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FERNANDES, Joan Brigo. REDUGAO DO FORRAGEAMENTO DA SAUVA
LIMAO E DO CRESCIMENTO DE SEU FUNGO Leucoagaricus
gongylophorus COM FUNGOS UTILIZADOS NO CONTROLE BIOLOGICO,
2023. 63 fls. Tese (Doutorado em Agronomia). Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2023.

RESUMO

As formigas cortadeiras sao consideradas principais pragas de diversas
culturas agricolas, de reflorestamento e pastagens. O custo com manejo pode
chegar a 30%, sendo o método quimico o mais utilizado, podendo gerar
contaminagdes no solo, agua e mortalidade de insetos benéficos. O objetivo do
trabalho foi desenvolver isca biolégica, contendo fungos, para formigas
cortadeiras e avaliar desenvolvimento do fungo simbionte Leucoagaricus
gongylophorus, submetido a contato com fungicidas. Foi avaliada a atratividade
de diferentes formulagdes de iscas, com amido, com micronizado de aveia,
com farinha de aveia e farinha de aveia adicionado esséncia de eucalipto. A
maior atratividade foi observada na isca contendo somente farinha de aveia e
por este motivo foi revestida com os agentes entomopatogénicos Beauveria
basssiana, com Metarhizium anisopliae e com a juncédo de Metarhizium com
Trichoderma harzianum, foram aplicadas em ninhos estabelecidos e ativos. A
eficiéncia na reducdo de atividades de forrageamento e total, foi comparada a
isca formicida comercial contendo sulfluramida 0,3%, contabilizando as
atividades dos ninhos, apo6s tratamentos. As iscas foram aplicadas em campos
comerciais de producao agricolas e florestais, através de 4 repeticdes (ninhos),
aplicando-se 200 g de iscas contendo o entomopatdgeno a cada tratamento e
repeticdo. A porcentagem de reducdo de atividade foi comparada com o
forrageamento e atividade total com o valor registrado antes da aplicagdo. Para
o estudo com o fungo simbionte Leucoagaricus gongylophorus foi testado o
melhor meio de cultura e apés vericado melhores resultados para o BDA foi
inoculado e avaliado seu crescimento radial, com interagc&o a fungicida quimico,
Trichoderma e acido salicilico. As iscas contendo Metarhizium com
Trichoderma harzianum e somente Metarhizium promoveram reducdes de
forrageamento e atividade total acima de 90%. Todos os tratamentos do fungo
simbionte com interagcado a fungicidas reduziram e inibiram o crescimento do
fungo simbionte em diferentes tempos.

Palavras chave: Controle biolégico de formigas cortadeiras, manejo integrado
de sauvas, Atta sexdens, Acromyrmex sp.



FERNANDES, Joan Brigo. REDUCTION OF FORAGING OF LEAFCUTTER
ANTS AND THE GROWTH OF ITS FUNGUS Leucoagaricus gongylophorus
WITH FUNGI USED IN BIOLOGICAL CONTROL, 2023. 63 pgs. Thesis
(Doctorate in Agronomy). State University of Londrina, Londrina, 2023.

ABSTRACT

Leafcutter ants are considered the main pests of several agricultural,
reforestation and pasture crops. The cost of management can reach 30%, with
the chemical method being the most used, which can cause contamination of
soil and water and mortality of beneficial insects. The objective of the work was
to develop biological bait, containing fungi, for leaf-cutter ants and evaluate the
development of the symbiotic fungus Leucoagaricus gongylophorus, subjected
to contact with fungicides. The attractiveness of different bait formulations was
evaluated, with starch, with micronized oat, with oat flour and oat flour with
eucalyptus essence added. The greatest attractiveness was observed in the
bait containing only oatmeal and for this reason it was coated with the
entomopathogenic agents Beauveria basssiana, with Metarhizium anisopliae
and with the combination of Metarhizium and Trichoderma harzianum, they
were applied in established and active nests. The efficiency in reducing foraging
and total activities was compared to commercial ant bait containing 0.3%
sulfluramide, accounting for nest activities after treatments. The baits were
applied in commercial agricultural and forestry production fields, through 4
replications (nests), applying 200 g of bait containing the entomopathogen to
each treatment and replication. The percentage of activity reduction was
compared with foraging and total activity with the value recorded before
application. For the study with the symbiotic fungus Leucoagaricus
gongylophorus, the best culture medium was tested and after verifying better
results for BDA, it was inoculated and its radial growth was evaluated, with
interaction with the chemical fungicide, Trichoderma and salicylic acid. Baits
containing Metarhizium with Trichoderma harzianum and Metarhizium alone
promoted reductions in foraging and total activity above 90%. All treatments of
the symbiotic fungus interacting with fungicides reduced and inhibited the
growth of the symbiotic fungus at different times.

Keywords: Biological control of ants, integrated management of leafcutter ants,
Atta sexdens, Acromyrmex sp.
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1. INTRODUGAO

As formigas cortadeiras sao nativas da regido Neotropical e seus
individuos nos ninhos possuem organizagao social, com estrutura complexa, o
que dificulta seu controle (DELLA LUCIA et al., 2014). Se alimentam do fungo
Leucoagaricus gongylophorus (Moller) (Agaricales: Basidiomycota), com
manutengdo dependente de forrageamento, ou seja, selecionando plantas de
importancia econdmica para carregar ao interior do ninho (BOULOGNE et al.,
2014; CANTARELLI et al., 2008).

Formigas sauvas cortam entre 12% a 17% da produgdo de
florestas tropicais (CHERRET, 1986). A necessidade de forrageamento de um
sauveiro adulto € de 1 tonelada de folhas por ano, ou seja, aproximadamente
86 arvores de eucalipto (MENDES FILHO, 1979).

Somente quatro principios ativos sao liberados para uso no
Estado do Parana, sendo deltametrina, permetrina, sulfluramida e fipronil

(ADAPAR, 2023), gerando restricoes a opgdes de controle das formigas.

O controle predominante destas formigas € realizado com
inseticidas quimicos, utilizando-se de iscas granuladas, fumigacao,
termonebulizagao ou pds secos. Alguns destes métodos possuem grande custo
operacional, riscos de contaminagao ao ambiente e intoxicagdes ao aplicador e
também problemas na formulacdo de seus ativos (BRITTO et al., 2016;
NAGAMOTO, 2003). Com isto, iscas granuladas apresentam grande vantagem,

gerando economia e praticidade na aplicacéo.

Comumente, iscas granuladas possuem principios ativos como
fipronil e sulfluramida, sendo revestidas com substancias atrativas citricas que
por percepcdo e aprendizado das formigas, muitas formulagdes de iscas
possuem baixa eficiéncia por recusa de carregamento e devolug¢ao para fora do

ninho, estratégias para defender a populagéo da colénia. (TRAVAGLINI, 2017).

A busca de novos produtos seguros e de menor risco ambiental
para controle de formigas se faz necessario, colaborando para aumentar a
eficiéncia.  Travaglini et al. (2017) ofertaram iscas encapsuladas com
Metarhizium anisopliae (Metschn.) Sorokin, que & um fungo utilizado para
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controle bioldgico, obtendo sucesso na aceitagdo das formigas operarias para

carregamento e substrato no fungo simbionte, em condi¢bes de laboratério.

Neste sentido, viabilizar novos métodos de controle e a
integracdo de agentes biologicos, sao importantes para gerar sustentabilidade
e eficiéncia no controle destas formigas, haja vista sua importancia econémica

e dificuldade de controle das mesmas.

Sendo assim, o objetivo deste estudo foi desenvolver isca
atrativa para formigas sauva limdo contendo agentes microbioldgicos, verificar
em ninhos ativos sua efetividade e a interagdo in vitro do fungo simbionte L.

gongylophorus com fungos utilizados no controle bioldgico.

2. REVISAO LITERATURA

2.1 Formigas Cortadeiras

As formigas cortadeiras sobrevivem em ninhos abaixo do solo,
com diversas galerias e camaras, também denominadas “panelas”, com
destinagao de uso especifico, possuindo interligagdes com todo o ninho até a
superficie (CARMO, 2014). Com isto, aglomerados de particulas soltas de solo
se acumulam formando elevacgdes, facilitando o reconhecimento e localizagao
do formigueiro.

Em determinadas camaras, cultivam seu proprio alimento a
partir do forrageamento de vegetais frescos. Sendo assim, cortam folhas de
plantas para o cultivo do fungo simbionte Leucoagaricus gongylophorus que
servira de alimento para toda a colonia (WEBER, 1972; HERVEY et al., 1977).
Este fungo produz uma enzima nomeada celulase, que é capaz de degradar a
celulose, gerando proteinas e nutrientes para as formigas (MARTIN; WEBER,
1969).

A escavagao de formigas cortadeiras, misturam solo pobre em
nutrientes das camadas mais profundas com as camadas superiores ricas em
matéria organica, aumentando a heterogeneidade de carbono e nutrientes nos
solos dos ninhos. A decomposicdo da matéria organica, a respiragao

microbiana e das formigas resultam no aumento da produgédo de CO2, CH4 e
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N20, mas o acumulo de gases e calor dentro do ninho é mitigado pelo sistema
de ventilacdo da rede de tuneis (SWANSON et al., 2019).

Uma col6nia, pode chegar até 8 milhdes de individuos
(CIESLA, 2011). Sua rainha, pode viver por mais de dez anos, tendo ninho que
pode conter centenas de camaras e milhares de olheiros (orificios de entrada e
saida) e atingir até 6 metros de profundidade e chegar a uma extenséao de 100
m? (CAPINERA, 2008).

2.1.1 Taxonomia e Distribuigcao

As formigas cortadeiras pertencem a ordem Hymenoptera,
familia Formicidae, sendo mastigadores e com desenvolvimento
holometabdlico (BOARETTO; FORTI, 1997; CIESLA, 2011). A tribo Attini,
descrita por Linaeus em 1758 (Formicidae: Myrmicinae) possui 15 géneros
descritos e um pouco mais de 200 espécies, no qual estdo inseridas as
formigas cortadeiras de género Atta (sauva) descrito por Fabricius em 1804
possuindo 19 espécies e Acromyrmex (quenquéns) (CAPINERA, 2008;
BRANDAO et al., 2011; CIESLA, 2011).

Fonte: Reis filho; Lede; Nikele (2011).
Figura 1. Acromyrmex spp. com 4 pares de espinhos dorsais (A). Atta spp. com 3 pares de

espinhos dorsais (B).
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As formigas popularmente conhecidas como sauvas, de género
Atta, possuem trés pares de espinhos dorsais (Figura 1) como caracteristica
taxondémica e apresentam polimorfismo entre as operarias da colbnia, apteras e
estéreis além da casta reprodutiva (CIESLA, 2011; REIS FILHO et al., 2013;
TRAVAGLINI et al., 2017). A espécie de maior ocorréncia no Brasil € a sauva
limdo (Atta sexdens), de cor vermelho aveludada e quando esmagadas exalam
o cheiro de lim&o.

As quenquéns (Acromyrmex sp.) sa&o formigas menores,
diferindo-se do género Afta, por possuirem quatro ou mais pares de espinhos
no dorso (Figura 1) (MARICONI, 1970). Possuem o exoesqueleto rugoso na
porcao superior do térax e sdo de coloragdo marrom-avermelhada a marrom.
As operarias podem alternar o tipo de vegetal atacado e podem evitar a
desfolha completa, para ndo causar a morte da planta (CIESLA, 2011; REIS
FILHO; LEDE; NIKELE, 2011).

Tabela 1. Principais caracteristicas de formigas cortadeiras dos géneros Atta e

Acromyrmex.
Caracteristica Acromyrmex (quenquéns) Atta (salvas)
Numero de espinhos no 4 ou S pares 3 pares
térax
Tubérculos no gaster (parte Com tubérculos no gaster Sem tubérculos no gaster

posterior do corpo)

Tamanho das operarias Pequenas, com pouca Grandes, castas com
distingdo entre as castas tamanho bem distintos
Tamanho dos ninhos Superficiais ou pouco Profundos e com inumeras

profundos, constituido de camaras

uma ou poucas camaras

Tipo dos ninhos Ninhos com monte de terra Ninhos com monte de terra

solta ou um monte de ciscos solta aparente

Fonte: Reis Filho et al. (2013).

A regiao neotropical contém a maior diversidade de formigas
cortadeiras. Nestas regides 2750 espécies foram descritas da tribo Attini e mais

de 45 géneros. Os fatores do ambiente como tipo de solo, tipo de vegetagéo
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predominante, chuvas e temperatura, influenciam a presenga e
estabelecimento  destas formigas (CHALADZE, 2012; GILS &
VANDERWOUDE, 2012).

Todas as espécies de formigas cortadeiras sdo encontradas no
hemisfério ocidental distribuidas nas Américas e nas ilhas do Caribe. No Brasil
encontram-se 15 espécies de Acromyrmex e 10 espécies de Afta, descritas na
Tabela 2 (CIESLA, 2011; BOLTON, 2016).

Tabela 2. Nome cientifico e comum de formigas cortadeiras dos géneros
Acromyrmex e Atta encontradas do Brasil.

Género Acromyrmex Nome comum Género Atta  Nome comum
A ambiguus Quenquém-preta-brilhante  A. bispherica
A. aspersus Quenquém-rajada A. capiguara
A. coronatus Quenquém-de-arvore A. cephalofes  Salva-da-mata
A. crassispinus Quenquém-de-cisco A. goiania
A. diasi A. laevigata Cabeca-de-vidro
A. diseiger Quenquém-mirim A. opaciceps  Sauva-do-sertéao-
do-nordeste
A. Irystrix Quenquém-de-cisco-da- A. robusta Sauva-preta
amazonia
A laticeps Quenquém-capineira A. sexdens Sauva-liméo
A lundi Quenquém-mineira-preta A. silvai
A. niger Quenquém A
vollenweider
A. rugosus Formiga-mulatinha
A. subterraneus Quenquém-capixaba
A. heyeri
A. landolti
A. striatus Formiga-de-rodeio

Fonte: Forti; Boaretto, (1997); Ciesla (2011); Reis Filho; Lede; Nikele (2011)
modificado.

A nivel regional, a distribuicdo dos ninhos de formigas
cortadeiras € regulada por fatores ambientais como a vegetagao, o solo e o
clima. Para Aftta sexdens, os estudos sugerem que as alteragdes
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microclimaticas podem induzir as mudancgas dos locais dos ninhos (GILS &
VANDERWOUDE, 2012).

As sauvas, como A. sexdens, A. bisphaerica, A. opaciceps e,
principalmente A. laevigata, se aproveitam da abertura de estradas para
colonizar novas regides, uma vez que estabelecem com facilidade seus ninhos
durante a terraplanagem ou nos barrancos e taludes ao longo das estradas
(DELABIE et al., 1997; VASCONCELOS et al., 2006). Enfim, grandes canteiros
de obras em meio urbano também privilegiam a instalacao de A. laevigata.

Diversos fatores podem influenciar o avanco territorial, como a
disponibilidade de terra solta para instalagdo colonias. Estas espécies de
formigas podem no futuro ser consideradas testemunhas e bioindicadoras das

acoes antropicas e mudancas climaticas.

2.1.2 Sistema social

A formacgao de uma nova colbnia acontece quando uma rainha
fecundada escava a primeira camara, regurgita e cultiva o fungo proveniente do
ninho original, utilizando sua secregéo anal para alimenta-lo em seu novo local
(“jardim”) e coloca os primeiros ovos, originando as primeiras operarias
(CAPINERA, 2008; GULLAN; CRANSTON, 2014).

As formigas cortadeiras organizam seus ninhos em castas, com
polimorfismo das operarias, diferenciando-se pelo tamanho das cabecgas,
sendo separados em quatro divisées: 1) operarias com cabega <0,6 -1,2 mm,
sdo as enfermeiras, responsaveis pelo cuidado da rainha e da prole (larvas e
pupas); 2) cabega entre 1,3 -2,0 mm sdo as jardineiras, responsaveis pelo
material vegetal, jardim de fungo e gerenciamento de lixo; 3) cabecga variando
de 2,1 -2,9 mm, carregadeiras, com as responsabilidades em escavar tuneis e
galerias, pelas atividades de forrageamento (corte e transporte dos materiais
vegetais); 4) cabega >3,0 mm, soldados, responsaveis por cuidar da colbnia
protegendo de invasores (WILSON, 1980).

A organizagado social das formigas permite a obtencdo de
informacdes acerca do ambiente, sendo este, fundamental para manutencao

da ordem na colbénia. Sendo assim, por se tratar de insetos eussociais,
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adquirem estas informagdes pela visdo, audicdo, olfato e outros sistemas
sensoriais (BANKS; SRYNGLEY, 2003).

Segundo Trible et al. (2017) e Yan et al. (2017), quando
formigas perdem o sistema olfativo, se tornam incapazes de se comunicar e
relacionar-se com outras de sua colénia, bem como, detectar feroménios de
marcacgao e orientacio.

Dentro do ninho, existe um fendmeno denominado como
polietismo, onde as operarias, exercem diferentes trabalhos para a manutencao
e desenvolvimento da colbnia, identificando o estimulo para qual sao
direcionadas (JEANNE, 2016; BRISOLA, 2017).

Durante o processo evolutivo das formigas o principal meio de
comunicacao desenvolvido foi o olfativo. As operarias deslocam-se pelo solo
para executar atividades de forrageamento, por meio de comunicagdo e
integracdo de informagdes, trilhas de ferombnios (BOSSERT & WILSON,
1963). Quando um individuo encontra uma fonte de alimento e retorna para o
ninho, deixa pelo caminho uma trilha, pela qual os demais individuos
conseguem orientar-se para chegarem até o ponto almejado, permitindo assim
a execucao da tarefa de forrageamento (WILSON, 1962).

Diferencas na transferéncia, alcance e na velocidade de
informagdes pode influenciar o tamanho das coldnias de insetos eussociais
(PACALA et al., 1996). As colbnias podem variar de algumas dezenas de
individuos, como ocorre nas vespas, € dezenas de milhdes, no caso de
formigas cortadeiras (BRISOLA, 2017).

2.1.3 Forrageamento

As formigas cortadeiras saem em busca de alimento. Para
tanto, elas constroem trilhas de forrageamento. Uma vez encontrado, as
sauvas integram todas as informacgdes obtidas do ninho até a fonte alimentar e
vao demarcando com feroménios o caminho pelo qual percorreram. Apods,
percorrem o mesmo caminho depositando mais feromonios, num processo de

retroalimentacao até a fonte alimentar e seu ninho (CZACZKES et al., 2015).

17



Desta forma, o forrageamento consiste na busca de vegetais,
seguido do corte em fragmentos e seu transporte até o ninho, para
fornecimento dos mesmos ao fungo simbionte. Este processo é influenciado
por diversos fatores como a sazonalidade, revoada, tamanho do formigueiro,
queimadas, distribuicdo espacial entre colénias, hora do dia, presenga de
parasitoides, precipitagcao pluviométrica e temperatura (RIBEIRO & MARINHO,
2011).

A atividade de forrageamento aumenta a medida que a
temperatura reduz, sendo que a maior atividade se concentra entre 19 e 23°C
sendo menores em temperaturas superiores a 30°C, devido ao risco de
desidratacdo (TONHASCA & BRAGANCA, 2000). Viana et al. (2004)
concluiram que a temperatura é fator limitante da atividade e intensidade de
forrageamento durante o dia.

Em relagcdo a umidade, a atividade das operarias responsaveis
em cortar e carregar materiais vegetais foi maior em altas umidades relativas
(UR), 80 a 92% (CERQUEIRA, 2012). Tal gradiente contribui para um menor
risco de desidratagdao, sendo que as plantas ficam mais tenras e reduzem a
concentracdo de metabolitos secundarios, este fato proporciona um maior
rendimento da atividade de corte e um material melhor para ser acondicionado
para o fungo (SIMAS et al., 2003).

Os padrées de forrageamento variam muito com a
sazonalidade (DELLA LUCIA & OLIVEIRA, 1993; RIBEIRO & MARINHO,
2011). Em um estudo realizado com A. sexdens, em pastagens no sul do
Brasil, Giesel et al. (2013) verificaram a ocorréncia de correlagao negativa entre
0 numero de operarias e a temperatura durante o verao e outono, enquanto
que no inverno, o numero de operarias se correlacionou negativamente com a
umidade relativa do ar. Além disso, os autores sugeriram que o forrageamento
€ maior no inverno e na primavera que no restante das estacoes.

Entretanto, Cerqueira (2012) nao identificou diferenga no ritmo
de forrageamento de A. sexdens em um cultivo de eucalipto na Mata Atlantica,
entre os meses do ano, caracterizando auséncia de sazonalidade. Contudo,

observou que a atividade de forrageamento aumenta a medida que a
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temperatura diminui, ocorrendo preferencialmente entre 19° e 23°C. Costa et
al. (2008) verificaram certa sazonalidade no forrageamento de A. laevigata, em
area do Cerrado, porém ndo conseguiram concluir sobre o periodo do ano de
maior intensidade de forrageamento.

No entanto, os fatores climaticos, em especial a temperatura
pode ser considerada a mais importante, principalmente nos tropicos, onde as
mudancas diarias e sazonais nas atividades de forrageamento ser relacionam
com a temperatura e umidade (JOFRE & MEDINA, 2012).

2.1.4 Danos de natureza econémica

As formigas cortadeiras sdo uma das principais pragas da
América Latina em areas de reflorestamentos (NIKELE et al., 2012), na
agricultura (CIESLA, 2011) e em pastagens (REIS FILHO et al., 2013).

Segundo Reis Filho et al. (2013) as areas de manejo de
integracdo lavoura-pecuaria-florestas  (producdo agrossilvipastoril) s&o
altamente suscetiveis ao ataque de formigas cortadeiras, por ocorrerem em
maior densidade em areas abertas, sendo o componente arbéreo o mais
vulneravel, especialmente as mudas.

Um sauveiro adulto em area de reflorestamento pode consumir
até 1 tonelada de folhas de eucalipto por ano, o que equivale a produgao anual
de folhas de 86 arvores adultas, o que resulta em uma taxa de 20% no
replantio. Em cultivos de eucalipto, os danos representam 30% dos gastos com
o0 manejo até o terceiro ciclo (REIS FILHO et al., 2013, SANTOS, 2014). No
cultivo de pinus, o ataque € mais intenso apds 30 dias do plantio e plantas com
75% de desfolha ndo apresentaram mortalidade. No mesmo nivel de ataque,
em plantas de eucalipto houve 5% de mortalidade, sendo que a desfolha afetou
mais o didametro do que a altura das plantas (REIS FILHO et al., 2011; NIKELE
et al., 2012).

Em cultivos de cana-de-agucar, um ninho em uma area de 1
hectare causa perdas de até 3 toneladas ou o equivalente a 450 kg de

agucar/ha ou 300 litros de alcool/ha. Em areas com pastagem a presenca de
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10 sauveiros adultos extrai até 25 kg de forragem por dia (REIS FILHO et al.,
2013; SANTOS, 2014).

Existem prejuizos indiretos resultante da erosdo do solo, perda
de fertilidade pela exposicdo de porcdo da camada menos fértil a superficie,
danos fisicos aos animais e implementos agricolas, assim como a
desvalorizagao do valor venal da propriedade devido a infestagdo deste inseto
na propriedade (DELLA LUCIA, 1999).

2.2 Manejo de Formigas

O controle tradicional de formigas com inseticidas, apesar de
sua eficiéncia, tornou-se um problema devido a toxicidade nao seletiva dos
principios ativos como, por exemplo, o fipronil e com a proibicdo do uso de
sulfluramidas pelo protocolo de Estocolmo que entrou em vigor em 17 de maio
de 2004, tornando-se necessaria a busca por alternativas.

O controle biolégico de formigas cortadeiras envolve a
utilizagdo dos inimigos naturais ou predadores, entomopatdgenos e parasitas
para o seu controle. Esse método, quando denominado aplicado, ou seja, com
a influéncia do homem, depende normalmente da conservacgao e adequacgao do
ambiente natural as necessidades dos inimigos naturais ou através da
introdugdo de organismos que possam competir por fatores importantes as
formigas (ANJOS et al., 1998; OLIVEIRA, 2006; STEFANELLI et al., 2021), ou
mesmo utiliza-las como substrato alimentar ou até para completar parte de seu

ciclo bioldégico no seu corpo.

2.2.1 Controle Quimico

O controle quimico € o mais utilizado. Iscas a base de
sulfluramida no controle se sauvas que cortam dicotiledéneas resultaram de 90
a 100% de mortalidade dos ninhos. Whilte (1998) afirma que iscas a base de
fipronil com 0,2% de ingrediente ativo também é eficiente para o controle de

Acromyrmex octospinosus (Reich, 1793) e A. cephalotes.
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Forti et al.,, (2003) observaram que a sulfluramida é mais
eficiente que o fipronil para o controle de A. capiguara, com diversos relatos da
eficiéncia da mesma no controle de sauvas (ZANUNCIO et al., 1992; CRUZ,
1996; ZANETTI, et al., 2003). Zanetti et al. (2003) compararam diferentes
marcas comerciais de iscas a base de sulfluramida (0,3%) e observaram que
houve respostas semelhantes quanto ao carregamento e que todas tiveram
boa aceitagéo.

No entanto, os produtos quimicos podem causar impactos
econdmicos (custos com mao de obra, produtos e equipamentos) e ambientais
(no solo, agua, fauna e flora). Sdo encontrados nas seguintes formulagdes: pos
secos, liquidos, liquidos termonebulizaveis e iscas granuladas (BOARETTO &
FORTI, 1997).

Existem oito principios ativos registrados e liberados para
controle de formigas no Brasil: deltametrina, permetrina, fipronil, sulfluramida,
bifentrina, fenitrotiona, clorpirifés e metam-sédico (MAPA, 2023). No entanto,
segundo a Agéncia de Defesa Agropecuaria do Parana (ADAPAR) no Estado,
dentre estes oito principios apenas quatro (deltametrina, permetrina,
sulfluramida, fipronil) sao liberados para uso (ADAPAR, 2023), o que restringe
ainda mais o controle.

No Brasil a principal forma de controle de formigas cortadeiras
€ baseada em iscas toxicas. As iscas granuladas atrativas s&o amplamente
usadas pois sao constituidas de: polpa citrica + ingrediente ativo. O atrativo de
polpa citrica atua na camuflagem do ingrediente toxico. Esta composi¢cao &
importante pois as operarias forrageadoras necessitam transportar as iscas até
o interior de suas colbnias, sem perceberem o ingrediente toxico, evitando
rejeicdo e incorporando as mesmas no jardim de fungo simbionte, esperando-
se que ocorra a disseminagao do principio ativo entre as operarias que
participam deste processo ao manipularem a isca (DELLA LUCIA & VILELA,
1993).

As iscas sdo compostas basicamente por dois ingredientes
ativos: sulfluramida ou fipronil. No entanto, ndo estdo sendo eficientes para

controlar as espécies de Afta. Sulfluramida é amplamente utilizada, pois essa
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molécula tem acéo lenta, por ser usada em baixas concentragbes, sendo
considerada a forma mais segura de controle (BRITTO et al., 2016).

Todavia, a sulfluramida foi classificada como poluente orgéanico
na Convencédo de Estocolmo sobre Poluentes Orgéanicos Persistentes (UNITED
NATIONS TREATY COLLECTION, 2009), sendo proibida em diversos paises
devido a proibicdo do produto perfluoroctane sulfonyl fluoride (PFOSF),
intermediario na fabricacdo de sulfluramida. No entanto, no Brasil, ainda tem
sido usada, principalmente pela reduzida op¢ao de principios ativos especificos
para formigas.

Para a sulfluramida, nem todas as formigas se contaminam,
proporcionando taxa maior de sobrevivéncia. De forma indireta, mesmo uma
contaminagao parcial pode favorecer a proliferacdo de outros fungos e a morte
de alguns individuos, promovendo a contaminacgao do fungo simbionte, levando
ao colapso da colonia (BARBOSA et al., 2018).

Alguns inseticidas ja foram testados para controle de formigas
cortadeiras, como o clorpirifos (FORTI et al., 2003), diflubenzuron e dechlorane
(NAGAMOTO et al., 2007), mas sem sucesso na fabricagdo e comercializagcao
deles como iscas formicidas. No entanto, diafentiuron tem sido apresentado
como um formicida promissor. Sua atividade contra outros grupos de insetos e
acaros € conhecida, sendo seu mecanismo de agao em insetos semelhante ao
da sullfluramida. Existe um apelo social e agronédmico por inseticidas menos
prejudiciais aos ecossistemas agricolas, mas eficazes quando formulados
como iscas granuladas téxicas (BARBOSA et al., 2017).

A sulfluramida pertence ao grupo quimico das sulfonas
fluoralifaticas, e, segundo a Organizacdo Mundial da Saude, é classificada
como pouco perigosa. Age por ingestdo nos insetos, bloqueando o fluxo de
elétrons da cadeia respiratéria nas mitocondrias, cessando a sintese de
adenosina trifosfato (ATP). Em virtude disso, o inseto se torna lento e menos
agressivo (BRUGGER et al., 2009).

O fipronil pertence ao grupo quimico fenil-pirazol, atuando por
ingestdo e seu mecanismo de agdo ocorre no sistema nervoso central do

inseto, inibindo o receptor do acido gama amino-butirico (GABA), matando os
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insetos por hiper excitagcdo (TOMLIN, 2009). No entanto, apresenta toxicidade
significativa em sistema aquatico, sendo necessario o cuidado no manejo da
agua de irrigacdo (NAKAGOME et al., 2006).

A permetrina e a deltametrina pertencem ao grupo quimico dos
piretréides, com amplo espectro de atividade, agao rapida, eficiéncia em baixa
dose, baixo poder residual no ambiente e baixa toxicidade para mamiferos e
passaros. Todavia, sdo neurotéxicos para peixes e crustaceos (SANTOS et al.,
2007; VIEIRA et al., 2018). Agem por contato e, em seres humanos, a principal
via de absorgao ¢ a pele.

Atuam no sistema nervoso central do inseto, modulando os
canais de sédio dos filamentos nervosos, ou seja, prolongam ou impedem o
fechamento normal destes canais, permitindo um fluxo excessivo de Na+ para
o interior da célula nervosa (SANTOS et al.,, 2007, VELISEK et al., 2007).
Também podem ligar-se com receptores do acido gama amino-butirico
(GABA), bloqueando canais de cloro. A deltametrina € utilizada como formicida
em po e a permetrina em liquidos termonebulizaveis.

O K-Othrine 2P®, é um inseticida piretréide a base de
deltametrina 0,2%, sendo o unico produto comercial liberado no Parana, nesta
modalidade, e tem sido indicado para controle de cortadeiras, na dose de 10 g
do produto comercial por m2 de formigueiro (ADAPAR, 2023). No entanto, esta
modalidade possui algumas desvantagens como necessidade de se aplicar em
solo seco e a impossibilidade do produto atingir todas as camaras de um ninho
adulto. Isto torna sua eficiéncia questionavel, uma vez que os produtos atuam
por contato, sendo melhor recomendado para ninhos pequenos. Segundo
Zanetti et al., (2003) podem ser considerados ninhos pequenos aqueles de até
5m2.

Recomenda-se a termonebulizacdo para controle de
formigueiros grandes em areas amplas de reflorestamento ou onde o uso de
iscas € inviavel. Aléem de comumente eficiente, a sua aplicacdo pode ser feita
em qualquer época do ano. As limitagdes deste método é o elevado custo de
aquisicao dos termonebulizadores, manutencdo do equipamento e a

necessidade de profissionais capacitados para opera-lo.
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A isca granulada é mais usual entre os agricultores, oferecendo
maior seguranga ao operador, dispensa mao de obra e equipamento
especializado, além de permitir o tratamento dos formigueiros em locais de
dificil acesso (PETERNELLI et al., 2008). Sado constituidas de um substrato
atrativo (polpa citrica desidratada) em mistura com um principio ativo toxico,
em pelletes. O inseticida € dissolvido em 6leo de soja refinado e incorporado ao
substrato (ABRAISCA, 2023). Entretanto, pode-se utilizar folha de eucalipto,
farinha de mandioca, farinha de trigo e melago de cana (BOARETTO & FORTI,
1997).

2.2.2 Controle Biolégico

O controle biologico consiste em emprego de predadores,
parasitoides e microrganismos que utilizam a formiga cortadeira como
hospedeira. Sabe-se que faixas de vegetagao nativa, margeando plantag¢des de
Eucalyptus spp., reduzem a densidade de sauveiros, possivelmente por
fornecer abrigo aos inimigos naturais de sauvas (ZANUNCIO, 1998; ZANETTI
et al., 2000).

Silveira et al. (2006) e Forti et al. (2012) verificaram que rainhas
de Atta spp., ao cairem no solo, em busca de um local para a formagao da
nova colénia, podem ser atacadas pelo besouro Scarabaeidae (Canthon
virens), sendo que até 6 besouros podem atacar uma Uunica tanajura.
Entretanto o uso potencial dessa espécie para o controle bioldgico é inviavel,
uma vez que o potencial reprodutivo das fémeas predadoras € baixo (FORTI et
al., 2012).

Almeida et al. (2021) observaram a presenga de espécies
Phoridae, parasitoides de formigas cortadeiras quenquéns em Londrina —

Parana, presentes também em formigas sauva limao.

2.2.3 Controle por fungos entomopatogénicos

A necessidade de métodos de controle alternativos, mais
seguros e sustentaveis ao ambiente desencadeou a atenc&o de pesquisadores,
fomentando a necessidade de novas estratégias de trabalho. Uma delas é o
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controle do fungo simbionte, que € o “coragao da colbnia”, através de controle
bioldgico com fungos entomopatogénicos.

Cerca de 80% das doencas ocasionadas por infec¢gdes nos
insetos sdo atribuidas a fungos. S&o considerados os primeiros patdgenos
microbianos empregados em programas de controle biolégico de insetos como
agentes patogénicos, devido ao potencial de colonizagao e da larga gama de
hospedeiros (ALVES, 1998).

Destacam-se como grupos promissores os fungos patogénicos,
Metarhizium sp. e Beauveria sp., Ascomycota: Hypocreales. Estas espécies de
fungos deuteromicetos sdo entomopatogénicos generalistas, sendo virulentos a
diversos insetos, inclusive aos sociais, se reproduzindo obrigatoriamente sobre
o hospedeiro (TRAVAGLINI, 2017).

Favorecem o controle bioldgico natural, principalmente por
suas caracteristicas. Atuam por contato e ingestdo, existem em grande
quantidade na natureza, sendo o solo o seu maior reservatorio. Devido a sua
grande variabilidade genética, dificilmente os insetos se tornam resistentes aos
mesmos (ALMEIDA & BATISTA FILHO, 2006). A colonizagao no hospedeiro se
da via cuticula, com a produgdo de enzimas extracelulares preteoliticas com
atividade quitinolitica (LEAL et al., 1998). As etapas desta relacdo séao
classificadas como fases de: adesao, germinagao, formagédo de apressorios,
formacdo de grampo de penetracdo, penetragdo, colonizagdo e ainda,
reproducao e disseminagao do patégeno (ALVES, 1998).

Os fungos sdo patdégenos com alto potencial de infectar
diferentes estagios de desenvolvimento dos hospedeiros: ovos, larvas, pupas e
adultos de insetos, sendo esta uma grande vantagem do uso de fungos
entomopatogénicos para o controle biolégico de pragas e com alta
especificidade na penetragao via tegumento do inseto (ALVES, 1998).

Foram observados em estudos realizados por Stefanelli et al.
(2021) que os fungos Beauveria bassiana e Trichoderma harzianum resultaram
no controle de operarias, larvas e pupas. Desta forma, comprovando acao
entomopatogénica de T. harzianum em formigas Atta sexdens rubropilosa sp.
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Travaglini et al. (2017) obtiveram sucesso em laboratério
quanto a oferta de iscas encapsuladas atrativa com o fungo Metarhizium
anisopliae (Metschn.) Sorokin. Durante as 24 horas iniciais, todas as capsulas
ofertadas foram encrustadas no fungo simbionte, revelando o sucesso de
carregamento e nao rejeicao do entomopatdgeno pelas operarias da colbnia.

Jaccoud et al. (1999) elencaram os principais sintomas que
ocorrem nas colénias de formigas cortadeiras atacas por fungos
entomopatogénicos: inicialmente ocorre redugdo do forrageamento,
consequentemente menor atividade dos ninhos, comprometimento da saude no
jardim do fungo e aumento da mortalidade levando indiretamente a colénia ao
declinio.

O efeito dos fungos Beauveria bassiana (Bals.-Criv.) Vuill, e M.
anisopliae foi estudado em colbénia de laboratério de Atta sexdens, associados
a subdoses de inseticida (Imidacloprid), aplicados 24 horas antes dos fungos
entomopatogénicos. No tratamento combinado (inseticida + fungo), a taxa de
mortalidade de formigas foi acima de 60%, e, ao usar o fungo isoladamente, a
mortalidade caiu para 40%. Na colénia, quando tratada apenas com doses
subletais de inseticida, a mortalidade foi apenas de 10%, sugerindo que ao
serem expostas previamente ao produto e posteriormente aos fungos, tornam-
se mais susceptiveis, elevando a taxa de mortalidade (SANTOS et al., 2007).

As empresas também tém produzido estes agentes com fins
comerciais, como o caso do Boveril® e do Metaril®, inseticidas microbioldgicos
que também sdo usados para as seguintes pragas: cigarrinha das raizes,
(Mahanarva fimbriolata, Stal 1854), mosca branca (Bemisia tabaci, Gennadius
1889), broca do café (Hypothenemus hampei, Ferrari 1867), acaro-rajado
(Tetranychus urticae, koch 1836), gorgulho do eucalipto (Gonipterus
scutellatus, Gyllengal 1883), liberados para serem aplicados em todas as
culturas, nas quais estas pragas ocorrem.

No caso das formigas cortadeiras, o comportamento de limpeza
das mesmas dificulta a entrada destes agentes no ninho. Walker e Hugues
(2009) identificaram a existéncia de imunidade social em formigas cortadeiras,

definido como sendo a expressdo de um conjunto de defesa em nivel de grupo
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relacionado ao comportamento, tais como limpeza individual e mutua
(CAMARGO et al., 2017).

O grooming, ou lambedura, que corresponde a remogédo de
particulas da superficie do proprio corpo ou do corpo de um companheiro de
ninho, é bastante importante na protecdo do jardim de fungo contra eventuais
parasitas ou competidores e na protecdo das formigas contra patégenos
(MARINHO et al., 2006).

Além deste aspecto, a organizagdo social, com divisdo em
castas e alto potencial bidticos, também sao fatores a serem considerados no
caso do controle de formigas. Sao varias as estratégias adotadas pelas
colénias para defender a populagdo dos inimigos naturais. Estas pragas
desenvolveram uma glandula (metapleural), capaz de anular a agdo patogénica
de inumeros microorganismos do meio em que habitam. Ou seja, através das
secregcbes destas, por exemplo, impedem a germinagdo de fungos, que
poderiam se aderir ao tegumento das operarias (VIEIRA et al.,, 2012;
TRAVAGLINI, et al. 2016b).

2.2.3.1 Controle de insetos-pragas por Beauveria bassiana

Este fungo foi utilizado no Brasil em diversos programas de
controle biologico, para o controle de cupim de monticulo do género
Cornitermes, com aplicagdes inundativas, mosca branca (Hemiptera:
Aleyrodidae), acaro rajado (Acari: Tetranychidae) (ALVES et al., 2008), iscas
atrativas para o controle de coledpteros Curculionidae em cana e banana
(LOPES et al., 2013), e o uso de propagulos fungicos associados a armadilhas
para controle de Hypothenemus hampei (Ferrari, 1867) (MOTA, 2013).

B. bassiana ocorre de forma enzodtica e epizodtica e pode ser
encontrado em inumeras espécies de artropodes. Apresenta conidios globosos,
verrugosos, capazes de colonizar o hospedeiro, em média, em 72 horas.
Temperaturas entre 22 e 26 °C favorecem o crescimento de linhagens, assim
como um ambiente com umidade superior a 80%, favorece a germinacéo do
fungo, deixando o cadaver coberto por uma muscardine branca, resultado do

desenvolvimento das hastes e das fialides do micélio (ALVES, 1998).
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No processo de infecdo, ocorre a liberagdo de metabdlitos
secundarios, a beauvericina, ndo sendo relacionado ao seu crescimento ou
desenvolvimento, mas sim a viruléncia e patogenicidade. A germinagao dos
conidios de B. bassiana ocorre geralmente apos 12 horas da inoculagéo e a
colonizacdo apoOs trés dias, quando o inseto ja apresenta uma grande
quantidade de conidios (ALVES, 1998).

Estudos identificaram a ocorréncia de B. bassiana isolado de
operarias de A. sexdens piriventris (Santschi, 1919) (DIEHL-FLEIG et al., 1992)
e em rainhas de A. sexdens (ALVES & SOSA GOMEZ, 1983). Nos ninhos, a
sua presencga € mais acentuada nos locais de deposigcao do lixo das col6nias
(HUGHES et al., 2004).

Castilho et al. (2010) testaram em sauvas do género Afta a
acao de isolados do fungo em laboratério. Obtiveram mortalidade superior a
50% dos soldados apds 72 horas de inoculagdo. A mortalidade de 100% dos
soldados de A. bisphaerica ocorreu 72h apds a inoculagcido, sendo causada por
um isolado de M. anisopliae e um de B. bassiana.

Loureiro e Monteiro (2005) observaram maior agressividade de
B. bassiana que M. anisopliae em Atta sexdens, sendo observado um TL50 de
2,60 e 2,72 dias para os isolados JAB 06 e AM 9, respectivamente e, a
esporulacdo em cadaveres apos 15 dias da inoculagado ndo passou de 42%.

A exposicado de formigas A. sexdens ao fungo B. bassiana
permitiu que o processo de penetracao das hifas no interior do corpo das larvas
levasse um tempo menor do que 48 horas, uma vez que os imaturos ainda nao
tém a cuticula totalmente esclerotizada. Para os adultos, foi menor do que 72
horas, possivelmente por possuirem o seu tegumento totalmente esclerotizado
(TRAVAGLINI, 2017), demonstrando que o uso do fungo patogénico € mais

eficiente quando em contato com os organismos mais jovens da colbnia.

2.2.3.2 Controle de insetos-pragas por Metarhizium anisopliae

O primeiro sucesso do uso de M. anisopliae ocorreu em 1879,
para controle de larva de um curculionideo. No Brasil, 0 maior programa de

controle a base de produtos comerciais € ndo comerciais, € no complexo de
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cigarrinhas (Hemiptera: Cercopidae), em cana-de-agucar e pastagens (ALVES
et al., 2008), sendo selecionado priorizando-se a produg¢ao de conidio em meio
artificial, de alta viruléncia e resisténcia a radiacdo UV (TRAVAGLINI, 2017).

Pertence a familia Moniliaceae que persiste no solo em sua
estrutura de resisténcia. O conideo € uninucleado e oblongo, sendo que a
temperatura média de 27 + 1 °C favorece o seu crescimento. Um ambiente com
umidade superior a 80% favorece a germinagdo do fungo. Apds completar o
ciclo, apresenta uma muscardine verde, formada por micélios na superficie do
cadaver do hospedeiro (ALVES, 1998).

No processo de penetragdo, o fungo produz proteinases,
amplamente estudadas devido a correlacdo com a especificidade, viruléncia e
patogenicidade do fungo. No estagio final de infecgdo, na hemocele do inseto,
produz metabolitos secundarios, que apresentam atividade inseticida, levando
o hospedeiro a morte (BIDOCHKA et al., 2005).

A atividade alimentar de adultos de ninhos de A. sexdens
piriventris tem reducao apods seis dias da aplicacdo de M. anisopliae em
suspensao ou em formulagao em po6 (SILVA & DIEHL-FLEIG, 1988).

Estudos que contemplam a identificagdo de isolados em
ocorréncia natural em formigas identificaram e A. sexdens a presenca de M.
anisopliae (ZARZUELA, 2007). Quando ocorrem, geralmente estdo associados
as colbnias, prevalecendo préximo aos ninhos, podendo ocorrer mais de 20
espécies (HUGHES et al., 2004).

Castilho et al. (2010) testaram em sauvas do género Afta a
acgao de isolados do fungo em laboratério. Em teste de patogenicidade, quanto
a capacidade de crescer nos cadaveres dos soldados, o isolado ENA0O4 de M.
anisopliae mostrou maior capacidade de esporulagéo, crescendo sobre 77,5 e
66,7% dos cadaveres de soldados de A. bisphaerica e A. sexdens,
respectivamente, sendo patogénico a ambas as espécies. Em contrapartida,
Loureiro e Monteiro (2005) observaram capacidade de esporulagdo sob
cadaveres, apos 15 dias de inoculagao, ndo superior a 45% para A. sexdens.

Em laboratério, iscas a base de M. anisopliae, T. viride e a

combinagdo de ambos, promoveram 100% de mortalidade das colénias de A.
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cephalotes. Quando testado em campo, a isca a base de M.anisopliae e a
combinagao dos dois fungos provocou o abandono dos ninhos pelas formigas,
para a construcdo de um novo. Neste mesmo experimento, um ninho foi 100%

controlado com o fungo patogénico M. anisopliae (LOPEZ; ORDUZ, 2003).

2.2.4 Uso de iscas granuladas contendo fungos

A crescente rejeigao das formigas por iscas granuladas, aliado
a baixa eficiéncia das mesmas, tem motivado os pesquisadores a estudar
materiais que possam ser adicionados a matriz das iscas, para aumentar sua
atratividade, principalmente aqueles derivados de extratos vegetais (RAMOS et
al., 2006), possibilitando também encrustar outros mecanismos de acao a elas,
tornando uma alternativa de controle.

Sob condigdes experimentais os fungos entomopatogénicos
tem sido ofertado as formigas isoladamente ou em iscas de polpa citrica
(JACCOUD et al., 1999), iscas formuladas com farelo de trigo e como atrativo
suco de laranja (LOPEZ & ORDUZ, 2003).

Uma grande dificuldade é a criagdo de formulagdes, que é a
mistura do ingrediente ativo, o fungo, com outros compostos que visem a
estabilizagdo, manutencéo e protecado, a fatores de degradagdo ambiental, do
agente de controle biolégico (MICHEREFF FILHO et al.,, 2009). Assim, no
desenvolvimento de uma isca microinseticida para formigas cortadeiras, é
preciso que a mesma seja muito atrativa, e os esporos sejam preservados da
acao ultravioleta e da umidade (SILVA, 2016).

Maior rapidez no carregamento de iscas certamente implica em
menor exposi¢do das mesmas as condigdes climaticas adversas, a roedores,
aves, insetos benéficos e outros animais presentes na area, com isso, pode-se
aumentar a eficiéncia de controle (LIMA et al., 2003).

Diehl-Fleig et al. (1992) formularam iscas toxicas com
diferentes atrativos e esporos de fungos entomopatogénicos. Isto permitiu a
aplicagao do controle bioldgico, evitando a percepgao do fungo patogénico

pelas operarias de formigas, contornando os mecanismos de defesa coletivo.
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Esse tipo de controle é efetivo, porém necessita de um periodo prolongado,
para que a coldnia seja contaminada (LOPEZ & ORDUZ, 2003).

Travaglini et al. (2017) obtiveram sucesso ao encapsular o
fungo M. anisopliae, em laboratorio, para controle de formigas cortadeiras. As
capsulas foram confeccionadas de gelatina, incrustadas com polpa citrica
atrativa e, em seu interior acondicionado o produto comercial a base do fungo.

Silva (2016) encrustou o fungo Trichoderma harzianun (Rifai,
1969) em iscas a base de farelo de trigo e suco de laranja como atrativo,
oferecendo para colénias de laboratério de A. sexdens, concluindo que as iscas
possuiram boa aceitagao pelas formigas, sendo carregadas para os ninhos. Ao
final de 30 dias constatou-se reducdo de 30% do fungo simbionte, com maior
mortalidade dos individuos da colénia.

Em colbnias de A. cephalotes foi verificado a aceitagdo e o
carregamento de iscas formuladas a base de M. anisopliae e Trichoderma
viride (Persoon, 1794). Com a combinacao destes fungos, observou-se que nas
duas semanas inicias das aplicagbes houve reducdo de forrageamento, néo
observando a rejeicao das iscas (LOPEZ & ORDUZ, 2003).

Na confeccdo das iscas, diversos parametros devem ser
considerados para se obter um produto de qualidade e que nao gere rejeicao
pelos membros da colbnia, tais como a aparéncia, cheiro, consisténcia, cor,
resisténcia a umidade, sinergismo com os adjuvantes de fabricagdo ou o
inseticida, tamanho dos granulos e sua textura, além de boas caracteristicas
qualitativas (DELABIE et al., 2000).

2.3 Fungo Leucoagaricus gongylophorus

O fungo Leucoagaricus gongylophorus (Singer), mantido em
simbiose por formigas cortadeiras da Tribo Attini, pertence ao Filo
Basidiomycota, identificado como fungos que produzem basidiésporos
(meidsporo), gerado em um basidio.

Por ndo possuirem uma frutificacdo, estes fungos possuem

taxonomia complexa e questionada por taxonomistas especializados (BORBA
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et al., 2006). Apresentam velocidade lenta no seu desenvolvimento e dividem o
substrato alimentar com diversos microrganismos, dificultando sua identificagédo
(SILVA-PINHATI et al., 2005)

Brancher (1993) avaliou morfologicamente o fungo simbionte
das espécies A. heyeri, A. ambiguus e A. sexdens piriventris e descobriu
diferengas para o comprimento e didmetro de hifas para o fungo destas
espécies, assim como isolados oriundos da mesma espécie de formiga.

Alguns fatores abidticos sdo extremamente importantes para o
desenvolvimento deste fungo, a temperatura € um exemplo da alta interferéncia
no crescimento de micélios e a germinagao de conidios e esporos e
estabelecimento (YENDOL, 1968; ALVES & NOGUEIRA, 1984).

Meios de cultura para estabelecimento in vitro do fungo
Leucoagaricus  gongylophorus sao estudados para acelerar seu
desenvolvimento e proporcionar maiores detalhamentos e interagdes.
PAGNOCCA et al. (1990) promoveram melhor estabelecimento do fungo de
formigas cortadeiras e € utilizado como padrdo de estudos.

Loeck et al. (2004) testaram quatro meios de cultura diferentes
(Celulose-asparagine, V8 juice agar, M&S e Pagnocca) para o desenvolvimento
do fungo simbionte de A. heyeri e Afta sexdens piriventrism, resultando maior

crescimento para o meio Pagnocca.

Fonte: Freitas, (2010).
Figura 2. Fungo simbionte cultivado por Acromyrmex crassispinus Forel, 1909.
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Estudos de meios de cultura para estes fungos podem
colaborar e acelerar processos de descobertas, em laboratério, visando
controle de ninhos de formigas cortadeiras. Para isto, extratos naturais aditivos,
em meios de cultura, considerando-se espécies vegetais de forrageamento
local das formigas, podem promover esta melhoria no estabelecimento in vitro

do fungo.
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ARTIGO 1. ISCAS FORMICIDAS PARA CONTROLE BIOLOGICO DE Atta
sexdens

Resumo

A busca por ingredientes atrativos mais eficientes e a utilizagdo do controle
biolégico podem aumentar a capacidade de controle da sauva limdo. Com isto,
o objetivo deste trabalho foi elaborar iscas atrativas extrusadas, revestidas com
microrganismos entomopatogénicos para controle de Atta sexdens. Iscas foram
extrusadas com materiais vegetais acessiveis, a fim de facilitar sua producao,
assim como, testada sua eficiéncia em atracdo em quatro variagcbes de
formulacao e ingredientes, iscas com amido, micronizado de aveia, farinha de
aveia e farinha de aveia adicionando esséncia de eucalipto. A formulagdo com
contendo farinha de aveia sem adicional de esséncia resultou em maior
atratividade e por este motivo foi revestida com fungos entomopatogenos,
Beuveria bassiana, Metarhizium anisopliae e a jungao de Metarhizium com
Trichoderma harzianum para aplicagdo em ninhos a campo e avaliacido da
reducao de atividade de forrageamento e total dos ninhos nos periodos de 10,
20, 40 e 60 dias apds a aplicacdo. A iscas que proporcionaram maiores
reducdes foram as contendo Metarhizium com Trichoderma e a somente
Metarhizium, com redugdes acima de 90% aos 60 dias para forrageamento e
atividade total.

Palavras chave: formigas cortadeiras, sauva limao, inseticida bioldgico.

1. INTRODUGAO

Os géneros de formigas cortadeiras — Atta Fabricius, 1805 e
Acromyrmex Mayr, 1865 (Hymenoptera: Formicidae) sdo os mais presentes em
cultivos comerciais, com destaque para o primeiro, com tamanhos maiores de
ninhos e maior complexidade em suas colbnias. Para o cultivo do fungo
simbionte, Leucoagaricus gongylophorus Heim, 1957, operarias destas
espécies cortam fragdes frescas vegetais de diversas espécies de plantas que
possuem importancia econdmica e assim sdo consideradas pragas nos setores
agricola, florestal e pecuaria (FOWLER et al., 1989; DELLA LUCIA, 2011,
MONTOYA LERMA et al., 2012; REIS FILHO et al., 2013; MUELLER et al.,
2018).

Sabe-se que a contaminagdo das formigas pode ser realizada
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no contato direto com iscas atrativas toxicas, com sinergia por comportamentos
realizados no jardim de fungo e indiretamente em atividades de limpeza,
comportamento importante sendo individual (“self-grooming”) e social
(“allogrooming”) (BRITTO et al., 2016, CAMARGO et al., 2017).

A busca por materiais e ingredientes com maior poder de
atratividade vem sendo estudados para driblar a rejeicdo de formigas pelas
iscas de forma que os extratos vegetais estdo sendo pesquisados para
aumentar a aceitagao e carregamento para os ninhos, podendo inserir extratos
inseticidas e fungicidas para maior qualidade e amplitude atuagao das iscas
(RAMOS et al., 2006).

O controle de biolégico de pragas agricolas € uma estratégia
ecologicamente viavel, realizado com a utilizacdo de inimigos naturais, como
por exemplo, fungos entomopatogénicos. A contaminacdo dos insetos pelos
esporos fungicos pode ocorrer via oral pelo inseto, via espiraculos ou no
tegumento. Sob situagdes favoraveis, o esporo do fungo atravessa o
tegumento e germina, iniciando a produg¢do de hifas no interior do corpo do
inseto, produzindo toxinas e enzimas na hemolinfa, podendo matar o
hospedeiro (ALVES, 1998).

Colaborando para a busca do controle bioldgico eficiente, com
redugdo de impactos para o ambiente e segurangca do homem, objetivou-se
elaborar iscas atrativas extrusadas, revestidas com fungos entomopatogénicos,

para uso no manejo da formiga sauva limao.

2. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados nos laboratérios de
entomologia e tecnologia de alimentos da Universidade Estadual de Londrina
(UEL), laboratérios da Usina Bioldgica/VITTIA e trabalhos a campo foram
conduzidos nos municipios de Londrina-PR, Paraopeba-MG e Caetanodpolis-
MG, com ninhos possuindo olheiros ativos e forrageamento.
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2.1 Iscas granuladas
As iscas foram produzidas na Universidade Estadual de

Londrina utilizando-se dos materiais descritos na Tabela 3, com quatro
diferentes formulagdes modificadas de Brito, (2018), descritas na Tabela 4. Os
materiais foram processados em extrusora monorrosca (modelo EL-25, BGM,
Brasil) composta por uma rosca de 25 mm de diametro (L/D=30, largura 750
mm), motor de 5 CV e quatro zonas de aquecimento. Para o processamento do
material e obter o perfil cilindrico, foi utilizado o perfil de temperatura de
90°C/120°C/120°C/100°C e velocidade da roca de 35 rpm. Os perfis cilindricos
foram processados em pellets de 3 a 4 mm de didmetro utilizando-se o

granulador.

Tabela 3. Componentes utilizados para produgéo de iscas granuladas.

Componentes Descrigao Fornecedor

Amido Amido de Milho Apti Alimentos (Brasil)
Glicerol grau técnico Glicerol Sinth (Brasil)

Poli (adipato co-tereftalato de

butileno) PBAT Basf (Alemanha)
Farinha de Aveia Farinha Quaker (Brasil)
Casca de Aveia Micronizada Fibras SL Alimentos (Brasil)
Esséncia de Eucalipto Esséncia Aromatizante  Coala (Brasil)

Tabela 4. Composicao de iscas granuladas produzidas.

Formulagcao Componentes

F1 50% de amido, 30% PBAT e 20% glicerol.

F2 40% de amido, 30% PBAT, 20% glicerol e 10%
casca de aveia micronizada.

F3 40% de amido, 30% PBAT, 20% glicerol e 10%
farinha de aveia.

F4 39,5% de amido, 30% PBAT, 20% glicerol, 10%

farinha de aveia e 0,5% esséncia de eucalipto.

Para avaliar a atratividade das iscas com diferentes
composicoes, foi realizado um bioensaio em quatro ninhos de sauva-limao,
priorizando-se o periodo com maior atividade de forrageamento. Foram

colocados 5 gramas de iscas para cada formulagao, dispostos lado a lado ao
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longo da trilha, distantes em 10 cm uma da outra, sendo a posi¢ao trocada
aleatoriamente a cada ninho (DELABIE; DELLA LUCIA; PASTRE, 2000). Para
cada isca formulada foi registrado o tempo (em segundos) para a primeira isca
carregada e a quantidade carregada durante 20 minutos, conforme Della Lucia
et al. (1992), com pequenas modificagdes.

O delineamento foi em blocos casualizados, cada ninho
corresponde a um bloco. O tempo e quantidade carregada, entre as diferentes
iscas formuladas. foram submetidas a analise de variancia e a comparagao de

médias de Tukey, a 5% de significancia.

2.2 Iscas granuladas com entomopatégenos

A isca de farinha de aveia (F3) foi escolhida por sua
atratividade superior e foi revestida com agentes entomopatégenos comerciais
Beauveria bassiana ESALQ PL63 (Koppert: Boveril® Trichoderma harzianum
(Koppert: Trichodermill® e Metarhizium anisopliae ESALQ E9 (Koppert:
Metarril®) em forma de pé molhavel, com auxilio de Glicerina Bidestilada P.A
(Dinamica® para aderéncia. As iscas inoculadas com microrganismos
apresentaram contagem minima de 2,0 X 10 UFC/g de pellet conforme Brito
(2018). Para comparagéao da eficacia, utilizou-se como controle a isca formicida
Fortex® da empresa Biocarb Industria Quimica (Brasil) que possui o principio

ativo sulfluramida 0,3% em sua composicao.

2.3 Atividade dos ninhos

A atividade do ninho foi definida segundo metodologia proposta
por Nikele et al. (2008) e foi dividida em atividade de forrageamento e atividade
total. A atividade de forrageamento foi determinada por meio da contagem de
formigas presentes em 50 cm da trilha de forrageamento, com distancia minima
de 2 metros do olheiro ativo. Para atividade total, foi considerada a quantidade
de formigas que atravessam o olheiro ativo ambas atividades no tempo de 3

minutos.
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2.4 Validacao das iscas em campo
A eficacia das iscas foi validada em quatro ninhos por

tratamento, cada ninho representando uma repeticdo. Apdés mensurado a
atividade de forrageamento e total, foi disponibilizada 200 g de isca contendo
entomopatdgeno, ao lado da trilha de forrageamento, distante 2,5 metros do
olheiro ativo. A quantidade de isca foi dividida para dois olheiros por ninho.

A reducgao do percentual de atividade de forrageamento e da
atividade total, foi calculada comparando a atividade de cada ninho na data de
aplicacao das iscas com as avaliagdes realizadas apos 10, 20, 40 e 60 dias,
apos a aplicagao (DAA) das iscas.

A porcentagem de avaliagado de rejeicao ao carregamento e/ou
devolucédo foi determinada 48 horas apds a aplicagdo das iscas, comparando-

se 0 peso das iscas rejeitadas em relagdo a quantidade aplicada.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Atratividade de iscas com diferentes composicoes

Foram selecionados ninhos ativos nas proximidades da
Universidade Estadual de Londrina (23°19'35.3"S; 51°12'22.0"W) para o teste
de atratividade, mensurando-se atividades de forrageamento, com valores
médios de 132 individuos por metro de trilha em forrageamento e 188

individuos em atividade total, no olheiro principal.

As iscas produzidas foram atrativas, em sua totalidade, nos
quatro ninhos escolhidos, validando o potencial de atracdo das formulagdes e
reconhecimento das substincias como adequadas para forrageamento. Este
comportamento corrobora com estudos realizados por Barros (2013), onde
formigas do género Atta forragearam diversos materiais, apresentando

comportamento polifago para cultivar o fungo simbionte.

Sabe-se que os formigueiros podem apresentar memodria,
relacionada as continuas exposi¢des as iscas comerciais, indicando

aprendizado de formigas em detectar e identificar compostos quimicos nocivos
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e benéficos a sua sociedade, conforme descrito por Marinho; Della Lucia;
Picanco (2006). Desta forma, é viavel a hipotese que novos compostos nas
iscas contribuem para melhor aceitacdo de carregamento para o ninho. Neste
sentido, as formulagdes de iscas F1, F2, F3 e F4 ndo apresentaram rejeicoes

no carregamento.

O menor tempo (433 segundos) para o inicio do
carregamento e maior quantidade carregada (78 iscas) foi verificado para iscas
que continham em sua composicao farinha de aveia sem esséncia de eucalipto

(F3), a quantidade carregada foi 6,5 vezes superior a isca comercial (FC).

Tabela 5. Tempo para carregamento do primeiro granulo de isca e quantidade
carregada.

Formulagdao da Tempo para carregamento da Quantidade total de
isca primeira isca (segundos) iscas carregadas
F1 726P 169

F2 4422 37°¢

F3 4332 782

F4 730° 47P

FC 810° 12¢

3.2 Validagao das iscas inoculadas contendo fungos entomopatogénicos

Os ninhos para os tratamentos foram escolhidos devido a
atividade de forrageamento, contendo trilhas com operarias carregando

materiais para a colbnia.

Nao foram detectadas rejeicdo por devolugdes e no
carregamento em nenhum dos ninhos para todos os tempos de avaliagao,
sendo as iscas transportadas para dentro do olheiro em sua totalidade apés 48
horas. Estes resultados indicam que as formigas nao foram capazes de
detectar os fungos e que aceitaram os granulos das iscas, contendo estes

microrganismos, como viaveis para alimento do fungo simbionte.
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Segundo Dussutor; Simpson (2009), a auséncia de rejeicao
pode indicar a escassez de larvas, aumentando a estocagem de materiais em

forma de pellets para reserva de proteinas.

Os resultados da acao das iscas sobre de atividade de

forrageamento (Figura 3) e atividade total (Figura 4) demonstram redugdo em

ambas.
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Figura 3. Redugdo percentual na atividade de forrageamento nos tempos 10, 20, 40 e 60 dias
apos a aplicacédo (DAA). CT = Controle com iscas quimicas formicidas; F3 + BV = Iscas
inoculadas com Beauveria bassiana; F3 + ME = Iscas inoculadas com Metarhizium anisopliae;
F3 + ME + TR = Iscas inoculadas com Metarhizium anisopliae e Trichoderma harzianum.

A isca formulada com farinha de aveia, inoculada com
Metarhizium anisopliae e Trichoderma harzianum (F3 + ME + TR) juntamente
com a inoculada somente com Metarhizum anisopliae (F3 + ME) n&o diferiram
estatisticamente e foram as que apresentaram melhores resultados, atingindo
médias cima de 80% de redugao do forrageamento aos 60 DAA. A isca controle
(CT) apresentou maior redugéo aos 10 DAA, com 32% com o pico aos 20 DAA,
atingindo 61% mas reduzindo apds este periodo finalizando com 15% aos 60
DAA, podendo apresentar pouco efeito residual, permitindo o ninho repovoar

mais rapidamente sua colbnia.
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Figura 4. Reducao de atividade total em percentual nos tempos de 10, 20, 40 e 60 dias apds a
aplicagéo (DAA). CT = Controle com iscas quimicas formicidas; F3 + BV = Iscas inoculadas
com Beauveria bassiana; F3 + ME = Iscas inoculadas com Metarhizium anisopliae; F3 + ME +
TR = Iscas inoculadas com Metarhizium anisopliae e Trichoderma harzianum.

A redugao da atividade total apresentou dados semelhantes ao
de forrageamento. Destacou-se a F3 + ME + TR, atingindo 94% com 60 DAA.
Desta forma, os microrganismos reduziram a atividade de forrageamento e total
dos ninhos e a mistura de Metarhizium sp., um agente entomopatogénico, com
Trichoderma sp., agente fungicida, possivelmente potencializou as redugdes de

atividades, persistindo até os 60 DAA com os maiores percentuais.

Observou-se aos 10 DAA a presenca de formigas operarias
com comportamento atipico, apresentando dificuldade motora e desorientacao.
Além disto, no forrageamento, muitas desviavam-se do percurso movendo-se
em circulos, sendo que muitas nao retornavam para o ninho. Operarias e
soldados apresentavam “self grooming” (auto limpeza), com tentativas de se
limpar com as pernas dianteiras. Shang et al. (2015) descrevem que formigas,
quando moribundas, possuem o comportamento solitario e desorientacio.
Mueller (2011) sinaliza o mesmo comportamento de limpeza com as pernas
dianteiras, para espalhar bactérias mutualistas geradas em suas glandulas

metapleurais.
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Amostras de formigas debilitadas, de cada tratamento, foram
coletadas para fins de validacdo da presenca do fungo entomopatogénico.
Apos inseridos em camara umida para incubacdo, foram confirmados os

mesmos agentes utilizados nos tratamentos.

Os resultados colaboram para o avango do uso de
microrganismos entomopatogénicos e fungicidas para o controle de formigas
cortadeiras do género Atta, e corroboram com estudos de Brito (2018) que
obteve sucesso na atratividade das iscas e também na reducéo das atividades

dos ninhos estudados.

4. CONCLUSOES

A formulagao de isca formicida mais aceita para a sauva limao
(Atta sexdens) € a composta por 40% de amido, 30% PBAT, 20% glicerol e
10% farinha de aveia (F3).

Os tratamentos F3 + ME + TR (Isca + Metarhizium anisopliae +
Trichoderma harzianum) e F3 + ME (Isca + Metarhizium anisopliae) possuem
capacidade de reduzir atividades de forrageamento e atividade total em até 60
dias apos a aplicacdo podendo ser uma alternativa ao controle com iscas

contendo inseticidas quimicos.
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ARTIGO 2. INTERAGAO DE FUNGICIDAS BIOLOGICOS E NATURAIS NO
DESENVOLVIMENTO DO FUNGO |Leucoagaricus gongylophorus
(LEUCOCOPRINI: AGARICALES).

Resumo

O controle de formigas cortadeiras possui dificuldades se nao atingir a rainha
ou o seu fungo simbionte Leucoagaricus gongylophorus. Entender melhor o
desenvolvimento deste fungo e agentes de controle sdo importantes para
definir estratégias de manejo. Para isto, o objetivo deste trabalho foi testar
meios de cultura para estabelecimento de L. gongylophorus e a utilizacdo de
fungicidas para viabilizar o controle dos ninhos. Para os meios de cultura forma
utilizados Pagnocca, BDA (batata, dextrose e agar) e PDA (peptona, dextrose e
agar) puros e com a adicdo de solugdo vitaminica e extratos vegetais de
Buxinho (Buxus sempervirens L.) e Santa Barbara (Melia azedarach L.),
plantas forrageadas na regido do norte do Parana. In6culos isolados foram
inseridos no centro das placas de Petri para avaliagdo do crescimento radial.
Apos o estabelecimento do melhor meio de cultura, solugbes de fungicidas
quimico, Trichoderma harzianum e acido salicilico foram inseridos ao meio para
avaliacdo do crescimento radial do fungo simbionte sob interagdo dos
fungicidas. O meio de cultura que obteve maior desenvolvimento radial, em 90
dias, foi BDA puro, sendo escolhido para inoculagdes com fungicidas. Todos os
tratamentos apresentaram potencial de inativagdo e controle o
desenvolvimento do fungo. Em detaque para o tratamento com Trichoderma
harzianum por se tratar de um agente bioldgico, podendo beneficiar o manejo
integrado de pragas.

Palavras chave: Atta sexdens, controle biolégico, formigas cortadeiras.

1. INTRODUGAO

Formigas cortadeiras, Atfta spp. e Acromyrmex sp.
(Hymenoptera: Formicidae), cultivam seu fungo simbionte, Leucoagaricus
gongylophorus (Heim, 1957) (Leucocoprini: Agaricales), constituindo a base
para nutricdo de toda colbnia. Para manutencdo do jardim de fungo, as
formigas forrageiam diversas plantas cultivadas, sendo consideradas pragas
importantes em diversas culturas agricolas e florestais (BASS; CHERRETT
1994; GARCIA et al., 2003; MUELLER et al., 2018).

Dentro do ninho, as formigas jardineiras sdo eximias na
capacidade de manipular o fungo nas plantas utilizadas como substrato

vegetal, otimizando seu desenvolvimento. Transferem o fungo de jardins mais
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velhos para os novos, preparando a camara para acolhé-lo, apods, aplicam suas
fezes para acelerar o crescimento (MARTIN, 1987; CHERRETT et al., 1989),
retirando esporos contaminantes e micélios contaminados (CURRIE; STUART,
2001).

Estudos utilizando-se de extratos de plantas registraram efeitos
sobre o desenvolvimento de L. gongylophorus, com destaque para folhas de
Acalypha spp., Ligustrum spp., Eucalyptus spp., Citrus spp., Melia spp. e
Alchornea triplinervia, que quando maceradas e inseridas no meio de cultura,
afetaram o desenvolvimento do simbionte (CAMARGO et al., 2003). De acordo
com KHOURI et al. (2003), gramineas forrageiras, em extrato aplicados no
fungo simbionte de Acromyrmex balzani, influenciaram em seu
desenvolvimento, concluindo que o capim pangola (Digitaria decumbens) e

capim tifton (Cynodon dactylon) permitiram crescimento do fungo.

As plantas possuem mecanismos de defesa que podem ser
inseticidas e fungicidas. O uso de extratos naturais e substancias isoladas,
como taninos com agao antimicrobiana e terpenoides, com atividade inseticida,
podem intensificar estratégias de controle com reducdo de impactos para o
ambiente e ao homem (SANTOS; MELLO, 1999; JOHANN et al., 2007;
PESSUTO et al.,, 2009; RICKLEFS, 2011). Assim como o acido salicilico,
proveniente de reacdes bioquimicas de plantas, em sua forma isolada promove
acao fungicida e inseticida (TAVARES et. al, 2014; JUNIOR, 2013; FAZAM et
al., 2021).

Mehltreter & Valenzuela, (2012) constataram predilegao de
algumas espécies de samambaias e rejeicdo de outras pelas formigas
cortadeiras Afta mexicana (F. Smith, 1858), indicando um reconhecimento de
substancias potencialmente fungicidas. Lancellotti, (2018), comprovou o efeito
fungicida da espécie de samambaia Lastreopsis effusa (Sw.) através de extrato
etandlico, inibindo totalmente o desenvolvimento do fungo simbionte

Leucoagaricus gongylophorus.

Neste sentido, o objetivo deste trabalho & avaliar o melhor
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meio de cultura para desenvolvimento do fungo Leucoagaricus gongylophorus

e acgao de fungicida quimico, do fungicida biolégico Trichoderma harzianun e do

acido salicilico em seu desenvolvimento.

2. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram

realizados nos laboratorios da

Universidade Estadual de Londrina (UEL) e da empresa Usina Biologica

Solugdes para Agricultura ambos em Londrina,PR.

2.1 Estabelecimento dos meios de cultura

O fungo Leucoagaricus gongyloporus foi coletado em ninhos da

criacdo do Laboratério de Entomologia da UEL. O experimento foi mantido em

camara climatizada da Usina Bioldgica em escotofase de 24 horas a 26°C 11 e
60% %10 de umidade.

Tabela 6. Meios de cultura e extratos utilizados para crescimento de L.

gongylophorus.
TRAT MEIOS DE CULTURA EXTRATOS/SOLUCAO
PAG PAGNOCCA et al. 1990 PURO
PAG + SV PAGNOCCA SOLUGAO VITAMINICA
PAG + BX PAGNOCCA BUXINHO
PAG + SB PAGNOCCA SANTA BARBARA
BDA BATATA + DEXTROSE + AGAR (BDA) PURO
BDA + SV BDA SOLUGAO VITAMINICA
BDA + BX BDA BUXINHO
BDA +SB BDA SANTA BARBARA
PDA PEPTONA + DEXTROSE + AGAR (PDA) PURO
PDA + SV PDA SOLUGAO VITAMINICA
PDA + BX PDA BUXINHO
PDA + SB PDA SANTA BARBARA

Para promover o desenvolvimento radial do fungo simbionte,

utilizou-se os meios de cultura (Tabela 6) Pagnocca, como padréo
(PAGNOCCA et al., 1990) por ser utilizado rotineiramente em estudos, BDA
KASVI® (batata, dextrose e agar) e PDA KASVI® (peptona, dextrose e agar).
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Para verificar a estimulacdo e possivel aceleragao do desenvolvimento foram
utilizados extratos de Buxinho (Buxus sempervirens L.) e Santa Barbara (Melia
azedarach L.), por serem espécies vegetais comumente forrageadas na regido
de Londrina, PR (CHIESA, 2016). Utilizou-se também 5 mL de solugcéo
vitaminica (PANIZZI et. al, 2000) em cada repeti¢do, além do meio de cultura

puro sem acréscimo de extratos ou substancias.

Os extratos foram obtidos triturando-se 100g de cada espécie
vegetal em 400 mL de agua destilada. Apds foi filtrado em papel filtro e

acrescentado 20 mL no meio de cultura para cada repeticao.

Para todos os tratamentos foram realizadas trés repeticdes e o
experimento total foi repetido por trés vezes, sendo a 12 repeticdo realizada
para isolamento do fungo. Em fluxo laminar, os meios foram vertidos em placas
de Petri de vidro autoclavadas e o L. gonglophorus ja isolado foi inoculado com
discos de 2 mm ao centro da placa contendo o meio e os extratos
incorporados. Realizou-se a avaliagdo a cada sete dias, contabilizado o

crescimento radial por 90 dias.

2.2 Interferéncia no desenvolvimento do fungo Leucoagaricus

gongylophorus a fungicidas in vitro.
O meio de cultura que obteve melhor desempenho de

desenvolvimento radial do L. gongylophorus (BDA puro) foi utilizado para o
estudo de interagcdo com fungicidas (Tabela 7).

Tabela 7. Fungicidas utilizados para interagdo com isolados de Leucoagaricus
gongylophorus.

TRAT FUNGICIDA MARCA COMERCIAL

Tl Quimico Fox XPRO — BAYER

T2 Trichoderma harzianum Tricho-Turbo — VITTIA
T3 Acido Salicilico Acido Salicilico P.A. - Exodo
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A preparagao do meio de cultura BDA KASVI® (batata, dextrose
e agar) seguiu a recomendacéao do fabricante e apds, o material foi esterilizado
a 121°C por 15 minutos e vertido em placas de Petri (VICTOR et al., 2001).
Apos solidificar o meio, foram inseridos os agentes fungicidas para cada
tratamento. Apds o resfriamento do meio, foi inoculado o agente fungicida na
concentragéo de 0,1gL"' (COSTA et al. 2015) aguardando a secagem do meio
e do fungicida para apo6s inocular disco de 2 mm do isolado de L.
gongylophorus ao centro da placa. A avaliacdo foi realizada a cada 7 dias,
durante 42 dias, contabilizando-se o0 crescimento radial do fungo em

milimetros.

O delineamento experimental foi ao acaso, com trés repeticoes

por tratamento e o experimento repetido por duas vezes.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Meios de cultura para desenvolvimento do fungo Leucoagaricus
gongylophorus

A relagdo do fungo simbionte com as formigas apresenta
coevolugdo para a selegdo do material coletado para alimentagdo do fungo.
Mesmo que os meios de cultura puros tenham obtido melhores resultados
(Figura 5), pode ser que o fungo utilizado nao tenha ainda familiaridade com os

substratos aditivos.
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Figura 5. Desenvolvimento radial de L. gongylophorus em milimetros sob meios de cultura in
vitro, avaliados em 7, 14, 21, 28, 35 e 42 dias apos a inoculagéo (DAI). PAG = PAGNOCCA;
BDA = Batata Dextrose e Agar; PDA = Peptona, Dextrose e Agar; SV = Solugdo Vitaminica; BX
= Extrato de Buxinho; SB = Extrato de Santa Barbara.

Observou-se um padrao de desenvolvimento do fungo onde os
maiores crescimentos radiais, em 42 dias apos a inoculagéo (DAI), resultaram
em 34 mm em BDA, 32 mm com PAG e 30 mm para PDA e os resultados
inferiores para os meios que continham solucao vitaminica (SV) obtendo 12, 15
e 13 mm nos meios BDA + SV, PAG + SV e PDA + SV respectivamente. Estes
resultados sdo semelhantes aos encontrados por Borba et al. (2006) que
testaram a velocidade de desenvolvimento do fungo simbionte L.
gongylophorus em diferentes meios de cultura contendo meios de cultura puros
e aditivados com azevém (Lolium multiflorum) e tifa (Typha latifolia).

Varios trabalhos sao realizados para promover maior rapidez e
desenvolvimento do fungo simbionte para facilitar estudos em laboratério dado
o comportamento de crescimento lento do mesmo. Khouri et al. (2003)
avaliaram o crescimento micelial do fungo simbionte de formigas Acromyrmex
balzany, obtendo melhores desenvolvimentos em extratos de capim tifton

(Cynodon dactylon) e capim pangola (Digitaria decumbens).
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Os extratos vegetais podem afetar diretamente no
desenvolvimento de L. gongylophorus e muitas caracteristicas devem ser
levadas em consideragéo, como o tipo de planta forrageada e selecionada para
alimentar o fungo, espécie da formiga, ambiente e diversas outras como
exemplificado por Camargo et al. (2003) quee utilizaram extratos vegetais de
Eucalyptus spp., Citrus spp., Melia spp., Acalypha spp., Alchornea spp. e
Ligustrum spp., adicionados em meios de cultura, afetando diretamente o
desenvolvimento do fungo simbionte.

A interacao entre formigas e seu fungo simbionte, do qual se
alimentam, € de alta dependéncia e complexa, podendo datar de mais de 50
milhdes de anos, existindo a relagdo de dependéncia para seu
desenvolvimento, em que um n&o sobrevive sem o outro (MUELLER;
GERARDO, 2002; SCHULTZ; BRADY, 2008; SANTOS; CAZETTA, 2016).

3.2 Desenvolvimento do fungo L. gongylophorus sob efeito de fungicidas

A inoculagcédo de isolados de L. gongylophorus em meios de
cultura in vitro, contendo fungicidas resultou em controle satisfatério do

desenvolvimento do fungo (Figura 6).
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Figura 6. Desenvolvimento radial de Leucoagaricus gongylophorus em milimetros sob meios
de cultura in vitro contendo fungicidas, avaliados em 7, 14, 21, 28, 35 e 42 dias apds a
inoculacdo (DAI). T1 = BDA + quimico; T2 = BDA + Trichoderma harzianum; T3 = BDA + Acido
Salicilico;
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O tratamento com Trichoderma harzianum (T2) promoveu
crescimento inicial aos 7 DAl de 2 mm e 3 mm aos 14 DAI, com encerramento
do desenvolvimento e morte do fungo simbionte nas avaliagbes subsequentes;
neste caso, foi observado competicao, onde o agente fungicida ocupou todo o
meio de cultura. Ja no acido salicilico (T3), foi observado crescimento até os 14
DA, atingindo 8 mm, estabilizando em 9 mm aos 21 DAI e apoés, inativou com a
morte do fungo simbionte.

Os salicilatos, como o acido salicilico (AS) sao
componentes importantes para a indugdo de resisténcia em plantas e
desempenham papeis importantes como controle de doengas (Park, Kaimoyo,
Kumar, Mosher, Klessig, 2007).

Diversos estudos validam o uso de AS em controle fungico
direto. Lu e Chen (2005) obtiveram resultados positivos quanto ao controle de
Botrytis sp em folhas de lirios e a aplicagdo de uma analogo de AS
(Asilbenzolar-S-metil), induzindo resisténcia pds-colheita de frutas (Huang,
Deverall, Tang, Wang, & Wu, 2000). Todavia, AS manifestou toxicidade fungica
direta em Monilinia fructicola e inibiu o crescimento micelial e a germinagao de
esporos do patégeno in vitro (Yao & Tian, 2005).

Zancan et al., (2012) comprovam a acdo fungicida do
agente biolégico Trichoderma harzianum, onde constatam a inibicdo total do
crescimento da Sclerotinia sclerotiorum nas placas de Petri, apés um periodo
de aproximadamente 12 dias. Em trabalho de Delgado et al. (2007), diferentes
isolados de T. harzianum apresentaram variagdo no grau de inibicdo do
patégeno, embora todos os isolados tenham sido altamente antagénicos.

Com base nestes resultados, o controle bioldgico,
utilizando T. harzianum pode ser agregado como pratica de manejo integrado
para o controle de fungos simbiontes de formigas sauva limao. Mais estudos
devem ser realizados para definicdo de formas de inoculagdo e administracao
nos formigueiros.

O fungo simbionte L. gongylophorus possui grande importancia

na alimentacdo do ninho e, além de induzir diversos comportamentos e acdes
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dentro de uma colbnia, é decisivo na sobrevivéncia do ninho. Desta forma,
reduzir ou controlar este alimento das formigas € de suma importancia para o

controle e erradicacédo do ninho.

4. CONCLUSAO

Os tratamentos T1 (BDA + Fungicida quimico), T2 (BDA +
Trichoderma harzianum) e T3 (BDA + acido salicilico) sdo capazes de reduzir e
até inibir o desenvolvimento do fungo simbionte Leucoagaricus gongylophorus
em meio de cultura, destacando-se o agente biolégico Trichoderma harzianum

(T2), podendo ser agregado ao manejo integrado da sauva liméao.
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