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Resumo
BABESCO, C. E. A¢do do nematoide entomopatogénico, Steinernema rarum e sua
bactéria simbionte sobre formigas lava-pés (Solenopsis spp.). Sdo Paulo- SP, 2023. 51 f.
Dissertacdo (Mestrado em Sanidade, Seguranca Alimentar e Ambiental no Agronegocio) —
Instituto Bioldgico, Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegdcios, Secretaria de
Agricultura e Abastecimento do Estado de Séo Paulo, S&o Paulo, 2023.

O género Solenopsis inclui cerca de 191 espécies e sdo conhecidas como “formigas
lava-pés” ou “formigas de fogo”. Essas formigas sdo altamente agressivas as perturbacdes da
coldnia e podem causar acidentes com suas ferroadas. Também podem causar prejuizos
econbmicos na agricultura por dificultar a colheita manual, se alimentarem de algumas
culturas e terem relacdo mutualistica com insetos sugadores de seiva. Por isso, existe um
grande interesse na descoberta de novos produtos e métodos que sejam eficientes no controle
desses insetos. Os objetivos deste projeto foram avaliar a acdo do nematoide
entomopatogénico Steinernema rarum e sua bactéria simbionte sobre formigas lava-pés
(Solenopsis spp.) em condi¢cbes de laboratério e em campo, avaliar a ocorréncia natural de
nematoides entomopatogénicos (NEPs) em ninhos de formigas lava-pés antes e apds a sua
aplicacdo e identificar molecularmente as espécies de formigas lava-pés para os testes em
laboratério e de campo. Para determinar a acdo de S. rarum e sua bactéria simbionte em
laboratdrio, foi realizado um teste com dez espécimes em placa de Petri, avaliadas
separadamente por estagio (larvas, pupas, operarias e aladas). Em seguida, foi realizado um
experimento com microcol6nias, contendo dez operarias, cinco larvas, cinco pupas e um alado
por placa. Para avaliar a ocorréncia natural dos NEPs, foram realizadas coletas de solo dos
formigueiros antes e ap6s um més de sua aplicacdo nos ninhos. Na avaliacdo de campo foram
realizados trés experimentos em diferentes periodos, com uma aplicacdo por més, durante
dois meses dos tratamentos em formulacgéo liquida e aplicacdo do nematoide em esponjas. As
especies de lava-pes testadas em laboratorio e do experimento 3 de campo foram antes
identificadas, em nivel de espécie, por PCR (Polymerase Chain Reaction). Os resultados
demonstraram que ndo houve ocorréncia natural de nematoides nos ninhos de lava-pés antes e
apos a sua aplicacdo. Nos testes de laboratdrio, 0os nematoides em concentracdo de
300JlIs/inseto causaram de 70 a 100% de mortalidade das formigas em todos os estagios e as
larvas foram mais susceptiveis a bactéria e aos metabdlitos secundarios quando mantidas

separadas em condi¢fes de laboratério, comparativamente com o experimento de



microcolbnias. Nos experimentos de campo, os tratamentos NEPs (2500Jis/mL) e bactéria,

obtiveram mais de 60% dos ninhos desativados ap6s dois meses de observagao.

Palavras chave: Sterneinema rarum, controle bioldgico, inseto praga, formiga de fogo.

Abstract

BABESCO, C. E. Action of the entomopathogenic nematode, Steinernema rarum and its
symbiont bacterium on fire ants (Solenopsis spp.). S&o Paulo- SP, 2022. 51 f. Dissertation
(Master in sanity, Food and Environmental safety on Agribusiness) - Instituto Bioldgico,
Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegdcios, Secretaria de Agricultura e Abastecimento
do Estado de S&o Paulo, Séo Paulo, 2021.

The genus Solenopsis includes about 191 species and are known as "foot washing
ants" or "fire ants". These ants are highly aggressive to colony disturbances and can cause
accidents with their stings. They can also cause economic losses in agriculture by hindering
manual harvesting, feeding on some crops, and having a mutualistic relationship with sap-
sucking insects. For this reason, there is great interest in discovering new products and
methods that are efficient in controlling these insects. The objectives of this project were to
evaluate the action of the entomopathogenic nematode Steinernema rarum and its symbiont
bacterium on lava-foot ants (Solenopsis spp.) under laboratory and field conditions, to
evaluate the natural occurrence of entomopathogenic nematodes (NEPS) in lava-foot ant nests
before and after their application, and to molecularly identify the lava-foot ant species for
laboratory and field tests. To determine the action of S. rarum and its symbiont bacterium in
the laboratory, a test was performed with ten specimens in Petri dishes, evaluated separately
by stage (larvae, pupae, workers, and winged). Then, a microcolony experiment was
conducted, containing ten workers, five larvae, five pupae, and one winged per plate. To
evaluate the natural occurrence of NEPs, soil samples were collected from the anthills before
and after one month of their application on the nests. In the field evaluation, three experiments
were conducted at different periods, with one application per month for two months of the
treatments in liquid formulation and application of the nematode on sponges. The wasp
species tested in the laboratory and in experiment 3 in the field were first identified to species
level by PCR (Polymerase Chain Reaction). The results showed that there was no natural



occurrence of nematodes in the lava-foot nests before and after their application. In laboratory
tests, nematodes at a concentration of 300JIs/insect caused 70 to 100% mortality of ants at all
stages and larvae were more susceptible to the bacteria and secondary metabolites when kept
separate under laboratory conditions compared to the microcolony experiment. In the field
experiments, the NEPs (2500Jis/mL) and bacteria treatments obtained more than 60% of

deactivated nests after two months of observation.

Key words: Sterneinema rarum, biological control, pest insect, fire ant
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1. INTRODUCAO

As formigas sdo insetos sociais da familia Formicidae e sdo caracterizadas pela ampla
distribuicdo, abundancia e riqueza nos ecossistemas terrestres (DONAT et al., 2000). Todas
as espécies conhecidas sao “eussociais”, caracterizadas pela sobreposi¢do de geragdes, castas
estéreis e reprodutivas e cuidado cooperativo com a prole (WILSON, 1971).

Devido a sua alta capacidade adaptativa, as formigas ocorrem em abundancia inclusive
em ambientes sob acdo antrpica (MARTINS, 2010). Uma vez em locais que proporcionam
uma interacdo direta com o homem, algumas espécies de formigas podem se tornar
protagonistas de prejuizos econémicos e até mesmo uma ameaca a saude publica (como vetor
de patdgenos ou pela acdo do veneno por meio de ferroadas infringidas por algumas espécies)
(SANTQOS, 2017).

O género Solenopsis tem sua origem na América do Sul, sendo 191 espécies validas e
22 subespécies (ANTWEB, 2022), das quais 161 ocorrem na Regido Neotropical
(BACCARO et al., 2015), que incluem as formigas conhecidas no Brasil como “lava-pés” ou
“formigas-de-fogo” (em outros paises, “Fire ants” ou “Red imported fire ants”). Essas sdo
altamente agressivas as perturbacGes da col6nia e durante o forrageamento, podem causar
acidentes com suas ferroadas, ocorrendo desde dor local até choque anafilatico em pessoas
alérgicas devido ao seu veneno (MARTINS, 2010).

As formigas lava-pés sdo onivoras e oportunistas, ou seja, alimentam-se de quase
todos os tipos de plantas ou animais e de uma variedade de alimentos domésticos (CAMPOS,
ZORZENON e JUNIOR, 2017), além de terem o habito de se alimentar de “honeydew”, um
exsudado liberado pelos insetos sugadores de seiva sendo, portanto, um problema, também na
area agricola (MORALES e BEAL, 2006).

Algumas espécies de lava-pés foram acidentalmente transportadas a partir da América
do Sul para outras partes do mundo, especialmente nos EUA em navios carregando madeira
(PITTS, MCHUGH e ROSS, 2005). Dentre estas, a espécie Solenopsis invicta Buren é a que
causa mais problemas em todos os paises em que se estabeleceu, gerando graves problemas de
salde e prejuizos agricolas elevados, sendo atualmente um dos insetos invasores mais
importantes do mundo (HENSHAW et al., 2005).

Desta maneira existe um grande interesse na descoberta de novos produtos e métodos que

sejam eficientes no controle desses insetos. Os nematoides entomopatogénicos (NEPs) dos
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géneros Steinernema e Heterorhabditis, sdo considerados um dos exemplos mais bem-
sucedidos de ferramentas biol6gicas usadas para controlar pragas do solo. Eles possuem
praticamente todos os atributos de um agente de controle biologico ideal. Eles entram no
hospedeiro pelas aberturas naturais como boca, anus ou espiraculos, ou as vezes diretamente
rompendo a cuticula do inseto (por exemplo, Heterorhabditis spp.) (GREWAL, EHLERS e
SHAPIRO-ILAN, 2005), atingem a hemocele e liberam na hemolinfa as células de bactérias
simbioticas (Xenorhabdus e Photorhabdus, respectivamente), as quais sdo as responsaveis por
causar viruléncia nos insetos, provocando a morte por septicemia em até 48 horas.

Estes organismos apresentam uma série de vantagens que fazem deles agentes eficazes
como controladores bioldgicos, destacando-se sua adaptabilidade e capacidade de colonizar o
solo como organismos inundativos. Seu comportamento de busca para combater insetos-praga
de habitos terrestres, a alta viruléncia, por se tratarem de organismos seguros para 0S
vertebrados e plantas, ndo geram ameaca contra 0 ambiente, sdo faceis de multiplicar em
condicBes de laboratério, sdo de facil aplicacdo por equipamentos convencionais e sdo
compativeis com defensivos quimicos e bioldgicos (LEITE, 2006).

Diante disso, este trabalho teve como objetivo avaliar a acdo do nematoide
entomopatogénico Sterneinema rarum e sua bactéria simbionte para o controle de formigas

lava-pés.
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2. OBJETIVOS

Geral:
Avaliar a acdo de Sterneinema rarum e sua bactéria simbionte sobre formigas lava-

pés.

Especificos:

- Avaliar a acdo de Sterneinema rarum e sua bactéria simbionte sobre diferentes
estagios de formigas-lava-pés em condi¢6es de laboratério;

- Avaliar a acdo de Sterneinema rarum e sua bactéria simbionte sobre ninhos de lava-
pés no campo;

- Avaliar a ocorréncia de nematoides entomopatogénicos no solo com ninhos de
formigas-lava-pés antes e depois da aplicacdo no campo;

- Identificar molecularmente as espécies de formigas lava-pés para 0s testes em

laboratdrio e de campo.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Biologia e Ecologia Comportamental

As formigas lava-pés sdo onivoras e oportunistas, se alimentam de diversas
substancias oleosas, secrecdes produzidas por insetos sugadores de seiva, secrecdes de
nectérios florais e de invertebrados vivos ou mortos (BUENO e CAMPOS-FARINHA, 1999).
Os individuos adultos se alimentam de liquidos agucarados, enquanto que as proteinas sao
mais ingeridas na fase larval (WILLIAMS et al., 1980).

As formigas do género Solenopsis constroem seus ninhos em areas abertas, gramadas
e/ou pavimentadas, como passeios e quintais de casas, canteiros, parques, jardins e pracas,
formando monticulos de terra solta acima da superficie do solo, denominados montes ou
murunduns (CAMPOS-FARINHA et al., 1995).

A funcéo principal dos montes é a regulacdo do microclima o que permite 0 maximo
crescimento da sua prole. As operarias movem a cria no murundu em resposta a temperatura e
a umidade (RHOADES e DAVIS, 1967). Em temperaturas mais baixas, as formigas e as crias
ficam concentradas no lado ensolarado do murundu, que serve como termorregulador da
col6nia (BANKS et al., 1990). Os ninhos sdo formados internamente por labirintos e galerias
que se comunicam, e que sdo utilizados na movimentagdo das formigas, armazenamento de
alimentos, depdsito de lixo e criadouro de larvas (HOLLDOLBLER e WILSON, 1990;
ASANO e CASSIL, 2012).

As formigas lava-pés apresentam morfologia do tipo polimorfica, em que as operarias
podem ser morfologicamente diferentes de acordo com a sua fungédo na col6nia e seu ciclo de
desenvolvimento, com metamorfose completa, passando por estagios de ovo, larva (com
quatro instares), pupa e adulto. A reproducdo acontece durante o voo nupcial, no qual machos
e fémeas copulam no ar, e podem se distanciar do ninho original a um raio de até 2 km e voar
a uma altura de cerca de 250 m, dispersando assim, rainhas férteis para varias direcOes e a
longas distancias. Apds a copula, 0 macho morre e as rainhas perdem as asas e procuram um
local adequado para nidificacdo, para fundar uma nova colonia (CASSILL, TSCHINKEL e
VINSON, 2002). As primeiras operarias surgem cerca de um més ap0s a primeira oviposicao
e segundo Vogt et al. (2004) uma col6nia de lava-pés pode chegar até 250 mil individuos num

periodo de 4 a 6 anos e, atingir uma profundidade de 1m a 1,5m abaixo da superficie do solo.
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Apresentam agressividade caracteristica na defesa das col6nias (LUNZ et al., 2009) e
qualquer perturbacdo no ninho faz com que ataquem rapidamente e em grande nimero, sendo
capazes de ferroar até doze vezes (FUNASA, 2001). Rodrigues (2013) verificou que apos a
perturbacdo do murundum, as formigas-lava-pes exibem comportamento agressivo por cerca
de 2 minutos, podendo alcangar uma distancia de 1,5 m ao redor da perturbacdo. O veneno
das formigas lava-pés € produzido por uma glandula conectada ao ferrdo, onde cerca de 90%
¢ constituido de alcaloides oleosos e menos de 10% tem constituicdo proteica, capazes de

provocar reacdes alérgicas em determinados individuos (ALLEN et al., 2001).

3.2 Distribuicao do género Solenopsis pelo mundo

O género Solenopsis tem sua origem na América do Sul, sendo esta regido seu principal
centro de ocorréncia e dispersdo. As espécies Solenopsis saevissima F. Smith. e Solenopsis
invicta Buren se destacam das demais em relacéo a extensdo da area de ocorréncia, tendo sido
coletadas em diversos estudos

A formiga lava-pés da espécie S. invicta é naturalmente distribuida por toda a Bacia do
Rio da Prata, sendo a regido mesopotamica perto de Formosa, Argentina, o lugar mais
provavel de origem das populagdes introduzidas nos Estados Unidos por volta de 1933-45
(CALDERA et al., 2008). Wetterer (2013) documenta a propagacao de S. invicta da América
do Sul através do sul dos Estados Unidos e nordeste do México, através das indias Ocidentais
e para a Nova Zelandia, Austrélia e partes da Asia.

Estudos feitos por Lu, Liang e Zeng (2008) sugeriram que a espécie foi introduzida na
China continental em meados ou final de 1990, muito provavelmente do sul dos Estados
Unidos (ASCUNCE et al., 2011), e que houve mais de uma introducao.

No Brasil, a maior riqueza de espécies estad concentrada entre as regides Centro-Oeste,
Sudeste e Sul. Oliveira e Morini (2021) analisando a ocorréncia de Solenopsis spp. em areas
de cultivos de hortalicas no Alto Tieté, observaram que trés morfoespécies de Solenopsis
foram registradas em todas as areas estudadas, sugerindo que sdo ambientes propicios para a
nidificacdo de espécies deste género.

Solenopsis saevissima possui ampla distribuicdo ao longo do territorio nacional, com
registros que se estendem desde o norte do Rio Grande do Sul, avangcando pela Costa
Atlantica até o extremo oeste do estado de Amazonas. E considerada praga por causar muitos

acidentes na regido Amazonica (LUNZ et al., 2009), mas nunca foi registrada como invasora
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em outros paises, deixando-a como coadjuvante em estudos sobre a biologia da espécie
quando comparada a S. invicta.

Em um trabalho realizado em uma vegetacdo herbacea proxima ao Parque Estadual
Botanico do Ceard, ao se avaliar a diversidade de formigas, foi observada a espécie S.
saevissima com abundancia relativa de 63,05%. Azevedo Filho, Saraiva Neto e Morais (2021)
também observaram a predominéncia da espécie S. saevissima em trés fragmentos de mata
atlantica em um estudo para analisar a ocorréncia e condicdo social de espécies de Solenopsis

spp. em fragmentos deste bioma.

3.3 Importancia econdmica e satde publica

Os riscos de acidentes com formigas lava-pés estdo associados ao seu habito de
nidificarem proximo a habitagcdes humanas, como areas abertas, gramados, quintais de
residéncia e escolas e passeios publicos (ZERINGOTA et al., 2014). Os acidentes geralmente
ocorrem quando a vitima pisa ou se acomoda sobre o ninho, ocasionando um ataque defensivo
e em grande numero por parte das formigas. Devido ao fato das coldnias serem compostas por
muitos individuos, acidentes envolvendo multiplos ataques sdo comuns, principalmente em
criancas e incapacitados (FUNASA, 2001).

Estas formigas sdo conhecidas por sua agressividade e seu veneno que pode causar
reacOes diversas. Estas reacOes sdo geralmente passageiras e se caracterizam por dor no
momento da ferroada, seguida de queimacdo e intensa coceira local. Entretanto, de acordo
com o numero de ferroadas e a sensibilidade da vitima, pode ocorrer inchaco do membro
atacado, pustulose, necrose de tecido e, até mesmo, evoluir para quadro sistémico,
desenvolvendo coceira pelo corpo inteiro e choque anafilatico seguido de insuficiéncia
respiratoria, coma e morte (HADDAD JUNIOR, 2009).Investigacdes em quatro provincias da
China mostraram que mais de um terco das pessoas em &reas infestadas de formigas lava-pés
sofreram ferroadas, e cerca de 10% delas tiveram febre e reacGes alérgicas (XU et al., 2012).

No sul dos EUA, cerca de 50% da populacdo que vive em areas infestadas s@o ferroadas
pelo menos uma vez por ano, e muitas vezes necessitam de cuidados médicos, por
consequéncia de sua agressividade e ferroadas dolorosas (DELLA LUCIA, 2003), que
contribuem para a aversdo dos trabalhadores rurais em efetuar colheita e outras praticas
culturais em &reas infestadas (HEDGES, 1998).

Lee e Betschel (2013) relataram sobre o primeiro registro de choque anafilatico em um

paciente de 43 anos, apés ser ferroado por formigas lava-pés no Canadd em 2012, e as
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manifestacdes clinicas imediatas foram inchago localizado, seguido por prurido generalizado.
Segundo Solley, Vanderwoude e Knight (2002), na Carolina do Sul, EUA, onde sdo bem
estabelecidas, estima-se que anualmente mais de 33 mil pessoas busquem consulta médica
para as ferroadas e, destas, 660 sdo tratados para anafilaxia.

A formiga lava-pés pode causar danos diretos as plantas cultivadas, como demonstrado
por Banks et al. (1990) em estudo realizado em seis estados dos EUA. Os autores estimaram
que S. invicta e Solenopsis richteri Forel, 1909 poderiam causar perdas de 31,2 a 156,4
milhdes de dolares, dependendo da porcentagem da area total dos plantios de soja ocupada
pelos ninhos.

No sudoeste do Pard, foi analisado injlrias causadas por S. saevissima em plantas jovens
de Parica (Schizolobium amazonicum) e a quantidade de plantas desta espécie atacadas por S.
saevissima variou de 27%, no periodo seco, a 60%, no periodo chuvoso, evidenciando o
prejuizo agricola ocasionado (LUNZ et al., 2009). Esta formiga ataca as flores e o fuste, onde
sdo abertos orificios e galerias, até a regido apical da planta. Brotos terminais e novas
brotacdes também sdo atacados e destruidos, prejudicando a formacdo de um tronco retilineo
e uniforme para comercializagéo.

Outro dano causado no sistema agricola é devido ao mutualismo das formigas lava-pés
com cochonilhas (Hemiptera: Pseudococcidae), que causam prejuizos diretos pela continua
succdo de seiva e liberam um excreto agucarado denominado “honeydew” que serve de
alimento as formigas. Essa associacao apresenta maleficios para o produtor, uma vez que, as
formigas protegem as cochonilhas dos seus inimigos naturais e sdo 0s agentes responsaveis
pela dispersdo desses insetos entre as plantas, podendo levé-los para partes da planta onde o
controle é dificultado (TORRES, OLIVEIRA e LIMA, 2011)

Solenopsis invicta e Tapinoma melanocephalum Fabricius (Hymenoptera: Formicidae)
foram registradas em associacdo com esse pseudococcideo na China e Lasius niger (L.)
(Hymenoptera: Formicidae) no Canada (ZHOU et al.). Na india, Mahimasanthi et al. (2014)
identificaram os géneros Solenopsis e Camponotus associados a cochonilha Maconellicoccus
hirsutus Green, 1908 em cultivos de amoreira, constatando que a populacdo da cochonilha foi

maior na presenca de coldnias de formigas do que na sua auséncia.

3.4 Controle de Solenopsis spp.
Devido a répida disseminacdo das formigas lava-pés pelo meio ambiente e consequente

ameaca a biodiversidade e a saude publica, diversos métodos de controle tém sido utilizados
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na tentativa de controlar essas formigas. O controle por inseticidas quimicos ainda é o mais
utilizado, porém além de apresentar resultados de curta duracdo, ha a preocupagdo em atingir
outros insetos e contaminar o meio ambiente (DREES et al., 1992). Fernandes et al. (2021)
analisando o uso do pulverizador fumacé onde se injetou nos ninhos o formicida (Ciperex®)
para controlar formigas lava-pés em area urbana, observaram que o método eliminou 45% das
coldnias registradas para a &rea de estudo no periodo de dois anos. Os autores comentam
também que como desvantagem, esse método tem a necessidade de aplicagfes constantes,
uma vez que as formigas lava-pés movimentam seus ninhos para regides proximas quando sao
perturbadas.

O controle de formigas lava-pés ainda ndo esta estabelecido, no entanto, é possivel
encontrar facilmente, na internet, diversas recomendacdes de como controlar estas formigas.
Pinto, Fernandes e Prezoto (2019) realizaram um levantamento das informacdes disponiveis
em sites, videos e producdes bibliogréficas do Brasil que indicassem métodos de controle de
formigas lava-pés. Dentre as categorias de controle recomendadas, os métodos caseiros foram
0s mais indicados (65%; n = 39) seguidos pelos métodos quimicos (31,67%; n = 19) e
controle bioldgico (3,33%; n = 2).

Em um estudo avaliando extratos aquosos para o controle de Solenopsis spp. em
laboratério, foi observado que a utilizacdo de extrato de alho e cravo resultaram em uma
mortalidade média de 100% das formigas (SIBINEL, 2008). Santos-Prezoto (2019) testou in
vitro, quatro substancias de origem vegetal (eugenol P.A., (E)-cinamaldeido P.A., timol P.A. e
carvacrol P.A.) em operérias de S. saevissima. O timol se mostrou mais eficiente, pois em
concentragfes baixas de 0,5 mg/mL alcancou mortalidade de 100%, ja Eugenol alcangou
100% de letalidade em concentragOes a partir de 2,5mg/mL, Carvacrol a partir de 0,75 mg/mL
0 (E)-cinamaldeido a partir de 5 mg/mL apds 24 horas da aplicacdo dos compostos.

Em 2014, foi iniciado um projeto para introduzir alguns agentes de controle biolégico de
formigas lava-pés no Vale Coachella (Califérnia, USA): duas espécies de moscas,
Pseudacteon curvatus Borgmeier e Pseudacteon obtusus Borgmeier (Diptera: Phoridae);
Solenopsis invicta virus 3 (Picornavirales: Solinviviridae) (SINV-3); e o microsporideo
intracelular Kneallhazia solenopsae. Contudo, as populagdes de lava-pés ndo foram
suprimidas 2 para 3 anos apos a introducdo dos agentes com base no numero e tamanho dos
ninhos ainda presentes em locais onde os agentes biocontroladores tinham se estabelecido (Ol
etal., 2019).

Alguns trabalhos utilizando nematoides para o controle das formigas lava-pés tém sido

realizados. Jouvenaz, Lofgren e Miller (1990) fizeram um estudo utilizando o nematoide
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Steinernema feltiae e puderam observar que, embora 0 nematoide tenha matado, em
condigdes de laboratdrio, até 58% das rainhas e cerca de 80% das larvas e operérias, ndo foi
eficaz contra colbnias nos testes de campo. Em uma avaliacdo do nematoide S. carpocapsae
para controlar formigas lava-pés em viveiros, foi observado que rainhas, imaturos e a maioria
das operéarias permaneceram em todos os potes tratados com o nematoide e nenhuma delas foi
encontrada nos potes de fuga trés ou 14 dias apds o tratamento (JOUVENAZ e MARTIN,
1992).

Poole (1976) determinou em testes  de laboratorio que larvas e pupas de formigas lava-
pés sdo relativamente suscetiveis a S. carpocapsae, ocorrendo 100% de mortalidade apds 24
horas do experimento enquanto as operarias eram bem menos suscetiveis, causando 50% de
sua mortalidade apo6s 48 horas. Collins e Lindregren (1990) avaliaram um isolado mexicano
de S. carpocapsae e notaram que até 15 milhdes de nematoides por col6nia de formigas lava-
pés ndo resultaram em mortalidade para as operarias, embora a infeccdo e subsequente
mortalidade dos imaturos tenham sido observadas. Todos os trabalhos encontrados sobre o
controle bioldgico de formigas lava-pés utilizando nematoides foram feitos a cerca de 30
anos, mostrando a necessidade de novas investigacdes sobre o tema, avaliando outras

espécies, ainda ndo estudadas, com possivel potencial de controle.

3.5 Nematoides entomopatogénicos e suas bactérias simbiontes

Os NEPs da familia Steinernematidae e Heterorhabditidae sdo vermes comuns do solo,
parasitos obrigatorios de insetos (BLAXTER et al., 1998) e encontram-se associados
simbioticamente com bactérias do género Xenorhabdus e Photorhabdus, respectivamente. A
fase dos nematoides chamada juvenil infectante (JI) é a Unica de vida livre (localizada fora do
hospedeiro), e mantém as bactérias simbidticas em seu trato intestinal. Os JIs do género
Steinernema levam as bactérias na vesicula intestinal (BIRD e AKHURST, 1983), enquanto
os JIs de Heterorhabditis estdo distribuidos ao longo do intestino (CICHE e ENSIGN, 2003).

Os Jls procuram ou esperam insetos hospedeiros suscetiveis para entrar e invadir sua
hemocele através de aberturas naturais como boca, anus e espiraculos e no caso de
Heterorhabditis pode também entrar diretamente através do tegumento dos insetos (WANG e
GAUGLER, 1998). Assim que chegam a hemocele, os JlIs liberam as bactérias simbidticas,
Xenorhabdus é liberada atraves da defecacdo (WOUTS, 1991), enquanto Photorhabdus por
regurgitacdo(CICHE e ENSIGN, 2003).



21

As bactérias simbioticas se multiplicam e colonizam o hospedeiro rapidamente
produzindo toxinas e exo-enzimas que levam a septicemia, matando o inseto entre 24 e 72
horas. Estas toxinas induzem apoptose (morte celular programada) de macréfagos, elementos
essenciais do sistema imunoldgico dos insetos, devido a que constituem a primeira linha de
defesa celular. (POINAR JR., 1990)

Os Jls alimentam-se de bactérias e tecido do hospedeiro, desenvolvendo-se e dando
lugar a uma ou mais geracoes, dependendo do tamanho do inseto. Quando 0s recursos estéo
esgotados, aparecem Jls novos e, depois de incorporarem as bactérias simbidticas em seu trato
digestivo, emergem do cadaver do inseto (ADAMS e NGUYEN, 2002) para encontrar um
novo hospedeiro (KAYA e GAUGLER, 1993). Em condig0es ideais este processo realiza-se
entre seis e dez dias para Steinernema e entre 12 e 14 dias para Heterorhabditis.

Apesar de existir o conhecimento dos nematoides e suas bactérias a nivel mundial, ndo
é bem explorado o uso das bactérias e suas toxinas, o qual poderia ser considerado como uma
alternativa, ndo quimica, para o controle de insetos. Portanto, o conhecimento que se gera ao
redor da biodiversidade e fisiologia destas bactérias contribui para seu uso e desenvolvimento

em programas de manejo integrado de pragas e sua producao comercial.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Coleta de colbnias de formigas lava-pés em campo e manuten¢do em laboratorio

Colénias de Solenopsis foram coletadas, na area externa do Instituto Bioldgico de Sao
Paulo, com auxilio de uma pa, dispostas em um balde plastico de 20 L e levadas ao
laboratorio.

As operarias, juntamente com crias e rainha, foram separadas da terra pingando-se
agua vagarosamente de forma a forca-las a subir para a superficie da dgua (JOUVENAZ,
BANKS e ATWOOD, 1980) (Figura 1). Para possibilitar o gotejamento de agua, foi
providenciado um equipo de soro ligado a uma garrafa plastica de 5 L. Para facilitar a captura
das operérias e rainha, foi disposta uma pequena caixa de madeira de 10 cm x 6 cm com
tampa e um barbante preso em uma de suas extremidades na caixa e a outra sobre a terra onde
estavam as formigas. Com a inundac&o, as formigas subiam para a superficie da terra e 4&gua e

adentravam a caixa, facilitando assim a sua coleta.
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A criacdo artificial foi feita em bandejas de polietileno de 33 cm x 30 cm untadas em
suas laterais com vaselina solida e liquida (1:1) para impedir a fuga das formigas. Placas de
Petri descartaveis foram forradas com gesso de Paris e suas tampas foram cobertas com
celofane vermelho, para impedir a entrada de luz, mas permitir a visualizacdo das formigas.
As placas foram dispostas individualmente nas bandejas de criagdo. Para a manutencdo em
laboratério, agua, solucdo agucarada e larvas de Tenebrio molitor (Coleoptera) foram

oferecidos a vontade.

Figura 1. Separagdo das operarias de formigas lava-pés e rainha da terra, por gotejamento.

4.2 Obtencdo do nematoide entomopatogénico e sua bactéria simbionte

O nematoide Steinernema rarum PAM25 e sua bactéria simbionte Xenorhabdus
szentirmaii, estdo depositados na colecdo de microrganismos entomopatogénicos do
Laboratorio de Controle Bioldgico, do Instituto Bioldgico e foram selecionados por estarem
disponiveis em larga escala (fermentacdo bifasica: liquida e solida).

O isolamento das bactérias foi realizado a partir de hemolinfa do hospedeiro infectado
conforme Akhurst (1980). Lagartas de Galleria mellonella Lineu, 1758 foram inoculadas com
1 mL da suspensdo do nematoide S. rarum PAM 25. Logo ap6s a morte dos insetos, eles
foram desinfectados superficialmente com alcool 90% e flambados. Com auxilio de um
alfinete entomoldgico foi feito um ferimento na parte frontal da lagarta e a hemolinfa
extravasada, que foi plaqueada no meio de cultura NBTA (Agar Nutritivo; 25 mg Azul de
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Bromotimol; 40 mg Cloreto de Trifenil-Tetrazolio; 1000 mI™ 4gua destilada). As placas foram
incubadas no escuro durante 72 h a 27 °C (Figura 2).

As colbnias bacterianas de cor azul e verde foram replicadas até que todas as colonias
apresentassem tamanho, morfologia uniforme e em fase 1 que consiste na forma primaria ou

ativa da bactéria.

" 1 mL da suspensio i Plaqueamento de hemolinfa em
de nematoides (Jis) Inoculagio de NEPs NBTA (72 ha27°C.)
em Galleria mellonella FASE I

Cultura pura

Figura 2 Esquema do isolamento da bactéria.
Imagem de: Orozco-Chacon J. G.

4.3 Fermentacdo liquida da bactéria e extragdo dos metabdlitos secundarios

Uma col6nia da bactéria Xenorhabdus szentirmaii foi cultivada em 500 mL de caldo
Triptona-Soja (TSB) e mantida sob agitacdo constante por 144 h (6 dias) a 25 °C (tratamento
denominado “Bactéria”). Para o tratamento metabolitos secundarios (M.S) livre de células, a
suspensdo bacteriana foi autoclavada & 121 °C por 15 minutos (Figura 3). Para o controle, foi

utilizado o meio bactéria (TSB), sendo o meio de cultura sem a inoculacdo da bactéria.
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Figura 3 Esquema de obtengdo dos tratamentos “Bactéria” e “Metabdlitos Secundarios” (M.S)

Imagem de: Orozco-Chacon J. G.
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4.4 Agdo de Sterneinema rarum e sua bactéria simbionte sobre formigas lava-pés em

condic@es de laboratdrio.

4.4.1 Avaliacdo da mortalidade de crias e adultos de formigas lava-pés inoculadas com o

nematoide entomopatogénico Sterneinema rarum.

Para avaliar a mortalidade das formigas, crias e adultos foram submetidos a
tratamentos com NEPs em diferentes concentragdes. Cada unidade experimental consistiu
numa placa de Petri de 9 cm de didmetro, contendo um papel de filtro (Watman n.1), 1,5 mL
do tratamento (5Jis, 50Jis, 150Jis 300Jis por individuo), e dez formigas foram avaliadas
separadamente por estagio (larvas, pupas, operarias e alados). Cada tratamento foi composto
por nove repeti¢des. A avaliagdo foi realizada, visualmente, pela contagem dos individuos
mortos até sete dias apds inoculacao.

4.4.2 Avaliacdo da mortalidade de crias e adultos de formigas lava-pés inoculadas com a

bactéria Xenorhabdus szentirmaii.

Para avaliar a mortalidade das formigas, crias e adultos foram submetidos a
tratamentos com a bactéria X. szentirmaii, metabolitos secundarios (M.S) e meio bactéria.
Cada unidade experimental consistiu numa placa de Petri de 9 cm de diametro, contendo um
papel de filtro (Watman n.1), 1,5 mL do tratamento e dez formigas avaliadas separadamente
por estagio (larvas, pupas, operarias e aladas). Cada tratamento composto por nove repeticdes.
A avaliacdo foi realizada visualmente, pela contagem dos individuos mortos até 7 dias apds

inoculagéo.

4.4.3 Acdo de Sterneinema rarum e sua bactéria simbionte sobre microcoldnias de formigas

lava-pés, em condicdes de laboratorio.

Para avaliar a mortalidade das formigas, diferentes estagios foram submetidos a
tratamentos com NEPs em diferentes concentragfes (5Jis, 50Jis, 150Jis 300Jis por individuo),

bactéria, metabdlitos secundarios (M.S) e meio bactéria. Cada unidade experimental consistiu
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numa placa de Petri de 9 cm de didmetro, contendo um papel de filtro (Watman n.1), 1,5 mL
do tratamento e uma microcol6nia composta por dez formigas operarias, cinco pupas, cinco
larvas e um alado. Cada tratamento composto por seis repeticdes. A avaliacdo foi realizada

visualmente, pela contagem dos individuos mortos até 7 dias ap0s inoculacao.

4.5 Avaliacdo de ocorréncia natural de nematoides entomopatogénicos

De acordo com o0 método de Zarzuela et al. 2012, para verificar a ocorréncia natural de
nematoides foram coletadas amostras de solo de cinco formigueiros de Solenopsis e realizada
duas coletas para cada ninho (Figura 4), sendo uma amostra de solo do proprio formigueiro e
outra, denominada amostra controle, do solo a uma distancia de 3 m do ninho. As amostras
foram retiradas a uma profundidade de 20 centimetros com o auxilio de uma pa e
imediatamente colocadas em recipientes e levadas ao laboratério para processamento. Nestas
coletas, eventualmente, algumas formigas foram levadas junto com o solo, porém, foram

peneiradas e descartadas posteriormente.
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Figura 3 Localizacdo geografica dos ninhos marcados para a realizagdo do experimento de ocorréncia
de nematoides no solo no Instituto Biol6gico de Sdo Paulo.
Fonte: Google Earth
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As amostras de solo foram distribuidas dentro de recipientes plasticos de 15 cm de
diametro, sendo um por cada amostra, juntamente com cinco larvas de Galleria mellonella
(Lepidoptera: Pyralidae), traca das colmeias, obtidas de criagdo em laboratério, as quais
serviram como iscas para nematoides entomopatogénicos, possivelmente presentes no solo
(Figura 5). Quando necessario, 0s solos foram borrifados com &gua para garantir a umidade.
Os recipientes foram tampados e acondicionados em sala com temperatura ambiente e
mantidos no escuro. Apds dez dias, foram observados os sintomas das larvas mortas para
transferéncia na de White (WHITE, 1927), visando o isolamento e identificacdo dos

nematoides.

— \ 7 — Avaliagdo da

’ mortalidade das
i larvas segundo os
- sintomas

Terra + Larvas
10 dias

Toma de amostra de solo

Figura 4 Esquema de avaliagdo de ocorréncia de NEPs no solo de formigueiros de lava-pés.
Imagem de: Orozco-Chacon J. G.

4.6 Acdo de Steinernema rarum e sua bactéria simbionte Xenorhabdus szentirmaii em

coldnias no campo.

4.6.1 Area de estudo

Os testes de campo foram realizados no Instituto Bioldgico de Sdo Paulo (Av.
Conselheiro Rodrigues Alves, 1252 no Bairro da Vila Mariana) e de Campinas (Alameda dos
Vidoeiros, 1097 - Sitios de Recreio Gramado). Os experimentos foram conduzidos em
periodos diferentes, divididos em experimento 1 (22 ninhos em setembro de 2022 no Instituto
Biologico de Sdo Paulo) (Figura 6), experimento 2 (25 ninhos testados em outubro de 2022 no
Instituto Biologico de Campinas) (Figura 7) e experimento 3 (25 ninhos em fevereiro de 2023

no Instituto Biologico de S&o Paulo) (Figura 8).
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Figura 5 Localizagdo geografica dos ninhos marcados para a realizagdo do experimento 1 no Instituto Biol6gico
de Séo Paulo.
Fonte: Google Earth
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Figura 6 Localizacdo geogréfica dos ninhos marcados para a realizacdo do experimento 2 no Instituto
Bioldgico de Campinas.
Fonte: Google Earth
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Figura 7 Localizagdo geografica dos ninhos marcados para a realizagdo do experimento 3 no Instituto

Bioldgico de Séo Paulo.
Fonte: Google Earth

4.6.2 Avaliagdo da mortalidade de ninhos de formigas lava-pés aplicados com tratamentos

de formulacéo liquida.

Apo6s um levantamento prévio da area, foram marcados, com o auxilio de bandeiras e
GPS, os ninhos de Solenopsis spp. Para determinar a quantidade de produto a ser aplicado, foi
realizado um teste simplificado para obtencdo da capacidade de campo de acordo com
Bernardo, Soares e Mantovani (2008). Uma amostra de solo foi colocada em um refratério de
24 cm x 24 cm x 6 cm e em seguida umedecido até a sua saturacdo. Com isso, foi estabelecido
a quantidade de 300mL a cada 0,003 m® de solo. Em seguida, os ninhos foram medidos
multiplicando -se a largura, comprimento e altura e foi realizado regra de 3 para obtengéo da
dosagem de acordo com a area de cada ninho medido.

Os diferentes tratamentos avaliados foram NEPs produzidos em meio sélido (6.000
Jis/mL), NEPs diluidos (2500 Jis/mL), bactéria (com 6 dias de crescimento), meio bactéria e
agua como controle. Para o experimento 1, foi utilizado uma média de 7x10° Jis/ninho (NEPs)
e 2,5x10° Jis/ninho (NEPs diluido); o experimento 2, uma média de 11x10° Jis/ninho (NEPs) e
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3x10° Jis/ninho (NEPs diluido) e o experimento 3, uma média de 7,2x10° Jis/ninho (NEPs) e
3x10° Jis/ninho (NEPs diluido). A variagdo na concentracdo de NEPs aplicados por ninhos
deveu-se aos diferentes tamanhos dos ninhos no campo, pois para cada ninho foi calculado
um volume de indculo diferente, mas sempre mantendo a mesma concentracéo de Jis/mL.
Apbs a aplicagdo dos tratamentos, as coldnias de formigas foram monitoradas
semanalmente por um periodo de dois meses. Ap6s um més de experimento, foi realizada
uma segunda aplicacdo dos tratamentos nos ninhos e por fim, foi realizada a avaliagéo final
observando se houve mudanca de local do ninho (migragéo), ou inativacdo da col6nia que foi

avaliada por meio da perturbacdo manual dos ninhos.

4.6.3 Avaliacdo da mortalidade de ninhos de formigas lava-pés com NEPs em esponjas
fendlicas

Com o objetivo de testar outros métodos de aplicacdo dos nematoides em campo, foi
realizado aplicacdo de nematoides em esponjas. Os nematoides podem ser produzidos e
armazenados de diversas formas, uma delas é através de esponjas fendlicas cujas condi¢des de
superficie especifica e de aeracdo e umidade podem ampliar o seu tempo de sobrevivéncia.

Apds um levantamento prévio da area, foram marcados com o auxilio de bandeiras e
GPS, 5 ninhos de Solenopsis sp. (Figura 9). Em seguida, foi adicionado em média dez cubos
de esponjas contendo NEPs em volta de cada ninho (Figura 10) e foi aplicado &gua para
manter o solo imido e propicio para a movimentacdo dos NEPs pelo ninho. Apdés a aplicacgéo,
as colo6nias de formigas foram monitoradas semanalmente por um periodo de um més, para
observacao de mudanca de local do ninho, ou inativacdo da coldnia que foi avaliada por meio

da perturbacdo manual dos ninhos.
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Figura 8 Localizacdo geogréfica dos ninhos marcados para a realizagdo do experimento pratico com
nematoides entomopatogénicos em esponjas no Instituto Bioldgico de Séo Paulo.
Fonte: Google Earth

Figura 9 NEPs em esponjas em volta dos ninhos no Instituto Bioldgico de S&o Paulo.
Fonte: Arquivo pessoal.

4.6.4 Avaliacdo da ocorréncia de Sterneinema rarum no solo um més apés sua aplicacdo em
ninhos de lava-pés.

Apo6s um més do experimento de campo, foram coletadas amostras de solo em torno de
cinco formigueiros de Solenopsis sp. os quais foram aplicados S. rarum, para observar a
permanéncia ou ndo do nematoide no solo. A metodologia utilizada foi a mesma do topico

“4.5 Avaliagdo de ocorréncia natural de nematoides entomopatogénicos”.



31

4.7 Identificacdo dos espécimes coletados

A identificacdo das formigas foi realizada segundo a proposta de Paul D. N. Herbert
em utilizar dados do DNA mitocondrial, mais especificamente, da COI (citocromo oxidase 1),
para identificacdo de espécies (HEBERT et al., 2003). Portanto, por meio do sequenciamento
de parte da COI, foram gerados fragmentos dos exemplares de cada ninho e com 0 uso do
aplicativo Blast do banco NCBI (“National Center for Biotechnology Information™) foram
comparadas com as sequéncias depositadas no banco génico (gene bank). A confirmacdo da
espécie se da quando ha grande similaridade (acima de 99%) das sequéncias geradas, com
valores de Score altos e E-values com valores 0 ou muito proximo, com aquelas depositadas
no banco génico (BLAST, 2022). As colbnias das quais foram retirados espécimes para
identificacdo, foram utilizadas para os experimentos de laboratorio e do experimento 3 de

campo.

5 ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados do percentual de mortalidade comparados ao controle foram
transformados pela equacéo:

VX /100, sendo X o valor de mortalidade das repeticdes dos tratamentos de cada
experimento.

O teste empregado para a comparacdo das médias dos tratamentos foi o Tukey,
empregando com 5% de probabilidade (IBM, 2017).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Acdo de Sterneinema rarum e sua bactéria simbionte sobre formigas lava-pés em

condicGes de laboratorio

6.1.1 Avaliacdo da mortalidade de crias e adultos de formigas lava-pés inoculadas com o

nematoide entomopatogénico Sterneinema rarum.

Todos os tratamentos apresentaram alta mortalidade nas crias e alados, exceto o
controle. O aumento da mortalidade desses individuos foi diretamente proporcional ao
aumento da concentracdo dos NEPs. Para as operarias foi observada uma oscilagdo na

mortalidade entre 20 e 85% (Figura 11).
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Figura 10 Porcentagem de mortalidade em diferentes estagios de lava-pés inoculadas com Sterneinema
rarum em condicGes de laboratorio. Letras diferentes apresentam diferenca estatistica segundo o Teste de Tukey
5%.

Na maioria dos trabalhos encontrados na literatura, os autores realizaram 0s
experimentos com microcolénias de lava-pés, contendo operarias, imaturos e alados, para
possivelmente obter um resultado mais proximo do que seria em um ninho no campo.
Separadamente, foi possivel observar a susceptibilidade das crias e adultos com a agdo do
nematoide, que apresentaram alta taxa de mortalidade, provavelmente pela auséncia das
operarias para proteger e limpar as crias.



33

A partir do terceiro dia, a cor das larvas e pupas foi se tornando de um tom rosa a
vermelho, caracteristico da infecg¢do causada por esta espécie de NEP (Figura 12A e B/ Figura
13A e C).

Nas larvas que morreram, e houve emergéncia dos NEPs, foi observado que apenas o
intestino ndo foi degradado (Figura 12C), provavelmente pela presenca de microrganismos
antagonistas a bactéria X. szentirmaii que impediram a degradacdo do tecido e digestdo por
parte dos NEPs que se desenvolveram dentro da larva. Zhukova et al. (2017) observaram
em formigas Atta sp., bactérias Mollicutes nos intestinos das larvas, pupas e operarias adultas.
Xiao et al. (2023) também identificaram bactérias simbiéticas intestinais de S. invicta. As
proteobactérias foram o grupo mais dominante entre as bactérias simbioticas intestinais.
Também foi possivel observar os nematoides emergindo de pupas (Figura 13B) e ap0s os sete
dias de observacdo, elas apresentaram aspecto seco (Figura 13C).

As operarias que foram parasitadas por nematoides sempre morriam em posicao
envergada sendo observada a emergéncia dos nematoides (Figura 14), porém com menor
regularidade que nas crias e alados.

Os alados apresentaram maior sensibilidade aos tratamentos e, em sua maioria,
morriam mais rapido que as operéarias, sempre em posi¢cdo de dorso invertido (Figura 15A).
Para essas formigas também foi possivel visualizar nematoides emergindo (Figura 15B).

Figura 11 A) larvas de formiga lava-pé sadias, B) Larva parasitada com Sterneinema rarum 4 dias apos
inoculagdo C) NEPs emergindo da larva parasitada 5 dias ap0s inoculagdo. NEPs — Nematoides
Entomopatogénicos
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@
, 4

Figura 12 A) pupa de formiga lava-pé sadia, B) NEPs emergindo da pupa parasitada 5 dias ap6s inoculagdo C)
Pupa seca apds a emergéncia dos NEPs, 7 dias ap6s inoculacdo. NEPs — Nematoides Entomopatogénicos

A B C
Figura 13 A) Operarias de Solenopsis sp. parasitadas por Steinernema. rarum na regido da cabeca, 4 dias ap6s
inoculagdo, B) NEPs emergindo do abdémen C) NEPs emergindo do aparelho bucal, 6 dias apds inoculagao.
NEPs — Nematoides Entomopatogénicos

r N

Figura 14 A) Individuo alado de Solenopsis sp. morto em posi¢do dorsal invertido B) NEPs emergindo do
abdémen. NEPs — Nematoides Entomopatogénicos

Semelhante aos valores obtidos nesse experimento, LiKun et al. (2010) analisaram a
acdo do nematoide Steinernema carpocapsae e S. scapterisci em rainhas de S. invicta e
observaram mortalidade acima de 50% ap6s dois dias da aplicacdo, chegando a 100% de

mortalidade no sexto dia apds inoculagdo. Importante salientar que esta dissertacdo trata do

primeiro estudo a avaliar a agdo dos NEPs S. rarum em formigas lava-pés.
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6.1.2 Avaliacdo da mortalidade de crias e adultos de formigas lava-pés inoculadas com a
bactéria Xenorhabdus szentirmaii.

Foi observada alta mortalidade (acima de 70%) de larvas e operarias com o tratamento
bactéria, 4 dias ap0s inoculacdo e para o tratamento M.S, as larvas mantiveram altas
porcentagens de mortalidade (85,5%). O meio bactéria, sendo um tratamento de controle, ndo
deveria causar mais de 20% de mortalidade nos individuos, porém foi registrada a
mortalidade de 61% das operarias com esse tratamento, provavelmente devido a algum
composto no meio de cultura (Figura 16).
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Figura 15 Porcentagem de mortalidade em diferentes estagios de formigas lava-pés inoculadas com a
bactéria simbionte do nematoide Sterneinema rarum em condicfes de laboratorio. M.S. — Metabdlitos
secundarios. Letras diferentes apresentam diferenca estatistica segundo o Teste de Tukey 5%.

Foi possivel observar sintomas de infeccdo pela bactéria e seus metabolitos
secundarios apenas nas larvas e pupas pela mudanca de coloracdo, apresentando tom rosa a
avermelhado, esta caracteristica é Unica para S. rarum e nao foi relatada para nenhuma outra
espeécie de Steinernema (Figura 17). Nguyen et al. (2006) também observaram a mudanca de
coloracdo em lagartas de Galleria mellonella inoculadas com S. rarum apds 3 dias.

Também foi notado a presencga de cristais de Poly-lodina (pequenos pontos roxos),
produzido pelas bactérias no interior do corpo do inseto e ao redor deles no papel filtro

(FODOR et al., 2008) (Figura 17 B e C). Estes cristais também sdo produzidos na superficie


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Nguyen%20KB%5BAuthor%5D
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das colbnias das bactérias quando multiplicadas em meio de cultura NBTA (Figura 17 D).
Apos 7 dias da inoculacdo as formigas nestes estagios ficaram desintegradas.

Figura 16 A) larva de formiga lava-pé 4 dias apds da inoculacdo com metabdlitos secundarios B) Larva de
formiga lava-pé 4 dias apés da inocula¢do com a bactéria simbionte C) Larva de formiga lava-pé 7 dias apos da
inoculagdo com os metabdlitos secundarios da bactéria D) Cristais de lodina nas col6nias da bactéria em meio
NBTA.

Nao foi encontrado trabalhos avaliando a acéo a bactéria simbionte de Sterneinema rarum
sobre formigas, porém Dudney et al. (1997) observaram que a bactéria Xenorhabdus
nematophila inoculada por injecdo na hemolinfa é tdxica para Solenopsis invicta. Em 2006,
DePaula et al. avaliaram a patogenicidade da bactéria Photorhabdus temperata sobre
formigas cortadeiras Acromyrmex subterraneus e Atta laevigata (Hymenoptera: Formicidae).
A bactéria causou alta mortalidade (>80% e 60%, respectivamente), para as duas espécies de
formigas ap6s 24h de inoculagéo.

Uribe-Londofio et al. (2019) testaram os extratos das bactérias simbiontes de NEPs
contra formigas cortadeiras Atta cephalotes e reportaram acao inseticida por ingestdo causada
por Photorahbdus sp. e por contato causada por X. nematophila. Além disso, as duas bactérias
produziram metabolitos secundarios com acdo antifungica contra o fungo simbionte
Leucoagaricus gongylophorus.

As bactérias podem ter outros potenciais, como controladoras de fungos para as formigas
cortadeiras. Chacon-Orozco et al. (2018) testaram o0s metabdlitos secundarios da bactéria
Xenorhabdus szentirmaii para a inibi¢do do fungo simbionte da formiga-cortadeira Atta sexdens. Os
metabdlitos causaram total inibicdo do desenvolvimento do fungo simbionte das formigas-
cortadeiras ja nos primeiros dias da condugéo dos testes. A utilizacdo de bactérias simbiontes
de NEPs ainda ndo é explorada comercialmente, mas existem alguns trabalhos que demostram
o0 potencial de uso para o controle de insetos praga para o controle de doencas flngicas e

bacterianas em plantas.
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6.1.3 Acdo de Sterneinema rarum e sua bactéria simbionte sobre microcoldnias de formigas

lava-pes, em condi¢des de laboratorio.

Foi observada 100% de mortalidade das formigas aladas para todos os tratamentos
com NEPs. Alta mortalidade também foi registrada em operarias, quanto maior a
concentracdo de nematoides, chegando a 80% de mortalidade (Figura 18). As larvas e pupas
apresentaram uma menor taxa de mortalidade, o que poderia ser explicado pela presenca das
operarias, que em sua maioria foram observadas protegendo os imaturos.
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Figura 17 Porcentagem de mortalidade sobre microcol6nias de lava-pés inoculadas com Sterneinema
rarum em condi¢Ges de laboratdrio. NEPs- Nematoides Entomopatogénicos. Letras diferentes apresentam
diferenca estatistica segundo o Teste de Tukey 5%.

Altas taxas de mortalidade de alados também foram registradas nos tratamentos com
bactéria e metabolitos secundarios. Entretanto, a mortalidade também foi expressiva no
tratamento meio bactéria, que foi utilizado como controle, ultrapassando mais de 20% de
mortalidade dos individuos alados, assim como das operarias (Figura 19).
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Figura 18 Porcentagem de mortalidade de microcol6nias de formigas lava-pés inoculadas com a
bactéria simbionte do nematoide entomopatogénico em condicOes de laboratério. Meio bact. — Meio bacteriano,
M.S- metabdlitos secundarios. Letras diferentes apresentam diferenca estatistica segundo o Teste de Tukey 5%.

Jouvenaz, Lofgren e Miller (1990) realizaram um experimento com metodologia
diferente da utilizada no nosso experimento. Os pesquisadores utilizaram tubos de vidro de 16
x 125 mm para os testes de controle de Solenopsis sp. com nematoides da espécie
Sterneinema feltiae. Nesses tubos foi adicionado solo arenoso umedecido e cerca de 25-30
operarias, algumas larvas e a rainha. Os resultados de mortalidade foram positivos, ocorrendo
a morte de até 58% das rainhas e também uma mortalidade muito elevada em operarias e
imaturos. Neste experimento foi observado um comportamento de limpeza das formigas
operarias assim que o tratamento era aplicado, além de protegerem e limparem os imaturos.

Drees et al. (1992) também registraram comportamento de limpeza das formigas lava-
pés assim que o0s nematoides foram aplicados em um experimento de campo. Os autores
descreveram que as formigas limpavam vigorosamente os nematoides dos imaturos, dos
alados e de si mesmas. Nesse mesmo trabalho, os resultados de controle de S. invicta com a
aplicacdo do nematoide Steinernema carpocapsae em larvas, pupas e alados em condicdes de
laboratério, a mortalidade variou de 28 a 100% em doses de 10% e 10° juvenis infectantes por
placa de Petri ap6s 96 horas.

Zhang e Han (2011) também notaram um comportamento de protecdo das operarias
de formigas lava-pés com as rainhas em experimentos com 0 nematoide Sterneinema
carpocapse. Esses autores observaram que quanto maior a quantidade de operarias, menor era
a mortalidade das rainhas.


https://www.researchgate.net/scientific-contributions/L-K-Zhang-2091199025
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Em um experimento realizado por Zarzuela et al. (2012), utilizando os nematoides
Steinernema carpocapse e Heterorhabditis sp. para o controle de formigas da espécie
Monomorium floricola, foram colocadas cerca de 2-3mil formigas contendo operarias, larvas
e rainhas em uma placa de Petri (5 cm de didmetro e 1 cm de profundidade) com as tampas
pintadas com tinta plastica preta para diminuir a intensidade de luz, tendo sido observada a
morte de cerca de 500 operarias com a aplica¢do dos nematoides. Os autores registraram que,
as colénias como um todo, ndo diminuiram em tamanho, tendo por vezes, um pequeno
aumento no numero de individuos. Esse aumento pode ser explicado como uma tentativa de
recuperacdo da coldnia frente a uma forma de controle. Em nenhum tratamento as operarias

apresentaram sinais de infeccao por nematoides, ao contrario das formas imaturas.

6.2 Avaliacdo de ocorréncia natural de nematoides entomopatogénicos

Ap06s 10 dias, as larvas de Galleria melonella permaneceram sem sintomas de infeccao
por nematoides, tanto no solo de controle como no solo dos formigueiros coletados. A
presenca dos nematoides no solo, sob condi¢Ges naturais e sua consequente patogenicidade,
podem ser influenciadas por varios fatores ambientais, incluindo a composicdo do solo,
radiacdo, temperaturas extremas e a microfauna do solo (MOLYNEUX, 1986), o que pode
explicar os resultados obtidos.

Zarzuela et al. (2012) isolaram nematoides de 36,36% em ninhos de outras espécies de
formigas, enquanto nos ninhos de Solenopsis sp. avaliados, nenhum nematoide foi
encontrado.

Em uma das amostras de solo foram observados sintomas causados possivelmente por
fungos nas larvas de G. melonella. Zarzuela et. al (2012) também registraram fungos nos
ninhos de formigas que foram estudados em sua pesquisa, porém estavam mais associados as
demais espécies de formigas estudadas, 72,73%, do que em ninhos de Solenopsis spp.,
(27,45%).
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6.3 Acdo de Steinernema rarum e sua bactéria simbionte Xenorhabdus szentirmaii em

colonias no campo.

6.3.1 Avaliacdo da mortalidade de ninhos de formigas lava-pés aplicados com tratamentos

em formulacdo liquida.

Ap0s dois meses da aplicacdo, o experimento 2 foi 0 Unico que nao apresentou ninhos
com atividade de migracdo para nenhum tratamento testado. O tratamento bactéria causou
acima de 60% de ninhos desativados nos trés experimentos realizados e no experimento 3 foi
0 Unico tratamento que ndo apresentou migracao dos ninhos, além do controle (Figuras 20, 21
e 22).

Para os tratamentos NEPs (6000 jis/mL), NEPs (2500 Jis;/mL), o experimento 2,
realizado no Instituto Bioldgico de Campinas, foi 0 que obteve maiores porcentagens de
ninhos desativados (85,7%) (Figura 21).

Para o tratamento meio bactéria, houve desativacdo de 60% dos ninhos testados e 20%
dos ninhos com atividade de migragéo (Figura 22).

E comum ocorrer a migragdo dos ninhos apds perturbacio externa, e apos dois meses
apenas 0 experimento 2 ndo apresentou atividade de migracdo para nenhum dos ninhos
(Figura 21). Para os experimentos 1 e 3, durante as semanas em que foram acompanhados,
ocorreram perturbacdes em alguns ninhos tratados, por parte de funcionarios desavisados, que
mesmo com as marcacgles sobre a pesquisa, realizaram limpeza e manutencdo da area, sendo
assim dificil concluir se a migracdo ocorreu exclusivamente por conta dos tratamentos

aplicados ou devido a tais perturbaces.
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Figura 19 Efeito dos tratamentos com NEPs (Nematoides Entomopatogénicos) e bactérias simbiontes de
nematoides, sobre ninhos de formigas lava-pés em campo. Experimento 1 - Instituto Bioldgico em Séo Paulo
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Figura 20 Efeito dos tratamentos com NEPs (Nematoides Entomopatogénicos) e bactérias simbiontes de
nematoides, sobre ninhos de formigas lava-pés em campo. Experimento 2 - Instituto Biol6gico em Campinas
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Figura 21 Efeito dos tratamentos com NEPs (Nematoides Entomopatogénicos) bactérias simbiontes de
nematoides e meio bactéria, sobre ninhos de formigas lava-pés em campo. Experimento 3 - Instituto Bioldgico
em Séao Paulo

Quattlebaum (1979) observou mortalidade de 88,2-96,8% nas col6nias de lava-pés
testadas com Steinernema carpocapse e Heterorhabditis heliothidis (2 x 10°
nematoides/ninho). Morris, Stewart e Hassage (1990) realizaram um experimento para
comparar a acdo de S. carpocapsae e do quimico Amidinohidrazona em coldnias de
Solenopsis invicta. Foi registrada uma estimativa de 47% de controle com o nematoide, em
comparagdo com 39% de controle obtido pela Amidinohidrazona apds seis semanas de
observagdo. Os autores aplicaram 2 milh6es NEPs/3,8 litros de dgua por ninho

Jouvenaz, Lofgren e Miller (1990) testaram o nematoide Sterneinema feltiae em
laboratério e posteriormente nos ninhos de formigas lava-pés em campo e, por mais que 0s
testes de laboratdrio tenham matado até 58% das rainhas e uma porcentagem muito alta de
operérias adultas e imaturos, o controle das coldnias ndo foi eficaz nos testes de campo. Os
autores ainda destacaram que o solo muito seco do local pode ter influenciado negativamente
a acdo dos nematoides, fator o qual também foi observado no trabalho desenvolvido nesta
dissertagdo de mestrado.

Em 1976 foi realizado um experimento para o controle de Solenopsis richteri Forel,
1909 no Mississipi (EUA) utilizando a concentracdo de 1 milhdo de nematoides S.
carpocapsae por ninho. Os autores obtiveram 35% das colonias desativadas apds 90 dias de

observacdo e também notaram que a aplicacdo do nematoide, com spray pressurizado, foi
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mais eficiente quando comparado com a aplicagdo dos nematoides via cadaveres de Galleria
sp. (POOLE, 1976).

Os diferentes resultados dos estudos encontrados nos mostram que a agdo de
nematoides depende da espécie de formiga tratada, espécie de NEPs e fatores do solo como

umidade, temperatura, entre outros.

6.3.2 Avaliacdo da mortalidade de ninhos de formigas lava-pés com NEPs em esponjas
fendlicas

No momento da aplicacdo das esponjas, foi observada uma menor agitacdo das
formigas comparativamente com a aplicacdo dos tratamentos em formulacéo liquida. Porém,
no dia seguinte, as esponjas apresentaram um aspecto seco, o que pode ter dificultado a
movimentacdo dos nematoides pelo ninho. A migragdo dos ninhos foi observada nos ninhos 1
e 4 na segunda semana de observacao enquanto o ninho 2 apresentou diminuicdo de atividade

e foi desativado sem a presenca de ninhos pelo entorno (Figura 23).
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Figura 22 Atividade dos ninhos de lava-pés aplicados com NEPs em esponjas durante um més de
observagdo. Legenda. Atividade dos ninhos: 0 (Desativado), 50 (Diminuigdo de atividade), 75 (Migragéo) e 100
(Sem alteracéo).
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6.3.3 Avaliacdo da ocorréncia de Sterneinema rarum no solo um més apds sua aplicacdo em

ninhos de lava-pés.

Ap0s 10 dias, as larvas de Galleria melonella permaneceram sem sintomas de infecgédo
por nematoides nas amostras de solo coletadas no entorno dos ninhos aplicados com S. rarum.
Esse resultado nos mostra que os nematoides que foram aplicados nos ninhos, possivelmente,
ndo conseguiram sobreviver no solo apds um més, sendo provavelmente necessario uma
regular aplicacdo de agua nos ninhos para que 0s nematoides consigam sobreviver durante um
longo periodo no solo e assim conseguir infectar um maior numero de formigas antes que
essas migrem para outro local.

Os NEPs, por serem naturais do solo, sofrem influéncia de caracteristicas deste habitat,
como tamanho dos poros, umidade, concentracdo de gas oxigénio, temperatura e pH
(Barbercheck, 1992). Jesus (2009) observou que o substrato com 30% de umidade destacou-
se como o0 mais favordvel para a sobrevivéncia dos nematoides ao longo dos 30 dias de
observacao.

Solos encharcados sdo também considerados limitantes a sobrevivéncia de NEPs
devido ao preenchimento dos poros com agua, o que diminui a aeracdo e, consequentemente,
a quantidade de oxigénio disponivel. O que foi confirmado pela alta mortalidade, de 88%
observada logo nos trés primeiros dias do mesmo estudo. Portanto, sdo necessarios mais

estudos sobre os valores ideais de pluviosidade para aplicacdo dos nematoides no solo.

6.4 ldentificacdo dos espécimes coletados

A andlise das sequéncias génicas das amostras coletadas dos ninhos utilizados para os
testes em laboratorio e do experimento 3 de campo nos mostra uma grande similaridade com a
espécie Solenopsis invicta (Tabela 1).

Em um estudo realizado no Instituto Bioldgico, em 2010, foi identificado tanto haplétipos
com similaridade das sequéncias de S. saevissima e S. invicta, porém a predominancia de S.
invicta no ambiente foi notada em 80% dos ninhos coletados (GUSMAO, HARAKAVA e
CAMPOS, 2010). No municipio de Rio Claro, SP, foram identificados ninhos de S. invicta
com uma abundéancia de 92,3% do total de ninhos em relacdo a S. saevissima (FOX, SOLIS e
BUENO, 2008). J4& em um estudo realizado por Campos (1991), foi encontrada uma maior
distribuicdo de S. saevissima no estado de S&o Paulo, e S. invicta foi encontrada em apenas

um local.
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Cddigo das Espécie Similaridade Hapldtipo DNA Cddigo de acesso
amostras (BLAST) m no GenBank
V1 Solenospsis invicta 99,27% H58 AY950752.1
V2 Solenospsis invicta 99,03% H42 AY950737.1
V3 Solenospsis invicta 99,27% H58 AY950752.1
L1 Solenospsis invicta 100% H41 AY950736.1
L2 Solenospsis invicta 99,27% H58 AY950752.1
L5 Solenospsis invicta 99,03% H42 AY950737.1
Al Solenospsis invicta 98,79% H58 AY950752.1
A2 Solenospsis invicta 98,31% H42 AY950737.1
A3 Solenospsis invicta 98,55% H58 AY950752.1
B1 Solenospsis invicta 99,75% H41 AY950736.1
R2 Solenospsis invicta 98,78% H58 AY950752.1
NA Solenospsis invicta 99,51% H58 AY950752.1

Tabela 1. Identificacdo dos especimes coletados para os testes em laboratério e do experimento 3 de campo, 0s
respectivos cédigos de acesso no GenBank, haplotipos, a porcentagem de similaridade de acordo com o BOLD
Systems e BLAST.

7 CONCLUSOES

Nos testes de laborato6rio, os nematoides em concentracdo de 300JIs/inseto causaram
de 70 a 100% de mortalidade das formigas em todos os estagios de desenvolvimento das
formigas lava-pés (larva, pupa, operarias e alados).

As larvas foram mais suscetiveis a bactéria e aos metabdlitos secundarios nos testes de
laboratdrio quando foram individualizadas, comparativamente com o experimento de
microcolonias.

Nos experimentos de campo, os tratamentos NEPs (2500Jis/mL) e bactéria, obtiveram
60% ou mais dos ninhos desativados ap6s dois meses de observagéo.

No solo dos ninhos de formigas lava-pés, ndo foi observada a presenca de nematoides

antes e um més apos a aplicacao dos tratamentos.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

O uso de nematoides para o controle de formigas-lava-pés é promissor, entretanto, mais
estudos devem ser realizados, por exemplo, o teste com outras concentracbes de juvenis
infectantes, a investigagdo da mortalidade de formigas com o tratamento meio bactéria, a
umidade de solo ideal para a aplicagdo, 0 método e o numero de aplicagdes, assim como 0

intervalo das aplicacdes.
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