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RESUMO

A principal forma de controle de formigas-cortadeiras € por meio de iscas granuladas a
base do ingrediente ativo sulfluramida, porém seu uso esta associado a diversos danos
ambientais. O controle biolégico com fungos pode ser uma alternativa sustentavel, mas
que depende do desenvolvimento de veiculos efetivos de transmissdo. Sendo assim, o
objetivo deste trabalho foi avaliar o desenvolvimento dos fungos Beauveria bassiana,
Metarhizium anisopliae, Isaria fumosorosea e Trichoderma harzianum encapsulados em
matriz biopolimérica de pectina, visando o controle de formigas-cortadeiras e de seu
fungo mutualistico Leucocoprinus gongylophorus em escala de laboratorio. Para tanto,
foram realizados os seguintes procedimentos: i) avaliacdo da toxicidade topica dos fungos
comerciais sobre operarias de formigas-cortadeiras; ii) avaliacdo do crescimento de
fungos comerciais sobre as operérias de formigas-cortadeiras; iii) producdo dos
encapsulados; iv) avaliacdo do crescimento de fungos encapsulados em meio de cultura;
v) avaliacdo da atividade antagdnica de fungos encapsulados sobre o fungo mutualista;
vi) caracterizacdo de fungos encapsulados por meio de microscopia eletronica de
varredura (MEV); vii) andlise da aceitacdo de fungos encapsulados em subcoldnias. Pelo
teste topico foi possivel observar a estabilidade na sobrevivéncia das operéarias do controle
e do tratamento com M. anisopliae nas oito horas iniciais de avaliacdo. Nos demais
tratamentos, a mortalidade ja ocorreu na primeira hora. Apds oito dias de avaliacdo, 0s
tratamentos T. harzianum, M. anisopliae e |. fumosorosea ocasionaram a maior
mortalidade de operérias, e B. bassiana, a menor. Quanto ao crescimento de fungos
comerciais sobre as operarias, nos tratamentos com as suspensdes flngicas, observou-se
a germinacdo dos conidios na cuticula das formigas e contaminacdo horizontal do fungo
mutualista. Apds seis dias de avaliacdo, os fungos encapsulados plaqueados em meio de
cultura BDA apresentaram crescimento similar aos fungos comerciais plaqueados. Ap6s
a oferta dos encapsulados durante cinco dias consecutivos observou-se baixos valores de
carregamento em todos os tratamentos e no controle. Assim, pode-se concluir que o
processo de encapsulamento nédo interferiu na esporulagdo e germinacdo dos fungos
comerciais. Contudo, ainda se faz necessaria novas avaliacbes para tornar o0s

encapsulados mais atrativos para as formigas-cortadeiras.

Palavras-chave: biopolimero, encapsulamento, controle microbiano, Atta spp.



ABSTRACT

The main form of control of leaf-cutting ants is through granulated baits based on the
active ingredient sulfluramid, but its use is associated with several environmental
damages. Biological control with fungi can be a sustainable alternative, but it depends on
the development of effective transmission vehicles. Therefore, the objective of this work
was to evaluate the development of the fungi Beauveria bassiana, Metarhizium
anisopliae, Isaria fumosorosea, and Trichoderma harzianum encapsulated in a
biopolymeric pectin matrix, aiming at the control of leaf-cutting ants and their mutualistic
fungus Leucocoprinus gongylophorus on a laboratory scale. For that, the following
procedures were carried out: i) evaluation of the topical toxicity of commercial fungi on
workers of leaf-cutting ants; ii) evaluation of the growth of commercial fungi on leaf-
cutting ant workers; iii) production of the encapsulates; iv) evaluation of the growth of
fungi encapsulated in culture medium; v) evaluation of the antagonistic activity of
encapsulated fungi on the mutualistic fungus; vi) characterization of encapsulated fungi
using scanning electron microscopy (SEM); vii) analysis of the acceptance of
encapsulated fungi in subcolonies. By the topical test, it was possible to observe the
stability in the survival of the workers of the control and the treatment with M. anisopliae
during the eight initial hours of evaluation. In the other treatments, mortality already
occurred in the first hour. After eight days of evaluation, the treatments T. harzianum, M.
anisopliae, and I. fumosorosea caused the highest worker mortality, and B. bassiana the
lowest. As for the growth of commercial fungi on the workers, in the treatments with the
fungal suspensions, it was observed the germination of the conidia in the cuticle of the
ants and horizontal contamination of the mutualistic fungus. After six days of evaluation,
the encapsulated fungi plated in the PDA culture medium showed similar growth to the
commercially plated fungi. After offering the encapsulated for five consecutive days, low
loading values were observed in all treatments and the control. Thus, it can be concluded
that the encapsulation process did not interfere with the sporulation and germination of
commercial fungi. However, further evaluations are still necessary to make the

encapsulated more attractive to leaf-cutting ants.

Keywords: biopolymer, encapsulation, microbial control, Atta spp.
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1 INTRODUCAO

As formigas-cortadeiras pertencem a subfamilia Myrmicinae, tribo Attini,
subtribo Attina, e sdo representadas pelos géneros Atta (salvas), Acromyrmex
(quenquens), e Amoimyrmex. Como todas as demais espécies de formigas, sdo insetos
eussociais, pois apresentam divisdo de trabalho e sobreposicdo de geracgdes; atividades
coletivas que colaboram para sua sobrevivéncia (DELLA LUCIA; SOUZA, 2011;
SCHOEREDER et al., 2012; BRITO et al., 2016; MUELLER et al., 2017).

A denominacdo de cortadeiras advém do fato de as operarias forragearem
exclusivamente material vegetal fresco para o cultivo de seu fungo mutualistico
Leucocroprinus gongylophorus, que serve de alimento exclusivo para suas larvas, e como
complemento para as operéarias (MUELLER et al., 2017). Por este motivo, sdo
consideradas importantes pragas de plantios florestais, agricolas e pastagens, pois causam
danos que comprometem o desenvolvimento das plantas, gerando perdas significativas e
grande impacto econdémico (MEHDIABADI; SCHULTZ, 2010; SCHOEREDER et al.,
2012; BRITO et al., 2016).

Atualmente, o principal método de controle de formigas-cortadeiras € com 0 uso
de iscas granuladas a base de ingredientes ativos, como a sulfluramida e fipronil.
Contudo, apesar de se destacarem pela praticidade e eficacia, ambos sdo considerados
pesticidas altamente perigosos e podem acarretar problemas a saude humana e ao meio
ambiente (LOUREIRO; MONTEIRO, 2005; FSC, 2012; ROQUES et al., 2013; KHAN
et al., 2015).

Assim, a busca por métodos mais sustentaveis na tentativa de mitigar os danos
causados pelas formigas-cortadeiras tem sido frequente (DELLA LUCIA; GANDRA;
GUEDES, 2014; ZANETTI et al., 2014). Fungos entomopatogénicos, como Beauveria
bassiana, Metarhizium anisopliae, Isaria fumosorosea, e antagonistas, como
Trichoderma harzianum, apresentam potencial como agentes microbianos visando o
controle de formigas-cortadeiras.

Entretanto, apesar da eficacia comprovada em laboratorio, tem se conhecimento
que fatores abioticos e bidticos podem interferir na sobrevivéncia e disseminacao desses
fungos, dificultando sua aplicagdo no campo. O encapsulamento com matrizes
poliméricas tem se mostrado extremamente promissor, com potencial para garantir uma
maior protecao e viabilidade aos fungos (NAGAMOTO et al., 2011; TRAVAGLINI et
al., 2016; LOCATELLI et al. 2017).



Frente a importancia de se desenvolver novos métodos de controle para promover
uma agricultura mais sustentavel, este trabalho pretende viabilizar a producéo e o uso de
fungos entomopatogénicos e antagonistas encapsulados em uma matriz polimérica de

pectina para o controle de formigas-cortadeiras.

2 REVISAO TEORICA
2.1 As formigas-cortadeiras

As formigas (Hymenoptera, Formicidae) séo insetos eussociais classificados em
17 subfamilias, 39 tribos, e aproximadamente 17.000 espécies existentes (ANTWEB,
2021; BOLTON, 2021). Na subfamilia Myrmicinae, tribo Attini, subtribo Attina,
encontram-se as formigas cultivadoras de fungos, um grupo monofilético constituido por
19 géneros e 250 espécies descritas (SCHULTZ, 2020).

Dentre elas, os géneros Atta Fabricius, 1804 (satvas), Acromyrmex Mayr, 1865
(quenguéns), e Amoimyrmex Cristiano et al., 2020, popularmente conhecidos como
formigas—cortadeiras, sao encontrados exclusivamente no Novo Mundo e estéo presentes
em todos os ecossistemas brasileiros (FORTI et al., 2020; COLOMBARI et al., 2023).
Juntos representam 53 espécies e 26 subespécies, sendo 17 espécies e uma subespécie do
género Atta, 33 espécies e 22 subespécies de Acromyrmex, e trés espécies de Amoimyrmex
(BOLTON, 2021).

As formigas-cortadeiras podem proporcionar beneficios ecolégicos, como no
aumento da fertilidade e promocéo do crescimento de arvores (FARJI-BRENER; SILVA,
1995), na modificacdo das propriedades fisicas e quimicas do solo, na dispersao de
sementes (MOUTINHO et al., 2003; SOUSA-SOUTO; SCHOEREDER; SCHAEFER,
2007), além do papel fundamental que desempenham na formacdo da ciclagem
biogeoquimica (SOPER et al., 2019).

Porém, sdo reconhecidas principalmente por sua intensa herbivoria, pois utilizam
material vegetal fresco, como folhas, ramos e flores, para o cultivo de seu fungo
mutualistico Leucocoprinus gongylophorus (Leucocoprini, Agaricales) (MUELLER et
al., 2017), alimento exclusivo das larvas, e complemento para as operarias, cuja
alimentacdo se baseia em liquidos extraidos das folhas durante a coleta e processamento
de substrato (ANDRADE et al., 2002; DELLA LUCIA; SOUZA, 2011).

Por esta razdo, sdo consideradas importantes pragas de ecossistemas agricolas e
florestais em varias regides do Brasil e da America (MATRANGOLO et al., 2010;



BRITTO et al.,, 2016), causando o desfolhamento excessivo e comprometendo o
desenvolvimento das plantas, com perdas significativas e de grande impacto econdmico
(MONTOYA-LERMA et al., 2012; MUELLER et al., 2018).

2.2 Danos e prejuizos provocados por formigas-cortadeiras

E sabido que as espécies de formigas-cortadeiras possuem predilecdes por trés
tipos de substratos: as que cortam apenas plantas de folhas largas, as especialistas em
gramineas e aquelas que usam ambos os materiais vegetais (AMARAL et al., 2020;
DIONISI; OZIER-LAFONTAINE; LAPLACE, 2021).

Vinha et al. (2020) estimam que os gastos globais com danos provocados por
formigas-cortadeiras atinjam bilhdes de délares anualmente, e sdo ainda mais agravados
no mercado de florestas plantadas, onde o manejo deve ser feito antes que se atinja o nivel
de dano econdmico, calculado entre 13,4 a 39,2 m? de ninhos/ha. Nas culturas de
Eucalyptus e Pinus sdo gastos, somente com o manejo de formigas-cortadeiras,
aproximadamente 30% dos custos, ao ponto que uma Unica colénia pode reduzir o
crescimento anual das arvores entre 5% a 10% (SOUZA; ZANETTI; CALEGARIO,
2011; ZANETTI et al., 2014).

Nas Savanas da Venezuela, estudos indicam a perda de 14% da producdo de
madeira em plantios jovens de Pinus caribaea var. hondurenses, quando atacadas por Atta
laevigata (F. Smith, 1858), um nimero médio de 5 ninhos/ha. Além disso, a perda pode
atingir 50% do volume em &reas com densidade superiores a 30 ninhos/ha
(HERNANDES; JAFFE, 1995). Em Trinidad, populacbes de Acromyrmex octospinosus
(Reich, 1793) ocasionaram a morte de 6 a 17% das arvores em pomares de cacau e citros
(DIONISI; OZIER-LAFONTAINE; LAPLACE, 2021). Dados de 1968 indicaram perdas
médias anuais de US$ 250.000 devido as atividades de A. octospinosus (BOULOGNE;
LAFONTAINE; LORANGER-MERCIRIS, 2014).

Na cultura de cana-de-agucar, as perdas pelo ataque de formigas-cortadeiras
podem chegar a 1,74 toneladas de cana/col6nia o que representa uma média de 4 toneladas
de cana/ha e perda da producdo de até 383,5 kg acucar/ha (AMANTE, 1972).

Dessa forma, os problemas associados as formigas-cortadeiras tém suscitado o
desenvolvimento de diversos métodos de controle, associados ao custo operacional,
condigdes climaticas e implicagdes que podem causar ao ambiente. Dentre eles, podem

ser citados o controle mecanico, o cultural, o biolégico e o quimico, sendo este



efetivamente utilizado desde a década de 50 do século passado (BOARETTO; FORTI,
1997).

2.3 Métodos de controle de formigas-cortadeiras

A atuacdo como um superorganismo com alta complexidade de organizagédo
social, estrutura colonial, intenso forrageamento, cultivo do fungo mutualistico, rainha de
longa vida (individuo-chave) e varias adaptacGes, como a higiene do ninho, séo fatores
responsaveis pela alta eficiéncia e sobrevivéncia desses insetos. Todavia, estes motivos
sdo os grandes dificultadores do manejo e controle das formigas-cortadeiras (DELLA
LUCIA; GRANDA; GUEDES, 2013, ZANUNCIO et al., 2016; DONATO et al., 2021).

A aplicacdo de iscas tdxicas ou formicidas/pesticidas para o controle de formigas-
cortadeiras é considerada a técnica mais préatica, eficiente e econémica dentre as
utilizadas, pois sdo processadas pelas operarias assemelhando-se aos comportamentos
realizados com os substratos vegetais (ZANETT]I et al., 2003). A sulfluramida ainda é o
ingrediente ativo mais utilizado, pois apresenta como principais caracteristicas modo de
acao lento e mortalidade em baixas concentracdes (NAGAMOTO; FORTI; RAETANO,
2007; BRITTO etal., 2016; SILVA et al., 2015; CATALANI, 2019). Apesar de eficiente,
é precursora do composto quimico perfluorooctano-1-sulfonato (PFOS), extremamente
persistente no ambiente e bioacumulativo nas teias alimentares (KEY et al., 1997;
ZABALETA etal., 2018).

Por isso, existe uma forte presséo do mercado para reduzir o uso de pesticidas
quimicos para o controle de formigas-cortadeiras em povoamentos florestais (SILVA et
al., 2020) e nas demais areas cultivadas. Visando reduzir o uso de produtos quimicos
considerados Poluentes Organicos Persistentes (POPs), o Plano Nacional de
Implementagdo (NIP, na sigla em inglés), da Convencéo de Estocolmo de 2015, incluiu
a sulfluramida em seu anexo B, sendo considerada como um poluente organico
permanente e com perspectivas de eliminacdo de uso (NIP, 2015).

Além da sulfluramida, o fipronil tambeém é outro ingrediente ativo utilizado para
0 controle de formigas-cortadeiras. Este € considerado altamente perigoso ao meio
ambiente e a salde humana, podendo causar efeitos neurotdxicos, hepatotoxicos,
nefrotoxicos e citotoxicos sendo ainda desrregulador hormonal, provocando alterages
em sistemas reprodutivos e endocrinos em animas e humanos (DAS et al., 2006;
ROQUES et al., 2013; ROMERO et al., 2016; ZANUNCIO et al., 2016). Assim, o FSC



(Forest Stewardship Council — Conselho de Manejo Florestal) listou a sulfluramida e o
fipronil como pesticidas “altamente perigosos” (FSC, 2015).

Logo, com a consciéncia dos efeitos negativos provocados por estes
agroquimicos, e a restricdo das certificadoras florestais, houve um aumento na busca por
novos métodos para o controle de formigas-cortadeiras, que sejam eficientes, porém
sustentaveis, e 0 uso de agentes bioldgicos se destaca como uma alternativa (FSC, 2012;
ZANUNCIO et al., 2016; TAVARES et al., 2019). O fato dos ninhos de formigas-
cortadeiras abrigarem uma diversidade de outros microrganismos é um aspecto a ser
considerado, pois alguns deles podem apresentar potencial de controle, porém é
necessario um maior entendimento de como as formigas-cortadeiras interagem com 0s
mesmos (DELLA LUCIA; SOUZA, 2011).

2.4 Controle microbiano de formigas-cortadeiras

A associacdo formiga-fungo beneficia a ambos os organismos. O fungo L.
gongylophorus possui na por¢do terminal de seus filamentos estruturas de reserva
nutritivas, ricas em glicogénio, chamadas gongilidios, Em contrapartida, o fungo é
cultivado em um ambiente favoravel para o seu desenvolvimento e, dentro do possivel,
livre de competidores e patogenos (NASCIMENTO, 2017), pois as formigas realizam
processos de limpeza chamados de autogrooming (autolimpeza) e allogrooming (limpeza
entre diferentes individuos), que contribuem para a defesa da col6nia por meio da
disseminacéo de secre¢des antimicrobianas produzidas por suas glandulas metapleurais
(RODRIGUES et al., 2008; OTTl et al., 2014).

Entretanto, por ndo se tratar de um ambiente estéril, no interior dos ninhos de
formigas-cortadeiras é frequente a presenca de fungos filamentosos, sendo a maioria deles
de solo, e ja reconhecidos pela alta patogenicidade em diferentes estagios de
desenvolvimento (ovos, larvas, pupas e adultos). As rainhas, inclusive, podem adquirir
fungos patogénicos e/ou saprofagos apos a revoada (RODRIGUES et al., 2009;
CARDOSO et al., 2020).

Estes fungos produzem enzimas, como proteases, aminopeptidases, esterases e
quitinases, que modificam o exoesqueleto do inseto, permitindo a fixacdo de suas hifas
no tegumento (ST. LEGER et al., 1986; BIDOCHKA; SMALL; SPIRONELLO, 2005).
Algumas espécies de fungos, como Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin, 1912
(Hypocreales: Cordycipitaceae) e Metarhizium anisopliae (Metschnikoff, 1879) Sorokin,



1883 (Hypocreales: Clavicipitaceae), conseguem aderir, germinar e penetrar no
tegumento dos insetos entre 48 a 72 horas apds o contato (FERRON 1978). Além disso,
dependendo da espécie fungica, existem locais especificos no qual ocorre maior adesao
de conidios, com consequente infec¢do e morte do inseto (TRAVAGLINI et al., 2016).

Em testes topicos com B. bassiana e M. anisopliae, verificou-se que estes fungos
foram altamente patogénicos em soldados de Atta sexdens sexdens (Linnaeus, 1758),
causando elevadas taxas de mortalidade (80%), e levando as formigas a morte nos quatro
primeiros dias apos a aplicacdo (LOUREIRO; MONTEIRO, 2005). Mota Filho et al.
(2021) verificou que a pulverizacdo direta de fungos, como B. bassiana, nos jardins de
fungos das colbnias de Atta sexdens apresentou promissoras respostas de controle,
embora também tenha destacado que existam dificuldades quanto ao uso de tecnologias
de aplicagéo.

A espécie Isaria fumosorosea Wize, 1904 (Hypocreales: Clavicipitaceae),
linhagem IBTOT 25, também ¢é citada como agente patogénico as operarias de A. sexdens,
causando mortalidade significativa apds duas aplicacdes quando testado em forma de isca
granulada (CARDODO, 2012). Cardoso et al. (2020) ao isolarem fungos
entomopatogénicos, como I. fumosorosea de fémeas aladas de Atta, verificaram altas
taxas de crescimento micelial in vitro, indicando que possui potencial como agente de
controle bioldgico contra formigas-cortadeiras.

Além de fungos filamentosos entomopatogénicos, fungos como Trichoderma spp.
(Hypocreales: Hypocreaceae) também tém sido explorados, pois ja se tem conhecimento
sobre seu potencial antagonista sobre L. gongylophorus. Acredita-se que 0 modo de
interacdo entre os dois fungos gere producdo de substancias antifungicas, ou até mesmo
toxicas, que impediriam o crescimento micelial do fungo mutualista (AUGUSTIN, 2011,
DELLA LUCIA; GANDRA; GUEDES, 2014). Além disso, o género é considerado
seguro e nao agressivo ao meio ambiente e a organismos nao-alvo (SILVA et al., 2006).

Em testes in vitro, Silva et al. (2006), Nascimento et al. (2017) e Rocha et al.
(2017), obtiveram resultados significativos na inibicdo do fungo mutualista por espécies
de Trichoderma. Castrillo et al. (2016) verificaram que, quando aplicado diretamente nas
colbnias, Trichoderma koningiopsis Samuels, C. Suarez & H.C. Evans, 2006, provocou
inibicdo do crescimento micelial de L. gongylophorus.

Além disso, alguns trabalhos também demostraram a acdo do género Trichoderma
sobre as operarias. Lopez e Orduz (2003), ao aplicarem Trichoderma viride Pers.ex. S.F.



Gray, 1801, sobre o jardim de fungos de coldnias de Atta cephalotes (Linnaeus, 1758),
observaram rapidas e descontroladas mudancas comportamentais das operarias, com
posterior morte das mesmas e do fungo mutualista. Stefanelli et al. (2021) testaram a
patogenicidade de Trichoderma harzianum (Rifai, 1969) sobre larvas, pupas e operarias
de A. sexdens rubropilosa Forel, 1908, levando-as a morte rapida, e reforcando seu
potencial patogénico sobre as formigas.

Todavia, apesar da eficacia comprovada em laboratério, existe uma grande
dificuldade quanto ao uso desses fungos em campo e em escala comercial (NAGAMOTO
et al., 2011). Folgarait, Goffré e Osorio (2020), ao avaliarem a agéo de trés cepas de B.
bassiana em forma de iscas sobre operarias de Acromyrmex, observaram que todas foram
patogénicas. Porém, cabe ressaltar que os ninhos de quenquéns sdo relativamente
pequenos, diferentemente dos ninhos adultos de Atta, que possuem centenas a milhares
de tuneis e camaras subterraneas (CAMARGO; LOPES; FORTI, 2013). Além disso, 0s
cuidados cooperativos e a divisdo de trabalho, possibilitam a realizacdo de atividades
coletivas que contribuem para o sucesso de sua sobrevivéncia (DELLA LUCIA, 2011).

Por esta e outras razdes, um dos maiores desafios no uso de fungos ou outros
agentes microbianos para o controle de formigas-cortadeiras € o desenvolvimento de um
veiculo eficiente de transporte e capaz de contaminar a colénia (TRAVAGLINI et al.,
2016). Fatores abioticos, como temperatura elevada, radiacdo ultravioleta, umidade e
chuva, podem causar alteragdes de DNA, diminuir a qualidade dos conidios e até mesmo
interferir em processos de producdo enzimaticas (BRAGA et al., 2001a; 2001b; 2001c;
CHELICO; KHACHATOURIANS, 2008; KIM; ROH, 2010), influenciando na

sobrevivéncia e disseminacdo eficiente desses microrganismos.

2.5 Encapsulamento e biopolimeros no controle de pragas agricolas

Em virtude da necessidade do desenvolvimento de novos métodos que sejam
eficazes no transporte e disseminacao de agentes biologicos visando o controle de insetos-
praga, novas técnicas, como o encapsulamento, tém permitido avancos em laboratério. O
encapsulamento é amplamente utilizado na medicina e na industria de fertilizantes para a
liberacdo controlada de compostos de interesse (DE OLIVEIRA et al. 2018; QIU et al.,
2018).

No controle de pragas agricolas, o encapsulamento permite diversas vantagens,

tais como: aumentar a estabilidade e viabilidade de um agente de controle microbiano



pelo microambiente formado dentro da capsula; proteger o agente de fatores bidticos e
abioticos, como contaminacdes, antagonistas do solo, variacGes de temperatura, falta de
umidade, luz ultravioleta e estresse mecénico, perdurando assim sua atividade metabdlica
por maiores periodos de tempo; aumentar o potencial de armazenamento e a viabilidade
em campo, favorecendo o lado econémico da producéo e a aplicacdo; e minimizar 0s
riscos de intoxicacgdo e os danos ambientais (VEMMER; PATEL, 2013; RODRIGUES et
al., 2017; GUSTANI et al., 2021; LEDO et al., 2021).

Neste contexto, trabalhos como os de Travaglini et al. (2017), Locatelli et al.
(2017), Silva et al. (2020) e Gustani et al. (2021), demonstraram que 0 método de
encapsulamento é promissor, e pode garantir uma maior protecdo e viabilidade aos
microrganismos, como fungos entomopatogénicos e antagonistas, podendo ser
transportados pelas operérias forrageiras até o interior dos ninhos. Os conidios, ao serem
encapsulados por biopolimeros, podem ser liberados pelo processo de relaxacao, por meio
da hidratacdo do polimero ou ap6s 0 mesmo sofrer processos de degradacao, sendo ela
por reacdo com oxigénio, luz, temperatura ambiente e, sobretudo, degradacdo enzimatica
por microrganismos presentes no solo (RODRIGUES et al., 2017).

Dentre os potenciais biopolimeros para o encapsulamento de fungos visando o
controle de formigas-cortadeiras, a pectina é um polissacarideo complexo, solivel em
agua, formado predominantemente por residuos do acido galacturbnico, extraida
principalmente de residuos de frutas citricas, e amplamente utilizada nas industrias
alimenticia e farmacéutica como agente gelificante e estabilizante, por sua capacidade de
formar gel na presenca de fons Ca2* em ampla faixa de pH (BRACCINI; PEREZ; 2001;
NISHIJIMA et al., 2009). A pectina possui propriedades como biodegradabilidade, e é
altamente compativel com outras substancias quimicas, possibilitando maxima protecao
ao material ativo (fungos) contra condi¢bes adversas, como raios ultravioleta, pH,
oxigénio, oscilacdes de temperatura e ingredientes reativos, além de possuir baixo custo
devido a sua abundancia (KISTLER, 1931; HUSING, 1998; WU et al., 2012).

Sendo assim, 0 uso de uma matriz biopolimérica de pectina pode viabilizar a
producdo de encapsulados que protejam, da acdo de fatores abidticos e bidticos,
microrganismos com potencial entomopatogénico e/ou antagonista para o controle de

formigas-cortadeiras, promovendo uma agricultura mais sustentavel.



3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi avaliar a viabilidade do encapsulamento dos fungos
Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, Isaria fumosorosea e Trichoderma
harzianum em matriz biopolimérica de pectina, visando o controle de formigas-

cortadeiras e de seu fungo mutualistico L. gongylophorus em escala de laboratdrio.

3.2 Objetivos Especificos

1. Avaliar a toxicidade topica e o crescimento dos fungos supracitados sobre
operarias de formigas-cortadeiras;

2. Desenvolver encapsulados em matriz biopolimérica de pectina, suco de laranja e
polpa citrica contendo os isolados fungicos;

3. Mensurar o crescimento dos isolados encapsulados em meio de cultura (BDA);

4. Avaliar o potencial antagonista dos isolados encapsulados sobre o fungo
mutualista das formigas-cortadeiras;

5. Caracterizar os fungos encapsulados por meio de microscopia eletronica de
varredura (MEV);

6. Avaliar o transporte e a incorporacdo dos fungos encapsulados no jardim de

fungos de subcoldnias de formigas-cortadeiras.

4 MATERIAL E METODOS
4.1 Manutencéo das coldnias de formigas-cortadeiras

Colbnias de Atta spp. (entre dois a trés anos de idade) estdo sendo mantidas no
Laboratério do GEPEG (Grupo de Estudos e Pesquisa em Entomologia Geral),
CCAJUFSCar, em sala climatizada (T = 24 £ 2°C, UR = 70 = 10%), no interior de
recipientes plasticos, que correspondem a camara de fungo, com o fundo preenchido com
uma camada de 1 cm de gesso para a manutengéo da umidade.

Além disso, tubos plasticos foram conectados em outros dois recipientes (250 mL
cada), que correspondem as camaras de forrageamento e de lixo, que € limpa
periodicamente (Figura 1). Recebem, em dias alternados, folhas frescas de ligustro
[Ligustrum lucidum W.T. Aiton (Lamiales: Oleaceae)] e pedagos de macd; aveia

laminada ¢é ofertada uma vez por semana. As folhas e a aveia sédo utilizadas pelas formigas
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como substrato para a manutencdo do fungo mutualistico, e as macgés servem como

suplemento alimentar e de liquidos para as formigas.

Figura 1. Exemplo de colonia de Atta sp. mantida no laboratorio do GEPEG - CCA/UFSCar.
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Fonte: O Autor (2021).

4.2 Producao dos encapsulados

O protocolo para a producao dos encapsulados foi adaptado de ROCHA et al.
(2020) (Processo FAPESP 2019/12657-0). Foram produzidos no LABMAC - Laboratoério
de Microbiologia Aplicada e Controle - CCA/UFSCar, pelo método de gelificacdo idnica,
que consiste em misturar uma solucdo polimérica gotejada sobre uma solucgéo reticulante.
Em comparacdo com outras técnicas, € um método descrito como simples, de facil
reproducdo, baixo custo e eficaz (PATIL et al., 2010; SILVA; ANDRADE; NEVES,
2012).

Os encapsulados foram produzidos a partir de uma solugdo de pectina (3,5g), agua
destilada (150 ml), suco de laranja concentrado sem agucar (50ml) e polpa citrica seca e
triturada (4,0g), sendo os dois ultimos utilizados para a impregnacéo do aroma citrico,
atrativo para as formigas. E importante ressaltar que a propor¢io de sdlidos foi
devidamente ajustada de acordo com o acréscimo das solugdes fingicas para que nao
perdessem a consisténcia gelatinosa.

Todos os componentes foram colocados em um béquer a temperatura de 25°C em
agitador mecanico (1.000 rpm) por 30 minutos. A solucdo polimérica resultante foi
gotejada em solucéo reticulante (200ml) de CaCl> (2, 5 e 10% m/v) sob agitacéo
magnética. O gotejamento foi feito através de bomba peristaltica com mangueira acoplada

de silicone (@ = 0,5 mm). As esferas foram mantidas na solucéo reticulante por 30
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minutos para estabilizacao (Figura 2), e entdo foram recolhidas com o auxilio de peneira,
lavadas em &gua destilada e transferidas para placas de Petri para secagem em estufa com

circulagéo de ar & 26°C por 24 horas (Figura 3).

Figura 2. Etapas de processamento dos encapsulados pela técnica de gelificacdo i6nica.

Preparo da
solugao Gotejamento em
solugdo Secagem em estufa
reticulante CaCl, _ a26°C
Separagdo das
esferas f Encapsulados
o secos
~t N

SN

Fonte: Adaptado e traduzido de Locatelli et al. (2017).

Figura 3. Encapsulados ap6s 24 horas de secagem a 26°C em estufa com circulagdo de ar.

Fonte: O Autor (2022).

4.3 Avaliacao da atratividade de encapsulados sem fungo por operéarias de formigas-
cortadeiras

Para verificar se os encapsulados sem fungo (controle) seriam aceitos e
transportados pelas operarias de A. sexdens foi realizado um experimento preliminar.
Foram selecionadas quatro coldnias: duas com cerca de dois anos de idade e outras duas
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com aproximadamente trés anos. As colonias permaneceram por um periodo de 24 horas
sem receber folhas, para estimular o forrageamento e evitar a influéncia de outros
substratos (NORONHA et al., 2011).

Antes da oferta dos encapsulados, as camaras de lixo foram limpas para facilitar
a observacdo da possivel rejeicdo dos encapsulados. Foram ofertadas, na camara de
forrageamento, 10 unidades (encapsulados) por coldnia durante 30 minutos. A oferta foi
realizada por trés dias consecutivos para confirmacao de possivel rejeicdo ao longo dos
dias.

4.4 Selecdo dos fungos comerciais

Foram selecionados, a partir da base de dados do Agrofit
(http://agrofit.agricultura.gov.br/agrofit_cons/principal_agrofit_cons), 0S fungos
entomopatogénicos comerciais B. bassiana (cepa ESALQ PL63), M. anisopliae (cepa
ESALQ E9), I. fumosorosea (cepa ESALQ 1296), e o fungo T. harzianum (cepa ESALQ
1306), com acdo fungicida e nematicida. Cada suspensao foi preparada em um béquer
(50ml) de acordo com as recomendacgdes dos fabricantes para pulverizacdo costal, e

posteriormente agitadas (Tabela 1).

Tabela 1. Fungos comerciais selecionados e as respectivas concentragdes e doses utilizadas,
considerando o preparo para S0ml de suspensao.

FUNGOS COMERCIAIS CONCENTRACAO DosEs (50ML)
Beauveria bassiana (cepa ESALQ PL63) 1 x 108 conidios viaveis/g 0,669
Metarhizium anisopliae (cepa ESALQ E9) 1,39 x 108 conidios viaveis/g 0,625¢
Isaria fumosorosea (cepa ESALQ 1296) 1,0 x 10° UFC/mL conidios viaveis/g 0,2ml
Trichoderma harzianum (cepa ESALQ 1306) 2,0 x 10° conidios viaveis p/ml 6,475 mi

Fonte: O Autor (2022).

4.5 Toxicidade topica de fungos comerciais sobre operarias de formigas-cortadeiras

Foram coletadas 500 operarias de A. laevigata oriundas de oito coldnias com
aproximadamente trés anos de idade. Optou-se por esta espécie, ao inves de A. sexdens,
devido a melhor condicdo das colbnias para o experimento. Cada repeticdo foi
representada por um recipiente plastico de 250 mL com o fundo coberto por 0,8 cm de

gesso para manutencdo da umidade (NAGAMOTO et al., 2004); e 12 operérias


http://agrofit.agricultura.gov.br/agrofit_cons/principal_agrofit_cons

13

(forrageiras) com largura de capsula cefalica de 2,0 £ 0,2 mm, valor dentro do proposto
por Wilson (1980). O gesso foi umedecido com agua destilada previamente a inclusao
das operarias.

Ap0s 24 horas, foram retiradas duas operarias, incluindo as mortas ou moribundas.
As operarias foram entdo mergulhadas por dois segundos (STEFANELLI et al., 2021)
nas respectivas suspensdes e no controle (agua destilada). O delineamento experimental
foi inteiramente casualizado com quatro tratamentos: B. bassiana, M. anisopliae, I.
fumosorosea, T. harzianum (Tabela 1), além do controle, e com dez repeti¢des, sendo
cada uma composta por um grupo de 10 individuos.

Foram realizadas duas observacdes: nas primeiras oito horas, e por um periodo de
oito dias, sendo realizada a contagem do nimero de operarias mortas/hora ou dia em cada
repeticdo. No quinto dia foi ofertado a cada repeti¢do uma porgdo de fungo (= 1 cm?®) de
sua respectiva col6nia para manutencdo dos habitos alimentares das operarias.

A taxa de mortalidade das operérias foi corrigida pela férmula de Abbott (1925),
visando reduzir a influéncia de fatores, como a idade do inseto e a mortalidade natural, e
desta forma, ser possivel calcular a taxa de sobrevivéncia de cada tratamento. Neste caso,

o controle foi utilizado para a obtencdo da mortalidade.

MCoorr = [(MT — MC) / (100 — MC)\ * 100 1)

onde: MCorr: Mortalidade corrigida (%); MT: Mortalidade do tratamento (%);
MC: Mortalidade do controle (%).

4.5.1 Avaliacao do crescimento de fungos comerciais sobre as operarias de formigas-
cortadeiras

O objetivo foi confirmar se os fungos comerciais (tratamentos) utilizados no teste
topico iriam se desenvolver no tegumento/corpo das operarias de A. laevigata. No oitavo
dia de avaliacdo do teste topico, foram separadas aleatoriamente trés operarias de cada
tratamento, incluindo o controle, juntamente com a por¢do do fungo mutualista.

Foi realizada a confirmacdo visual da morfologia do crescimento fungico, de cada
tratamento, bem como andlises de dados qualitativos.

A analise foi baseada na observacdo de caracteres morfologicos das colbnias,

associada a microscopia optica.



14

4.6 Avaliacéo do crescimento de fungos encapsulados em meio de cultura

A produgdo dos encapsulados contendo os fungos seguiu 0 mesmo método
descrito no item 4.2, com a Unica diferenca da adigcdo posterior das suspensdes flngicas.
Os encapsulados foram selecionados aleatoriamente e plagueados em meio de cultura
BDA para verificar o crescimento fungico ao longo de seis dias. A fim de se obter um
resultado comparativo de crescimento, considerando 1g a massa média ofertada em
ensaios experimentais com col6nias/subcolonias acima de 300g de jardim de fungos,
foram realizados dois procedimentos. No primeiro, foi inoculado somente um
encapsulado de cada tratamento em placa de Petri contendo meio BDA e, no segundo, 19
de encapsulados de cada tratamento (Figura 4), totalizando doze repeticbes em cada
procedimento por tratamento.

Figura 4. Exemplificacdo de plaqueamento de encapsulados fungico em placas de Petri
contendo meio de cultura BDA. a) Placa de Petri contendo somente um encapsulado. b) Placa

de Petri contendo 1g de encapsulados.

Fonte: O Autor (2022).

As placas de Petri contendo os fungos encapsulados foram identificadas, lacradas
e armazenadas em B.O.D. a 28°C. No Laboratério de Biologia do CCA/UFSCar foi
realizada a avaliacdo diaria do crescimento dos fungos encapsulados por um periodo de
144 horas (seis dias). As analises foram realizadas qualitativamente e quantitativamente

por meio de observacédo visual e fotografias; a area de crescimento foi quantificada em
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cm? com 0 uso do software Imagel (versdo 1.53, National Institutes of Health) e

convertida em porcentagem.

4.7 Avaliacdo da atividade antagbnica de fungos encapsulados sobre o fungo
mutualista

A potencial atividade antagdnica dos fungos encapsulados sobre o fungo
mutualista foi realizada in vitro por meio de crescimento pareado em placas de Petri
contendo meio de cultura BDA (Figura 5), adaptada da metodologia de Rocha et al.
(2017).

Cada um dos quatro tratamentos consistiu em um confronto FM (Fungo
Mutualista) x FE (Fungo Encapsulado), com trés repeticGes. Foi realizado ainda o
confronto FM x EC (encapsulado controle - sem fungo) para a comparagdo do
crescimento dos fungos em confronto direto. Foram feitas também cinco placas contendo
somente o FM para servir de comparativo com os demais tratamentos, uma vez que o0
crescimento dos fungos encapsulados ja haviam sido analisados.

As andlises qualitativas por meio de observacdo visual e fotografias foram
realizadas por 144 horas (seis dias). A area de crescimento foi quantificada em cm? com
0 uso do software ImageJ e convertida em porcentagem. As placas foram mantidas em
B.O.D. a 28°C na auséncia de luz. Como os fungos encapsulados apresentaram
crescimento diferenciado, as medig¢Ges foram realizadas a cada 48 horas por 144 horas
(seis dias) ap0s a inoculacdo para melhor concretizagdo dos resultado.

Figura 5. Crescimento pareado em placas de Petri contendo meio de cultura BDA. A esquerda:

fungo mutualista Leucocropinus gongylophorus. No centro: fungo encapsulado.

encapsulado

L. gongylophorus :

Fonte: O Autor (2022).
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4.8 Caracterizacao de fungos encapsulados por meio de microscopia eletrénica de
varredura (MEV)

Ap0s os seis dias de avaliagdo dos encapsulados plaqueados (item 4.6), foram
separados aleatoriamente um exemplar de cada tratamento, incluindo o controle, e
transportados ao LabMiCam - CCA/UFSCar para analises no MEV — Microscopio de
Varredura Eletronica (Thermo Scientific Prisma E®).

A metodologia foi adaptada de Castro (2002), ndo sendo necessaria a cristalizacdo
das amostras. Os fungos encapsulados foram preparados frescos por meio de raspagem
com o auxilio de bisturi, e esfregados em fita de carbono sob os stabs (suporte para as
amostras), pois a quantidade necessaria para as analises foi minima, ndo sendo viavel a
utilizagdo de todo o encapsulado.

As imagens foram obtidas por meio de acéo de alto vacuo do equipamento, o0 que
permitiu melhor qualidade de imagem com pouco comprometimento das amostras. As
avaliacdes do encapsulado controle exigiram o uso do encapsulado inteiro, pois como nao
havia crescimento fangico, ndo foi possivel ser feito o esfregago.

Durante as anéalises, também foram utilizadas as imagens do plaqueamento dos
fungos comerciais puros (preparados em BDA - Agar Batata Dextrose — KASVI®)
conforme concentracdo indicada em 4.4), com a intencdo de servirem como meios
comparativos do desenvolvimento dos fungos, além do suporte literario de Samson,
Evans e Latge (1988).

4.9 Analise da aceitacdo de fungos encapsulados em subcolénias de Atta laevigata

Foram selecionadas oito colénias de A. laevigata com aproximadamente 4L de
jardim de fungos para a montagem das subcol6nias, de acordo com a metodologia de
Jaccoud et al. (1999). De cada colbnia, foram extraidos cerca de 200mL de jardim de
fungos, operéarias de diversas castas e formas jovens, sendo acondicionados em
recipientes plasticos de 250mL (Figura 6) e mantidas em condigdes de laboratério
conforme descrito no item 4.1, onde passaram por um periodo de 7 dias para a
estabilizacdo (regulagem de habitos comuns- corte de substratos, limpeza da colonias,
etc.) no novo meio.

O delineamento foi inteiramente casualizado, com quatro tratamentos (fungos

encapsulados), além do controle (encapsulado sem fungo), e trés repeticoes (subcoldnias).
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O carregamento e a incorporacdo dos fungos encapsulados foram analisados pelo método
descrito por Cardoso et al. (2012).

Antes da oferta, as subcolbnias permaneceram por um periodo de 24 horas sem
receber folhas, também para estimular o forrageamento e evitar a influéncia de outros
substratos, como descrito no item 4.3 (NORONHA et al., 2011). Em cada subcoldnia,
0,5g de encapsulados foram ofertados na camara de forrageamento durante trés horas,
onde o transporte foi avaliado, e as porcentagens de encapsulados carregados foram
registradas. Também foi avaliado se o material foi incorporado no jardim de fungos ou

rejeitado na camara de lixo.

Figura 6. Subcolnias com aproximadamente 200mL de jardim de fungos, operarias e formas

jovens de Atta laevigata.

Fonte: O Autor (2022).

5 ANALISE DOS DADOS

Para determinar a significancia das diferencas quanto a mortalidade de operarias, 0s
respectivos dados foram mensurados em analise de variancia com comparagdo das medias
pelo teste de Tukey (p < 0,05). Caso ndo apresentassem normalidade, foram submetidos ao
teste ndo paramétrico de Friedman. As medias foram entdo comparadas pelo teste de
Student-Newman-Keuls (p < 0,05) (WINER et al.,, 1991). Todas as analises foram

realizadas por meio do software SigmaPlot 14 (Systat Software Ins, San Jose, CA, USA).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 Avaliacdo da atratividade de encapsulados sem fungo por operarias de
formigas-cortadeiras

Por meio deste experimento preliminar, foi possivel verificar que,
independentemente da idade da col6nia, todos os encapsulados foram transportados
pelas operarias de A. sexdens nos trés dias consecutivos de oferta. Ainda, observou-
se que estes foram incorporados no jardim de fungos e ndo foram rejeitados
posteriormente, demonstrando a viabilidade de uso da matriz biopolimérica de

pectina em conjunto com o suco de laranja e a polpa citrica (Figura 7).

Figura 7. Avaliacdo da atratividade de encapsulados constituidos por matriz biopolimérica
de pectina por operéarias de Atta sexdens. a) Oferta dos encapsulados na camara de
forrageamento. b) Operarias transportando o encapsulado sobre o jardim de fungos de Atta

sexdens.

P — g a

Fonte: O Autor (2021).

6.2 Toxicidade tépica de fungos comerciais sobre operarias de formigas-
cortadeiras

A partir dos dados coletados durante as primeiras oito horas de observacao
foi possivel avaliar o desempenho de cada tratamento na mortalidade de operarias
de A. laevigata (Figura 8).

N&ao ocorreu mortalidade de operarias no controle e no tratamento com M.
anisopliae durante as primeiras oito horas. Nos demais tratamentos, |I. fumosorosea,
B. bassiana e T. harzianum a mortalidade de operarias ocorreu logo na primeira hora
de avaliacéo, seguindo parcialmente estavel até as demais horas subsequentes, sendo

o0s resultados similares aos obtidos por Stefanelli et al. (2021), que ao imergirem
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operarias de A. sexdens em suspensfes com diferentes concentragdes de B. bassiana

e T. harzianum, observaram valores de TLso acima de nove horas.

Figura 8. Mortalidade (%) de operérias de Atta laevigata ap6s oito horas de avaliacéo e de acordo
com os tratamentos: controle (dgua destilada), suspensdo de B. bassiana, M. anisopliae, I.
fumosorosea e T. harzianum.
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Fonte: O Autor (2022).

O desempenho de cada tratamento na mortalidade de operarias de A.
laevigata, ap6s oito dias de avaliacdo, pode ser observado na Figura 9. O tratamento
controle apresentou mortalidade acumulada de 18% (Figura 9; Tabela 2), valor
similar ao obtido em outros trabalhos, como Nagamoto et al. (2007) e Stefanelli et
al. (2019).

No 8° dia, os tratamentos B. bassiana, M. anisopliae, |. fumosorosea e T.
harzianum apresentaram mortalidade acumulada de 82,93%, 97,56%, 100,00% e
97,56%, respectivamente. T. harzianum, como observado na figura 8, provocou
elevada mortalidade logo nas primeiras horas, com a sobrevivéncia de poucas
operérias. M. anisopliae e I. fumosorosea ndo apresentaram diferencas estatisticas
quanto a mortalidade, e B. bassiana apresentou 0 menor valor em comparac¢ao aos
demais tratamentos (Figura 9; Tabela 2).

Os resultados obtidos foram semelhantes a Cardoso et al. (2020), que
isolaram |. fumosorosea de fémeas aladas de Atta spp., e a mesma apresentou altas
taxas de crescimento micelial, indicando que possui potencial contra formigas-

cortadeiras. Mota Filho et al. (2021), ao pulverizarem T. harzianum diretamente em
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coldnias de A. sexdens, obtiveram 100% de mortalidade de operarias em sete dias.
Loureiro e Monteiro (2005) e Castilho (2010) que ao aplicarem B. bassiana e M.
anisopliae em soldados de Atta sexdens sexdens, observaram elevadas taxas de
mortalidade (80%), com a morte das formigas nos quatro primeiros dias apos a
aplicacdo, diferentes dos resultados obtidos por Travaglini et al. (2016), que

obtiveram alta mortalidade dos individuos somente apds 168 horas (7 dias).

Figura 9. Mortalidade (%) de operéarias de Atta laevigata apds oito dias de avaliagdo e de acordo
com os tratamentos: controle (dgua destilada), suspensdo de B. bassiana, M. anisopliae, I.
fumosorosea e T. harzianum.
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Fonte: O Autor (2022).
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Tabela 2. Mortalidade acumulada (%) e mediana (Md) de operarias de A. laevigata ap6s oito dias de avaliacdo e de acordo com os tratamentos: controle (dgua

destilada), suspenséo de Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, Isaria fumosorosea e Trichoderma harzianum.

Tratamento % da mortalidade corrigida acumulada por dia

1 2 3 4 5 6 7 8 Md*
Controle 0,00 3,00 4,00 7,00 9,00 11,00 12,00 18,00 0+0,5d
Beauveria bassiana 29,00 28,87 36,46 52,69 63,74 69,66 76,14 82,93 4+387c
Metarhizium anisopliae 3,00 9,28 20,83 33,33 51,65 78,65 89,77 97,56 9+287hb
Isaria fumosorosea 22,00 22,68 48,96 76,34 92,31 98,88 100,00 100,00 8+25b
Trichoderma harzianum 90,00 89,69 91,67 91,40 93,41 93,26 93,18 97,56 10+0,5a

*Valores de mediana + semiamplitude interquartilica. As medianas seguidas por letras distintas indicam diferenca significativa entre si, no nivel de 5% de probabilidade pelo
teste de Student-Newman-Keuls.

Fonte: O Autor (2022).
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6.3 Avaliacéo do crescimento de fungos comerciais sobre as operarias de formigas-
cortadeiras

No que se refere ao controle, ndo foi observado crescimento flngico sobre as
operérias de A. laevigata, indicando que a mortalidade provavelmente ocorreu em funcéo
do estresse provocado pelo isolamento social, e ndo devido a uma infeccdo cruzada
(RIBEIRO et al., 2012; PALMA, 2016; SILVA, 2017).

Nos tratamentos com as suspensfes flngicas, observou-se a germinacdo de
conidios na cuticula das formigas e contaminacdo horizontal do fungo mutualista,
adicionado no quinto dia para a alimentacdo das operarias (HUMBER, 2008; 2012;
SAMUELS et al., 2016).

E de conhecimento que B. bassiana ocasione “muscardine branca” nos insetos,
quando aplicado por via topica, com consideraveis taxas de mortalidade. No presente
trabalho, as operarias de A. laevigata também apresentaram crescimento de hifas com
aspecto algodonoso de coloracdo branca, com conidios simples e irregulares nas
articulacGes do corpo e, principalmente, nas articulagdes das pernas, sendo estes os locais
preferidos durante a infecgdo por B. bassiana; o que torna ainda mais nitido a extruséo
fungica (LOUREIRO; MONTEIRO, 2005; MOHAMMADBEIGI; PORT, 2005; PAULI
etal., 2011; TRAVAGLINI et al., 2016) (Figura 10).

Figura 10. Tratamento com o fungo Beauveria bassiana. a) Operarias de Atta laevigata e o fungo
mutualista seis dias apés a aplicagdo. b) Operéria de Atta laevigata apresentando o crescimento
de hifas no entorno do corpo e extrusdo fungica nas articulacdes das pernas das formigas.

Fonte: O Autor (2022).
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No tratamento com M. anisopliae, que causa a chamada “muscardine verde”, os
hospedeiros tornam-se mumificados e cobertos por uma camada pulverulenta formada
pela aglomeracdo de conidios, com crescimento denso e coloragdo verde por todo o
corpo. (LOUREIRO, 2022). E possivel afirmar que os conidios aderiram em toda a
extensdo dorsal da cabeca, torax e gaster, assim como apresentado por Avery et al. e
por Travaglini et al. (2016), onde o fungo demostra claramente sua preferéncia por estas
regides para contaminacdo (2009) (Figura 11b).

Também foi observada a mutilagdo de diversas partes do corpo das operérias,
como antenas e pernas (Figuras 11a e 11c), o que pode ser explicado pela penetragéo e
concentracdo de conidios proximo as suturas (abertutas naturais) que facilitam a
penetracdo de fungos como M. anisopliae no inicio da infeccdo, e também devido ao
comportamento agressivo durante a autolimpeza (autogrooming) e a limpeza coletiva
(allogrooming) que favorecem acumulo de conidios na cavidade infrabucal (BOLTON,
2003; KONRAD et al., 2012; TRAVAGLINI et al., 2016).

Figura 11. Tratamento com o fungo Metarhizium anisopliae. a) Operérias de Atta laevigata e o
fungo mutualista seis dias ap0s a aplicacdo. b) Operéria de Atta laevigata apresentando extrusdo
fangica na regido do clipeo, mandibulas e gaster. ¢) Operaria de Atta laevigata com sinais de
contaminacdo e perda de membros, como as pernas.

Fonte: O Autor (2022).
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Para I. fumosorosea também foi constatada a extrusdao no corpo das operarias.
Além dos conidios visiveis no pronoto, foi possivel observar a presenca de pequenas
goticulas que se assemelham a elementos estudados por Arnost et al. (2016) em
Diaphorina citri, cujos elementos indicavam uma resposta de defesa via tegumento a fim
de dificultar a germinacdo e penetracéo de hifas (Figura 12).

Figura 12. Tratamento com o fungo Isaria fumosorosea. a) Operarias de Atta laevigata e o fungo
mutualista seis dias apds a aplicagdo. b) Operaria de Atta laevigatta apresentando extrusdo fungica
em diversas partes do corpo, como clipeo, mandibulas e gaster.

Fonte: O Autor (2022).

As operarias expostas a suspensdo de T. harzianum apresentaram alta taxa de
esporulacdo de conidios (Figuras 13a e 13b). A elevada competicdo por espago e
nutrientes pode ser observada pelo rapido desenvolvimento de T. harzianum sobre as
operarias e na pequena porcdo adicionada do fungo mutualista (Figura 13a) (BENITEZ
etal., 2004; MOTA FILHO et al., 2022).

Figura 13. Tratamento com o fungo Trichoderma harzianum. a) Operarias de Atta laevigata e o
fungo mutualista seis dias ap6s a aplicacdo. b) Operaria de Atta laevigatta apresentando extrusdo
fangica em diversas partes do corpo, como clipeo, mandibulas, gaster e pernas.
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Fonte: O Autor (2022).

6.4 Avaliacao do crescimento de fungos encapsulados em meio de cultura

A partir do plaqueamento dos encapsulados de B. bassiana, M. anisopliae, I.
fumosorosea e T. harzianum, foi possivel observar tanto o recobrimento total dos
encapsulados quanto o crescimento por toda a placa de Petri contendo o meio de cultura
BDA. O resultado é similar ao observado no crescimento visual dos fungos comerciais

plaqueados em meio de cultura BDA ao longo de 144 horas de avaliagéo (Figura 14).

Figura 14. Crescimento visual dos fungos comerciais plaqueados em meio de cultura BDA ao
longo de 144 horas de avaliagdo. A) Beauveria bassiana. B) Trichoderma harzianum. C)
Metarhizium anisopliae. D) Isaria fumosorosea.
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Fonte: O Autor (2022).

O crescimento de B. bassiana encapsulado pode ser observado a partir de 48
horas, com o recobrimento médio de 9,84% da &rea da placa de Petri, seguido de 36,96%
(96 horas) e 86,8% (144 horas) (Figura 15), similar a média de crescimento do fungo
comercial plagueado, que foi de 91,14%, e que indica uma diferenca de 4,34%.

Ja no plagueamento de 1g de encapsulados de B. bassiana pode se observar
elevado crescimento desde as primeiras 48 horas, o equivalente a média de 78% da area
da placa de Petri, com 86,36% em 96 horas e 100% em 144 horas. No plagueamento de
1g pode ter havido contaminacdo, o que, porém, ndo afetou o desenvolvimento de B.
bassiana (Figura 16).

Figura 15. Crescimento visual de um encapsulado de Beauveria bassiana plagueado em meio de
cultura BDA com 48, 96 e 144 horas de observacao.
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Fonte: O Autor (2022).

Figura 16. Crescimento visual de 1g de encapsulados de Beauveria bassiana plagueados em meio
de cultura BDA ao longo de 48, 96 e 144 horas de observacéo.

Fonte: O Autor (2022).

Com 48 horas de observacdo, o encapsulado de M. anisopliae apresentou
recobrimento médio de 4,14% da area da placa de Petri, 43,9% com 96 horas, e 100%
ao longo de 144 horas (Figura 17). Com 1g de encapsulados de M. anisopliae, 61,1%
da area da placa de Petri ja havia sido recoberta, atingindo 100% com 96 horas de

observacdo (Figura 18).
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Figura 17. Crescimento visual de um encapsulado de Metarhizium anisopliae plaqueado em meio
de cultura BDA ao longo de 48, 96 e 144 horas de observagéo.

Fonte: O Autor (2022).

Figura 18. Crescimento visual de 1g de encapsulados de Metarhizium anisopliae plagueados em
meio de cultura BDA ao longo de 48, 96 e 144 horas de observacao.

Fonte: O Autor (2022).
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I. fumosorosea encapsulado apresentou, nas primeiras 48 horas, crescimento médio
equivalente a somente 1,14% da area da placa de Petri, aumentando progressivamente
(82,92%) ao longo de 96 horas de observacao, até atingir 100% com 144 horas (Figura 19).
No plaqueamento de 1g de encapsulados, 43,08% da &rea da placa de Petri encontrava-se
recoberta por I. fumosorosea, seguido de 96,38% com 96 horas, e atingindo 100% com

144 horas de observacao (Figura 220).

Figura 19. Crescimento visual de um encapsulado de Isaria fumosorosea plaqueado em meio de
cultura BDA ao longo de 48, 96 e 144 horas de observacao.

Fonte: O Autor (2022).

Figura 20. Crescimento visual de 1g de encapsulados de Isaria fumosorosea plagueados em meio
de cultura BDA ao longo de 48, 96 e 144 horas de observagéo.

Fonte: O Autor (2022).
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No plagueamento do encapsulado de T. harzianum a esporulacdo ocorreu a
partir das primeiras 48 horas, com o recobrimento médio de 22,42% da area da placa
de Petri, e cobertura de 100% com 96 horas de observacdo (Figura 21). O
plagueamento de 1g de encapsulados de T. harzianum apresentou, com 48 horas,
recobrimento médio da area da placa de 83,76%, alcancando 100% com 96 horas de

observacao (Figura 22).

Figura 21. Crescimento visual de um encapsulado de Trichoderma harzianum plagueado em
meio de cultura BDA ao longo de 48, 96 e 144 horas de observacéao.

Fonte: O Autor (2022).

Figura 22. Crescimento visual de 1g de encapsulados de Trichoderma harzianum plaqueados em
meio de cultura BDA ao longo de 48, 96 e 144 horas de observacao.

Fonte: O Autor (2022).
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6.5 Avaliacdo da atividade antag6nica de fungos encapsulados sobre o fungo
mutualista

O teste de antagonismo demonstrou distintos resultados de acordo com a espécie
fangica encapsulada. O desenvolvimento do fungo mutualista plaqueado em meio de

cultura BDA serviu para fins de comparagdo com os demais tratamentos (Figura 23).

Figura 23. Crescimento visual do fungo mutualista plaqueado em meio de cultura BDA. F1, F2
e F3: repeti¢des de por¢éo fo fungo mutualista de diferente coldnias.

Fonte: O Autor (2022).

O segundo plagueamento consistiu no pareamento entre um encapsulado controle
(sem fungo) e o fungo mutualista, a fim de verificar possiveis sinais de contaminacgao
apos o encapsulamento. Contudo, apesar do processo fabril ndo ser totalmente estéril, até
o0 sexto dia ndo foram observados sinais de contaminacdo e/ou contaminagdo cruzada
oriundos dos encapsulados (Figura 24). Houve o crescimento e proliferacdo de outros
microrganismos advindos do fungo mutualista, 0 que era esperado, e por isso o fungo

cultivado é considerado como um jardim de fungos (DORNELAS et al., 2016).
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Figura 24. Pareamento do encapsulado controle (sem fungo) ao centro e do fungo mutualista a

direita plaqueados em meio de cultura BDA. C1, C2 e C3: repeticdes.

Fonte: O Autor (2022).

Geralmente B. bassiana é considerado um fungo entomopatogénico, porém alguns
estudos destacam sua potencial atividade antagonica sobre o fungo mutualista
(PAREDES et al., 2016; BELLANIS, 2020). Assim, é possivel observar a formacao do
halo antagonista oriundo do encapsulado de B. bassiana que, apds 48 horas, ocupava
média de 1,24% da area da placa de Petri, reduzindo o crescimento do fungo mutualista;
L. gongylophorus e outros microrganismos provenientes recobriam 49,2% da placa. Com
96 horas, B. bassiana ja recobria uma média de 90,1% da area, e observou-se 0s primeiros
sinais de contaminacdo do fungo mutualista. Com 144 horas, B. bassiana ocupou 100%
da é&rea, com nitida contaminag&o do fungo mutualista (Figura 25).

Figura 25. Crescimento visual do encapsulado de Beauveria bassiana (ao centro) e do fungo

mutualista (a direita) plaqueados em meio de cultura BDA ao longo de 48, 96 e 144 horas de
observacao.

Fonte: O Autor (2022).
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Para o pareamento com M. anisopliae, a area média ocupada por este nas primeiras
48 horas representava 3,36%, enquanto o fungo mutualista 2,12%. Com 96 horas, M.
anisopliae ja& recobria uma area média de 48%, e L. gongylophorus ndo apresentava
crescimento visual (2,54%). Na observacdo ap6s 144 horas, M. anisopliae ja recobria
100% da éarea da placa, sendo possivel observar possivel contaminacdo sobre L.

gongylophorus (Figura 26).

Figura 26. Crescimento visual do encapsulado de Metarhizium anisopliae (ao centro) e do fungo
mutualista (& direita) em meio de cultura BDA ao longo de 48, 96 e 144 horas de observagao.

Fonte: O Autor (2022).

No pareamento entre o encapsulado de I. fumosorosea e o fungo mutualista, foi
possivel observar a esporulacéo e o crescimento de hifas desde 48 horas de observacéo,
0 equivalente a uma area média de 2% da placa, seguido de 4,32% (96 horas) e 4,84%
(144 horas). Nota-se, porém, que ndo houve formacao de halo de inibig&o, e a area média
recoberta pelo fungo mutualista representava 98% da placa (48 horas), com leve reducdo
para 95,68% as 96 horas, e 95,16% ap0s 144 horas. O encapsulado de I. fumosorosea nao
apresentou o desenvolvimento do halo de inibicdo e ndo restringindo o crescimento do
fungo mutualista como ja esperado, pois ndo ha literatura afirmando atividade antagonista

do mesmo (Figura 27).
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Figura 27. Crescimento visual do encapsulado de Isaria fumosorosea (ao centro) e do fungo
mutualista (& direita) em meio de cultura BDA ao longo de 48, 96 e 144 horas de observagao.

Fonte: O Autor (2022).

Com relacdo ao género Trichoderma, seu potencial antagonista sobre o fungo
mutualista ja € conhecido. No presente trabalho, com o uso de T. harzianum, os resultados
foram similares a Rocha et al. (2017) e Nascimento et al. (2017), que também
confirmaram o efeito antagdnico por meio de analise visual do halo de inibi¢do. Este se
mostrou visivel com 48 horas, e representava uma area média de 26,2%, frente a média
de 32,40% do fungo mutualista.

Com 96 horas o halo antagbnico ainda se apresentava visivel, porém quase
recoberto pelo crescimento de T. harzianum, com éarea média de 78,42%, e L.
gongylophorus com 33,22%. O halo ja ndo era mais visivel com 144 horas de observacao,
e T. harzianum praticamente ocupava 100% a area da placa, com somente uma peguena

porcdo do fungo mutualista sendo visivel (Figura 28).
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Figura 28. Crescimento visual do encapsulado de Trichoderma harzianum (ao centro) e do fungo
mutualista (& direita) plaqueados em meio de cultura BDA ao longo de 48, 96 e 144 horas de

observacao.

Fonte: O Autor (2022).

6.6 Caracterizacdo de fungos encapsulados por meio de microscopia eletrénica de
varredura (MEV)

Conforme caracterizacdo realizada por meio do MEV, foi possivel observar o
encapsulado controle (sem fungo) e o processo de gelificagdo com o uso da matriz
biopolimérica de pectina (Figura 29). E importante ressaltar que nio foi observada
presenca de contaminantes no encapsulado controle (sem fungo), apesar do processo
fabril ndo ser totalmente estéril.

Para os encapsulamentos contendo B. bassiana (Figura 30), M. anisopliae (Figura
31), Isaria fumosorosea (Figura 32) e T. harzianum (Figura 33) foi possivel observar a
presenca de conidios junto & matriz biopolimérica de pectina, formacao de hifas e detalhe

dos conidios e estruturas celulares.



Figura 29. Imagens obtidas por microscopia eletrnica de varredura mostrando a matriz polimérica de pectina no encapsulado controle (sem fungo).

mag] WD HV HFW det mode | —0 1|1 Be— e magd | wp HV HFW det mode 50 pm ——
1 PM 54 x 14.2 mm 20.00 kV 7.70 mm ETD SE CCA UFSCar o 1PM | 1600x | 12.7 mm 20.00 kV 259 ym ETD SE CCA UFSCar

1 mag[] | WD HV HFW det mode F— 10 pm —
7PM | 6000x | 12.7mm | 20.00kV | 69.1um | ETD | SE CCA UFSCar Fonte: O Autor (2022)
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Figura 30. Imagens obtidas por microscopia eletrénica de varredura mostrando o encapsulado
contendo Beauveria bassiana. a) Presenca de Beauveria bassiana junto a matriz biopolimérica de
pectina. b) Formacdo de hifas de Beauveria bassiana. ¢) Detalhe dos conidios e estruturas
celulares de Beauveria bassiana.

magd] | wo HY HFW det | mode — 100 pm —
600 x 14.1 mm 20.00 kV 691 um ETD SE CCA UFSCar

mag] | WD HV HFW det mode 250 pm ———
1600x | 14.1 mm 20.00 kV 259 uym ETD SE CCA UFSCar

mag] | WD HV HFW det mode F— 10 pym——
6000x | 14.1 mm 20.00 kV 69.1 um ETD SE CCA UFSCar

Fonte: O Autor (2022).
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Figura 31. Imagens obtidas por microscopia eletrénica de varredura mostrando o encapsulado
contendo Metarhizium anisopliae. a) Presenca de Metarhizium anisopliae. de junto a matriz
biopolimérica de pectina. b) Formacdo de hifas de Metarhizium anisopliae. c¢) Detalhe dos
conidios e estruturas celulares de Metarhizium anisopliae.

magEd wD HFW det mode
1200x | 12.0 mm .00 kV 173 uym ABS All

magEd WD HV HFW det mode
2000x | 12.1 mm 10.00 kV 104 pm ABS All

& B -, y«‘_, . p
Caadl ViRl

#
i ; o 3

& o

vﬁagEE HFW det

HV
2000x | 12.0 mm 10.00 kV 104 ym ABS

Fonte: O Autor (2022).
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Figura 32. Imagens obtidas por microscopia eletrénica de varredura mostrando o encapsulado
contendo Isaria fumosorosea. a) Presenca de Isaria fumosorosea. de junto & matriz biopolimérica
de pectina. b) Formacdo de hifas de Isaria fumosorosea. c) Detalhe dos conidios e estruturas
celulares de Isaria fumosorosea.

magHE WD —— 300 pm ————
140 x 11.5 mm CCA UFSCar

magEd | wD HV HFW det mode 100 pm ———
500 x 11.5 mm 10.00 kV 414 pym ABS All CCA UFSCar

magEd | wD HV HFW det mode F———20 pm ————
2000 x 11.5 mm 10.00 kV 104 pym ABS All CCA UFSCar

Fonte: O Autor (2022).
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Figura 33. Imagens obtidas por microscopia eletrénica de varredura mostrando o encapsulado
contendo Trichoderma harzianum. a) Presenca de Trichoderma harzianum. de junto a matriz
biopolimérica de pectina. b) Formacéo de hifas de Trichoderma harzianum. c) Detalhe dos

conidios e estruturas celulares de Trichoderma harzianum.

mag[] | wD HV HFW det mode ———— 100 pm ——
1000 x 13.8 mm 10.00 kV 414 ym LvD SE CCA UFSCar

| S—1 L' KB — sbom 1sb WAH VH aw | Cesm
18223U ADD 32 avi my YOS Vsl 00.0T mm Y.EF x 000 S

™
mag[] | WD HV HFW det mode F——20 pm —
AM 4000 x 13.7 mm 10.00 kV 104 um VD SE CCA UFSCar

Fonte: O Autor (2022).
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6.7 Analise da aceitacdo de fungos encapsulados em subcolbnias de Atta laevigata
Apds a oferta dos encapsulados durante cinco dias consecutivos observou-se
baixos valores de carregamento em todos os tratamentos e no controle. Os dados néo
apresentaram normalidade e as médias ndo diferiram estatisticamente (p = 0,346)
(Tabela 3). O encapsulado de T. harzianum foi o mais carregado (25,6%), e o
encapsulado de 1. fumosorosea 0 menos carregado (4,4%). Os demais fungos
encapsulados apresentaram valores de 17,6% (B. bassiana) e 9,6% (M. anisopliae), e 0

controle somente 2,4%.

Tabela 3. Média de carregamento (g) do encapsulado controle (sem fungo), e
encapsulados de Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, Isaria fumosorosea e

Trichoderma harzianum, durante cinco dias de oferta.

Média de carregamento diario (g)

Encapsulados 1 2 3 4 5

Controle 0,49 0,48 0,50 0,49 0,50
Beauveria bassiana 0,42 0,46 0,47 0,50 0,50
Metarhizium anisopliae 0,39 0,46 0,50 0,48 0,49
Isaria fumosorosea 0,44 0,50 0,49 0,50 0,50
Trichoderma harzianum 0,29 0,47 0,48 0,49 0,50

Em trabalhos como Silva e Diehl-Fleig (1995), Warumby et al. (1995) e Rocha et
al. (2020) foi possivel também contabilizar a mortalidade de operéarias e do fungo
mutualista, com médias de até 60% de mortalidade. Contudo, no presente trabalho foi
observado que ap6s o primeiro contato das operarias com os encapsulados, estes ndo se
mostraram atrativos, sendo transportados até a camara de fungo e posteriormente
descartados na camara de lixo.

Segundo Hubell e Wiemer (1983), e Travaglini et al. (2017), as formigas-
cortadeiras possuem certas preferéncias que as fazem selecionar os substratos que serdo
incorporados na col6nia. Essa selecdo pode ocorrer por diferentes razdes, como defesa
quimica, tais como substancias toxicas ao fungo simbionte, as operarias ou a ambos.
Assim, e de se esperar que nem todo o substrato seja transportado pelas formigas, porém
€ necessario que as forrageiras transportem o material para ao interior de suas col6nias, e
assim ocorra a disseminagdo de um principio ativo, por exemplo. Nesse sentido, o

estimulo olfatorio também destaca- se como um importante fator durante a selecdo de
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substratos, sendo ele um estimulo para o recrutamento de outras operarias durante a
locomocdo em atividades exploratorias de substratos, visto a possibilidade de
carregamento de tal fonte, ou abandono da mesma.

Além do mais, é importante ressaltar, a capacidade de aprendizagem das formigas,
pois estas adquirem respostas condicionadas pela associacdo de recompensas, por
exemplo, o aroma do “alimento-isca”, pois ndo sendo atrativo ao primeiro contato, ndo
sera mais transportada (HOLLDOBLER; WILSON,1990).

7 CONCLUSOES

Pelo teste topico com T. harzianum, B. bassiana e |. fumosorosea observou-se
mortalidade j& na primeira hora. Apds oito dias, os tratamentos T. harzianum, M.
anisopliae e I. fumosorosea ocasionaram a maior mortalidade de operarias, e B. bassiana,
a menor. Com relagdo ao crescimento de fungos comerciais sobre as operarias, observou-
se a germinacdo dos conidios na cuticula das formigas e contaminacdo horizontal do
fungo mutualista.

ApoOs seis dias de avaliacdo, os fungos encapsulados plaqueados apresentaram
crescimento similar aos fungos comerciais. Nas analises com o MEV foi possivel
observar a formacao de estruturas celulares junto a matriz biopolimérica de pectina.

No teste antagonista, B. bassiana e T. harzianum formaram o halo de inibi¢do. M.
anisopliae ndo apresentou halo de inibicdo, porém impediu o crescimento do fungo
mutualista. 1. fumosorosea ndo inibiu o crescimento do fungo mutualista.

Na oferta de encapsulados fungicos, ocorreu baixo carregamento pelas operarias,

ndo sendo possivel a quantificacdo de resultados.
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