Mea
Dixniv
Mo Swa,
u -

Oh — ,/., -U N* I LAB
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RESUMO

Os fungos entomopatdgenos do género Ophiocordyceps infectam formigas trofobiontes, como a Camponotus,
que sdo consideradas prejudiciais quando cuidam de hemipteros sugadores de seiva que se tornam pragas ao
removerem nutrientes, prejudicar a fotossintese e inocular patégenos na planta. Nessa perspectiva,
conduziu-se o presente estudo com o objetivo de avaliar a possibilidade da utilizacdo de esporos fingicos do
complexo Ophiocordyceps unilateralis como agente de controle bioldgico de formigas do género Camponotus
sp. Para isso, espécimes de formigas parasitadas foram coletadas em campo e utilizadas para obtengdo do
fungo. Foram realizados trés experimentos para avaliar a eficicia da viruléncia do Ophiocordyceps no
controle bioldgico de formigas. No experimento de infec¢do com esporos fungicos obtidos em laboratério,
observou-se que existiu mais mortalidade nas formigas expostas ao fungo. No experimento de infeccao
utilizando um fungo coletado em campo comprovou-se a eficacia da infecgdo do fungo nas formigas
Camponotus renggeri. No experimento de campo, a presenga do fungo reduziu a atividade de forrageio das
formigas nas plantas. Foi demonstrado que os esporos do Ophiocordyceps sp. sao eficientes em provocar
alteracOes no comportamento das formigas, alterando o comportamento e provocando a morte das mesmas, e
que dependendo da qualidade do fungo, os resultados na infecgao sao diferentes, comprovando o objetivo
desse estudo.
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INTRODUCAO
Os insetos sdao os principais organismos pragas de lavouras, atacando todos os tipos de cultivos, e

ocasionando prejuizos no desenvolvimento das plantas e produtividade de frutos e graos. Micro-organismos
entomopatogénicos (fungos, bactérias e virus) sdo comumente usados no controle de insetos por diminuir a
populacdo destes no campo. Atualmente, essa ferramenta ecoldgica reduz problemas oriundos do emprego
excessivo de inseticidas. Os fungos sao agentes de controle de insetos muito estudados e aplicados por
causar 80% das enfermidades observadas nos mesmos e se destacam por infectar todos os estagios de
desenvolvimento dos hospedeiros. No Brasil, os principais fungos entomopatogénicos usados em programas
de controle bioldgico sao Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae. Ao sugar a seiva da planta, podem
causar um enrugamento das folhas tornando-as encurvadas e impréprias para a comercializacdo, paralizacdo
do desenvolvimento das plantas, reducao na produgao de flores e frutos e, consequentemente, reducao da
producao de sementes. Esses problemas sao potencializados quando os hemipteros sdo cuidados por
formigas da tribo Camponotini (Hymenoptera: Formicidae) aumentando muito sua populacao, o que os
transformam em pragas muito danosas para as lavouras. Em mutualismo do tipo trofobiose, essas formigas
consomem a excreta do hemiptero (honeydew) enquanto protege-os de seus inimigos naturais, aumentado a
sobrevivéncia e reproducdo, levando a super agregacoes de herbivoros nas plantas. Essa interagao altera
toda a comunidade associada as plantas incluindo outros herbivoros, polinizadores e predadores, o que
representam um grande desafio para o uso de técnicas de controle biolégico, pois requer o controle da
interacdo ecoldgica e ndo apenas dos insetos. As espécies de formigas mais comuns e efetivas em interagoes
com hemipteros, Camponotus spp. , sao naturalmente parasitadas por espécies de fungos Ophiocordyceps.
Infecgdes por Ophiocordyceps sao altamente virulentas e matam seus hospedeiros para o desenvolvimento de
estruturas aéreas por onde os esporos sao dispersados. O potencial uso desse fungo no controle das formigas
trofobiontes se torna uma estratégia no combate aos danos ocasionados as plantas pelos hemipteros, sendo
uma alternativa ndo agressiva para planta e organismos nao-alvo, afetando apenas o inseto desejado. O
entendimento dos processos envolvidos na contaminacao de formigas pelo Ophiocordyceps sp. pode ser o
precursor na utilizagao desse fungo como agente bioldgico de controle. O uso do controle bioldgico dentro de
programas de manejo integrado de pragas assume uma crescente importancia frente a producdo integrada
em uma agricultura sustentavel, métodos harmoniosos de diferentes técnicas de controle de pragas, em
concordancia com principios ecoldgicos, econémicos e sociais, mantém os organismos-praga longe de se

tornarem um problema econdémico sem prejudicar o meio ambiente.

METODOLOGIA
AREA DE ESTUDO

A &rea 1, conhecida como Campo do Batalha, é uma regidao de Mata Atlantica Relictual que estd inserida na
Unidade de Conservagao de Protecdo Integral Refugio da Vida Silvestre Periquito Cara Suja, localizada na
cidade de Guaramiranga. A 4rea 2 esta inserida nas dependéncias do Chalé Nosso Sitio, uma propriedade
privada localizada na cidade de Pacoti que abriga 150 ha de Mata Atlantica antropizada e que possui alta
ocorréncia de formigas contaminadas por espécies de Ophiocordyceps. Ambas as areas estdo situadas a
cerca de 800 m de altitude em relagdo ao nivel do mar. A érea 3 foi delimitada em um fragmento de
vegetacdo de transicdo de caatinga arbustiva densa, mata seca (Floresta Subcaducifélia Tropical Pluvial) e
mata umida (Floresta Subperenifélia) da Serra de Redencédo, localizado atras do Campus das Auroras na

UNILAB, situada a cerca de 88 m de altitude em relacdo ao nivel do mar.
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COLETA DOS ESPECIMES

Os fungos foram coletados a partir de espécimes de formigas infectadas em diferentes estagios de
desenvolvimento. Através de busca ativa dos espécimes, todas as ocorréncias foram coletadas em transectos
que variaram entre um e dois quilometros de extensdo. As formigas foram coletadas com pinga metalica
esterilizada e acondicionada em tubos estéreis de 5 mL, e depois levadas ao laboratdrio de Microbiologia na
UNILAB, mantidas isoladas em recipientes plasticos com temperatura média de 18°C e 60% de umidade
relativa, para cultivo e posterior identificacdo. Foram registrados dados relacionados ao local, coletor, data,
formiga hospedeira, coloragao e outras caracteristicas macroscopicas do corpo de frutificacdo dos fungos.
Para evitar uma possivel contaminagdo do fungo por algum parasita, o estroma contendo o corpo de
frutificacdo maduro foi retirado de algumas formigas e armazenado em um tubo de vidro estéril individual

até o momento do cultivo. As formigas e os corpos de frutificagdo foram fotografados.

DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

A partir da obtengdo de esporos fungicos através do cultivo, foi induzida a infecgdo de formigas em
laboratoério. Para isso, foram coletadas vinte formigas nédo infectadas do género Camponotus que
forrageavam longe das plantas onde estavam presentes espécimes parasitados pelo fungo Ophiocordyceps
sp. As formigas foram dispostas em cinco potes plasticos transparentes de 1000 mL com tampa, cada pote
contendo cinco formigas. Em todos os potes foi adicionado uma porgao de algoddo embebido em agua com
acucar para alimentagao das formigas. Os potes foram mantidos em um local com fotofase e escotofase de
12h, umidade controlada, e a uma temperatura de aproximadamente 25°C. As formigas foram acompanhadas
diariamente, a fim de se observar alguma mudanga comportamental induzida pelos esporos fingicos. O
algodao foi trocado a cada dois dias para que mantivessem alimentadas durante todo o experimento. O
experimento teve uma duracao de 17 dias, até a morte da ultima formiga. Para a infecgdo das formigas
saudaveis utilizando um fungo coletado em campo, formigas parasitadas portando um corpo de frutificacdo
maduro do Ophiocordyceps sp. coletadas para esse experimento foram armazenadas individualmente em
tubos estéreis, para que nao houvesse contaminagao apos a coleta. Todas as formigas saudaveis coletadas se
encontravam distantes de plantas onde haviam formigas infectadas pelo Ophiocordyceps sp. e no geral,
apresentavam o comportamento de cuidado e protecao de hemipteros sugadores de seiva, em sua totalidade,
afideos. Todas as formigas, tanto as saudéveis quanto as parasitadas, foram identificadas como Camponotus
renggeri. Para testar a possibilidade de infeccao da C. renggeri pelo fungo Ophiocordyceps sp. em
laboratdrio, foram utilizados quatro potes plasticos de 1000 mL com tampa. No pote T-1, foram inseridas 13
formigas saudaveis e uma formiga infectada portando um corpo de frutificagdo fingico maduro foi fixada na
parte inferior da tampa, pela parte adaxial da folha, de modo que o corpo de frutificacao do fungo apontasse
para as formigas, facilitando assim a dispersdo dos esporos sobre as formigas saudaveis. No pote T-2, foram
inseridas 10 formigas saudaveis, e duas formigas infectadas pelo fungo foram dispostas no pote da mesma
forma que na Figura 5. Nos potes C-1 e C-2, foram inseridos 13 e 10 formigas em cada, respectivamente, e
nao foram expostas ao fungo em nenhuma etapa do experimento, sendo utilizadas apenas como controle.
Todas as tampas dos potes foram furadas para entrada de ar, adicionando-se porcdes de algoddo embebido
em agua com acucar para alimentagao das formigas, que eram substituidos a cada dois dias. O periodo entre
o inicio do experimento e a morte da tltima formiga foi de 26 dias, apos esse periodo, os potes continuaram
em observacao por mais duas semanas, a fim de acompanhar o crescimento dos fungos nas formigas mortas.
Para o experimento de campo utilizando formigas parasitadas, um transecto de aproximadamente 120 metros
foi delimitado em uma area de mata de borda localizada na area 3. Nele foram marcadas 30 arvores de

Angico (Anadenanthera colubrina) separadas por 4 metros entre elas. Entre essas 30 plantas, foram
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designados de modo alternado, trés grupos controle (C1, C2 e C3) e trés grupos tratamento (T1, T2 e T3)
cada um com cinco plantas identificadas. Todas as plantas foram marcadas em 3 pontos distintos de
observacgao, a 80 cm (T1 e C1), a 120 cm (T2 e C2) e a 160 c¢cm do solo (T3 e C3). Em cada planta tratamento,
foi fixado uma formiga infectada em um dos pontos de observacdao, mas mantivemos o grupo controle
inalterado. Essa diferenca da altura na aplicacdao do tratamento nas plantas foi para que fosse observado se
existe diferenca na influéncia do fungo em diferentes extratos da planta. Nas duas primeiras semanas apds a
marcacao das plantas houveram duas observacdes do comportamento das formigas e quantificacao dos
espécimes presentes nelas, com um intervalo de sete dias entre cada observagao. Na terceira semana apds o
inicio das observagoes, houve a primeira aplicacdo do fungo. Nesse mesmo dia, 15 formigas portando um
corpo de frutificagdo maduro e com aspecto de recém infectadas foram coletadas em tubos estéreis, na area
1. Essas formigas portando o fungo foram fixadas nos galhos anteriormente marcados com uma fita adesiva
de alta aderéncia. Os locais de fixagdo das formigas parasitadas foi pensado para que ficasse na rota de
forrageio onde se observava um maior transito de formigas. Apds a formiga parasitada ser fixada na planta,
as observagdes ocorreram em média, a cada dois dias, até que o fungo se decompds, por volta de quatro
semanas apos a fixagdo na planta. Para dar prosseguimento ao experimento, mais 15 fungos foram coletados
na area 1, e fixados nas mesmas plantas, utilizando os mesmos métodos descritos anteriormente, e foram

observados por mais quatro semanas.

RESULTADOS E DISCUSSAO
OBTENCAO DE ESPOROS FUNGICOS EM LABORATORIO

Ap0s cinco dias da montagem das amostras, observou-se o crescimento de um micro-organismo filamentoso
sobre o meio de cultura em algumas Placas de Petri. Uma semana apds o cultivo, 70% delas j& apresentavam
um micélio se desenvolvendo, que variava em forma, coloragdo e tamanho. As amostras foram identificadas
com 0 mesmo numero de identificacdo da formiga parasitada coletada em campo. Na segunda semana apos o
cultivo, observou-se mudancas significativas em todas as amostras em relacdo a pigmentacao, tamanho da
colonia e morfologia do micélio. Nas amostras 3 e 4 um hiperparasita fungico de coloragao branca e aspecto
aveludado tomou conta dos corpos de frutificacdo fixados sobre os meios de cultura. Por conta disso, ambas
as amostras foram descartadas do experimento. A partir da quarta semana apds o cultivo, observou-se uma
diminuicdao no desenvolvimento dos micro-organismos filamentosos que cresceram sobre o meio de cultura
em cada amostra. Nesse momento, realizou-se o isolamento de cada micro-organismo presente nas Placas de
Petri. Existe uma dificuldade em identificar o Ophiocordyceps sem a utilizagcdao de técnicas moleculares, a
taxonomia de Ophiocordyceps unilateralis ainda ndo esté clara, pois a espécie-tipo parecia ser imatura e as
principais caracteristicas morfolégicas como o ascomata, asco e ascdsporos (somente observados no estagio
maduro) nao foram incluidas na descrigdo original. Por conta disso, escolhemos as amostras que possuiam
um menor grau de contaminagao por outros micro-organismos e isolamos a fim de testa-la nos experimentos.
Os isolados das amostras 1, 5, 6, 7, 8, 9 e 10 foram identificados como ISO B-1, ISO B-5, ISO B-6, ISO B-7,
ISO B-8, ISO B-9 e ISO B-10, respectivamente. Apds duas semanas, observou-se um crescimento significativo
das colonias em todos os isolados. Trés semanas apds o isolamento, fragmentos da amostras foram
submetidos a um microcultivo sobre a superficie de laminas cobertas com uma laminula. O crescimento foi
acompanhado a cada trés dias. Esporos dos fungos que cresceram nas amostras ISO B-1, ISO B-7 e ISO B-10

foram coletados e armazenados em tubos estéreis, e guardados em um local escuro, com temperatura em
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torno de 28°C e umidade de 40%, para serem aplicados no experimento de infeccao das formigas em

laboratorio.

EXPERIMENTO DE INFECCAO DAS FORMIGAS POR MEIO DE ESPOROS OBTIDOS EM LABORATORIO

Nos potes identificados como T-ISO B-1, T-ISO B-7 e T-ISO B-10 foram aplicados esporos dos fungos obtidos
nas amostras ISO B-1, ISO B-7 e ISO B-10, respectivamente. No pote identificado como controle, as formigas
nao foram expostas a nenhum esporo fingico. A partir da andlise do experimento, constatou-se que houve
uma diferenca na mortalidade de formigas dependendo do grupo experimental e da cultura utilizada. O
tratamento T-ISO B-1 foi mais eficiente na morte das formigas, comparado aos demais tratamentos e ao
grupo controle. Observou-se também que a sobrevivéncia das formigas diminuiu ao longo do tempo, com
quedas diferentes dependendo da cultura original da infeccao. Os grupos de formigas infectados pela cultura
T-ISO B-1 morreram mais rapido que o controle e as demais culturas. Como o intuito desse experimento era
testar se os esporos fingicos obtidos em laboratério apresentavam algum efeito no comportamento das
formigas em geral, foram utilizadas espécimes dos géneros mais comuns encontrados no dia-dia. Nédo foi
observado nenhuma caracteristica que aparentasse um crescimento fingico nas formigas em nenhum dos
grupos durante o periodo de observagao do experimento. Pode-se dizer que no geral, as formigas que foram
expostas aos esporos fungicos obtidos em laboratdrio morreram mais rapidamente e a possibilidade da
cultura em que os esporos ISO B-1 foram extraidos serem de um fungo entomopatogénico é maior com
relacdo as outras culturas. Porém, ndo pode-se afirmar que nenhum desses esporos fingicos sdo eficazes no
controle bioldgico de formigas, pois nao foi confirmado que as amostras nas quais os esporos utilizados nesse
experimento foram extraidos eram de Ophiocordyceps sp. Para posteriores experimentos, sabe-se que o
tempo de mortalidade das formigas varia entre as amostras obtidas através do cultivo. Contudo, se as
formigas saudaveis utilizadas tivessem sido identificadas e fossem todas pertencentes ao género
Camponotus, a probabilidade de infeccdo seria maior, pois existem trabalhos que afirmam que esse fungo é

especifico para certas espécies de formigas.

EXPERIMENTO DE INFECCAO DAS FORMIGAS UTILIZANDO UM FUNGO COLETADO EM CAMPO

Foram coletadas trés formigas identificadas como pertencendo a espécie Camponotus renggeri parasitadas
pelo fungo Ophiocordyceps sp., apresentando um corpo de frutificacdo maduro em um estagio
aparentemente recente de infecgao, e 46 formigas pertencentes a mesma espécie das parasitadas vivas e
saudéveis, através de busca ativa. As formigas saudaveis que foram confinadas junto as formigas parasitadas
morreram mais rapidamente comparado as que nédo foram expostas a nenhum fungo. Além disso, as formigas
que foram expostas ao fungo (T-1 e T-2) apresentaram um comportamento mais vagaroso ao se locomoverem
no pote, comparado as formigas do grupo controle (C-1 e C-2). Foi observado uma diferenca na mortalidade
das formigas em relagao aos grupos tratamento e controle. Observou-se também que em algumas formigas
mortas nos potes que foram expostas ao fungo, seus corpos aparentavam estarem ocos, e em outras, um
micélio claro cresceu brotando da regiao da mandibula e das articulagdes do corpo. Essas caracteristicas nao
foram observados nas formigas do grupo controle. Como esse experimento foi realizado utilizando somente
formigas saudaveis e parasitadas da espécie C. renggeri, podemos afirmar que a presenca desse fungo
promove um controle biolégico dessas formigas, provocando uma infecgdo em todos os individuos que foram
expostos a ele. As formigas da espécie C. renggeri que foram escolhidas para esse experimento foram
encontradas interagindo com afideos, sendo essa interacao formiga-afideo um dos objetos de estudo desse
trabalho. Quando essa interacdo esta presente em sistemas de cultivo agricolas, pode gerar diversos

problemas as plantas e ao controle bioldgico natural, pois as formigas mantém o crescimento da populagao
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dos afideos durante todo o ciclo de vida das plantas causando danos na produtividade da mesma.

EXPERIMENTO DE CAMPO UTILIZANDO FORMIGAS PARASITADAS

Foram observadas 778 formigas forrageando nas plantas durante as dez semanas de experimento. Houve
grande variacao na quantidade de formigas forrageando ao longo do tempo, em todos os grupos. Nas
primeiras duas semanas de observacao, notou-se uma variacdo na quantidade de formigas nos grupos
tratamento e controle que se mantém durante todo o experimento. Essas variacoes se justificam pelo
comportamento de forrageio das formigas ser inconstante, devido a fatores climaticos, disponibilidade de
alimento, horario ou presenca de predadores. Entretanto, a partir da inclusao do fungo no grupo tratamento
na terceira semana, observou-se um decréscimo acentuado no nimero de formigas nessas plantas,
comparado as duas semanas anteriores. Essa queda foi bastante elevada quando comparado ao grupo
controle. Na quinta semana, observou-se que o numero de formigas forrageando nas plantas do grupo
tratamento ainda se manteve baixo, mesmo existindo uma variagao no grupo controle em relacdo a semana
anterior. Na sexta semana os fungos se encontravam deteriorados, alguns deles ja haviam se degradado por
inteiro, esse fato se deu principalmente por fatores climaticos como temperatura elevada e baixa umidade.
Percebe-se que nessa mesma semana, ocorreu um aumento consideravel na quantidade de formigas no grupo
tratamento, e uma alta no grupo controle. Por conta da deterioracao dos fungos, foi realizada uma nova
inclusdao de formigas infectadas, e foi observado que na semana seguinte ocorreu mais uma vez um
decréscimo acentuado na quantidade de formigas no grupo tratamento. Apesar da quantidade de formigas
em ambos os grupos terem diminuido abruptamente na sétima semana, a recuperagdo no grupo controle foi
mais réapida, comparado ao grupo tratamento, que se manteve com um baixo quantitativo de formigas em
suas plantas nas duas semanas que sucederam o pulso. A partir da nona semana de experimento é que se
observa uma alta na quantidade de formigas no grupo tratamento, semana essa em que ja se podia observar
um grau acentuado de degradacdao em muitas das amostras de fungos que foram fixados nas plantas. Na
décima e tltima semana do experimento, percebe-se que a maioria das formigas tiveram preferéncia pelas
plantas que haviam sido incluidas o fungo, acredita-se que esse comportamento ocorreu devido a maior
disponibilidade de alimento nessas plantas, visto que na presenca do fungo, elas estavam sendo menos
visitadas pelas formigas, portanto, houve um aumento na quantidade de alimento disponivel nelas, ja as
plantas do grupo controle, por ndo haver nenhuma interferéncia que comprometesse o forrageio natural das
formigas, o alimento estava sendo consumido normalmente por elas. No geral, a presenca do fungo reduziu a
atividade das formigas nas plantas durante todo o experimento e em todos as partes das plantas. Fatores

como temperatura e umidade podem diminuir a atividade do fungo e leva-lo a morte.

CONCLUSOES

Através dos experimentos, foi demonstrado que os esporos de fungos entomopatogénicos sao eficientes em
provocar alteragdes no comportamento das formigas, alterando a frequéncia de atividade e provocando a
morte das formigas, comprovando o objetivo desse estudo. Além disso, dependendo do qualidade do fungo,
podem ser mais virulentos na infecgao. Observou-se que o fungo Ophiocordyceps sp. encontrado parasitando
a formiga Camponotus renggeri em campo, é eficiente no controle de formigas da mesma espécie, apesar de
haver uma variacao dependendo da origem do fungo. Esse resultado foi comprovado pelo experimento de
laboratério utilizando um fungo natural e se torna importante para criar metodologias de producdo desse
fungo em larga escala para o controle das formigas. Além de comprovar o fato de que é possivel a aplicacdo
dos esporos do Ophiocordyceps sp. como ferramenta de controle bioldgico de formigas. Pensando no seu

possivel uso na lavoura, o Ophiocordyceps sp. mostrou eficacia em repelir as formigas nas plantas, visto
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durante o experimento de campo, o que indica o uso no controle biolégico de formigas-praga da lavoura,
especialmente, Camponotus sp. que protege herbivoros sugadores de seiva. Através desse resultado foi
possivel comprovar a hipétese de que os esporos aplicados em plantas interferem na atividade das formigas,
reduzindo a sua quantidade nas plantas.
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