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RESUMO

Os fungos entomopatogenos do género Ophiocordyceps infectam formigas trofobiontes, como
a Camponotus, que séo consideradas prejudiciais quando cuidam de hemipteros sugadores de
seiva que se tornam pragas ao removerem nutrientes, prejudicar a fotossintese e inocular
patdgenos na planta. Nessa perspectiva, conduziu-se o presente estudo com o objetivo de avaliar
a possibilidade da utilizacdo de esporos fungicos do complexo Ophiocordyceps unilateralis
como agente de controle bioldgico de formigas do género Camponotus sp. Para isso, espécimes
de formigas parasitadas foram coletadas em campo e utilizadas para obtenc¢ao do fungo. Foram
realizados trés experimentos para avaliar a eficicia da viruléncia do Ophiocordyceps no
controle bioldgico de formigas. No experimento de infeccdo com esporos fungicos obtidos em
laboratdrio, observou-se que existiu mais mortalidade nas formigas expostas ao fungo. No
experimento de infeccdo utilizando um fungo coletado em campo comprovou-se a eficacia da
infeccdo do fungo nas formigas Camponotus renggeri. No experimento de campo, a presenca
do fungo reduziu a atividade de forrageio das formigas nas plantas. Foi demonstrado que 0s
esporos do Ophiocordyceps sp. sdo eficientes em provocar altera¢cbes no comportamento das
formigas, alterando o comportamento e provocando a morte das mesmas, e que dependendo da
qualidade do fungo, os resultados na infeccdo sdo diferentes, comprovando o objetivo desse

estudo.

Palavras chave: parasitismo, controle biol6gico, entomopatdgeno, trofobiose, formigas.



ABSTRACT

Entomopathogenic fungi of the genus Ophiocordyceps infect trophobion ants such as
Camponotus, which are considered harmful when caring for sap-sucking hemiptera that become
pests by removing nutrients, harming photosynthesis and inoculating plant pathogens. From
this perspective, this study was conducted to evaluate the possibility of using fungal spores of
the Ophiocordyceps unilateralis complex as a biological control agent of Camponotus sp. For
this, specimens of parasitized ants were collected in the field and used to obtain the fungus.
Three experiments were performed to evaluate the effectiveness of Ophiocordyceps virulence
in the biological control of ants. In the infection experiment with fungal spores obtained in the
laboratory, it was observed that there was more mortality in ants exposed to the fungus. In the
infection experiment using a field-collected fungus, the effectiveness of fungal infection in
Camponotus renggeri ants was proven. In the field experiment, the presence of the fungus
reduced the foraging activity of ants in plants. It has been shown that the spores of
Ophiocordyceps sp. They are efficient in causing changes in the behavior of ants, altering their
behavior and causing their death, and depending on the quality of the fungus, the results in the

infection are different, proving the purpose of this study.

Key words: parasitism, biological control, entomopathogenic, trophobiosis, ants.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Cartograma de localizacdo da APA da Serra de Baturité no Estado do Ceara. Fonte:
FREITAS, 2012, ...ttt ettt sttt st ettt e s e e be s be e resbeseenenneneas 18
Figura 2. Imagem de satélite gerada pelo Google mapas mostrando as duas areas de coleta na
APA da Serra de Baturité. Em amarelo a &rea 1, Reflgio da Vida Silvestre Periquito Cara

Suja, e em vermelho a area 2, Chalé Nosso Sitio. Fonte: google.com/maps .........c.ccceeevvvueenee. 19
Figura 3. Area 3, Campus das Auroras Na UNILAB. .........c.cc.ccvvieiieseeeeeseseses e, 20
Figura 4. Camponotus renggeri (Hymenoptera: Formicidae) apresentando um comportamento
de cuidado e protegdo com afideos (Hemiptera: Aphididae). ........ccoeveieieiiiiiiiiceee 23
Figura 5. Exemplos de como o fungo foi fixado na tampa do pote plastico. ..............ccccuvnee 24

Figura 6. Experimento de infeccio em laboratério utilizando um fungo natural. A esquerda,
pote controle, sem infec¢do, a direita, pote tratamento, com infecgao. .........ccovevevvvvivinennns 25
Figura 7. Formigas parasitadas pelo fungo Ophiocordyceps sp. fixadas em galhos do Angico
durante o experimento de INfECCA0 NO CAMPO. ...cvveveiieiiicie e 26
Figura 8. Variedade morfoldgica do fungo Ophiocordyceps sp. e seus variados estagios de
desenvolvimento. Espécimes de Camponotus sp. parasitadas pelo fungo Ophiocordyceps sp.
COlEtadas Para CUITIVO. .........coiiiiiiieicee ettt bbb 28
Figura 9. Isolado 1SO B-8 duas semanas apds a preparagdo das placas.........cccccevvvrereevrienns 32
Figura 10. A- Estruturas vegetativas e reprodutivas microscopicas presentes na amostra 1ISO
B-8, visualizadas através do microcultivo de fragmentos extraidos da amostra original com
um aumento de 100x em 6leo de imersdo. B- Esporos fungicos liberados pela amostra ISO B-
8 visualizados em um aumento de 40x. C- Estruturas macroscépicas que emergem da

S0 oLt AT = (oI 0] o [o S PPS 33
Figura 11. Namero de formigas vivas por dia durante o experimento de infeccdo com esporos
cultivados obtidos a partir das amostras ISO B-1, ISO B-7 € ISO B-10........cccceecvevvvrverrennnnn. 34
Figura 12. Namero de formigas vivas por dia durante o experimento de infeccdo com o fungo
(o00] [=] v To (oI =T 0 0 o=V 1 1 JA USSR P USRS 36
Figura 13. Formigas presentes nos potes T-1 e T-2 apresentando crescimento de micélio
emergindo da regido da mandibula e das articulagBes. ..........cccccvererieiiiere s 37
Figura 14. Comparacao entre a quantidade de formigas observadas forrageando nas plantas
nos grupos tratamento e controle em cada uma das 10 semanas de experimento. Setas

vermelhas: INCIUSA0 dO FUNQO. .....oooii i 39



Figura 15. Comparacdo entre a quantidade de formigas nas plantas que foram expostas ao

fuNgo € as que NE0 FOraM EXPOSTAS. ......c.veieieiiierie et 41
Figura 16. Namero médio de formigas encontradas forrageando em cada altura, na presenca e

U 1=] T F= T [ 1 {1 o o J SRS 42



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Dados relacionados a primeira semana apos a preparacao das amostras. ............... 29
Tabela 2. Dados relacionados a segunda semana ap0s a preparacao das amostras. Notar a
ocorréncia de mais de um tipo de fungo crescendo na maioria das amostras. ............c.c.c.c...... 30

Tabela 3. Dados relacionados a quarta semana ap0s a preparacdo das amostras. .................. 31



SUMARIO

1 INTRODUGAO . .....ooiiiieieeeee ettt sttt sttt s s 14
2 METODOLOGIA ... ees s 17
2.1 AREAS DE ESTUDO ......coiuiiiiieeiceecs ettt 17
2.2 COLETA DOS ESPECIMES ..ottt 20
2.3PROTOCOLO PARA CULTIVO DO FUNGO .......ovoeveeeereeeeeieseesessiesseesssesnsesneens 20
24 IDENTIFICACAO ......ooioeeeeeeeeeee e teetes et se s 21
2.5 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL .....oooiiiiieeerieseseeeseeeseesiesseesssssesseessessseseneens 22

2.5.1 Experimento de infeccio das formigas por meio de esporos obtidos em

(F=10]0] =1 (0] [ JHUUUUURUUU TR TR TP TRUORRRRRRRRRR 22

2.5.2 Experimento de infec¢do das formigas utilizando um fungo coletado em

07 1101 0 L0 J PO PR PR 22
2.5.3 Experimento de campo utilizando formigas parasitadas............ccccceeerererirnnnnn 25

2.6 TRATAMENTO DOS DADOS ...ttt e e snae e nnane e 26

3 RESULTADOS E DISCUSSOES ...ttt 27
3.1 OBTENCAO DE ESPOROS FUNGICOS EM LABORATORIO ........ccocevevrrrererianen. 27

3.2 EXPERIMENTO DE INFECCAO DAS FORMIGAS POR MEIO DE ESPOROS
OBTIDOS EM LABORATORIO ...ttt 34

3.3 EXPERIMENTO DE INFECCAO DAS FORMIGAS UTILIZANDO UM FUNGO

COLETADO EIM CAMPO ... e ee e e e et e e erete e es e 35
3.4EXPERIMENTO DE CAMPO UTILIZANDO FORMIGAS PARASITADAS ........... 38
B CONCLUSOES ... e 43

5 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ... .o oo oo e e e oo 44



1 INTRODUCAO

Os insetos séo os principais organismos pragas de lavouras, atacando todos os tipos de
cultivos, e ocasionando prejuizos no desenvolvimento das plantas e produtividade de frutos e
gridos (BARROS et al., 2010; SANTOS et al., 2016; CORREA-FERREIRA et al.; SILVA et
al., 2018). Micro-organismos entomopatogénicos (fungos, bactérias e virus) sdéo comumente
usados no controle de insetos por diminuir a populagédo destes no campo (AZEVEDO &
MESSIAS, 1985; ALVES, 1998; VALICENTE, 2009; MORA et al., 2016). Atualmente, essa
ferramenta ecologica reduz problemas oriundos do emprego excessivo de inseticidas
(GARCIA, 2004). Os fungos sdo agentes de controle de insetos muito estudados e aplicados
por causar 80% das enfermidades observadas nos mesmos e se destacam por infectar todos os
estagios de desenvolvimento dos hospedeiros (ALVES, 1998; ALVES et al., 2008). Fungos
entomopatogénicos sdo restritos a determinados grupos, como formigas, besouros, gafanhotos
e lagartas. Essa especificidade permite seu uso contra pragas sem risco de afetar outras espécies
(OLIVEIRA, 2008).

No Brasil, os principais fungos entomopatogénicos usados em programas de controle
biolégico sdo Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae. Vale destacar fungos de
ocorréncia natural como Nomuraea rileyi, que provoca patologias na lagarta-da-soja Anticarsia
gemmatalis (VALICENTE, 2009). Além destes, também sdo utilizados fungos como o
Entomophthora muscae que infecta espécies de moscas da fruta (BECHER et al., 2018),
desenvolvendo-se dentro do corpo de hospedeiros adultos. O fungo Zoophthora radicans que
afeta um grande nimero de espécies de artropodes (LEITE et al., 1996; TORRES ACOSTA et
al., 2016) em diferentes estagios de desenvolvimento, e é muito utilizado no controle da
cigarrinha verde Empoasca kraemeri. O fungo Neozygites floridana muito conhecido como
agente eficaz contra acaros tetraniquideos em geral, destacando-se os géneros Panonychus spp.
e os Tetranichus spp. (ROGGIA et al., 2009), crescendo sobre os acaros em forma de p6 de cor
marrom ou chocolate.

Insetos sugadores de seiva (Hemiptera: Auchenorhyncha e Sternorhyncha), como
pulgbes, cochonilhas, moscas-brancas e soldadinhos, s&o considerados muito comuns e
prejudiciais a lavoura (CAMPOS-FARINHA, 2006). Ao sugar a seiva da planta, podem causar
um enrugamento das folhas tornando-as encurvadas e improprias para a comercializagdo,
paralizacdo do desenvolvimento das plantas, reducdo na produgéo de flores e frutos e,

consequentemente, reducdo da producdo de sementes (CAMPOS-FARINHA, 2006). Esses
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problemas sdo potencializados quando os hemipteros sdo cuidados por formigas da tribo
Camponotini (Hymenoptera: Formicidae) aumentando muito sua populagédo (DELABIE, 2001,
DEL-CLARO, 2004), o que os transformam em pragas muito danosas para as lavouras
(FLATT; WEINSSER, 2000; RENAULT et al., 2005). Em mutualismo do tipo trofobiose
(DELABIE, 2001), essas formigas consomem a excreta do hemiptero (honeydew) enquanto
protege-os de seus inimigos naturais, aumentado a sobrevivéncia e reproducao, levando a super
agregacdes de herbivoros nas plantas (DEL-CLARO, 2004; DEL-CLARO et al., 2016;
FAGUNDES et al., 2012). Essa interacdo altera toda a comunidade associada as plantas
(FAGUNDES et al., 2013) incluindo outros herbivoros (ALVES-SILVA et al., 2014),
polinizadores (ASSUNCAO et al., 2014; BARONIO & DEL-CLARO, 2017) e predadores
(STEFANI et al., 2015), o que representam um grande desafio para o uso de técnicas de controle
bioldgico, pois requer o controle da interacdo ecoldgica e ndao apenas dos insetos (MORAES;
BERTI FILHO, 2005; ZHANG; SHANG, 2012).

As espécies de formigas mais comuns e efetivas em interagbes com hemipteros,
Camponotus spp. (DELABIE, 2001; DEL-CLARO et al., 2016; FAGUNDES et al., 2016), sdo
naturalmente parasitadas por espécies de fungos Ophiocordyceps Petch (1931) (Hypocreales:
Ophiocordycipitaceae) (ARAUJO et al., 2014). Infeccdes por Ophiocordyceps séo altamente
virulentas e matam seus hospedeiros para o desenvolvimento de estruturas aéreas por onde 0s
esporos sio dispersados (EVANS, 1982A; ARAUJO et al., 2014). Desses fungos crescem hifas
compactas fora do corpo do hospedeiro (estroma), onde sdo produzidos os corpos de
frutificacdo (peritécio) com esporos. Os esporos fungicos invadem os hospedeiros por diversas
vias, principalmente, através da cuticula ou pele (tegumento). Uma vez dentro dos insetos, 0s
fungos multiplicam-se rapidamente por todo o corpo. Antes de morrer, 0 fungo manipula o
comportamento da formiga induzindo-a a subir em uma planta até uma altura e orientacdo que
seja favoravel para o seu desenvolvimento e, posteriormente, a dispersao dos esporos. A morte
é causada pela destruicdo dos tecidos e, ocasionalmente, pelas toxinas produzidas pelos fungos
(EVANS, 1982A; VALICENTE, 2009). O potencial uso desse fungo no controle das formigas
trofobiontes se torna uma estratégia no combate aos danos ocasionados as plantas pelos
hemipteros, sendo uma alternativa ndo agressiva para planta e organismos nao-alvo, afetando
apenas o inseto desejado. No Brasil, O. unilateralis foi descoberto como um patdgeno fangico
especifico das espécies de formigas Camponotus rufipes, C. balzani, C. novogranadensis e C.
melanoticus (Formicidae: Camponotini) (EVANS et al., 2011).
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O entendimento dos processos envolvidos na contaminacdo de formigas pelo
Ophiocordyceps sp. pode ser o precursor na utilizagdo desse fungo como agente biolégico de
controle. O uso do controle bioldgico dentro de programas de manejo integrado de pragas
assume uma crescente importancia frente a producao integrada em uma agricultura sustentavel,
métodos harmoniosos de diferentes técnicas de controle de pragas, em concordancia com
principios ecoldgicos, econémicos e sociais, mantém os organismos-praga longe de se tornarem
um problema econémico sem prejudicar o meio ambiente (MOINO JR., 2000; PARRA et al.;
VENDRAMIM, 2002; MORAES et al., 2017). Nesse sentido, sdo crescentes as pesquisas
cientificas interessadas por organismos capazes de promover esse tipo de controle, sobretudo,
por aqueles que podem ser manipulados em laboratérios e/ou em escala industrial (FARIA &
MAGALHAES, 2001; GARCIA, 2004; ORLANDELLI & PAMPHILE, 2011; MORAES et
al., 2014; VITAL et al., 2019). Apesar da relativa facil aplicacdo desses fungos, o cultivo em
laboratério é o principal desafio na criagio dessa ferramenta. E preciso elaborar protocolos de
prospeccao, cultivo, replicacdo e aplicacdo dos esporos do fungo de forma facil, baixo-custosa
e eficiente para garantir sua ampla aplicabilidade.

Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a possibilidade da utilizacdo de esporos
fangicos do complexo Ophiocordyceps unilateralis como agente de controle bioldgico de
formigas do género Camponotus sp., através da viabilizacdo do cultivo do fungo
Ophiocordyceps sp. em laboratério; do teste da aplicacdo dos esporos do Ophiocordyceps sp.
como ferramenta de controle biolégico de formigas; e se a presenca desse fungo altera o
comportamento de forrageio das formigas nas plantas. Para tanto, foram testadas as seguintes
hipoteses: i) os esporos cultivados dos fungos entomopatogénicos Ophiocordyceps sp.
funcionam como controladores biol6gicos de formigas; ii) esporos aplicados em plantas
interferem na atividade das formigas nas mesmas. Portanto, espera-se que o fungo
Ophiocordyceps sp. possa ser cultivado em laboratdrio, seus esporos extraidos e, quando
aplicados nas formigas, cause alta mortalidade. Além disso, que a presenca de seus esporos
reduza a quantidade de formigas nas plantas por repelir e matar operérias, reduzindo a

ocorréncia de interacbes com hemipteros.
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2 METODOLOGIA

2.1 AREAS DE ESTUDO

A Area de Protecdo Ambiental da Serra de Baturité, local de realizacdo da amostragem
dos espécimes de fungos e formigas, foi a primeira APA criada pelo Governo do Estado do
Ceara por meio do Decreto Estadual n® 20.956, de 18 de setembro de 1990, sendo a mais extensa
do estado, abrangendo uma area de 32.690 ha. Situada a 90 km da Capital Fortaleza, encontra-
se localizada na porcdo Nordeste do Estado, regido serrana do Macico de Baturité, entre as
coordenadas (4°08” e 4°27’) de latitude sul e (38°50” a 30°05’) de longitude oeste (Fig. 1),
englobando os municipios de Baturité, Guaramiranga, Aratuba, Mulungu, Capistrano,
Redencdo, Palmécia e Pacoti (SILVA et al., 2014). Na por¢do com menor indice pluviométrico
na APA, a vegetacdo é predominantemente de caatinga arborea. J& na porcdo mais Umida,
encontra-se tipos de vegetacfes que variam entre espécies de clima tropical e caatinga. As
condicGes ambientais dessa Serra favoreceram a formacdo de florestas dos tipos Ombrofila
Densa Submontana e Montana, em condi¢cbes de umidade constante, ou Estacional
Semidecidual, em areas onde a distribuicdo de chuvas é sazonal, como também, podemos
encontrar trechos de Florestas Ombrdfilas Densas semelhantes as Alto-Montanas encontradas
no sudeste (MANTOVANI, 2006; XAVIER et al., 2007).
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Figura 1. Cartograma de localizacdo da APA da Serra de Baturité no Estado do Ceara. Fonte: FREITAS,
2012.

A referida APA possui a maior porcentagem de fragmentos remanescentes preservados
da Mata Atlantica no Ceara. Localizada em meio ao semiarido cearense, este lugar representa
um local de importante interesse bioldgico, tratando-se de um reflgio de espécies provenientes
de habitats umidos, como a Floresta Amazbnica e a Mata Atlantica (FIGUEIREDO e
BARBOSA, 1990). A temperatura média anual nessa regido varia entre 20°C e 21°C e a
precipitacdo média é de 1221 mm, com maior concentracdo de chuvas entre 0s meses de
novembro a abril. Foram escolhidas duas areas dentro da APA da Serra de Baturité (Fig. 2) para
a coleta dos espécimes de formigas contaminadas pelo Ophiocordyceps unilateralis. As areas
foram selecionadas com base no tipo de vegetacdo, alta umidade do ar e temperaturas amenas
na maior parte do dia. Segundo Evans (1974), as condicdes de alta umidade e temperatura por
longos periodos do ano nas florestas tropicais sdo pré-requisitos ideais para as infecgoes
fangicas. Uma terceira area, também dentro da APA da Serra de Baturité, foi utilizada para
construcdo de um experimento de campo, e foi escolhida por conta da proximidade com a

Universidade para que houvesse um acompanhamento periédico do trabalho.
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A érea 1, conhecida como Campo do Batalha, € uma regido de Mata Atlantica Relictual
que esta inserida na Unidade de Conservacdo de Protecdo Integral Refugio da Vida Silvestre

Periquito Cara Suja, localizada na cidade de Guaramiranga.

A érea 2 esta inserida nas dependéncias do Chalé Nosso Sitio, uma propriedade privada
localizada na cidade de Pacoti que abriga 150 ha de Mata Atlantica antropizada e que possui
alta ocorréncia de formigas contaminadas por espécies de Ophiocordyceps. Ambas as areas

estdo situadas a cerca de 800 m de altitude em relacdo ao nivel do mar.

Figura 2. Imagem de satélite gerada pelo Google mapas mostrando as duas areas de coleta na APA da
Serra de Baturité. Em amarelo a area 1, Reflgio da Vida Silvestre Periquito Cara Suja, e em vermelho
a area 2, Chalé Nosso Sitio. Fonte: google.com/maps

A éarea 3 foi delimitada em um fragmento de vegetacdo de transicdo de caatinga
arbustiva densa, mata seca (Floresta Subcaducifolia Tropical Pluvial) e mata umida (Floresta
Subperenifélia) da Serra de Redencdo, localizado atras do Campus das Auroras (Fig. 3) na
Universidade da Integracdo Internacional da Lusofonia Afro-Brasileira (UNILAB), situada a

cerca de 88 m de altitude em relagéo ao nivel do mar.
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Figura 3. Area 3, Campus das Auroras na UNILAB.

2.2 COLETA DOS ESPECIMES

Os fungos foram coletados a partir de espécimes de formigas infectadas em diferentes
estagios de desenvolvimento. Através de busca ativa dos espécimes, todas as ocorréncias foram
coletadas em transectos que variaram entre um e dois quilémetros de extensdo. As formigas
foram coletadas com pinca metélica esterilizada e acondicionada em tubos tipo Eppendorf
Tubes® estéreis de 5 mL, e depois levadas ao laboratorio de Microbiologia na UNILAB,
mantidas isoladas em recipientes plasticos com temperatura média de 18°C e 60% de umidade
relativa, para cultivo e posterior identificagdo. Foram registrados dados relacionados ao local,
coletor, data, formiga hospedeira, coloracéo e outras caracteristicas macroscépicas do corpo de
frutificacdo dos fungos. Para evitar uma possivel contaminagdo do fungo por algum parasita, 0
estroma contendo o corpo de frutificacdo maduro foi retirado de algumas formigas e
armazenado em um tubo de vidro estéril individual até 0 momento do cultivo. As formigas e 0s
corpos de frutificacdo foram fotografados.

2.3 PROTOCOLO PARA CULTIVO DO FUNGO

O cultivo foi realizado no Laboratério de Microbiologia da UNILAB. Estromas

contendo um corpo de frutificagdo maduro foram fixados na tampa interna de uma placa de
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Petri com vaselina, suspensos sobre batata dextrose dgar — BDA (Difco, USA) e incubados
entre 24°C e 26°C. Para a descarga dos esporos sobre o BDA, foram submetidos a fotoperiodo
de 12 horas, criando assim um estimulo luminoso semelhante ao encontrado no campo. As
culturas obtidas foram isoladas em agar BDA e &gar Sabouraud (Difco, USA) (ALVES, 2010)
para visualizacdo das estruturas de reproducdo, utilizadas para identificacdo morfoldgica e
monitorado o desenvolvimento. Os espécimes coletados em campo foram catalogados, e 0s seus
estromas removidos cuidadosamente no interior de uma cdmara de fluxo laminar, utilizando
um bisturi estéril. O monitoramento do crescimento nas amostras foi realizado em intervalos de
dois dias. As placas foram dispostas sobre a bancada do laboratdrio, abaixo de uma janela por
onde entrava luminosidade solar, a uma temperatura média de 24°C. Cada placa foi envolta por
filme PVC para evitar a desidratacdo do agar e manter a esterilidade do meio, identificada com
0 numero da amostra, nome do coletor e data de cultivo. Para o isolamento de cada micro-
organismo, de cada amostra foi retirado um fragmento do micélio e inoculado em duas placas,
uma contendo agar BDA e na outra, agar Sabouraud. As placas contendo os isolados foram
identificadas com o prefixo 1SO, nome do responsavel pelo experimento e data. As mesmas
foram envoltas em filme de PVC e mantidas em um ambiente claro, a uma temperatura de
24,5°C. Todo procedimento de cultivo e isolamento foi realizado dentro de uma camara de
fluxo laminar, os materiais utilizados nesses procedimentos foram esterilizados através da

radiacdo UV e chama.

2.4 IDENTIFICACAO

Para visualizacdo das estruturas de reproducdo, utilizadas para identificacdo
morfoldgica, hifas e estruturas reprodutivas dos fungos foram observados com a ajuda de um
estereomicroscopio Nikon® SMZ 800/1000 para as partes macroscopicas, € um microscopio
bioldgico Nikon® Eclipse E100 em aumentos de 40x e 100x para as estruturas microscopicas,
que eram comparadas com literaturas que mostram algumas caracteristicas especificas para
identificacdo de algumas espécies de Ophiocordyceps. Ao fim desses processos, as culturas
obtidas foram armazenadas em geladeira a aproximadamente 8°C e 30% de umidade. Para
identificacdo das formigas, foi utilizado o Guia para géneros de Formigas do Brasil
(BACCARO et al., 2015).
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2.5 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
2.5.1 Experimento de infeccdo das formigas por meio de esporos obtidos em

laboratorio

A partir da obtencédo de esporos fangicos através do cultivo, foi induzida a infeccéo de
formigas em laboratorio. Para isso, foram coletadas vinte formigas ndo infectadas do género
Camponotus que forrageavam longe das plantas onde estavam presentes espécimes parasitados
pelo fungo Ophiocordyceps sp. As formigas foram dispostas em cinco potes plasticos
transparentes de 1000 mL com tampa, cada pote contendo cinco formigas. Em todos os potes
foi adicionado uma porcao de algoddo embebido em &gua com aglcar para alimentacdo das
formigas. Os potes foram mantidos em um local com fotofase e escotofase de 12h, umidade
controlada, e a uma temperatura de aproximadamente 25°C. As formigas foram acompanhadas
diariamente, a fim de se observar alguma mudanga comportamental induzida pelos esporos
fangicos. O algod&o foi trocado a cada dois dias para que mantivessem alimentadas durante

todo o experimento. O experimento teve uma duracao de 17 dias, até a morte da ultima formiga.

2.5.2 Experimento de infec¢do das formigas utilizando um fungo coletado

em campo

As formigas parasitadas portando um corpo de frutificacdo maduro do Ophiocordyceps
sp. coletadas para esse experimento foram armazenadas individualmente em tubos tipo
Eppendorf Tubes® de 5.0 mL estéreis, para que ndo houvesse contaminacdo apos a coleta.
Todas as formigas saudaveis coletadas se encontravam distantes de plantas onde haviam
formigas infectadas pelo Ophiocordyceps sp. e no geral, apresentavam o comportamento de
cuidado e protecdo de hemipteros sugadores de seiva, em sua totalidade, afideos (Fig. 4). Todas
as formigas, tanto as saudaveis quanto as parasitadas, foram identificadas como Camponotus
renggeri Emery (1894).
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Figura 4. Camponotus renggeri (Hymenoptera: Formicidae) apresentando um comportamento de
cuidado e protecdo com afideos (Hemiptera: Aphididae).

Para testar a possibilidade de infecgdo da C. renggeri pelo fungo Ophiocordyceps sp.
em laboratdrio, foram utilizados quatro potes plasticos de 1000 mL com tampa. No pote T-1,
foram inseridas 13 formigas saudaveis e uma formiga infectada portando um corpo de
frutificacdo fungico maduro foi fixada na parte inferior da tampa, pela parte adaxial da folha
(Fig. 5), de modo que o corpo de frutificagdo do fungo apontasse para as formigas, facilitando

assim a dispersdo dos esporos sobre as formigas saudaveis.
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Figura 5. Exemplos de como o fungo foi fixado na tampa do pote plastico.
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No pote T-2, foram inseridas 10 formigas saudaveis, e duas formigas infectadas pelo
fungo foram dispostas no pote da mesma forma que na Figura 5. Nos potes C-1 e C-2, foram
inseridos 13 e 10 formigas em cada, respectivamente, e ndo foram expostas ao fungo em
nenhuma etapa do experimento, sendo utilizadas apenas como controle (Fig. 6). Todas as
tampas dos potes foram furadas para entrada de ar, adicionando-se porcdes de algodéo
embebido em &gua com agucar para alimentacdo das formigas, que eram substituidos a cada
dois dias.

Figura 6. Experimento de infeccio em laboratorio utilizando um fungo natural. A esquerda, pote
controle, sem infeccdo, a direita, pote tratamento, com infeccao.

O periodo entre o inicio do experimento e a morte da ultima formiga foi de 26 dias, apds
esse periodo, 0s potes continuaram em observagao por mais duas semanas, a fim de acompanhar

o crescimento dos fungos nas formigas mortas.
2.5.3 Experimento de campo utilizando formigas parasitadas

Um transecto de aproximadamente 120 metros foi delimitado em uma area de mata de
borda localizada na area 3. Nele foram marcadas 30 arvores de Angico (Anadenanthera
colubrina) separadas por 4 metros entre elas. Entre essas 30 plantas, foram designados de modo
alternado, trés grupos controle (C1, C2 e C3) e trés grupos tratamento (T1, T2 e T3) cada um
com cinco plantas identificadas. Todas as plantas foram marcadas em 3 pontos distintos de
observacao, a 80 cm (T1 e C1), a 120 cm (T2 e C2) e a 160 cm do solo (T3 e C3). Em cada
planta tratamento, fixamos uma formiga infectada em um dos pontos de observagdo, mas
mantivemos o grupo controle inalterado. Essa diferenca da altura na aplicacdo do tratamento
nas plantas foi para que fosse observado se existe diferenca na influéncia do fungo em diferentes
extratos da planta. Nas duas primeiras semanas ap6s a marcacdo das plantas houveram duas
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observacgdes do comportamento das formigas e quantificacdo dos espécimes presentes nelas,
com um intervalo de sete dias entre cada observacdo. Na terceira semana ap0s o inicio das
observacdes, houve a primeira aplicacdo do fungo. Nesse mesmo dia, 15 formigas portando um
corpo de frutificagcdo maduro e com aspecto de recém infectadas foram coletadas em tubos tipo
Eppendorf Tubes® de 5.0 mL estéreis, na area 1. Essas formigas portando o fungo foram fixadas
nos galhos anteriormente marcados com uma fita adesiva de alta aderéncia (Fig. 7). Os locais
de fixacdo das formigas parasitadas foi pensado para que ficasse na rota de forrageio onde se

observava um maior transito de formigas.

Figura 7. Formigas parasitadas pelo fungo Ophiocordyceps sp. fixadas em galhos do Angico durante o
experimento de infecgdo no campo.

Apos a formiga parasitada ser fixada na planta, as observagdes ocorreram em média, a
cada dois dias, até que o fungo se decompds, por volta de quatro semanas apos a fixagcdo na
planta. Para dar prosseguimento ao experimento, mais 15 fungos foram coletados na area 1, e
fixados nas mesmas plantas, utilizando os mesmos métodos descritos anteriormente, e foram

observados por mais quatro semanas.

2.6 TRATAMENTO DOS DADOS

A fase inicial da analise dos dados envolveu a tabulacdo dos resultados utilizando o
programa Microsoft® Excel 2013. Para as analises estatisticas, utilizou-se o Past® version 2.17¢
e o Statistica® v.13.3. Para testar se existe diferenca entre os grupos em relagdo as culturas
fangicas utilizadas no experimento de infecgdo das formigas por meio dos esporos obtidos em
laboratorio, foi realizada uma analise de covaridncia (ANCOVA) com distribui¢do de Poisson.
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Foram feitas regressdes combinadas com uma ANOVA entre 0s tratamentos e o tempo em que
as formigas permaneceram vivas. No teste do experimento de infecgdo das formigas utilizando
um fungo natural, foi realizada uma ANCOVA para avaliar se existe diferenca na mortalidade
das formigas com relacdo ao tempo e entre os tratamentos. Para testar a eficiéncia do fungo em
repelir as formigas no experimento de campo utilizando formigas parasitadas, os dados foram
logaritimizados e foi feito uma ANOVA para medidas repetidas. Os fatores utilizados nessa

analise foram os grupos, as alturas, o tempo e a interacao entre todos.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 OBTENCAO DE ESPOROS FUNGICOS EM LABORATORIO

Através de uma analise de caracteres morfol6gicos mais abrangentes como coloragéo,
guantidade de segmentos isolados ou reduzidos (peciolos), estrutura do mesossoma e do gaster
e utilizando o Guia para géneros de Formigas do Brasil (BACCARO et al., 2015), afirma-se
que todas as formigas parasitadas pelo fungo Ophiocordyceps unilateralis coletadas pertencem

ao género Camponotus (Fig. 8).
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Figura 8. Variedade morfologica do fungo Ophiocordyceps sp. e seus variados estagios de
desenvolvimento. Espécimes de Camponotus sp. parasitadas pelo fungo Ophiocordyceps sp. coletadas
para cultivo.
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Os espécimes coletados foram encontrados fixados na face abaxial das folhas de arvores
ou em galhos, entre 0,8 e 2 metros de altura em relacéo ao solo. Foi observado que em ambas
as areas visitadas nesse trabalho, havia uma preferéncia pelas formigas parasitadas a morrerem

fixadas na face abaxial das folhas de cafeeiro (Coffea sp.).

Ap0s cinco dias da montagem das amostras, observou-se o crescimento de um micro-
organismo filamentoso sobre o meio de cultura em algumas Placas de Petri. Uma semana apds
o cultivo, 70% delas ja apresentavam um micélio se desenvolvendo, que variava em forma,
coloragdo e tamanho (Tabela 1). As amostras foram identificadas com o mesmo nimero de
identificacdo da formiga parasitada coletada em campo.

Tabela 1. Dados relacionados a primeira semana apos a preparagao das amostras.

NUmero da amostra Pigmentacao Diametro da colbnia
1 Amarelo claro ~0,7¢cm
2 Branca ~4cm
3 ND ND
4 ND ND
5 Cinzaclaro ~0,5¢cm
6 Cinza claro ~0,8cm
7 Amarelo ~0,6 cm
8 ND ND
9 Amarelo nas bordas/Branca no ~1lcm

centro
10 Amarelo claro ~1,1cm

*ND — Né&o desenvolveu

Na segunda semana apés o cultivo, observou-se mudangas significativas em todas as
amostras em relacdo a pigmentacdo, tamanho da col6nia e morfologia do micélio. Nas amostras
3 e 4 um hiperparasita fngico de coloracdo branca e aspecto aveludado tomou conta dos corpos
de frutificacdo fixados sobre os meios de cultura. Os fungos entomopatogénicos, como o
Ophiocordyceps, podem ser infectados por outros fungos, chamados de hiperparasitas, sendo
que estes, podem desempenhar um papel crucial no controle da interacdo parasita-hospedeiro.
Além disso, a presenca desse hiperparasita torna-o estéril, impedindo a dispersdo dos seus
esporos e, consequentemente, a contaminacdo de outros hospedeiros (MOROZQV et al., 2007,
ANDERSEN et al., 2012). Geralmente, observa-se a ocorréncia desse hiperparasita em
formigas que foram parasitadas a algum tempo em campo nas matas Umidas do Macico de
Baturité. Por conta disso, ambas as amostras foram descartadas do experimento. As

informacdes referentes a segunda semana apos o cultivo seguem descritas na (Tabela 2).
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Tabela 2. Dados relacionados a segunda semana ap6s a preparacao das amostras. Notar a ocorréncia de
mais de um tipo de fungo crescendo na maioria das amostras.

NUmero da amostra Pigmentacao Diametro da colonia
1 Marrom ~4.cm
2 Branca ~9cm
3 ND ND
4 ND ND
5 Marrom no centro/Branca nas ~0,6cm
bordas

6 Amarelo no centro/Branca nas ~3cm
bordas

7 Amarelo no centro/Branca nas ~2cm
bordas

8 Marrom no centro/Branca nas ~2,3cm
bordas

9 Branca por cima/Amarelo por ~35cm
baixo

Cultura 1 — Amarelo
10 Cultura 2 — Branca por ~2cm

cima/Amarelo por baixo

*ND — Nao desenvolveu

Ao compararmos as informacGes contidas nas tabelas 1 e 2, observa-se que durante o
crescimento, as colénias mudam de forma e de coloragdo. A amostra 2 foi a Unica que
apresentou um micro-organismo com aspecto e coloracdo uniforme e cresceu sobre toda a
superficie do meio de cultura. Porém, através de uma anélise morfoldgica e da visualizagdo de
suas partes vegetativas e reprodutivas utilizando um microscépio estereoscopio, concluiu-se
gue esse espécime pertence ao género Penicillium. Diante disso, essa amostra foi retirada do
experimento e depositada no Laboratério de Microbiologia da UNILAB para posteriores
estudos.

A partir da quarta semana apos o cultivo (Tabela 3), observou-se uma diminui¢do no
desenvolvimento dos micro-organismos filamentosos que cresceram sobre o meio de cultura
em cada amostra. Nesse momento, realizou-se o isolamento de cada micro-organismo presente

nas Placas de Petri.
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Tabela 3. Dados relacionados a quarta semana ap6s a preparacao das amostras.

NUmero da amostra Pigmentacao Diametro da colbnia

1 Branca por cima/Marrom por 9cm
baixo

5 Branca 9cm

6 Amarelo no centro/Branca nas ~6cm
bordas

7 Branca por cima/Marrom por 9cm

baixo/Cinza nas bordas

8 Marrom ~6cm

9 Branca ~55¢cm

10 Branca por cima/Marrom por 9cm
baixo

A amostra 8 apresentou um micro-organismo filamentoso de pigmentacdo escura e
auséncia de hiperparasitas competindo pelo substrato. Uma cultura com aproximadamente 6
cm de didmetro e coloracdo marrom. O corpo de frutificacdo fixado sobre 0 meio permanecia
intacto, sem a presenca de um hiperparasita. Existe uma dificuldade em identificar o
Ophiocordyceps sem a utilizacdo de técnicas moleculares, pois como Evans (2011) mesmo
relata, a taxonomia de Ophiocordyceps unilateralis ainda ndo esta clara, pois a espécie-tipo
parecia ser imatura e as principais caracteristicas morfolégicas como o ascomata, asco e
ascosporos (somente observados no estagio maduro) ndo foram incluidas na descricéo original
(TULASNE & TULASNE, 1865). Por conta disso, escolhemos as amostras que possuiam um
menor grau de contaminagdo por outros micro-organismos e isolamos a fim de testa-la nos
experimentos. O isolado da amostra 8 foi identificado com o cddigo 1ISO B-8 (Fig. 9) e os das
amostras 1, 5, 6, 7, 9 e 10 como ISO B-1, I1SO B-5, ISO B-6, ISO B-7, ISO B-9 e ISO B-10,
respectivamente. Apos duas semanas, observou-se um crescimento significativo das colénias

em todos os isolados.
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Figura 9. Isolado ISO B-8 duas semanas apés a preparacao das placas.

Trés semanas ap0s o isolamento, fragmentos da amostra ISO B-8 foram submetidos a
um microcultivo sobre a superficie de laminas cobertas com uma laminula. Quatro laminas
foram cultivadas com o objetivo de acompanhar o crescimento do fungo através da observacao
de suas estruturas vegetativas e de reproducédo a partir de um microscopio. O crescimento foi
acompanhado a cada trés dias. As Fig. L0A-B mostram uma micrografia do 1SO B-8, mostrando
aspectos microscopicos das hifas, conidiéforos e esporos. A Fig. 10C foi visualizada através de

uma lupa para observacgéo das estruturas macroscopicas.
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Figura 10. A- Estruturas vegetativas e reprodutivas microscépicas presentes na amostra 1ISO B-8,
visualizadas através do microcultivo de fragmentos extraidos da amostra original com um aumento de
100x em Oleo de imersdo. B- Esporos fungicos liberados pela amostra ISO B-8 visualizados em um
aumento de 40x. C- Estruturas macroscopicas que emergem da superficie do fungo.
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Esporos dos fungos que cresceram nas amostras 1SO B-1, ISO B-7 e ISO B-10 foram
coletados e armazenados em tubos tipo Eppendorf Tubes® de 5 mL estéreis, e guardados em
um local escuro, com temperatura em torno de 28°C e umidade de 40%, para serem aplicados

no experimento de infeccdo das formigas em laboratorio.

3.2 EXPERIMENTO DE INFECQAO DAS FORMIGAS POR MEIO DE ESPOROS
OBTIDOS EM LABORATORIO

Nos potes identificados como T-1SO B-1, T-ISO B-7 e T-ISO B-10 foram aplicados
esporos dos fungos obtidos nas amostras 1SO B-1, ISO B-7 e ISO B-10, respectivamente. No
pote identificado como controle, as formigas ndo foram expostas a nenhum esporo fangico. A
partir da analise do experimento, constatou-se que houve uma diferenga na mortalidade de
formigas dependendo do grupo experimental e da cultura utilizada (ANOVA: F2,60= 4.9, p
=0.01). O tratamento T-ISO B-1 foi mais eficiente na morte das formigas, comparado aos
demais tratamentos e ao grupo controle. Observou-se também que a sobrevivéncia das formigas
diminuiu ao longo do tempo, com quedas diferentes dependendo da cultura original da infecgédo
(F2,60=10.9, p < 0.01). Os grupos de formigas infectados pela cultura T-ISO B-1 morreram

mais rapido que o controle e as demais culturas (Fig. 11).

? -&-T-1SO B-1
——T1-1SO B-7
. ~-T-1SO B-10
Controle

Numero de formigas vivas
w

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
Dias

Figura 11. Numero de formigas vivas por dia durante o experimento de infec¢do com esporos cultivados
obtidos a partir das amostras ISO B-1, ISO B-7 e ISO B-10.
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Como o intuito desse experimento era testar se 0s esporos fungicos obtidos em
laboratério apresentavam algum efeito no comportamento das formigas em geral, foram
utilizadas espécimes dos géneros mais comuns encontrados no dia-dia. Nao foi observado
nenhuma caracteristica que aparentasse um crescimento fangico nas formigas em nenhum dos
grupos durante o periodo de observacdo do experimento. Pode-se dizer que no geral, as
formigas que foram expostas aos esporos fungicos obtidos em laboratério morreram mais
rapidamente e a possibilidade da cultura em que os esporos 1ISO B-1 foram extraidos serem de
um fungo entomopatogénico € maior com relacdo as outras culturas. Porém, ndo pode-se
afirmar que nenhum desses esporos flngicos sdo eficazes no controle bioldgico de formigas,
pois ndo foi confirmado que as amostras nas quais 0s esporos utilizados nesse experimento
foram extraidos eram de Ophiocordyceps sp. Para posteriores experimentos, sabe-se que 0
tempo de mortalidade das formigas varia entre as amostras obtidas através do cultivo. Contudo,
se as formigas saudaveis utilizadas tivessem sido identificadas e fossem todas pertencentes ao
género Camponotus, a probabilidade de infeccdo seria maior, pois existem trabalhos que

afirmam que esse fungo é especifico para certas espécies de formigas.

3.3 EXPERIMENTO DE INFECCAO DAS FORMIGAS UTILIZANDO UM FUNGO
COLETADO EM CAMPO

Foram coletadas trés formigas identificadas como pertencendo a espécie Camponotus
renggeri parasitadas pelo fungo Ophiocordyceps sp., apresentando um corpo de frutificacdo
maduro em um estagio aparentemente recente de infeccao, e 46 formigas pertencentes a mesma
espécie das parasitadas (C. renggeri) vivas e saudaveis, atraves de busca ativa. As formigas
saudaveis que foram confinadas junto as formigas parasitadas morreram mais rapidamente
comparado as que nao foram expostas a nenhum fungo (Fig. 12). Além disso, as formigas que
foram expostas ao fungo (T-1 e T-2) apresentaram um comportamento mais vagaroso ao se
locomoverem no pote, comparado as formigas do grupo controle (C-1 e C-2). Valicente (2009)
explica esse comportamento afirmando que quando infectados por fungos entomopatogénicos,
0s insetos param de se alimentar e tomam-se mais lentos. Consequentemente, acabam morrendo
relativamente répido, as vezes em uma posicdo ereta, caracteristica essa que também foi

observada em nosso experimento.
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Figura 12. Numero de formigas vivas por dia durante o experimento de infec¢cdo com o fungo coletado
em campo.

Foi observado uma diferenca na mortalidade das formigas em relacdo aos grupos
tratamento e controle (ANCOVA: p= 0,00). Observou-se também que em algumas formigas
mortas nos potes que foram expostas ao fungo, seus corpos aparentavam estarem ocos, e em
outras, um micélio claro cresceu brotando da regido da mandibula e das articula¢fes do corpo
(Fig. 13). Essas caracteristicas também sdo citadas no trabalho de Valicente (2009), e ndo foram

observados nas formigas do grupo controle.
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Figura 13. Formigas presentes nos potes T-1 e T-2 apresentando crescimento de micélio emergindo da
regido da mandibula e das articulacGes.

Como esse experimento foi realizado utilizando somente formigas saudaveis e
parasitadas da espécie C. renggeri, podemos afirmar que a presenca desse fungo promove um
controle bioldgico dessas formigas, provocando uma infeccdo em todos os individuos que
foram expostos a ele. As formigas da espécie C. renggeri que foram escolhidas para esse
experimento foram encontradas interagindo com afideos, sendo essa interacdo formiga-afideo
um dos objetos de estudo desse trabalho. Quando essa interacdo esta presente em sistemas de
cultivo agricolas, pode gerar diversos problemas as plantas e ao controle biol6gico natural, pois
as formigas mantém o crescimento da populagdo dos afideos durante todo o ciclo de vida das
plantas causando danos na produtividade da mesma. Além do mais, Aradjo (2018) descreveu o
fungo Ophiocordyceps camponoti-renggeri Aradjo, H.C. Evans & D.P. Hughes (2018)
parasitando espécimes de C. renggeri no Brasil, corroborando as expectativas em obter éxito
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na modificagcdo comportamental, ou até mesmo na infeccao dessas formigas nesse experimento.
Como essa infecgdo foi realizada em laboratorio, em uma condicdo climética e alimentar
totalmente diferente do que é visto em campo, onde essa infeccdo ocorre de forma natural,
esperava-se que ndo houvesse uma manifestacdo do Ophiocordyceps sp. como no seu local
natural de ocorréncia, construindo um corpo de frutificacdo conspicuo que emerge dos seus
hospedeiros. Observa-se também que no tratamento T-2, onde foram inseridas duas formigas
parasitadas, as formigas saudaveis foram infectadas mais rapidamente em relacéo ao tratamento
T-1. A ideia de dobrar o numero de formigas infectadas no T-2 foi para avaliar se existia alguma
diferenga no comportamento das formigas saudaveis ou uma possivel melhora na capacidade

de infeccdo das mesmas, comparado ao T-1.

3.4 EXPERIMENTO DE CAMPO UTILIZANDO FORMIGAS PARASITADAS

Foram identificados quatro géneros de formigas que forrageavam nas arvores de angico,
Camponotus sp., Cephalotes sp., Pseudomyrmex sp. e Pheidole sp., sendo Camponotus crassus
Mayr (1862) a espécie mais abundante nessa planta. Essas formigas sobem nessas plantas para
se alimentarem nos seus nectarios extraflorais (NEFs) e, em contrapartida, promovem a
protecdo contra herbivoros. Além de formigas, observou-se também a presenca de aracnideos,
coleopteros, lepidopteros e uma grande quantidade de proscopideos (Orthoptera: Proscopiidae).
O periodo de execucdo do experimento foi de dez semanas, este teve o0 objetivo de testar se a
presenca do fungo Ophiocordyceps reduz a quantidade de formigas que forrageiam na planta,

e se existe diferenca desse comportamento em diferentes alturas (Fig. 14).
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Figura 14. Comparagdo entre a quantidade de formigas observadas forrageando nas plantas nos
grupos tratamento e controle em cada uma das 10 semanas de experimento. Setas vermelhas: inclusdo
do fungo.

Foram observadas 778 formigas forrageando nas plantas durante as dez semanas de
experimento. Houve grande variagdo na quantidade de formigas forrageando ao longo do tempo
(ANOVA: F4, 104= 5.6, p< 0.01), em todos os grupos (ANOVA: F4,104= 0.73, p=0.06). Nas
primeiras duas semanas de observacao, notou-se uma variacdo na quantidade de formigas nos
grupos tratamento e controle que se mantém durante todo o experimento. Essas variacdes se
justificam pelo comportamento de forrageio das formigas ser inconstante, devido a fatores
climaticos, disponibilidade de alimento, horario ou presenca de predadores. Entretanto, a partir
da inclusdo do fungo no grupo tratamento na terceira semana, observou-se um decréscimo
acentuado no namero de formigas nessas plantas, comparado as duas semanas anteriores. Essa
queda foi bastante elevada quando comparado ao grupo controle. Na quinta semana, observou-
se que o numero de formigas forrageando nas plantas do grupo tratamento ainda se manteve
baixo, mesmo existindo uma variacao no grupo controle em relacdo & semana anterior. Na sexta
semana os fungos se encontravam deteriorados, alguns deles ja haviam se degradado por inteiro,

esse fato se deu principalmente por fatores climéaticos como temperatura elevada e baixa
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umidade. Percebe-se que nessa mesma semana, ocorreu um aumento considerdvel na

quantidade de formigas no grupo tratamento, e uma alta no grupo controle.

Por conta da deterioracdo dos fungos, foi realizada uma nova inclusdo de formigas
infectadas, e foi observado que na semana seguinte ocorreu mais uma vez um decréscimo
acentuado na quantidade de formigas no grupo tratamento. Apesar da quantidade de formigas
em ambos os grupos terem diminuido abruptamente na sétima semana, a recuperacao no grupo
controle foi mais rapida, comparado ao grupo tratamento, que se manteve com um baixo
quantitativo de formigas em suas plantas nas duas semanas que sucederam o pulso. A partir da
nona semana de experimento é que se observa uma alta na quantidade de formigas no grupo
tratamento, semana essa em que ja se podia observar um grau acentuado de degradacdo em
muitas das amostras de fungos que foram fixados nas plantas. Na décima e Gltima semana do
experimento, percebe-se que a maioria das formigas tiveram preferéncia pelas plantas que
haviam sido incluidas o fungo, acredita-se que esse comportamento ocorreu devido a maior
disponibilidade de alimento nessas plantas, visto que na presenca do fungo, elas estavam sendo
menos visitadas pelas formigas, portanto, houve um aumento na quantidade de alimento
disponivel nelas, ja as plantas do grupo controle, por ndo haver nenhuma interferéncia que
comprometesse o forrageio natural das formigas, o alimento estava sendo consumido

normalmente por elas.

A Fig. 15 contém a quantidade média de formigas encontradas nas plantas do grupo
tratamento e do grupo controle. Percebe-se que nas plantas que ndo foram expostas ao fungo,

houve uma maior preferéncia de forrageio por parte das formigas.
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Figura 15. Comparagdo entre a quantidade de formigas nas plantas que foram expostas ao fungo e as
que nao foram expostas.

No geral, a presenca do fungo reduziu a atividade das formigas nas plantas (ANOVA:
F1,26= 3.9, p= 0.06) durante todo o experimento (ANOVA: F4,104= 0.8, p =0.6) e em todos
as partes das plantas (ANOVA: F8, 104= 1.3, p =0.24). Fatores como temperatura e umidade
podem diminuir a atividade do fungo e leva-lo a morte. Acredita-se que se esse experimento
estivesse sido executado no ambiente natural onde o fungo se desenvolve, os resultados seriam
mais significativos. Também, o fungo Ophiocordyceps sp. € um parasita especifico de algumas
espécies de formigas, mais comumente encontrado parasitando espécimes de Camponotus sp.
Os dados coletados nesse experimento foram para todas as formigas que se encontravam nas
plantas, sem distincdo de género. Existe a possibilidade de que os fungos inclusos no
experimento tenham repelido apenas as formigas pertencentes ao género Camponotus, hipotese

gue ndo pode ser comprovada por esse experimento.

Houve diferenca na quantidade de formigas forrageando nas diferentes alturas da planta
(F2,26= 65, p <0.001), e todas as alturas foram afetadas pela presenca do fungo (F1,26= 4, p<

0.01) (Fig. 16). A 80 cm, existe uma tendéncia maior de se encontrar uma populagdo maior de
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formigas forrageando, j& a 120 cm, observa-se uma tendéncia menor na quantidade de formigas
na planta, e a 160 cm, uma tendéncia ainda menor. Observa-se também que nas plantas que néo
foram inseridas o fungo, existe uma quantidade maior de formigas forrageando por toda a planta
comparado as que foram expostas ao fungo. Nota-se, também, que o fungo conseguiu diminuir
0 numero de formigas nas plantas independentemente da altura que foi exposto. A 120 cm,
observamos que o fungo foi mais eficiente em repelir as formigas, pois a diferenga da média
das formigas entre as plantas do grupo tratamento e as do grupo controle é maior a 120 cm, em
segundo lugar a 80 cm, e por ultimo, a 160 cm. O proXimo passo pra esse experimento é
conhecer qual a concentracéo do fungo é necessaria para que o efeito de repeléncia nas formigas

seja maior e duradouro.

40 + : = COM FUNGO
SEM FUNGO

o)

3.5

3.0 +

25 1

20 +

1.5 1

Quantidade de formigas (média; e.p.; n

0.0 -

80 80 120 120 160 160
Altura (cm)

Figura 16. Numero médio de formigas encontradas forrageando em cada altura, na presenca e auséncia

do fungo.
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4 CONCLUSOES

Através dos experimentos, foi demonstrado que o0s esporos de fungos
entomopatogénicos sdo eficientes em provocar alteracbes no comportamento das formigas,
alterando a frequéncia de atividade e provocando a morte das formigas, comprovando o objetivo
desse estudo. Além disso, dependendo do qualidade do fungo, podem ser mais virulentos na
infeccdo. Observou-se que o fungo Ophiocordyceps sp. encontrado parasitando a formiga
Camponotus renggeri em campo, é eficiente no controle de formigas da mesma espécie, apesar
de haver uma variacdo dependendo da origem do fungo. Esse resultado foi comprovado pelo
experimento de laboratério utilizando um fungo natural e se torna importante para criar
metodologias de producao desse fungo em larga escala para o controle das formigas. Além de
comprovar o fato de que é possivel a aplicagdo dos esporos do Ophiocordyceps sp. como
ferramenta de controle bioldgico de formigas.

Pensando no seu possivel uso na lavoura, o Ophiocordyceps sp. mostrou eficacia em
repelir as formigas nas plantas, visto durante o experimento de campo, o que indica 0 uso no
controle biolégico de formigas-praga da lavoura, especialmente, Camponotus sp. que protege
herbivoros sugadores de seiva. Através desse resultado foi possivel comprovar a hipotese de
que os esporos aplicados em plantas interferem na atividade das formigas, reduzindo a sua

quantidade nas plantas.

Estudos complementares devem ser conduzidos para determinar qual a concentracdo
ideal que o fungo deve ser aplicado nas plantas para que seu poder de atuacdo seja duradouro.
Além disso, experimentos de campo envolvendo a interacdo formiga-hemiptero precisam ser
realizados para comprovar se 0s esporos do Ophiocordyceps possuem a mesma eficiéncia em

infectar essas formigas como teve em laboratorio, reduzindo a ocorréncia dessa interacéo.
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