgéo da casta estudada
e o tipo de aplicacdo (DIEHL-FLEIG et al., 1988; ALVES, 1998),. Conforme Specht et al.
(1994) determinada casta pode ser mais suscetivel do que outra, ou ainda, determinada espécie
de fungo pode ser mais patogénica para soldados do que para operérias. Alves e Sousa-Gomes
(1983) e Busarello (2008) verificaram que a suscetibilidade de operarias a fungos como B.
bassiana é maior, comparada a suscetibilidade dos soldados quando expostos ao mesmo

patégeno.

()

(©) (d)

(e) M

(9) (h)

Figura 3. Mortalidade confirmada de operéarias inoculadas com: (a-b)
Beauveria bassiana, (c-d) Paecilomyces lilacinus, (e-f) Isaria
fumosorosea e (g-h) Aspergillus flavus
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3.3 Potencial patogénico dos isolados entre os experimentos | e Il

O comportamento dos isolados na mortalidade de operarias em funcdo do tempo
(horas) de observacéo, para os dois experimentos, estdo representados nas figuras 3 e 4. Para
parte dos isolados, o experimento Il apresentou maior percentual de mortalidade em algumas
horas de observacdo, sendo isso verificado para BBOTO01, BBOT04, BBOT06, BBOT10,
BBOT12 e BBOT18 de B. bassiana, PBOT35 de P. lilacinus e ABOTO1 de A. flavus. Para
estes fungos o re-isolamento favoreceu o potencial patogénico sobre operarias de A. sexdens
rubropilosa.

O isolado BBOT12 apresentou diferenga no tempo 48 h (p=0,0005); BBOT10 no
tempo 48 (p=0,0007) e 72 h (p=0,03); BBOTO1, apenas diferiu no 72h (p=0,003); para
BBOTO04 a diferenca se deu as 72h (p=0,0025)e 96h (p=0,04), assim como para BBOTO06, 72h
(p=0,01) e 96h (p=0,0027); para BBOT18 ocorreu as 96h (p=0,0025) e finalmente para
ABOTO1 a diferenca entre os experimentos ocorreu também as 72 e 96 h.

Por outro lado, alguns isolados de B. bassiana provocaram mortalidade de operarias
superior no experimento |. Foram eles: BBOTO7 e BBOT1l1 (Figura 4F e 4H,
respectivamente). Além disso, os isolados IBOT25 de I. fumosorosea e PBOT31, PBOT33 e
PBOT38 de P. lilacinus também apresentaram tal comportamento (Figura 5D, 5E e 5H).

Para o isolado BBOTO07 foi revelado diferenca na mortalidade no tempo 72h (p=0,025),
BBOT11, as 72h (p=0,0002), IBOT25 ocorreu as 72h (p=20,28) e 96h (p<0,0001). Para o
isolado PBOT31, apenas as 48h (p=0,009), PBOT33, também apenas as 48h (p=0,0006) e
finalmente PBOT38 apresentou maior o percentual de mortalidade as 48h (p=0,0057). O
comportamento do isolado PBOT36 de P. lilacinus foi semelhante quanto & mortalidade em
ambos 0s ensaios.

De acordo com os resultados apresentados, parte dos isolados utilizados apresentou
maior mortalidade de operarias apés re-isolamento, em relacdo aos isolados originais.
Resultado semelhante foi verificado por Silva e Diel-Fleig (1988) comparando o efeito de
linhagens originais e selecionadas de para isolados de B. bassiana e M. anisopliae sobre

soldados de Atta sexdens piriventris.
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4, CONCLUSOES

- Isolados de B. bassiana, I. fumosorosea, P. lilacinus e A. flavus foram patogénicos a

operarias de A. sexdens rubropilosa na concentracio 1x10° conidios/mL;

- Os fungos B. bassiana e P. lilacinus mostraram diferentes capacidades de infeccdo a
operarias de A. sexdens rubropilosa, sendo os isolados BBOT11 e BBOT12 de B. bassiana e

IBOT33 de P. lilacinus considerados os mais virulentos.

- Todos os fungos apresentaram capacidade de esporulacdo sobre cadéaveres de formigas,

contudo para alguns o potencial foi mais elevado.
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Capitulo 5

EFEITO DE ISCAS GRANULADAS FORMULADAS COM  FUNGOS
ENTOMOPATOGENICOS EM COLONIAS DE Atta sexdens  rubropilosa
(HYMENOPTERA: FORMICIDAE)

Resumo

Diversos fungos de ocorréncia natural no solo sdo considerados patogénicos para
formigas cortadeiras. Assim, o estudo teve como objetivo testar o carregamento e efeito de
iscas formuladas com esporos de Beauveria bassiana, Paecilomyces lilacinus e Isaria
fumosorosea em col6nias de Atta sexdens rubropilosa. Para isso foram confeccionadas iscas
artesanais, tendo como substrato a polpa citrica e como principio ativo isolado desses fungos
na concentracdo 1x10° conidios/mL para o experimento | e em concentracfes mais elevadas
no experimento Il. As iscas foram testadas em col6nias com 1 ano de idade e jardim de fungo
com volume aproximado de 500 mL. Além dos tratamentos com fungos foram montados trés
tratamentos controle: (1) iscas com sulfluramida, (2) iscas sem principio ativo e (3) discos de
folhas de Acalypha spp. Assim, foram realizados sete tratamentos e quatro repeticdes. Como
resultado foi verificado que iscas de fungos foram carregadas e normalmente incorporadas ao
fungo simbionte em ambos os experimentos, embora para o experimento Il tenha verificado
confirmacdo da mortalidade (esporulacdo em cadaveres de operarias) por fungo em alguns
tratamentos, a mortalidade, em ambos os experimentos, ndo diferiu dos tratamentos somente
com isca atoxica e folhas, porém diferiu significativamente do tratamento com sulfluramida, a
partir das 72 horas da aplicacdo (p=0,035), sendo que este ultimo levou a morte de 100% das
formigas. Comparando os dois experimentos, verificou-se que a regressao linear foi a que
melhor se adaptou para a maioria dos tratamentos, sendo F3 (P. lilacinus) o que melhor
demonstrou correlacdo da mortalidade de operarias com o aumento na dosagem de conidios.
Provavelmente o aumento na concentracdo, e 0 uso de outros métodos de inoculagdo, podem

favorecer o potencial patogénico dos fungos em col6nias de A. sexdens rubropilosa.

Palavras chave: Formiga cortadeira, isca, mortalidade, comportamento de defesa.
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Chapter 5

EFFECT OF GRANULATED BAITS FORMULATED WITH ENTOMOPATHOGENIC
FUNGI IN Atta sexdens rubropilosa (HYMENOPTERA: FORMICIDAE) COLONIES

ABSTRACT

Several naturally occurring fungi in the soil are considered pathogenic for ants. Had the
objective to test the loading and the effect bait formulated with spores of Beauveria bassiana,
Paecilomyces lilacinus and Isaria fumosorosea, in colonies de Atta sexdens rubropilosa. Baits
were prepared for this craft as substrate as citrus pulp and fungi isolated active principle in
concentration of 1x10® conidia/mL for the first experiment and higher concentrations in the
second experiment. The baits were tested in laboratory colonies so at 1 year of age and the
fungus garden with approximate volume of 500 ml. In addition to treatments with fungi were
mounted three control treatments: (1) sulfluramid baits, (2) baits without any active
ingredients and (3) leaf discs. Thus, we conducted seven treatments and four replications. As a
result it was found that fungi were loaded baits and usually incorporated into the symbiotic
fungus in both experiments. While for the second experiment confirmation of the mortality has
occurred (sporulation in cadavers of workers) by fungus in some treatments, the mortality, in
both experiments, the treatments did not differ only with atoxic bait and leaves, but differ
significantly from treatment with sulfluramid, from 72 hours of treatment (p = 0.035), and the
latter led to the death of 100% of workers. Comparing the two experiments, it was found that
linear regression was the better adapted to the most treatments, and F3 (P. lilacinus), which showed
better correlation between the mortality of workers with the increase in dosage of conidia. Probably
the increase in the concentration, and the use of other methods of inoculation, may favor the

pathogenic potential of fungi in colonies of A. sexdens rubropilosa.

Keywords: Leaf-cutting ant, bait, mortality, defense behavior.
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1 INTRODUCAO

As formigas cortadeiras, géneros Atta (salvas) e Acromyrmex
(quenquéns) pertencem a tribo Attini, cultivam fungos, e sdo insetos dominantes em muitos
ecossistemas terrestres (WILSON, 1987). Apresentam ampla distribuicdo geografica e
forrageiam plantas nativas e exoticas que utilizam como substrato para o cultivo de seu fungo
simbionte (WEBER, 1972; HOLLDOBLER; WILSON, 1990), sendo consideradas pragas de
grande importancia para agricultura, pecuaria e silvicultura (MARICONI, 1970; FOWLER et
al., 1979; BOARETTO; FORTI, 1997).

As empresas de reflorestamentos e agricultores em geral tém
empregado o controle quimico, sistematicamente através de iscas toxicas, termonebulizacéo,
po seco e fumigantes, sendo o primeiro considerado 0 método mais pratico, além de efetivo
(BOARETO; FORTI, 1997).

A isca granulada atualmente comercializada contém inseticida
sintético de agdo retardada (mortalidade corrigida de operarias <15 % com 24 horas e > 90 %
com 21 dias), principalmente sulfluramida, e é altamente eficiente no controle de formigas
cortadeiras quando ocorre bom carregamento e dispersdo no interior da colénia (FORTI et al.
2003, 2007; NAGAMOTO et al. 2004). Contudo, pode envolver alto custo operacional e tem
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demonstrado inconveniéncias devido a falta de especificidade, contaminacdo do meio
ambiente e toxicidade para o aplicador (JACCOUD, 2000).

Como resposta, a pesquisa cientifica tem buscado desenvolvimento de
alternativas para o controle de formigas cortadeiras, entre elas o controle microbiano por
fungos entomopatogénicos. Embora a literatura ja tenha revelado e comprovado a
patogenicidade de certos fungos as formigas cortadeiras (MACHADO et al. 1988; DIEHL-
FLEIG; SILVA, 1992; JACCOUD et al., 1999; LOPEZ; ORDUZ, 2003; HUGHES;
BOOMSMA, 2004; HUGHES, et al., 2004; CASTILHO et al., 2010), ainda continua
persistindo a produgdo e comercializagdo de iscas contendo produtos quimicos sintéticos
relativamente persistentes como principio ativo. A legislacdo ambiental pressiona as empresas
na busca de alternativas de produtos com menor impacto ao ambiente (GROSMAN et al.,
2002).

Os fungos séo considerados importantes agentes de controle de insetos,
principalmente devido a sua grande variabilidade genética, e a capacidade de colonizar e/ou
infectar o hospedeiro em seus diferentes estagios; consiste nos primeiros micro-organismos
estudados no combate a insetos, comportando-se como agentes etioldgicos de mais de 80% de
doengas (ALVES, 1998).

Contudo, as formigas possuem varias caracteristicas bioldgicas e
comportamentais que dificultam a agdo de agentes de controle microbiano. S&o insetos
eficientes no reconhecimento de material danoso, inclusive micro-organismos
entomopatogénicos, realizando a limpeza do ninho através da remocdo de material
contaminante, inclusive formigas doentes ou mortas (KERMARREC et al., 1986), remocao de
fragmentos de esponja flngica com crescimento de fungos indesejados (“weeding”)
(CURRIE; STUART, 2001), limpeza do corpo, secre¢do de antibidticos, e dispersdo das
formigas, entre outros comportamentos (Ol, 1993). Dessa forma mantém o fungo simbidntico
sem substancial crescimento de micro-organismos prejudiciais, apesar da continua exposicao a
estes organismos, por meio do material vegetal que levam para o jardim de fungo (CURRIE et
al., 1999; RODRIGUES et al., 2005).

Em condicBes de campo, Machado et al. (1988) verificaram que apés o
terceiro e o décimo dia de inoculacdo de esporos de M. anisopliae e B. bassiana, em colonias

de Acromyrmex, ocorreu abandono de olheiros e abertura de outros, reducdo de atividade
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externa, remocdo de material seco e de formigas para fora da colonia. Para os autores, a
possivel deteccdo de agentes prejudiciais estd relacionada a capacidade olfativa bastante
desenvolvida que permite o reconhecimento, pelas formigas, de substancias liberadas na
colonia.

Dentro desse contexto, € importante a busca de métodos alternativos
de controle através de novos estudos. Considerando a praticidade e a ampla aceitacdo da
formulacédo isca, somado ao fato de representar eficiente meio de dispersao de determinado
produto dentro de ninhos adultos, o presente estudo teve como objetivo, avaliar o
carregamento e o efeito de iscas formuladas a base de fungos entomopatogénicos em coldnias
de Atta sexdens rubropilosa.

2. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado no Laboratorio de Insetos Sociais — Praga (LISP) no
setor de Defesa Fitossanitaria do Departamento de Producdo Vegetal, da Faculdade de
Ciéncias Agrondmicas, UNESP, localizado no municipio de Botucatu — SP.

O estudo consistiu em dois experimentos (I e I1), testando o efeito de iscas com fungos
entomopatogénicos, alterando-se a dosagens de conidios de um experimento para o outro.

Para os experimento foram utilizadas col6nias de Atta sexdens rubropilosa com 1 ano de
idade, contendo cerca de 500 ml de esponja flngica na implantacdo do experimento.

2.1 Formulacdo de iscas com fungos

As iscas foram confeccionadas artesanalmente no préprio Laboratério de Insetos
Sociais Praga, FCA/UNESP, Botucatu-SP, tendo como substrato atrativo a polpa citrica e 6leo
de soja e como ingredientes ativos (IAs) a serem testados os isolados BBOT11 e BBOT12
(Beauveria . bassiana) e IBTOT25 (Isaria. fumosorosea) PBOT33 (Paecilomyces. lilacinus),
os quais foram anteriormente isolados de rainhas de Atta spp.

A formulacdo de iscas granuladas foi similar & utilizada por Andrade (2002), com
algumas alteracbes. O processo de formulagdo consistiu na mistura de polpa citrica

desidratada e moida, 5% do agente aglomerante CMC (carboximetilcelulose) a 5%; de
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suspensdo de fungos (1x10° conidios/mL) selecionados em experimentos anteriores (Capitulo
4) (1,0 mL de suspensdo/grama do peso final pretendido da isca), 6leo de soja refinado a 5%
p/p (quantidade média presente nas iscas toxicas comerciais) e adgua destilada, até adquirir
consisténcia pastosa (cerca de 1,5 mL/grama do peso final da isca; esta quantia ndo precisa ser
exata pois toda a &gua adicionada durante a formulacdo, evapora na posterior fase de
desidratacéo). A polpa citrica, 6leo vegetal, CMC e a 4gua foram esterilizados em autoclave.

A suspensdo dos conidios utilizada nos experimentos foi preparada raspando-se
micélio de colbnias de fungos, adicionando agua destilada em tubo de ensaio e agitando em
agitador orbital vortex para separacdo dos conidios. A suspensao foi filtrada em dupla camada
de gaze esterilizada e colocada em Becker de 100 mL. A contagem do ndmero de conidios foi
realizada em microscopio optico, utilizando-se camara de Neubauer. A partir dai padronizou-
se as suspensdes para a concentracdo de 1x108 conidios/mL.

Os filetes de iscas foram produzidos através de passagem em seringa descartavel de
10,0 mL, sem agulha, com a ponta cortada de forma a abertura ser alargada para 2,0 mm (&).
Os filetes, acondicionados em placas de petri estéreis grandes (150 x 20 mm), foram
desidratados em BOD a 5 °C por 48 horas; considerando-se desprezivel o peso dos conidios, a
concentracdo final foi de 1x10® conidios/grama de isca. Em seguida estes filetes foram
acondicionados em saco plastico estéril e quebrados manualmente em pellets com
comprimento aproximado de 0,5 mm, semelhante a das iscas comerciais (LIMA et al., 2003).
Finalmente, conservou-se em BOD a 5 °C para uso posterior.

Para confirmacdo da viabilidade dos conidios utilizados nas iscas, alguns pellets de
cada isca foram colocados em BDA e preservadas em BOD a 26 °C. Ap6s 48 horas foi
verificado inicio da esporulacdo e as 96 horas as iscas estavam completamente cobertas por
micelio de cada fungo corresponde, confirmando o potencial de esporulacdo dos conidios

misturados aos demais componentes da isca.
2.2 Experimento |
Para realizacdo do primeiro experimento, além dos tratamentos com iscas, formulou-se

também artesanalmente e em condicdes estéreis, isca sem toxico (controle sem ingrediente

ativo - 1A) e com 0,3% p/p de sulfluramida (fornecido pela Dinagro Agropecuaria Ltda), como
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tratamento controle com IA. Na isca com sulfluramida 1A foi inicialmente misturado com 6leo
e CMC e solubilizado em um pouco de acetona p.a., com posterior adi¢cdo da polpa citrica,
homogeneizando-se constantemente com um bastdo de vidro conforme a acetona evaporava.

Adicionalmente, para se controlar um possivel efeito dos componentes dessas iscas,
usou-se discos de folhas novas e frescas de Acalypha spp, cortadas com o auxilio de um
vazador de 8,0 mm (d@); com esse didmetro, um disco possuia um peso similar ao de um pellet
das iscas do presente estudo.

Em cada colénia foi aplicado 1 g de isca ou discos de folhas (correspondendo,
aproximadamente a 90 unidades). A escolha dessa dose, embora o dobro do padréo deu-se em
funcéo de potencializar o efeito das iscas nas colonias. A aplicacdo foi feita na arena de
forrageamento, a qual estava conectada a cdmara de fungo e esta a cdmara de lixo.

Foi utilizado nos testes delineamento inteiramente casualizado, consistindo de sete
tratamentos (Tabela 1) e quatro repeti¢des (28 colbnias). As colonias ficaram por 24 horas sem
folhas antes da aplicagdo das iscas e somente 48 horas apds a aplicacdo foi retomado o

fornecimento de folhas.

Tabela 1. Tratamentos utilizados no experimento com iscas granuladas. Botucatu (SP), 2010.

Tratamento Iscas Utilizadas
C1 Controle 1 (isca a base de sulfluramida)
C2 Controle 2 (isca sem principio ativo)
C3 Controle 3 (discos de folhas de Acalypha)
F1 (isca com isolado BBOT11 de B. bassiana)
F2 (isca com isolado BBOT12 de B. bassiana)
F3 (isca com isolado PBOT33 de Paecilomyces lilacinus )

F4 (isca com isolado IBOT25 de Isaria fumosorosea)
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2.3 Experimento |1

Este experimento consistiu de seis tratamentos e quatro repeticfes (24 colonias) e
procedeu-se a aplicacdo dos mesmos tipos de produtos nas mesmas colénias, diferindo apenas
na dosagem dos fungos que foram maiores visando se alcancar um efeito inseticida em soma
com a condicdo de reaplicacdo. O tratamento C1 (isca com sulfluramida) n&o foi repetido, em
decorréncia da mortalidade das coldnias.

O processo de formulacédo das iscas foi similar a do experimento anterior, com diferenca
apenas na dosagem da suspensdo de conidios (maior), na quantidade (maior) de suspensdo
adicionada por grama de isca, e, por consequéncia uma menor quantidade de &dgua destilada
adicionada. As concentracdes finais foram de 6,0x10%, 8,6x10%, 5,0x10° e 5,0x10°
(conidios/grama de isca), respectivamente para isolado BBOT11 e BBOT12 de B. bassiana
(F1 e F2), PBOT33 de P. lilacinus e IBOT25 de I. fumosorosea.

2.4 Carregamento de iscas

Apos aplicacdo das iscas o carregamento foi avaliado registrando-se primeiramente o
tempo de carregamento das iscas em cada colonia até 6 horas. Também foi calculado o
percentual de pellets carregados ap06s 6 horas de aplicacdo e ap6s 24 horas da aplicacao.

2.5 Incorporacéo, devolucdo e rejeicao de iscas

Apb6s a aplicacdo e carregamento das iscas, foi verificado se as mesmas foram
incorporadas, devolvidas ou rejeitadas. Comportamento devolugdo foi considerado pela
deposicao dos pellets novamente na camara de forrageamento, enquanto que o comportamento
de rejeicdo das iscas foi avaliado pela deposi¢édo dos pellets para camara de lixo.

Além do carregamento, incorporacao e/ou rejeicao, foram registrados demais eventos e

sintomas observados nas colénias apos aplicacao.
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2.6 Numero de operérias mortas em funcdo do tempo de aplicacéo

No experimento I, as formigas mortas na camara de forrageamento e camara de lixo
foram contabilizadas a cada 24 horas a partir da aplicacdo, até 144 horas. No experimento I,
avaliou-se a mortalidade diariamente até 168 horas ap0s aplicacao e posterior a esse periodo, a
mortalidade foi acompanhada, semanalmente, até o tempo de 672 horas ap6s a aplicagéo,

correspondendo a 28 dias de avaliacao.

2.7 Andlises estatisticas.

O tempo de carregamento foi avaliado atraves de andlise descritiva (média, desvio
padrdo), além do maximo e minimo tempo de carregamento observado por tratamento. O
percentual de pellets carregados e os dados de mortalidade foram avaliados por ANOVA e as
médias comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. Foram realizadas Anélises de
regressdo para ambos 0s experimentos, avaliando-se o efeito das iscas sobre a mortalidade de

formigas em funcéo do tempo de aplicacao.

3. RESULTADOS

3.1 Carregamento de iscas

Para o experimento |, inicialmente, todos os tratamentos oferecidos as col6nias foram
aceitos, pois o inicio do carregamento ocorreu imediatamente. Embora todos tratamentos
tenham mostrado atratividade as operarias, as menores médias de carregamento foram
observadas para os tratamentos com fungo F2 (BBOT11 de B. bassiana), com 0,52+0,37h e
F3 (PBOT33 de P. lilacinus), com 0,75+0,26h. O tratamento F1(BBOT12 de B. bassiana)
apresentou tempo médio de carregamento de 1,19+1,00h e para F4 (IBOT25 de I.
fumosorosea) foi de 2,19+1,06h (Figura 1).

O menor tempo de carregamento geral para tratamentos com fungo foi de 0,17h e
ocorreu em F2 e o maior tempo transcorrido para carregamento de todos os pellets foi de

3,72h, que se deu no tratamento F4.
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Para os tratamentos controle, C1-isca com sulfluramida, C2-isca sem I.A. e C3-discos
de folhas, com o tempo de 6 horas apés aplicacdo, ainda havia pellets em algumas col6nias de
cada tratamento. Contudo, 0 menor tempo de carregamento para tais tratamentos foram 0,50h,
0,40h e 0,57h, respectivamente para Cl, C2 e C3. Ap6s 24 horas, com excecdo dos
tratamentos C1 (sulfluramida), os demais apresentaram carregamento total.

Em relacdo ao experimento Il, novamente F2 e F3 foram os tratamentos que
apresentaram menor tempo de carregamento total de pellets, 0,56+0,30h e 0,91+0,53h,
respectivamente. Para F1 e F4, o tempo médio foi de 1,89+1,33h e 2,19+0,25h,
respectivamente (Figura 1).

C2 e C3 novamente ndo apresentaram carregamento total dos pellets no tempo
determinado de 6 horas apds a aplicacdo. Porém o fizeram dentro do tempo de 24 horas apds
inicio do experimento. O menor de tempo de carregamento foi de 0,67h e 0,68 h para C2 e C3,

respectivamente.
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Figura 1. Tempo de carregamento (horas) de iscas pelas operarias de apoés
aplicacdo de iscas com diferentes tipos de fungos: isolado BBOT11 (F1) e
BBOT12 (F2) de B. bassiana; PBOT33 de Paecilomyces lilacinus (F3) e IBOT25
de Isaria fumosorosea (F4), para o experimento | e 11.
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Em relacdo ao percentual de carregamento dos pellets, para o primeiro experimento,
obteve-se que as 6 horas ap0s a aplicacdo apenas os tratamentos com fungos apresentaram
carregamento de 100% dos pellets. C1, C2, C3 carregaram, respectivamente, 84,61%, 84,61%,
e 91,55%. Nao houve diferenca estatistica entre os tratamentos (p=0,6996, C.V%: 18,52,
d.m.s: 39,93). No periodo de 24 horas apds a aplicacdo os percentuais subiram para 89,01% no
tratamento C2 e 100% para C3. (Figura 1a). No tratamento controle C1-sulfluramida, 50% das
colbnias apresentaram carregamento total com média de 58 min. Contudo duas coldnias ndo
apresentaram carregamento total das iscas. Colonias tratadas com sulfluramida além de néo
carregarem todos os pellets ainda apresentaram comportamento de devolucdo e rejeicao.

Para o segundo experimento realizado, os tratamentos C2, C3, F1, F2, F3 e F4
carregaram, respectivamente, até 6 horas apds a aplicacéo, 49,66%, 87,36%, 90,66%, 78,04%,
95,05% e 91,21%. Foi verificado que com o aumento na dosagem de conidios, em todos 0s
tratamentos com fungo ocorreu reducdo no percentual médio de pellet carregado, exatamente
pelo fato de ao menos uma colbnia nédo ter carregado o total dos pellets oferecidos durante o
periodo estabelecido de 6 horas (p=0,1387; CV%: 23,51).

No tempo de 24 horas de aplicacdo das iscas, o percentual de carregamento subiu para
79,12%, 100%, 96,43%, 95,05%, 100% e 95%, respectivamente para os tratamentos C2, C3,
F1, F2, F3 e F4 (p=0,2234; CV%:13,21) (Figura 1b). Apos esse periodo, foi verificado o
carregamento dos pellets restantes na camara de forrageamento, em todos os tratamentos.

O resultado da ANOVA mostrou gue ndo ocorreu diferenca entre os tratamentos nos

dois experimentos, em ambos 0s periodos de tempo avaliados, 6 e 24 horas.
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Figura 2. Frequéncia (%) de iscas carregadas por operarias de Atta
sexdens rubropilosa por tratamento, ap6s 6 e 24 horas da aplicacdo, (a)
experimento | e (b) experimento I1.

3.2 Incorporacéo, devolucdo e rejeicao de iscas

Em ambos os experimentos, iscas com fungos apresentaram excelente aceitacdo pelas
operarias, que, comportaram-se normalmente em fazer a limpeza, trato da isca e posterior
incorporacdo ao jardim de fungo (Figura 4b-c). Somente para o tratamento F2 (BBOT12 de B.
bassiana), no experimento Il, foi observado comportamento de devolucéo e rejei¢do. Assim,

em apenas uma coldnia (25%) devolveu 14 pellets entre as 24 horas de observagédo, sendo que
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estes foram carregados novamente até as 48 horas da aplicacdo. Também foi verificado que
uma pequena quantidade de pellets foi depositada na cAmara de lixo.

Em relacdo aos tratamentos controle, apenas houve devolugdo de iscas para camara de
forrageamento e rejeicdo transporte para camara de lixo em C1 (Sulfluramida). O
comportamento de devolugdo e rejeicéo foi observado em 75% das colbnias tratadas, sendo a
média, respectivamente de 27,75 pellets devolvidos para camara de forrageamento e 37,36%
(34 pellets) para camara de lixo.

Em ambos os experimentos, em colbnias tratadas com fungos, ndo foi verificado
nenhuma alteragdo evidente na atividade de carregamento. Contudo, o volume de lixo nas
devidas camaras, foi muito maior do que o lixo produzido pelos tratamentos testemunhas,
principalmente no caso do segundo experimento, apds a segunda semana de avaliacéo.

Além dos comportamentos acima citado, para coldnias tratadas com sulfluramida (C1)
foi verificado também: (1) auséncia de corte e carregamento de folhas oferecidas 48 horas
apos aplicacdo das iscas; (2) saida da rainha para camara de forrageamento (Figuradd); (3)
desenvolvimento de microfungos filamentos em 100% das esponjas fungicas de todas as
colbnias, dentre eles Escovopsis e representantes do género Fusarium, dentre outros nao

identificados (Figura 4e-f).

3.3 NUmero de operarias mortas em funcdo do tempo de aplicagédo

O resultado das aplicacGes de iscas contendo diferentes ingredientes ativos (I.A.) no
experimento |, mostrou que a partir das 48 horas o tratamento com sulfluramida (C1)
apresentou 24 formigas mortas, diferindo dos demais (p=0,033).

As 72 horas ap6s a aplicacio o efeito na mortalidade de operarias apenas diferiu entre
o tratamento C1, apresentando 69 formigas mortas e F1 (Isolado BBOT11) com zero de
mortalidade.

A partir das 96 horas ap0s a aplicacdo até as 144 horas, maior mortalidade continuou
ocorrendo nas coldnias que receberam iscas contendo sulfluramida, diferindo em rela¢do aos
demais tratamentos. No periodo de 120 horas, ndo havia nenhuma formiga viva na coldnia,

inclusive a rainha.
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Nas col6nias tratadas com iscas a base de sulfluramida, foi verificado grande nimero
de formigas mortas na cAmara de lixo e também de forrageamento. Ressalta-se que, nestas
colbnias, e somente nestas, operarias morreram na camara de fungo e 1a ficaram, mas estas ndo
foram contadas, pois ndo seria possivel assim fazer sem desestruturar totalmente a esponja
fangica, o que poderia interferir no tratamento.

Nas colbnias tratadas com iscas contendo esporos de fungos, ocorreu mortalidade de
formigas, sendo esta confirmada pela extrusdo do patdgenos em cadaveres presentes na
camara de lixo.

Para o experimento I, a mortalidade de operérias provocada por isolado PBOT33
(P. lilacinus) foi maior do que os demais em todos os periodos de avaliacdo, porém, apenas
diferiu no tempo 336 h e 672h. No primeiro caso, diferiu de C3 e F1 (p=0,0281) e no tempo
672h diferiu apenas de C3 (0,0214).

O segundo tratamento com maior nimero de operarias mortas foi F2 (BBOT12 de B.
bassiana). Para esse tratamento, foi verificado que os poucos pellets presentes camara de lixo
apresentaram esporulacdo. Tal acontecimento pode ter contribuido para contaminacdo e
mortalidade das operaérias.

A confirmacdo da mortalidade por fungos inoculados via isca foi comprovada no
experimento Il, pois em quase todas as camaras de lixo das col6nias tratadas foram
encontradas formigas mortas apresentando ocorréncia de fungos sobre o tegumento
(Figura 34g). Tal situacdo ndo foi observada nas colénias tratada apenas com folhas, iscas sem
principio ativo e iscas com sulfluramida, no caso do experimento I.

A capacidade de esporulacdo dos fungos sobre o corpo do inseto é de grande
importancia, pois é a prova de que o mesmo tem potencial penetrar e colonizar o inseto
(DIEHL-FLEIG et al.,1988) e em insetos sociais também é importante pois pode indicar
potencial de causar infeccdo secundéria, contaminando outras formigas dentro da col6nia
(DIEHL-FLEIG et al.,1988; LOPEZ et al. 1999).

Por meio da analise de regressé@o em relacdo a mortalidade de operarias no experimento
I e Il (Figura 4), foi verificado que ouve interagdo entre o tempo de aplicacéo e a mortalidade
de operérias, para maioria dos tratamentos com fungo, sendo o modelo de regressao linear o

que melhor se adaptou.
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Em ambos os experimentos os tratamentos que melhor demonstraram aumento na
mortalidade com o tempo de aplicacdo foram: F3 (P. lilacinus) e F4 (l. fumosorosea),
principalmente no caso do experimento 11 (F3, r>=0,9975 e F4, r>=0,9860) (Figura 4E e 4F,
respectivamente), revelando que o aumento na mortalidade pode ter relacdo direta com o

aumento na dosagem de conidios.

Tabela 2. Numero de operarias de Atta sexdens rubropilosa mortas apds oferecimento de
iscas com conidios Beauveria bassiana, Paecilomyces lilacinus e Isaria fumosorosea na

concentracdo 1x10® conidios/mL, & 25° C — experimento |.

Tempo de Avaliacéo (horas)

24 48 72 96 120 144

C1 11,50 a 48,50 a 144,00 a 212,00 a 270,50 a 270,50 a
C2 0,50 a 0,00 b 1,00 b 1,00 b 1,00 b 1,00 b
3 0,50 a 0,50 b 0,50 b 15D 1,50 b 6,50 b
F1 0,00 a 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,50 b 3,00b
F2 3,00 a 4,00 a 5,50 ab 10,50 b 6,50 b 14,00 b
F3 3,00 a 1,00 ab 1,50 ab 250b 1,50 b 5,00b
F4 0,00 a 1,00 ab 1,00 b 1,00 b 0,50 b 3,00b
p 0,061 0,033 0,035 0,029 0,035 0,033

* Médias seguida de mesma letra na vertical ndo difere entre os tratamentos pelo teste Tukey a 5% de

probabilidade
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Figura 3. Mortalidade de operarias em col6nia de Atta sexdens rubropilosa tratada com diferentes
iscas (experimento | e II): (A) iscas puras, (B) discos de folhas, (C) iscas com isolado BBOT11 de
Beauveria bassiana, (D) iscas com isolado BBOT12 de Beauveria bassiana, (E) iscas com isolado
IBTO25 de Isaria fumosorosea (F) iscas com isolado IBTO33 de Paecilomyces lilacinus.
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Figura 4. (a) Coldnias de A. sexdens rubropilosa utilizadas no experimento; (b e c)
incorporagdo de iscas com fungos entomopatogénicos por operarias de A. sexdens rubropilosa,
(d) rainha na camara de forrageamento apds aplicacdo de isca com sulfluramida, (e) e (f)
fungos filamentosos sobre coldnia apos aplicacdo de iscas com sulfluramida, (g) operaria
morta com extrusdo do patdgeno B. bassiana, (h) isca sem fungo em BDA; (i, j, | e m)
crescimento micelial em BDA, de fungos formulados em iscas granuladas: isolado BBOT11 e
BBOT12 de B. bassiana, PBOT33 de P. lilacinus e IBOT25 de |I. fumosorosea,
respectivamente.
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4. DISCUSSAO

Os resultados apresentados no experimento | e Il revelaram que iscas formuladas com
fungos entomopatogénicos apresentam excelente atratividade as operarias de Atta sexdens
rubropilosa, ou seja, a presenca dos conidios parece em nada ou muito pouco alterar a
atratividade das iscas formuladas com polpa citrica e dleo vegetal. Contudo, vale ressaltar que
em ambos 0s experimentos, iscas formuladas com esporos do isolado BBOT12 de B. bassiana
e PBOT33 de P. lilacinus, apresentaram menor tempo de carregamento total dos pellets.

O tempo de carregamento é importante, pois em condi¢Ges de campo, maior rapidez no
carregamento de iscas implica em menor exposi¢cdo das mesmas as condi¢bes climaticas
adversas, roedores, aves, insetos benéficos e outros animais presentes na area, podendo
aumentar a eficiéncia de controle e evitar possiveis intoxica¢fes de animais silvestres (LIMA
et al., 2003.

Lopez e Oduz (2003) também verificaram aceitacdo e carregamento de iscas
formuladas com M. anisopliae, Trichoderma viride e com a combinacédo dos dois fungos, por
operarias de A. cephalotes, em col6nias de laboratorio.

Specht et al. (1994), testando isca formulada com esporos de B. bassiana verificaram
carregamento para Acromyrmex crassispinus e Acromyrmex striatus, porém néo verificando
tal comportamento para Acromyrmex. heyeri.

O fato de tais tratamentos, de modo geral, ndo apresentarem comportamento de
rejeicdo pode sugerir duas situacdes: (a) as operarias ndo perceberam a presenca dos conidios
misturados aos outros componentes da isca; (2) o0 mecanismo de limpeza das iscas foi muito
eficiente, o que é reforcado, pois nenhuma alteragdo consideravel foi verificada nas colbnias
tratadas com fungo, cujos pellets foram incorporados a cultura do jardim de fungo. Além
disso, a presenca de iscas com esporos de fungos na cdmara de lixo (no caso do tratamento
F2), assim como de formigas mortas parasitadas por fungo reforca a idéia de que os
mecanismos de defesa foram acionados.

De acordo com Kermarrec et al. (1986) o reconhecimento pela coldnias de material
danoso, inclusive micro-organismos entomopatogénicos, € seguido de reacdes
comportamentais eficientes na defesa da colbnia, dentre elas: remocdo de material

contaminante e de formigas doentes ou mortas. Conforme Machado et al. (1988) o
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reconhecimento da presenca de fungos entomopatogénicos pode esta relacionado com a
producdo e liberagédo de toxinas pelos mesmos.

Machado et al. (1988) apos aplicacdo de M. anisopliae e B. bassiana em ninhos de
Acromyrmex em colénias de campo, observaram abandono dos olheiros e abertura de outros,
reducdo da atividade de forrageamento, remocao de material seco e de formigas para fora da
colbnia. Silva e Diehl-Fleig (1988) observaram reducdo total da atividade externa em colonias
de campo de A. sexdens piriventris, 60 dias apos inoculacdo de suspensdo de B. bassiana e
para coldnias tratadas com suspensdo de M. anisopliae, foi observado forte paralisia das
formigas, fechamento dos olheiros inoculados e abertura de outros e além da paralisagdo da
total da atividade externa.

Jaccoud et al. (1999), em condicdes de laboratorio, registraram aumento da
mortalidade de formigas, declinio na atividade de forrageamento e na saude do jardim de
fungo morte da coldnia, causados por M. anisopliae a sub-colénias de Atta sexdens
rubropilosa. Contudo, para os estudos citados, a inoculagdo ndo se deu por isca granulada.

Entretanto, Lopez e Orduz (2003) testaram o efeito de iscas com esporos de M.
anisopliae, T. viride e iscas com a combinacdo dos dois fungos, em coldnias de laboratério e
de campo de A. cephalotes. Através do experimento verificaram alteracdo na atividade de
forrageamento e paralisacdo de algumas formigas; apds duas semanas, observaram maior
atividade de formigas na cdmara de lixo, com presenca de ovos e larvas, além de maior
quantidade de residuos, comparado ao tratamento controle.

No presente estudo a presenca de ovos e larvas na camara de lixo foram verificadas
para alguns tratamentos, assim como volume de lixo muito maior do que os tratamentos
controle.

Durante as seis primeiras horas apés a aplicacdo das iscas, observando a atividade das
operérias, verificou-se que as mesmas apresentaram comportamento de “lamber os pellets”. O
ato de lamber esta associado a assepsia devido a presenca de enzimas encontradas na saliva de
formigas que inibe o crescimento de micro-organismos que podem ser competidores ao fungo
simbionte (BOT et al., 2001; POULSEN et al., 2002). De acordo com Pagnocca (1997) para
evitar contaminacdo do fungo simbionte, as formigas lambem a superficie do substrato retendo
0S micro-organismos na cavidade infrabucal de onde sdo regurgitados e depositados no lixo. A

cavidade infrabucal, portanto, atua como um filtro para impedir a entrada de particulas sélidas,
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incluindo os esporos de fungos coletados durante a limpeza das folhas, do ninho e do préprio
corpo das operarias (QUINLAN; CHERRETT, 1978b).

Além disso, 0 comportamento de limpeza (“grooming”) pode prevenir infecg¢do, pois
remove particulas da superficie do corpo (esporos de parasitas, hifas de fungos ou ovos e
juvenis de nematoides); entretanto, esse mesmo mecanismo pode também permitir a
contaminacdo da col6nia a partir do contato entre membros contaminados (Ol; PEREIRA,
1993).

As formigas ainda apresentam como mecanismos de defesa a presenca de glandulas
metapleurais que produzem substancias com efeito antibiotico, contra infeccdo microbiana em
geral (HOLLDOBLER; WILSON, 1990; POULSEN et al., 2002; POULSEN et al., 2003;
FERNANDEZ-MARIN et al., 2006). Hernandez-Marin et al. (2006) verificou aumento na
taxa de limpeza pela glandula metapleural de formigas, apo6s inoculadas com conidio de P.
lilacinus. Contudo, de acordo com Dielh e Junqueira (2001) tal glandula ndo possui atividade
fungicida contra B. bassiana.

Para o presente estudo, embora as iscas utilizadas tenham sido manuseadas pelas
operarias, o contato com os conidios parece nao ter sido suficiente para provocar desequilibro
perceptivel na coldnia, pois as atividades de corte e incorporacdo de folhas ocorreram
normalmente. Contudo, foi visivel a diferenca em nimero de formigas mortas no segundo
experimento, com aumento na dosagem dos fungos, para os tratamentos com P. lilacinus e
isolado BBOT12 de B. bassiana. Além disso, a diferenca de mortalidade observada com duas
semanas da aplicacdo das iscas sugere um efeito secundario dos fungos sobre a col6nia, que
pode ter como potencial de indculo cadaveres de formigas mortas.

A maioria dos fungos entomopatogénicos é especializada na penetracdo via tegumento,
embora também em certos casos possam atuar por via oral (ALVES, 1998). Contudo, a
escolha do método de inoculagdo através de iscas granuladas, se deve ao fato de ser
considerada, possivelmente, a Unica forma de inoculacdo de fungos entomopatogénicos e
demais principios ativos em col6nias adultas de campo, de forma a atingir a maioria ou
totalidade das cémaras. Nas condi¢cdes do presente estudo, embora ndo tenha ocorrido
mortalidade da coldnia, o fato de formigas mortas encontradas na camara de lixo terem

apresentado extrusdo do patdgeno inoculado via isca granulada, reforca a patogenicidade de
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fungos entomopatogénicos para operérias de A. sexdens rubropilosa e abre caminho para

novos estudos.

5 CONCLUSOES

- Iscas a base de fungos entomopatogénicos (Beauveria bassiana, Paecilomyces lilacinus e
Isaria fumosorosea), na concentracdo de 1x10® conidios/mL foram atrativas, rapidamente

carregadas e incorporadas como substrato ao fungo por operérias de A. sexdens rubropilosa;

- Dosagem mais elevada de conidios de fungos em iscas experimentais ndo comprometeu a
atratividade e carregamento e favoreceu o aumento no numero de operarias mortas

encontradas na cdmara de lixo, em colonias de A. sexdens rubropilosa.
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