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1. CAPITULO1

Patogenicidade de Beauveria bassiana sobre Atta sexdens rubropilosa (Hymenoptera:
Formicidae) em condicoes de laboratoério

Giovana Daniela Busarello”, Elisingela de Souza Loureiro®”

() programa de Pés-Graduagdo em Entomologia e Conservagio da Biodiversidade, Universidade Federal da
Grande Dourados (UFGD). Rodovia Dourados — Itahum, km 12, Cidade Universitaria. Caixa Postal 533, CEP:

79804-970, Dourados — MS. E-mail: gdbusarello@terra.com.br, lis_loureiro@yahoo.com.br.

Resumo - Este trabalho avaliou a eficiéncia de diferentes isolados do fungo entomopatogénico
Beauveria bassiana no controle de formigas cortadeiras Atta sexdens rubropilosa, em
condigdes de laboratorio. Suspensdes contendo 1,0 x 107, 1,0 x 108, 1,0 x 10° e 1,0 x 10'°
conidios/mL foram inoculadas em soldados e operarias, mantidos em camara B.O.D., a 25 +
1°C, 70% UR ¢ fotofase de 12 horas, sem alimentacdo. A mortalidade foi verificada
diariamente, até 15 dias apos a inoculagcdo. O delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente casualizado. Os dados referentes a esporulacdo foram submetidos a andlise de
variancia e os valores de TLsy (em dias) foram obtidos através da analise de Probit. Todos os
isolados de B. bassiana foram patogénicos ao inseto, sendo as operarias mais suscetiveis que
os soldados. Os isolados IBCB 21 e IBCB 07 foram os mais virulentos para operarias e
soldados, respectivamente. O isolado IBCB 21 também causou altas porcentagens de
mortalidade confirmada, apresentando potencial para utilizagdo no controle de A. sexdens
rubropilosa.

Termos para indexagdo: formigas cortadeiras, Atta sexdens rubropilosa, fungo

entomopatogénico, controle microbiano.
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Pathogenicity of Beauveria bassiana to Atta sexdens rubropilosa (Hymenoptera:

Formicidae) in laboratory conditions

Abstract - This research evaluated, under laboratory conditions, the efficiency of different
isolates of entomopathogenic fungus Beauveria bassiana to control leaf-cutting ant Atta
sexdens rubropilosa. Soldiers and workers were inoculated with suspensions containing 1,0 x
10, 1,0 x 10°%, 1,0 x 10”e 1,0 x 10" conidia/mL, maintained in B.O.D., at 25 + 1°C, 70% RH
and 12 hours of photophase, without food. The mortality was evaluated daily, until 15 days
after inoculation. The experimental delineation used was entirely randomly. The sporulation
data were submitted to the analysis of variance and the TLs, values (in days) were obtained
through the Probit analysis. All isolates of B. bassiana were pathogenic to insect, being
workers more susceptible than soldiers. The isolates IBCB 21 and IBCB 07 were the most
virulent for workers and soldiers, respectively. The isolate IBCB 21 also caused high
percentages of confirmed mortality, showing potential for use in the control of 4. sexdens
rubropilosa.

Index terms: leaf-cutting ants, A#ta sexdens rubropilosa, entomopathogenic fungi, microbial

control.

Introducio

As espécies de formigas cortadeiras pertencentes aos géneros Atfa, tribo Attini
(Hymenoptera: Formicidae), mais conhecidas como satvas, sdo consideradas herbivoros
dominantes na regido Neotropical (Holldobler & Wilson, 1990), sendo responsaveis por

grandes danos na produgdo vegetal (Specht et al., 1994; Hernandez & Jaffé, 1995).



A distribuicdo geografica da tribo Attini encontra-se restrita ao Continente
Americano, desde o sul dos Estados Unidos, até o centro da Argentina, nao sendo constatadas
no Chile, na costa do Peru e em algumas ilhas das Antilhas e Canada (Mariconi, 1970).

Amplamente distribuidas por todo o territério nacional e com intensa atividade
durante o ano todo, as formigas cortadeiras atacam praticamente todas as culturas, pastagens,
e em particular os reflorestamentos, atuando sobre qualquer espécie vegetal (Diehl-Fleig et
al., 1993; Herndndez & Jaffé, 1995; Boaretto & Forti, 1997), a qual corta e transporta para
seus ninhos, onde cultiva um fungo simbionte, do qual se alimenta.

As formigas cortadeiras possuem varias caracteristicas bioldgicas € comportamentais
complexas que dificultam o seu controle, tais como arquitetura, tamanho e localizacdo dos
ninhos, sistema de prote¢do a rainha, producao de substincias anti-microbianas e “grooming”
(limpeza) (Marinho et al., 2006).

Dentre as formas de controle utilizadas, a maioria baseia-se na aplicacdo de grandes
quantidades de produtos fitossanitarios quimicos. No entanto, esses produtos, além de serem
dispendiosos, geralmente ndo sao efetivos, pois levam ao aparente exterminio da colonia de
formigas ou a mudanca de seu sauveiro, e conduzem a selecao de populagdes cada vez mais
resistentes. Ainda, causam graves danos ao ambiente e a saide humana, por serem produtos
altamente toxicos (Silva & Diehl-Fleig, 1988; Diehl-Fleig et al., 1988; Diehl-Fleig et al.,
1993).

Alguns estudos tém sido desenvolvidos com o objetivo de se obter métodos
alternativos de controle para o uso em programas de manejo integrado de pragas. O controle
biologico através da utilizagdo de fungos entomopatogénicos pode ser empregado como um
método alternativo, oferecendo um controle mais efetivo, especifico, econémico e duradouro

das formigas cortadeiras (Silva & Diehl-Fleig, 1988). Esse método de controle ¢ adequado



para o manejo da resisténcia, ndo representa risco a saude dos usuarios, consumidores € ao
ambiente e pode associar-se com outros métodos de controle (Alves, 1998).

Os fungos entomopatogé€nicos sdo importantes agentes que atuam no controle
microbiano natural de insetos. A ocorréncia desses entomopatogenos pode ser constatada
através de epizootias e enzootias nas populacdes de insetos, as quais representam um
importante fator de supressdao de pragas (Stimac et al., 1989; Jaccoud et al., 1999). Em
condig¢des naturais, linhagens de Beauveria bassiana ja foram isoladas de rainhas e operarias
do género Atta (Alves & Sosa-Gomes, 1983; Diehl-Fleig et al., 1992).

A eficiéncia de B. bassiana para o controle de formigas cortadeiras tem sido
demonstrada em varios trabalhos, trazendo perspectivas animadoras para o problema (Alves
& Sosa-Gomes, 1983; Wilcken & Berti Filho, 1994; Boaretto & Forti, 1997). No entanto,
estes estudos demonstram que os resultados variam de acordo com o tipo de casta estudada e
a forma de aplicacdo destes agentes (Diehl-Fleig & Silva, 1986; Diehl-Fleig et al., 1988;
Specht et al., 1994; Loureiro & Monteiro, 2004, 2005). Por outro lado, o complexo
comportamento social e a estrutura de colonias de formigas podem influenciar a acdo dos
fungos entomopatogénicos, reduzindo a disseminacdo de agentes de doengas nos
formigueiros e conseqiientemente a eficiéncia do controle (Silva & Diehl-Fleig, 1988; O1 &
Pereira, 1993).

Desta forma, ¢ necessario determinar isolados mais especificos e concentracdes mais
efetivas, assim como, desenvolver técnicas que viabilizem sua producdo e aplicacdo (Diehl-
Fleig et al., 1993; Specht et al., 1994), para a obtencdo de um controle alternativo eficaz,
visando diminuir a utilizagdo de produtos fitossanitarios quimicos.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a patogenicidade de diferentes isolados
do fungo entomopatogénico B. bassiana sobre soldados e operarias de Atta sexdens

rubropilosa em condigdes de laboratorio.



Material e Métodos

Os isolados de B. bassiana utilizados nos bioensaios foram provenientes da Colecao
de Entomopatégenos da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD) - Faculdade de

Ciéncias Biologicas e Ambientais (Tabela 1).

Tabela 1. Origem dos isolados do fungo entomopatogénico Beauveria bassiana utilizados nos

bioensaios com Atta sexdens rubropilosa, Dourados - MS, 2007.

Isolado Hospedeiro original ou substrato Local da coleta
IBCB 07 Amostra de solo Cascavel - PR
IBCB 21 Amostra de solo Cascavel - PR
IBCB 66 Hypothenemus hampei Sao José do Rio Pardo — SP
ESALQ 447 Solenopsis invicta Cuiaba - MT
UFGD 02 Chrysomelidae Dourados — MS
UFGD 11 Hypothenemus hampei Nova Santa Helena — MT

Os exemplares de soldados e operarias de Atta sexdens rubropilosa, coletados em
sauveiros existentes no campus da UFGD foram colocadas em recipientes com tampa telada,
separados por castas e conduzidos até o laboratorio, sendo levados ao freezer por alguns
segundos para sua contencao.

As culturas dos fungos foram obtidas por multiplicagdo em placas de Petri contendo
meio de cultura BDA (batata-dextrose-dgar) solido esterilizado. Apds semeadura, pelo
método de trés pontos, as placas foram incubadas em cdmara B.O.D., a 25 £ 1°C, 70% UR e
fotofase de 12 horas por um periodo de 7 a 15 dias, para crescimento vegetativo e
conidiogénese e posteriormente armazenadas em geladeira (4°C) até a utilizacdo nos

experimentos.



Os conidios formados na superficie da colonia foram coletados com o auxilio de uma
alca de niquel-cromo previamente flambada e transferidos para tubos de ensaio contendo 10
mL de agua destilada esterilizada e 0,1 mL de Tween 80, para a preparacao das diluigdes.
Apos vigorosa agitacdo, foi realizada a contagem do numero de conidios contidos na
suspensdo original em microscopio 6tico, utilizando-se camara de Neubauer. A partir dos
tubos contendo 10 mL de suspensdao de conidios, foram preparadas diluigdes seriadas
padronizadas nas concentracdes de 1,0 x 107, 1,0x 108, 1,0x 10°e 1,0x 10" conidios/mL.

Foi realizada a aplicacio de 1 mL das suspensdes contendo as diferentes
concentragdes de conidios em cada placa de Petri e em seguida, grupos de 10 formigas foram
colocados no interior das placas. Além do grupo controle, no qual as formigas foram
inoculadas em solugdo de agua destilada esterilizada + espalhante adesivo Tween 80, foi
efetuado outro tratamento testemunha, apenas com agua destilada esterilizada.

Os insetos foram mantidos em placas de Petri contendo um chumaco de algodao
umedecido com agua destilada esterilizada, sem alimentacdo, em camara B.O.D a 25 + 1°C,
70% UR e fotofase de 12 horas, por até 15 dias. Neste periodo, a dgua foi reposta, quando
necessario, para a manutencao da umidade.

As placas foram observadas diariamente para a verificagdo da mortalidade, sendo os
cadaveres imersos em solugdo de alcool 70% e agua destilada esterilizada e transferidos para
novas camaras, mantidas em iguais condigdes descritas anteriormente para a confirmacao da
mortalidade pelo patdgeno.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, utilizando-se
cinco repeti¢des para cada concentragdo nos diferentes tratamentos, sendo cada repeticao
constituida por 10 formigas (soldados e operarias). Foram calculados os dados de mortalidade
confirmada (porcentagem de insetos nos quais ocorreu a esporulagdo do fungo) e mortalidade

total acumulada (porcentagem de mortalidade independente da causa).



Os dados referentes a esporulacao foram submetidos a analise de variancia e as médias
comparadas entre si pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade, utilizando-se o
programa estatistico Sisvar® (Ferreira, 2000). Para obtencao dos valores de TLsy (em dias) foi

realizada analise de Probit para os diferentes tratamentos, utilizando-se o programa estatistico

Mobae.

Resultados e Discussao

A patogenicidade dos isolados do fungo B. bassiana sobre operarias e soldados de A.
sexdens rubropilosa foi observada através dos tempos letais medianos (TLsy) (Tabelas 2 e 3),
sendo que todos os isolados testados foram patogénicos ao inseto.

De acordo com a analise de Probit, ocorreu diferenga significativa entre as
concentragoes testadas para o isolado IBCB 66 nas duas castas estudadas. Observou-se ainda
variacdo entre as concentragdes mais eficientes para os diferentes isolados. Em alguns casos,
os isolados ndo se adequaram ao modelo de Probit, por ter ocorrido um y* significativo e
elevada heterogeneidade dos dados (Tabelas 2 e 3).

De modo geral, todos os isolados testados foram mais virulentos para operarias do que
para os soldados. O isolado IBCB 21 foi o mais virulento para operarias de A. sexdens
rubropilosa, com TLs, variando entre 1,57 e 1,74 dias para as diferentes concentracdes, nao
havendo diferenga significativa entre as mesmas, com base na sobreposi¢ao dos intervalos de
confianga obtidos (Tabela 2). J& para os soldados, o isolado mais virulento foi IBCB 07, com
valores de TLs variando entre 2,15 e 2,68 dias, ndo ocorrendo diferenca significativa entre as

concentragoes (Tabela 3).



Tabela 2. Tempos letais medianos (TLsg) em dias, intervalos de confianca (IC) (P < 0,05),

equacdes de regressdo linear e valores de x* obtidos pela analise de Probit para a atividade

patogénica de B. bassiana sobre operarias de 4. sexdens rubropilosa.

Isolado/Concentracao TLsg Intervalo de Equagao X
(dias) Confianga (IC)
IBCB 07
1,0x 10" 1,86 (0,99; 3.,49) Y= 4,04 + 3,52.logx 9,12%
1,0 x 10° 1,72 (1,33;2,22) Y=14,35+2,72.logx 2,47
1,0 x 10° 2,19 (1,63; 2,96) Y=3,83 + 3,39.logx 6,40
1,0 x 10’ 2,54 (1,94; 3,32) Y=13,41 +3,91.logx 6,95
IBCB 21
1,0x 10" 1,70 (1,02; 2,83) Y=4,17 + 3,56.logx 5,51
1,0x 10° 1,57 (1,17; 2,10) Y=14,42 +2,92.logx 3,24
1,0 x 10° 1,74 (1,27; 2,40) Y=4,24 +3,10.logx 4,90
1,0x 10’ 1,73 (1,19; 2,51) Y=14,00 + 4,16.logx 3,82
IBCB 66
1,0x 10" 3,22 (3,02; 3,43) Y=2,63 + 4,64.logx 3,72
1,0 x 10° 3,80 (3,37; 4,28) Y=12,90 + 3,61.logx 9,80
1,0 x 10° 2,68 (2,48;2,91) Y= 3,00 + 4,64.logx 1,46
1,0 x 10’ 2,95 (2,86; 3,04) Y=12,87 +4,52.logx 0,11
ESALQ 447
1,0 x 10" 2,52 (2,02; 3,13) Y=3,41 + 3,94.logx 8,37
1,0x 10° 1,93 (1,35;2,74) Y=14,03 +3,37.logx 7,76
1,0 x 10° 2,69 (2,07; 3,50) Y=3,36 + 3,79.logx 6,49
1,0x 10’ 2,21 (1,80; 2,72) Y=3,69 + 3,76.logx 6,25
UFGD 02
1,0x 10" 3,09 (2,92; 3,26) Y=12,86 + 4,35.logx 0,38
1,0 x 10’ 2,92 (2,19; 3,88) Y=3,17 +3,91.logx 16,02%
1,0 x 10° 2,93 (2,34; 3,66) Y=13,19 + 3,85.logx 9,46
1,0 x 10’ 2,06 (1,85; 2,30) Y=14,00 + 3,14.logx 2,45
UFGD 11
1,0 x 10" 3,02 (2,53; 3,59) Y=12,88 + 4,41 .logx 10,57
1,0 x 10° 3,89 (3,20; 4,73) Y= 1,84 + 5,34.logx 28,21%
1,0 x 10° 3,66 (3,05; 4,39) Y=1,99 + 5,33.logx 17,08*
1,0 x 10’ 3,70 (3,12; 4,38) Y=12,63 +4,16.logx 22,76*

* x” significativo (P < 0,05)

n=>50

Alves & Sosa-Gomes (1983) também comprovaram a maior suscetibilidade de

operarias em relagdo aos soldados de A. sexdens rubropilosa a isolados de B. bassiana e

Metarhizium anisopliae. No entanto, verificaram tempos letais mais elevados. Para B.

bassiana foi obtido TLsy de 3,56 e¢ 3,93 dias para cortadeiras e soldados, respectivamente,

enquanto que para M. anisopliae, os valores foram de 2,8 e 4,05 dias, respectivamente.



Tabela 3. Tempos letais medianos (TLsg) em dias, intervalos de confianca (IC) (P < 0,05),

equacdes de regressdo linear e valores de x* obtidos pela analise de Probit para a atividade

patogénica de B. bassiana sobre soldados de 4. sexdens rubropilosa.

Intervalo de

Isolado/Concentracao TLsg Equagao X
(dias) Confianga (IC)
IBCB 07
1,0x 10" 2,15 (1,62; 2,86) Y=4,01 + 2,96.logx 4,62
1,0 x 10° 2,46 (2,00; 3,04) Y=13,91 +2,75.logx 6,74
1,0 x 10° 2,68 (2,19; 3,28) Y=13,54 + 3,39.logx 12,35
1,0x 10’ 2,50 (2,18; 2.,88) Y=3,85 +2.,85.logx 4,27
IBCB 21
1,0x 10" 2,78 (2,53; 3,06) Y=3,17 + 4,09.logx 2,73
1,0x 10° 3,48 (2,96; 4,10) Y=12,61 + 4,38.logx 10,23
1,0 x 10° 3,06 (2,75; 3,39) Y=12,31 +5,53.logx 4,96
1,0 x 10’ 3,84 (3,27; 4,52) Y=2,11+4,92.logx 12,64*
IBCB 66
1,0x 10" 4,10 (3,52; 4,78) Y=2,07 +4,77.logx 19,85%
1,0x 10° 6,77 (5,72; 8,01) Y=1,65 + 4,02.logx 63,41%
1,0x 10° 4,30 (4,05; 4,55) Y=2,61 +3,76.logx 4,18
1,0x 10’ 3,09 (2,63; 3,63) Y=2,17 + 5,76.logx 8,42
ESALQ 447
1,0x 10" 327 (2,39; 4,48) Y=12,83 + 4,20.logx 22,71%
1,0x 10° 3,13 (2,76; 3,56) Y= 3,49 + 3,03.logx 4,85
1,0 x 10° 4,08 (3,35; 4,96) Y=2,80 + 3,58.logx 22,52%
1,0x 10 2,29 (2,00; 2,63) Y=13,92 +2,98.logx 5,87
UFGD 02
1,0x 10" 3,72 (2,41; 5,75) Y=12,97 + 3,53.logx 33,69%
1,0 x 10° 3,09 (2,69; 3,56) Y=3,10 + 3,85.logx 8,00
1,0 x 10° 3,79 (3,42;4,21) Y=3,21 + 3,08.logx 4,85
1,0 x 10’ 3,71 (3,06; 4,48) Y=3,27 + 3,02.logx 15,67*
UFGD 11
1,0x 10" 3,95 (3,15;4,97) Y= 1,88 + 5,20.logx 27,49%
1,0x 10° 4,03 (3,30; 4,94) Y=2,44 + 4,20.logx 35,40%
1,0 x 10° 5,51 (4,90; 6,20) Y=12,03 + 3,99.logx 20,17*
1,0 x 10 5,51 (4,29; 7,07) Y=2,02 + 4,01 .logx 63,16*

* X7 significativo (P < 0,05)

n=50

Silva & Diehl-Fleig (1988) testaram diferentes isolados de B. bassiana e M. anisopliae

para o controle de 4. sexdens piriventris, espécie de grande ocorréncia no Rio Grande do Sul.

Através de bioensaios em laboratorio e testes em campo, comprovaram a patogenicidade dos

fungos ao inseto. Os autores obtiveram TLsy de 2,72 e 3,33 dias para os dois isolados de B.

bassiana. No entanto, neste estudo ndo foi observada diferenca significativa na mortalidade



de soldados e operarias. Em campo, coldnias inoculadas com os fungos apresentaram reducao
total da atividade externa 60 dias apos a aplicacao.

Segundo Bass & Cherret (1994) as operarias desempenham um papel fundamental na
manutengdo da esponja fungica, contribuindo para assegurar o desenvolvimento do fungo
simbionte e garantindo assim, que o ninho mantenha-se saudavel. Desta forma, esta casta
pode ser considerada um alvo potencial para o controle de ninhos.

Para os isolados IBCB 07 e IBCB 21, ocorreu 100% de mortalidade acumulada de
operarias, cinco dias apos a inoculacdo, utilizando-se a concentracio de 1,0 x 10"
conidios/mL (Figuras 1 e 2). O isolado IBCB 07, quando inoculado em soldados, na maior
concentracdo (1,0 x 10" conidios/mL), também causou 100% de mortalidade, seis dias ap0s a
inoculagdo (Figura 1). A rapidez com que o patdégeno mata seu hospedeiro ¢ uma
caracteristica desejavel para o controle de muitas pragas, porém ndo deve ser considerada
como unica. O isolado deve ser capaz de proporcionar elevada mortalidade final, exigindo
desta maneira, pulverizagdes menos freqiientes, quando aplicados em campo, com a
possibilidade de reduzir os custos de controle (Tamai, 2002). Para insetos sociais como as
formigas, o efeito rapido do inseticida (quimico ou bioldgico) ndo ¢ uma caracteristica Uinica
desejavel, pois estes insetos apresentam comportamento de protegdo a colonia que envolve o
isolamento dos individuos doentes do restante da colonia, impedindo a transmissdo e/ou
disseminagdo do fungo entre os individuos sadios.

Os menores valores de TLsy nem sempre foram atribuidos a maior concentracdao. Para
os isolados IBCB 66 ¢ ESALQ 447, aplicando-se a menor concentragdo de conidios em
soldados (1,0 x 10’ conidios/mL), foi obtida a maior taxa de mortalidade, sendo que ao sexto
e sétimo dias apds a inoculagdo foi obtido 100% de mortalidade acumulada para operarias e
soldados, respectivamente (Figura 3) . Isto indica uma caracteristica interessante, uma vez que

quanto menor a necessidade de propagulos infectivos do patdégeno aderidos ao corpo do inseto



para que ocorra o desenvolvimento da doenca, maior € a viruléncia de um isolado. Por outro
lado, quando se utiliza um elevado potencial de indculo, os resultados podem ser inesperados,
pois um grande numero de conidios de fungo sobre o tegumento do inseto pode ter influéncia
negativa na germinagdo dos mesmos ou ainda, favorecer a penetracdo de bactérias
contaminantes, gerando septicemia e resultando na morte rapida do inseto (Alves & Lecuona,

1998).
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Figura 1. Mortalidade acumulada (%) de operarias e soldados
de A. sexdens rubropilosa apos a inoculagdo com B. bassiana
isolado IBCB 07 (25 £ 1°C; 70 = 10% UR; fotofase de 12
horas).
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A mortalidade confirmada, representada pelo niimero de cadéveres nos quais se
observou a emergéncia e reproducdo do entomopatogeno, variou entre 20 a 98% para
operarias e 26 a 94% para soldados, ocorrendo diferenga significativa entre as concentragdes
(Tabela 4). De modo geral, ndo houve diferencas significativas entre os valores de

esporulacdo para operarias e soldados. A baixa porcentagem de mortalidade confirmada



apresentada por alguns isolados ndo descarta totalmente a possibilidade destes insetos terem
sido mortos pelo fungo. Em alguns casos, o alcool utilizado na desinfestagdo externa pode ter
inviabilizado o fungo apds sua entrada no interior do caddver por eventuais fissuras no
tegumento, provocadas no manuseio dos mesmos (Tamai, 2002). A contaminagdo externa dos

insetos também pode ter ocorrido durante a manipulagdo para a instalagdo dos bioensaios.
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isolado IBCB 66 (25 £ 1°C; 70 = 10% UR; fotofase de 12
horas).
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Para o controle de insetos sociais, € muito importante considerar a capacidade de
esporulagdo do isolado sobre os caddveres. Assim, quanto mais rapido ocorrer a esporulagao,
maiores chances o fungo terd de atingir um elevado potencial de in6culo dentro dos ninhos,

antes que o inseto consiga retirar todos os cadaveres (Stimac et al., 1987).
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isolado ESALQ 447 (25 £ 1°C; 70 £ 10% UR,; fotofase de 12
horas).



Nos tratamentos testemunha, nos quais foi aplicada apenas agua destilada ou agua
destilada + espalhante adesivo, ndao ocorreu esporulacdo do fungo sobre os cadéveres,
indicando que a mortalidade ocorrida nesse grupo nao foi resultado da infeccao pelo fungo
entomopatogénico B. bassiana (Tabela 4).

Busarello et al. (2007) testaram dois isolados de B. bassiana (IBCB 66 e UFGD 02)
em soldados de Atta laevigatta, utilizando suspensdes contendo 1,0 x 107, 1,0 x 10% e 1,0 x
10° conidios/mL. Os valores de TLs variaram entre 2,28 e 2,60 para IBCB 66, e entre 2,35 ¢
2,96 dias para UFGD 02, ndo havendo diferenga significativa entre as concentragdes testadas.
A mortalidade confirmada variou entre 84 e 92% para o isolado IBCB 66 ¢ 84 a 94% para
UFGD 02. No presente trabalho, testando-se os mesmos isolados sobre soldados, obteve-se
valor de TLsy de 3,09 dias (Tabela 3), nas concentracdes de 1,0 x 107 conidios/mL e 1,0 x 10°
conidios/mL para IBCB 66 e UFGD 02, respectivamente, o que pode indicar que soldados de
A. sexdens rubropilosa sao mais resistentes a estes isolados do que A. laevigatta. Ainda, a
mortalidade confirmada obtida para 4. sexdens rubropilosa foi inferior, variando de 44 a 88%
e 74 a 88%, para IBCB 66 ¢ UFGD 02, respectivamente (Tabela 4). Para o isolado UFGD 02,
utilizando-se a maior concentragdo (1,0 x 10'° conidios/mL) foi obtido 100% de mortalidade
acumulada para operarias e soldados, aos seis e sete dias apds a inoculagdo, respectivamente
(Figura 5).

Segundo Alves (1998), a variagdo na patogenicidade pode estar relacionada a fatores
como a baixa viruléncia do isolado, especificidade, tolerdncia do hospedeiro, entre outros. A
variabilidade entre isolados ¢ resultado das diferengas na produc¢do de enzimas (amilase,
protease, lipase) e toxinas, na velocidade de germinagdo dos conidios, na atividade mecénica
de penetracdo na cuticula e na capacidade de colonizag@o dos isolados (Paccola-Meirelles &

Azevedo, 1990).
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Figura 5. Mortalidade acumulada (%) de operarias e soldados
de A. sexdens rubropilosa apds a inoculagdo com B. bassiana
isolado UFGD 02 (25 £ 1°C; 70 = 10% UR; fotofase de 12
horas).

Em relacdo ao isolado ESALQ 447, a concentracdo de 1,0 x 10° conidios/mL foi a
mais eficiente, com TLsyde 1,93 dias para operarias. Ja para soldados, a melhor concentragao
foi a de 1,0 x 10’ conidios/mL, com TLsy de 2,29 dias. Foi obtido 100% de mortalidade
acumulada em operarias, sete dias ap6s a inoculacdo, para todas as concentragdes e, em

soldados, para a maior concentracio (1,0 x 10" conidios/mL) (Figura 4). Pereira et al. (1993),



testaram este mesmo isolado em operarias de Solenopsis sp. No experimento com
pulverizagdo direta nas formigas, verificaram TLsy de 5 a 6 dias, obtidos no tratamento com
1,0 x 10® conidios/mL e 88% de esporulagio sobre os cadaveres, dado superior ao obtido no
presente trabalho (80 e 84% de esporulagdo, para operarias e soldados, respectivamente), na
concentracdo de 1 x 10" conidios/mL (Tabela 4). Stimac et al. (1989) testaram a eficiéncia do
1solado ESALQ 447 no controle de Solenopsis spp. em campo, obtendo mortalidade entre 67
e 100%, sendo que os valores maximos de mortalidade ocorreram com a menor concentragdo
utilizada (12,5 g de fungo).

Para o isolado UFGD 11, apesar do mesmo apresentar valores de TLsy mais elevados
quando comparado aos outros isolados, obteve-se alta porcentagem de mortalidade
confirmada (84 a 96% para operarias e 82 a 90% para soldados) (Tabela 4). Na concentracdao
1,0 x 10'° conidios/mL, foi obtido 100% de mortalidade acumulada de soldados e operarias,
oito dias apos a inoculagdo (Figura 6).

Loureiro & Monteiro (2004) avaliaram a eficiéncia de diferentes isolados de B.
bassiana, M. anisopliae e Paecilomyces farinosus para o controle de A. sexdens sexdens,
comprovando a patogenicidade dos fungos a operarias da espécie.

Em outro trabalho realizado por Loureiro & Monteiro (2005), foi avalianda a
patogenicidade de diferentes isolados de B. bassiana, M. anisopliae ¢ Paecilomyces farinosus
sobre soldados de 4. sexdens sexdens, sendo verificado que o isolado JAB 06 de B. bassiana
foi o mais eficaz dentre aqueles avaliados, provocando alta mortalidade na concentracdo de 1
x 10° conidios/mL, menor TLsy (2,6 dias) e alta porcentagem de esporulacdo sobre os
cadaveres.

A mortalidade confirmada elevada ¢ uma caracteristica importante, pois a capacidade
de produzir propagulos do patdgeno pode levar ao desencadeamento de epizootias em campo,

através da disseminacdo dos mesmos no ambiente ¢ contaminacdo de individuos sadios



(Alves & Lecuona, 1998). Além disso, a mortalidade confirmada pode ser escolhida como
parametro para se estudar o comportamento da melhor concentragdo, pois os fungos, como
agentes de controle biolodgico, diferem fundamentalmente dos produtos quimicos, pela
capacidade de aumento da densidade do patéogeno por meio da dispersdo do inoculo

secundario, repetindo o ciclo através da populacao hospedeira (Hajek & St. Legar, 1994).
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Tabela 4. Mortalidade confirmada (%) (+ EP) de operédrias e soldados de A4. sexdens

rubropilosa apo6s inoculagdo com B. bassiana (25 £ 1°C; 70£10% UR; fotofase de 12 horas),

Dourados - MS, 2007.

Tratamentos Beauveria bassiana
Isolado Concentragao Soldados Operarias CV (%)

Testemunha Sem Tween 0,00 + 0,00 fA 0,00 = 0,00 eA 0,00
Testemunha Com Tween 0,00 £ 0,00 fA 0,00 £ 0,00 eA 0,00
10 38,00 £ 6,63 eA 34,00 £ 6,78 dA 41,67
108 70,00 + 10,95 bA 56,00 + 11,66 cA 40,16
IBCB 07 10° 26,00 + 6,00 A 28,00 + 5,83 dA 49,00
10" 58,00 + 5,83 cA 20,00 + 5,47 dB 32,43

10 94,00 + 4,00 aA 98,00 + 2,00 aA 737

108 92,00 + 3,74 aA 84,00 + 6,78 bA 13,92

IBCB 21 10° 58,00 + 7.34 cB 88.00 + 7,34 bA 22,51
10" 88,00 + 3,74 aA 96,00 + 2,44 aA 7,69

10 64,00 + 10,29 bB 92,00 + 5,83 aA 23,98

108 88,00 + 3,74 aB 98,00 + 2,00 aA 721

IBCB 66 10° 44,00 + 5,09 dA 56,00 + 9,27 cA 3347
10'° 60,00 + 7,07 cA 78,00 + 10,19 bA 28.44

10 62,00 + 6,63 bA 68,00 + 5,83 cA 21,48

108 68,00 + 3,74 bA 68,00 + 5,83 cA 16,11
ESALQ 447 10° 68,00 + 3.74 bA 78,00 + 3,74 bA 11,46
10" 84,00 + 2,44 aA 80,00 + 3,16 bA 7,71
10 86,00 + 5,09 aA 82,00 + 3,74 bA 11,90

108 88,00 + 3,74 aA 84,00 + 2,44 bA 8,22

UFGD 02 10° 74,00 + 4,00 bB 86,00 + 2,44 bA 9,27
10'° 88,00 + 2,00 aA 90,00 + 3,16 aA 6,65

10 82,00 + 5,83 aA 84,00 + 5,09 bA 14,76

10° 90,00 + 5,47 aA 88,00 + 3,74 bA 11,78

UFGD 11 10° 86,00 + 5,09 aA 94,00 + 2,44 aA 9,94
10" 82,00 + 3,74 aB 96,00 + 2,44 aA 7,95

CV (%) 20,20 19,15

Valores seguidos pela mesma letra miniscula na coluna e maiuscula na linha, ndo diferem significativamente

entre si, pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

Para analise dados transformados para arcsen (x/ 100)"2.

A concentracdo das suspensdes afetou a mortalidade confirmada, havendo diferengas
significativas entre as mesmas para a maioria dos isolados (Tabela 4). Quando uma maior
quantidade de conidios germina, a invasdo e a colonizagdo do corpo do inseto ¢ mais rapida e

eficiente, dificultando a proliferacdo de outros microrganismos competidores que poderiam



prejudicar a esporulagao do fungo (Neves & Hirose, 2005). No entanto, as concentragdes com
maiores quantidades de conidios nem sempre foram aquelas que apresentaram maior
porcentagem de esporulagdo. A penetragdo dos fungos, principalmente quando utilizados em
concentragdes elevadas, causa o aparecimento de “orificios” no tegumento dos insetos, 0s
quais ficam, assim, sujeitos ao ataque de outros microrganismos. Nesse caso, devido ao fato
de bactérias crescerem muito mais rapidamente que fungos, elas acabam por colonizar o
corpo do hospedeiro, causando septicemia, caracterizada pelo aspecto e odor, e impedindo o
crescimento do patdégeno primario, ou seja, o entomopatdgeno com capacidade de penetragao
e interferindo nos resultados de confirmacao da morte do inseto pelo fungo (Alves & Pereira,
1998), sendo este fato observado no presente trabalho.

As secregoes das glandulas mandibular e metapleural tém sido apontadas como
responsaveis pela assepsia das formigas e manutencdo dos ninhos livre de microrganismos
(Brough, 1983). As satvas produzem mirmecacina através da glandula metatoracica, sendo
que um de seus componentes, o acido B-hidroxido decanoico, possui agao fungicida, que pode
atuar contra os principais fungos entomopatogénicos (Alves & Lecuona, 1998). Porém, estudo
realizado por Diehl & Junqueira (2001) demonstraram que a secrecdo metapleural de
operarias de A. sexdens piriventris nao possui atividade fungicida e/ou fungistatica sobre B.
bassiana.

Segundo Alves & Lecuona (1998), para cada praga ¢ possivel selecionar um
entomopatogeno eficiente para seu controle. E necessario, porém, ter em mente que o
emprego dos entomopatdgenos difere dos inseticidas quimicos normalmente utilizados.
Enquanto os métodos quimicos conseguem reducdo rdpida e temporaria dos prejuizos
econdmicos, os produtos microbianos conseguem mais lentamente resultados semelhantes e

mais duradouros.



Para que seja possivel a obtencdo de novos isolados de fungos promissores no
combate a A. sexdens rubropilosa ¢ preciso dar continuidade a programas de selecdo,
efetuando-se novos testes, com um maior numero de isolados. Neste trabalho foram utilizados
1solados nunca antes testados pra o controle de formigas cortadeiras e os resultados obtidos
indicam o potencial dos mesmos como agentes de controle. A selecdo dos melhores isolados
deve levar em conta alguns fatores como alto indice de mortalidade, em curto periodo de
tempo e elevada esporulacdo nos cadaveres.

Uma vez que as formigas cortadeiras tém alta capacidade de reconhecer elementos
entomopatogénicos e de apresentar comportamentos de defesa e assepsia, torna-se necessario
a obten¢do de linhagens com caracteristicas de alta viruléncia e grande capacidade de

dispersao.

Conclusoes

1. Todos os isolados de B. bassiana testados foram patogé€nicos a A. sexdens
rubropilosa, sendo que operarias foram mais suscetiveis que soldados.

2. O isolado IBCB 21 foi o mais virulento para operarias, apresentando TLsy de 1,57
dias, nao havendo diferenga significativa entre as concentracdes testadas.

3. Para os soldados, o isolado mais virulento foi IBCB 07, com TLsode 2,15 dias, nao
ocorrendo diferenga significativa entre as concentracgoes.

4. O isolado IBCB 21 também causou altas porcentagens de mortalidade confirmada,

apresentando potencial para utilizagdo como agente de controle de 4. sexdens rubropilosa.
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2. CAPITULO 2

Suscetibilidade de Atta sexdens rubropilosa (Forel, 1908) (Hymenoptera: Formicidae) a

Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorokin em condi¢ées de laboratorio
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ABSTRACT. Susceptibility of Atta sexdens rubropilosa (Forel, 1908) (Hymenoptera:
Formicidae) to Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorokin in laboratory conditions. The aim
of this study was to evaluate the pathogenicity of the entomopathogenic fungus Metarhizium
anisopliae on leaf-cutting ants Atta sexdens rubropilosa, under laboratory conditions. It was
inoculated suspensions containing different concentrations of conidia in specimens of soldiers
and workers, kept under controlled conditions. The mortality was verified daily until 15 days
after inoculation. The experimental delineation was entirely randomly. Sporulation data were
submitted to the analysis of variance and the average of the treatments compared each other
by Scott-Knott test. Probit analysis was performed, to obtain the values of TLs, (in days). All
isolates were pathogenic to A. Sexdens rubropilosa, being more virulent for workers than
soldiers. Isolates IBCB 348, IBCB 410 and 425 were the most efficient in mortality of the
ants. IBCB 425 and UFGD 03 caused high percentages of confirmed mortality. Thus, isolates

tested have potential for use as control agents of 4. sexdens rubropilosa.

KEY WORDS. Entomopathogenic fungi; leaf-cutting ant; microbial control.
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RESUMO. Suscetibilidade de Atta sexdens rubropilosa (Forel, 1908) (Hymenoptera:
Formicidae) a Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorokin em condi¢des de laboratorio. O
objetivo deste trabalho foi avaliar a patogenicidade do fungo entomopatogénico Metarhizium
anisopliae sobre formigas cortadeiras Atta sexdens rubropilosa, em condigdes de laboratério.
Foi realizada a inoculagdo de suspensdes contendo diferentes concentragcdes de conidios em
exemplares de soldados e operarias, mantidos sob condi¢des controladas. A mortalidade foi
verificada diariamente até 15 dias apoOs a inoculagdo. O delineamento experimental utilizado
foi o inteiramente casualizado. Os dados de esporulacdo foram submetidos a andlise de
variancia e as médias de tratamentos comparadas pelo teste de Scott-Knott. Foi realizada
analise de Probit para obten¢do dos valores de TLsy (em dias). Todos os isolados foram
patogénicos a A. sexdens rubropilosa, sendo mais virulentos para operdrias do que para
soldados. Os isolados IBCB 348, IBCB 410 e 425 foram os mais eficientes na mortalidade
das formigas. IBCB 425 e UFGD 03 causaram altas porcentagens de mortalidade confirmada.
Portanto, os isolados testados apresentam potencial para utilizagdo como agentes de controle

de A. sexdens rubropilosa.

PALAVRAS-CHAVE. Controle microbiano; formigas cortadeiras; fungos

entomopatogénicos.

INTRODUCAO

As formigas cortadeiras pertencentes ao género Atta, tribo Attini (Hymenoptera:
Formicidae) estdo entre os principais insetos praga das regides neotropicais, sendo
responsaveis por grandes perdas nos sistemas agropecudrio e florestal (Specht et al. 1994;

Herndndez & Jafté 1995). A espécie Atta sexdens rubropilosa (Forel, 1908), popularmente



conhecida como satva-limdo e amplamente distribuida pelo Brasil (Mariconi 1970), ataca
varias culturas, pastagens e reflorestamentos, atuando praticamente sobre qualquer material
vegetal (Herndndez & Jaffé 1995; Boaretto & Forti 1997), o qual corta e transporta para os
ninhos, onde cultiva um fungo simbionte, utilizado como alimento.

As sauvas apresentam alta complexidade social, com colonias populosas e alto grau
de polimorfismo, o que permite um forrageamento eficiente de grandes quantidades de
material vegetal, sendo consideradas herbivoros dominantes da regido Neotropical
(Holldobler & Wilson 1990).

Estas caracteristicas complexas apresentadas por esses insetos, aliadas a um sistema
de prote¢do a rainha, producdo de substincias anti-microbianas, “grooming” (limpeza) e
reconhecimento e remocao de materiais contaminados (Marinho et al. 2006), dificultam o seu
controle.

Atualmente, o controle das formigas cortadeiras ¢ realizado através do uso de grandes
quantidades de produtos fitosanitdrios quimicos, principalmente com a utilizacdo de iscas
granuladas. Porém, esses produtos sdo altamente toxicos, dispendiosos € possuem eficiéncia
reduzida, pois levam ao aparente exterminio da colonia de formigas ou a mudanca de local do
sauveiro, além de conduzir a selegdo de populagdes resistentes (Silva & Diehl-Fleig 1988;
Diehl-Fleig et al. 1988; Diehl-Fleig et al. 1993).

O controle bioldgico através da utilizagdo de fungos entomopatogénicos tém sido
estudado como uma possivel alternativa, pois trata-se de um controle mais especifico,
econdmico e duradouro (Silva & Diehl-Fleig, 1988). Ainda, o wuso de fungos
entomopatogénicos ndo representa risco a saide dos usuarios, consumidores e a0 ambiente, ¢
adequado para o manejo da resisténcia e pode associar-se com outros métodos de controle

(Alves 1998).



Os fungos entomopatogé€nicos atuam no controle microbiano natural de insetos,
constituindo um importante fator de supressao de pragas. A ocorréncia desses patdgenos pode
ser constatada através de epizootias e enzootias nas populacdes de insetos, em condigdes
naturais (Jaccoud et al. 1999; Leite et al. 2003). Beauveria bassiana e Metarhizium
anisopliae t€m sido encontrados infectando rainhas de A. sexdens rubropilosa e A.
bisphaerica (Alves & Sosa Gomes 1983; Diehl-Fleig et al. 1992; Jaccoud et al. 1999).

Apesar dos mecanismos de reconhecimento e defesa contra agentes patogénicos
apresentados pelas formigas cortadeiras, resultados promissores t€ém sido obtidos no controle
microbiano desses insetos (Alves & Sosa Goémes 1983; Wilcken & Berti Filho 1994; Boaretto
& Forti 1997). Porém, os resultados variam de acordo com o tipo de casta estudada e a forma
de aplicagdo destes agentes (Diehl-Fleig & Silva 1986; Diehl-Fleig et al. 1988; Specht et al.
1994; Loureiro & Monteiro 2004, 2005).

Este trabalho objetivou avaliar a eficiéncia de isolados do fungo entomopatogénico
Metarhizium anisopliae para o controle de soldados e operarias de Atta sexdens rubropilosa

em condi¢des de laboratorio.

MATERIAL E METODOS

Os isolados de M. anisopliae utilizados nos bioensaios foram obtidos da Colecdo de
Entomopatogenos da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD) - Faculdade de
Ciéncias Biologicas e Ambientais (Tabela 1).

Soldados e operarias de formigas Atta sexdens rubropilosa foram coletadas em
sauveiros existentes no campus da UFGD e colocadas em recipientes com tampa telada,
separadas por castas e conduzidas até o laboratdrio, onde foram levadas ao freezer por alguns

segundos para a contengdo das mesmas.



Tabela I. Origem dos isolados do fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae utilizados

nos bioensaios com Atta sexdens rubropilosa, em Dourados - MS, 2007.

Isolado Hospedeiro original ou substrato Local da coleta
CG 423 Schistocerca pallens ?
IBCB 348 Mahanarva fimbriolata Sertdozinho — SP
IBCB 410 Amostra de solo Iporanga — SP
IBCB 425 Amostra de solo Iporanga — SP
UFGD 03 Mahanarva fimbriolata Dourados - MS

As culturas fungicas foram obtidas por multiplicagdo em placas de Petri contendo
meio de cultura BDA (batata-dextrose-agar) solido e esterilizado. Apds semeadura pelo
método de trés pontos, as placas foram incubadas em camara B.O.D. a 25 £ 1°C, 70% UR e
fotofase de 12 horas por um periodo de 7 a 15 dias, para crescimento vegetativo e
conidiogénese e posteriormente armazenadas em geladeira (4°C) até a utilizacdo nos
experimentos.

Os conidios foram coletados, raspando-se a superficie do meio de cultura com o
auxilio de uma alca de niquel-cromo e transferidos para tubos de ensaio contendo 10 mL de
agua destilada esterilizada e 0,1 mL de Tween 80 para a preparagdo das diluigdes. Apds
vigorosa agitacdo, o numero de conidios contidos na suspensdo original foi quantificado em
camara de Neubauer. A partir da suspensdo original, foram preparadas diluigdes seriadas
padronizadas nas concentragoes de 1,0 x 107, 1,0x 108, 1,0x 10°e 1,0 x 10" conidios/mL.

Foi realizada a aplicacio de 1 mL das suspensdes contendo as diferentes
concentragdes de conidios nas placas de Petri e em seguida, grupos de 10 formigas foram
colocados no interior das placas. Foram utilizados dois tratamentos testemunha, sendo um
formado por solugdo de dgua destilada esterilizada + espalhante adesivo Tween 80, e outro,
apenas por agua destilada esterilizada.

Os insetos foram mantidos nas placas contendo um chumago de algoddo umedecido

com agua destilada esterilizada, sem alimentagdo, e condi¢des controladas em camara B.O.D



a 25 = 1°C, 70% UR e fotofase de 12 horas. Neste periodo, a dgua foi reposta, quando
necessario, para a manutencdao da umidade. O experimento foi avaliado diariamente por até 15
dias, sendo os insetos mortos imersos em solucdo de alcool 70% e agua destilada esterilizada
para desinfestagdo superficial e acondicionados em novas placas, mantidas em iguais
condi¢des descritas anteriormente para permitir o crescimento micelial e conidiogénese na
superficie do inseto e confirmar o agente causal da morte.

Para cada tratamento foram preparadas cinco repeti¢des, sendo calculados os dados de
mortalidade confirmada (porcentagem de insetos nos quais ocorreu a esporulacdo do fungo) e
mortalidade total acumulada (porcentagem de mortalidade independente da causa). Os dados
referentes a esporulacdo foram submetidos a andlise de varidncia e as médias comparadas
entre si pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade, utilizando-se o programa estatistico
Sisvar ® (Ferreira 2000), segundo o delineamento experimental inteiramente casualizado.
Para obtencao dos valores de TLs, (em dias) foi realizada andlise de Probit para os diferentes

tratamentos, utilizando-se o programa estatistico Mobae.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os isolados testados do fungo M. anisopliae foram patogénicos a operarias e
soldados de A. sexdens rubropilosa. Nas tabelas 2 e 3 estdo apresentados os tempos letais
medianos (TLsg). Silva & Diehl-Fleig (1988) testaram diferentes isolados de B. bassiana e M.
anisopliae para o controle de soldados e cortadeiras de A. sexdens piriventris. Através de
bioensaios em laboratorio e testes em campo, comprovaram a patogenicidade dos fungos ao
inseto, obtendo TLsy de 2,00 e 3,00 dias para os dois isolados de M. anisopliae testados. Os
resultados obtidos em campo, segundo os autores, indicam que existem reais possibilidades de

empregar estes fungos para o controle do inseto.



De acordo com a andlise de Probit, ndo ocorreu diferenca significativa entre as
concentragdes para a maioria dos isolados testados. De modo geral, os menores valores de
tempos letais medianos foram obtidos com as concentragdes contendo as maiores quantidades
de conidios. Em alguns casos, os isolados ndo se adequaram ao modelo de Probit, por ter
ocorrido um y* significativo e elevada heterogeneidade dos dados (Tabelas 2 ¢ 3).

Os 1solados IBCB 348 e IBCB 410 foram os mais virulentos para operarias de A.
sexdens rubropilosa, com TLsyde 1,28 e 1,29 dias, respectivamente, para a concentragdo 1,0 x
10" conidios/mL (Tabela 3). Com relagio aos soldados, o isolado mais virulento foi IBCB
410, com valores de TLs, variando entre 1,87 e 2,99 dias, seguido por IBCB 425 (2,15 a 2,75
dias) (Tabela 2).

Os isolados testados foram mais virulentos para operarias do que para os soldados.
Estes resultados concordam com os obtidos por Alves & Sosa-Gomes (1983), que também
comprovaram maior suscetibilidade de operdrias em relagdo aos soldados de A. sexdens
rubropilosa a isolados de B. bassiana e M. anisopliae. No entanto, verificaram tempos letais
medianos mais elevados (2,8 e 4,05 dias, para cortadeiras e soldados, respectivamente),
utilizando o fungo M. anisopliae.

As operarias desempenham um papel fundamental na manuten¢do da esponja fingica,
contribuindo para assegurar o desenvolvimento do fungo simbionte e garantindo assim, que o
ninho mantenha-se saudavel (Bass & Cherret 1994). Desta forma, esta casta pode ser
considerada um alvo potencial para o controle de ninhos.

Jaccoud et al. (1999) investigaram os efeitos de M. anisopliae, aplicando esporos do
fungo em arenas de forrageamento de mini-ninhos de A. sexdens rubropilosa. Todos os
ninhos tratados sofreram aumento na mortalidade de formigas durante os primeiros dez dias
apos a aplicagdo. Além disso, foi verificada diminuicdo da atividade de forrageamento, bem

como efeito sobre a saude do jardim de fungo. A mortalidade das formigas foi particularmente



elevada para a casta de operdrias médias, as quais desempenharam um grande papel na

tentativa de limpar os esporos. Portanto, por ser um grupo mais exposto, conseqiientemente

espera-se que esta casta sofra os mais elevados indices de mortalidade.

Tabela II. Tempos letais medianos (TLsp) em dias, intervalos de confianga (IC) (P < 0,05),

equacdes de regressdo linear e valores de x* obtidos pela analise de Probit para a atividade

patogénica de M. anisopliae sobre soldados de Atta sexdens rubropilosa.

Isolado/Concentracao TLso Intervalo de Equagao X
(em dias)  Confianga (IC)
CG 423
1,0x 10" 7,24 (5,56; 9,43) Y= 1,92 + 3,57.logx 93,79%
1,0x 10° 5,98 (4,65; 7,68) Y=12,36 + 3,39.logx 63,10%
1,0 x 10° 6,42 (5,51; 7,49) Y=12,01 + 3,69.logx 27,24%
1,0x 10’ 4,25 (3,42; 5,28) Y=13,63 +2,17.logx 13,18
IBCB 348
1,0x 10" 2,28 (1,75; 2,96) Y=3,71 + 3,57 .logx 9,63*
1,0x 10° 2,97 (2,53; 3,48) Y=3,35+ 3,47 logx 8,50
1,0 x 10° 2,48 (2,11;2,92) Y=3,70 + 3,28.logx 6,92
1,0x 10’ 2,71 (2,16; 3,41) Y= 3,69 + 3,00.logx 16,75%
IBCB 410
1,0x 10" 1,87 (1,33; 2,62) Y=14,12 + 3,20.logx 11,11%
1,0x 10° 2,30 (2,05; 2,59) Y=3,89 + 3,03.logx 2,92
1,0 x 10° 2,08 (1,68; 2,56) Y=4,01 + 3,07.logx 6,66
1,0x 10’ 2,99 (2,45; 3,63) Y=3,67 +2,78.logx 12,38
IBCB 425
1,0x 10" 2,15 (1,61; 2,88) Y=3,77 + 3,66.logx 11,74%
1,0 x 10° 2,39 (1,93; 2,96) Y=13,56 + 3,79.logx 7,31
1,0 x 10° 2,75 (1,99; 3,80) Y=3,74 + 2,85.logx 2527%
1,0x 10’ 2,29 (1,90; 2,75) Y=3,86 + 3,14.logx 5,83
UFGD 03
1,0x 10" 5,59 (4,58; 6,82) Y=2,26 + 3,66.logx 51,90%
1,0x 10° 5,29 (4,28; 6,53) Y=12,53 +3.,41.logx 17,79%
1,0 x 10° 6,01 (4,62; 7,81) Y=2,34 + 3,40.logx 38,09%*
1,0 x 10’ 6,55 (5,51;7,79) Y= 1,88 + 3.81.logx 45,02%

* x significativo (P < 0,05)
n=50



Tabela III. Tempos letais medianos (TLsp) em dias, intervalos de confianga (IC) (P < 0,05),
equacdes de regressdo linear e valores de x* obtidos pela analise de Probit para a atividade

patogénica de M. anisopliae sobre operarias de Atta sexdens rubropilosa.

Isolado/Concentracao TLsg Intervalo de Equagao X
(em dias)  Confianga (IC)
CG 423
1,0x 10" 2,27 (1,88;2,75) Y=3,91 +3,02.logx 2,21
1,0x 10° 2,44 (1,92; 3,10) Y=3,54 + 3,75.logx 9,22
1,0 x 10° 3,31 (3,00; 3,66) Y=13,16 + 3,52.logx 5,83
1,0x 10’ 2,97 (2,59; 3,41) Y=13,10 + 3,99.logx 3,84
IBCB 348
1,0x 10" 1,28 0,77; 2,11) Y= 4,66 + 3,10.logx 2,80
1,0x 10° 1,62 (1,07; 2,44) Y=4,30 + 3,28.logx 8,17*
1,0 x 10° 2,16 (1,33; 3,50) Y=14,02 +2,90.logx 13,01*
1,0x 10’ 2,08 (1,68; 2,58) Y=13,79 + 3,76.logx 6,44
IBCB 410
1,0x 10" 1,29 (0,84; 2,01) Y=14,63 + 3,22.logx 2,33
1,0x 10° 1,74 (0,89; 3,39) Y= 4,25+ 3,07.logx 7,66*
1,0 x 10° 1,59 (1,16; 2,17) Y=4,19 + 3,98.logx 2,32
1,0x 10’ 2,03 (1,56; 2,64) Y=3,85 +3,72.logx 5,29
IBCB 425
1,0x 10" 1,77 (1,15; 2,70) Y= 4,30+ 2,78.logx 12,89%
1,0x 10° 2,58 (1,96; 3,39) Y=3,78 +2,94.logx 13,53%
1,0 x 10° 2,49 (2,14; 2,89) Y=3,65 + 3,38.logx 1,75
1,0 x 10’ 2,78 (2,43; 3,17) Y=13,23 +3,97.logx 1,79
UFGD 03
1,0 x 10" 4,08 (3,63; 4,60) Y=12,55 + 4,00.logx 15,71
1,0x 10° 3,46 (3,04; 3,95) Y= 3,00 + 3,68.logx 7,29
1,0 x 10° 3,62 (3,22; 4,08) Y=3,12 + 3,34.logx 11,18
1,0 x 10’ 3,77 (3,56; 3,99) Y=12,85+3,71.logx 1,84

* x significativo (P < 0,05)

n=>50

Para os isolados IBCB 348 ¢ IBCB 410, ocorreu 100% de mortalidade acumulada de

operarias e soldados, cinco e sete dias apOs a inoculacdo, respectivamente, utilizando-se a
concentragio de 1,0 x 10" conidios/mL (Figuras 2 e 3). A rapidez com que o patogeno mata
seu hospedeiro ¢ uma caracteristica desejavel para o controle de muitas pragas, porém nao
deve ser considerada como tUnica. O isolado deve ser capaz de proporcionar elevada
mortalidade final (Tamai 2002). Para insetos sociais como as formigas, o efeito rapido do

inseticida ndo € uma caracteristica desejavel, pois estes insetos apresentam comportamento de



protecao a colonia que envolve o isolamento dos individuos doentes do restante da coldnia,

impedindo a transmissao e/ou disseminac¢do do fungo entre os individuos sadios.
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Figura 1 - Mortalidade acumulada (%) de operarias e
soldados de A. sexdens rubropilosa apds a inoculagdo com
M. anisopliae isolado CG 423 (25 £ 1°C; 70 £ 10% UR;
fotofase de 12 horas).
Para o isolado CG 423, aplicando-se a menor concentracdo de conidios em soldados

(1,0 x 107 conidios/mL), ocorreu a maior taxa de mortalidade, sendo que ao décimo dia apos a

inoculacdo foi obtido 100% de mortalidade acumulada, enquanto que para a maior



concentracdo (1,0 x 10" conidios/mL), a mortalidade total dos soldados foi obtida ao décimo
terceiro dia (Figura 1). Isto indica uma caracteristica interessante, uma vez que se torna mais
interessante utilizar uma menor quantidade de propagulos para que ocorra o desenvolvimento
da doenca. Por outro lado, quando se utiliza um elevado potencial de inoculo, os resultados
podem ser inesperados, pois um grande numero de conidios de fungo sobre o tegumento do
inseto pode ter influéncia negativa na germinacdo dos mesmos ou ainda, favorecer a
penetracdo de bactérias contaminantes, gerando septicemia e resultando na morte rdpida do
inseto (Alves & Lecuona 1998).

Busarello et al. (2007) testaram a eficiéncia dos isolados IBCB 425 ¢ UFGD 03 de M.
anisopliae para o controle de soldados de Atta laevigatta, utilizando suspensdes contendo 1,0
x 107, 1,0 x 10* ¢ 1,0 x 10’ conidios/mL. Os valores de TLs, variaram entre 1,77 e 3,45 para
IBCB 425, e entre 2,33 e 3,14 dias para UFGD 03, sendo que o isolado IBCB 425 foi o mais
virulento, na concentragdo de 1,0 x 10° conidios/mL, apresentando TLsy de 1,77 dias. O
mesmo isolado (IBCB 425) também demonstrou maior capacidade de esporulagdo nos
cadaveres das formigas, apresentando 100% de mortalidade confirmada. No presente trabalho,
testando-se os mesmos isolados sobre soldados, obteve-se valores maiores de TLsy para a
mesma concentracao, 2,29 dias e 6,55 dias, para os isolados IBCB 425 ¢ UFGD 03,
respectivamente (Tabela 2), o que pode indicar que soldados de 4. sexdens rubropilosa sao
mais resistentes a estes isolados do que A. laevigatta. Ainda, neste trabalho, também foram
obtidas altas porcentagens de mortalidade confirmada em soldados de A. sexdens rubropilosa
utilizando-se o isolado IBCB 425 (92 a 98%) (Tabela 4). Para o isolado UFGD 03 foi obtido
100% de mortalidade acumulada de soldados e operarias, nove dias apds a inoculagdo,
utilizando a concentragdo 1,0 x 10° conidios/mL (Figura 5). Em relagdo ao isolado IBCB 425,
obteve-se 100% de mortalidade acumulada, sete e oito dias apds a inoculacdo, para soldados e

operarias, respectivamente, utilizando-se a mesma concentragao (Figura 4).
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Figura 2 - Mortalidade acumulada (%) de operarias e
soldados de A. sexdens rubropilosa apds a inoculagdo com
M. anisopliae isolado IBCB 348 (25 + 1°C; 70 + 10% UR;
fotofase de 12 horas).

A variacao na patogenicidade entre os isolados pode estar relacionada a fatores como a
baixa viruléncia do isolado, especificidade, tolerancia do hospedeiro, entre outros (Alves
1998). Segundo Paccola-Meirelles & Azevedo (1990) esta variabilidade ¢ resultado das
diferengas na produ¢do de enzimas (amilase, protease, lipase) e toxinas, na velocidade de

germinagdo dos conidios, na atividade mecanica de penetragdo na cuticula e na capacidade de

colonizacao dos isolados.
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Figura 3 - Mortalidade acumulada (%) de operarias e
soldados de A. sexdens rubropilosa apds a inoculagdo com
M. anisopliae isolado IBCB 410 (25 £ 1°C; 70 £ 10% UR;
fotofase de 12 horas).

A mortalidade confirmada, representada pelo numero de caddveres nos quais se
observou a esporulagdo do fungo, variou entre 46 e 98% para operarias e 52 e 98% para
soldados, ndo ocorrendo diferenga significativa entre os valores de esporulagdo para operarias
e soldados (Tabela 4). Também ndo houve diferenca significativa entre as concentragdes

testadas com relacdo a mortalidade confirmada, exceto para o isolado UFGD 03, na

concentracdo 1,0 x 107 conidios/mL (Tabela 4).
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Figura 4 - Mortalidade acumulada (%) de operarias e
soldados de A. sexdens rubropilosa apds a inoculagdo com
M. anisopliae isolado IBCB 425 (25 £ 1°C; 70 £ 10% UR;
fotofase de 12 horas).
O isolado IBCB 425 causou a maior porcentagem de mortalidade confirmada,
variando entre 92 e 98% para soldados e 96 e 98% para operarias, seguido do isolado UFGD

03, variando entre 64 ¢ 90% para soldados e 86 ¢ 96% para operarias, ambos diferindo

significativamente dos demais.
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M. anisopliae isolado UFGD 03 (25 = 1°C; 70 + 10% UR;
fotofase de 12 horas).

A baixa porcentagem de mortalidade confirmada apresentada por alguns isolados pode
estar relacionada a alguns fatores, ndo descartando totalmente a possibilidade dos insetos
terem sido mortos pelo fungo. Em alguns casos, o alcool utilizado na desinfestagdo externa
pode ter inviabilizado o fungo apos sua entrada no interior do cadaver por eventuais fissuras

no tegumento, provocadas durante o manuseio dos mesmos (Tamai 2002). A contaminagdo

externa dos insetos também pode ser maior quando sdo manipulados durante a instalagdo dos



bioensaios. Ainda, a penetracdo dos fungos, principalmente quando utilizados em
concentragoes elevadas, pode causar o aparecimento de “orificios” no tegumento dos insetos,
os quais ficam, assim, sujeitos ao ataque de outros microrganismos. Desta forma, devido ao
fato de bactérias crescerem muito mais rapidamente que fungos, elas acabam por colonizar o
corpo do hospedeiro, causando septicemia, caracterizada pelo aspecto e odor, e impedindo o
crescimento do patdégeno primario, ou seja, o entomopatdégeno com capacidade de penetragao
e interferindo nos resultados de confirmacao da morte do inseto pelo fungo (Alves & Pereira
1998).

Nos tratamentos testemunha, nos quais foi aplicado apenas dgua destilada ou agua
destilada + espalhante adesivo, ndo ocorreu esporulacdo do fungo sobre os cadaveres, o que
indica que a mortalidade ocorrida nesse grupo nao foi resultado da infec¢ao pelo fungo M.
anisopliae (Tabela 4).

A mortalidade confirmada elevada ¢ uma caracteristica importante, pois a capacidade
de produzir propagulos do patégeno pode levar ao desencadeamento de epizootias em campo,
através da disseminacdo dos mesmos no ambiente ¢ contaminagdo de individuos sadios
(Alves & Lecuona 1998). Além disso, a mortalidade confirmada pode ser escolhida como
parametro para se estudar o comportamento da melhor concentragdo, pois os fungos, como
agentes de controle biolodgico, diferem fundamentalmente dos produtos quimicos, pela
capacidade de aumento da densidade do patdogeno por meio da dispersdo do inoculo

secundario, repetindo o ciclo através da populacao hospedeira (Hajek & St. Legar 1994).



Tabela IV. Mortalidade confirmada (%) (£ EP) de operarias e soldados de A. sexdens
rubropilosa apo6s inoculacdo com M. anisopliae (25 = 1°C; 70£10% UR; fotofase de 12

horas), Dourados - MS, 2007.

Tratamentos Metarhizium anisopliae
Isolado Concentragao Soldados Operarias CV (%)
Testemunha Sem Tween 0,00 £ 0,00 dA 0,00 £0,00 cA 0,00
Testemunha Com Tween 0,00 £ 0,00 dA 0,00 £0,00 cA 0,00
107 54,00 = 5,09 cA 54,00 = 8,12 bA 31,23
108 52,00 + 7,34 cA 50,00 + 3,16 bA 27,32
CG 423 10° 62,00 + 3,74 cA 58,00 + 3,74 bA 16,29
10" 70,00 + 5,47 cA 64,00 + 5,09 bA 21,45
10’ 58,00 + 5,83 cA 50,00 + 4,47 bA 24,17
10® 52,00 £ 6,63 cA 48,00 + 3,74 bA 26,62
IBCB 348 10° 52,00 + 3,74 cA 52,00 + 3,74 bA 17,76
10'° 58,00 = 3,74 cA 52,00 = 3,74 bA 17,28
10’ 58,00 + 5,83 cA 56,00 + 5,09 bA 24,30
108 54,00 + 6,78 cA 46,00 + 5,09 bA 29.18
IBCB 410 10° 60,00 + 3,16 cA 56,00 + 5,09 bA 18,63
10'° 68,00 + 5,83 cA 62,00 = 3,74 bA 20,41
107 98,00 = 2,00 aA 96,00 + 2,44 aA 15,71
108 96,00 + 2,44 aA 98,00 = 2,00 aA 15,71
IBCB 425 10° 92,00 + 3,74 aA 98,00 + 2,00 aA 18,34
10" 92,00 + 2,00 aA 96,00 + 2,44 aA 17,34
10 64,00 + 5,09 cB 96,00 + 4,00 aA 21,52
108 80,00 = 4,47 bA 90,00 + 7,74 aA 28,29
UFGD 03 10° 84,00 + 6,78 bA 86,00 + 8,71 aA 35,77
10" 90,00 + 5,47 aA 92,00 + 3,74 aA 25,47
CV (%) 24,57 25,74

Valores seguidos pela mesma letra miniscula na coluna e maiuscula na linha, ndo diferem significativamente

entre si, pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

Para analise dados transformados para arcsen (x/ 100)"2.

Para o controle de insetos sociais, ¢ muito importante considerar o tempo letal e a
capacidade de esporulacao do isolado sobre os cadaveres. Assim, quanto menor o tempo letal
associado a uma rapida esporulacdo, maiores chances o fungo tera de atingir um elevado
potencial de indculo dentro dos ninhos, antes que consigam retirar todos os cadaveres (Stimac
et al. 1987). Sob este aspecto, o isolado 425 obteve bons resultados, devendo ser considerado
para o controle de sativas, ja que apresentou elevada porcentagem de esporulagdo sobre os

cadaveres, estando ainda, entre os isolados com menores tempos letais.



Alguns autores t€m sugerido que as secregdes produzidas pelas glandulas mandibular
e metapleural sdao responsaveis pela assepsia das formigas e manutencao dos ninhos livre de
microrganismos (Brough 1983). As satvas produzem mirmecacina através da glandula
metatoracica, sendo que um de seus componentes, o dcido B-hidroxido decanoico, possui agao
fungicida, que pode atuar contra os principais fungos entomopatogénicos (Alves & Lecuona
1998). Porém, estudo realizado por Diehl & Junqueira (2001) demonstraram que a secre¢ao
metapleural de operarias de A. sexdens piriventris nao possui atividade fungicida e/ou
fungistatica sobre B. bassiana.

Segundo Jaccoud et al. (1999), o estresse provocado pela presenga do fungo ¢
suficiente para alterar a homeostase social da colonia e mata-la. Dentro da perspectiva de
controle, esta caracteristica a particularmente interessante, sugerindo que ndo ¢ necessario
matar diretamente todas as formigas com o agente de controle.

Segundo Alves & Lecuona (1998), para cada praga € possivel selecionar um
entomopatogeno eficiente para seu controle. E necessario, porém, ter em mente que o
emprego dos entomopatdgenos difere dos inseticidas quimicos normalmente utilizados.
Enquanto os métodos quimicos conseguem reducdo rapida e tempordria dos prejuizos
econdmicos, os produtos microbianos conseguem mais lentamente resultados semelhantes e
mais duradouros.

Para que seja possivel a obtencdo de novos isolados de fungos promissores no
combate a A. sexdens rubropilosa ¢ preciso dar continuidade a programas de selegdo,
efetuando-se novos testes, com um maior numero de isolados. Neste trabalho foram utilizados
isolados nunca antes testados para o controle de formigas cortadeiras e os resultados obtidos

indicam o potencial dos mesmos como agentes de controle.



CONCLUSAO

Todos os isolados de M. anisopliae testados foram patogénicos a A. sexdens
rubropilosa, sendo mais virulentos para operarias do que para soldados.

Os isolados IBCB 348 e¢ IBCB 410 foram os mais eficientes na mortalidade de
operarias. Para os soldados, os isolados mais virulentos foram IBCB 410 e IBCB 425.
IBCB 425 e UFGD 03 causaram altas porcentagens de mortalidade confirmada.

Os isolados testados apresentam potencial para utilizacdo como agentes de controle de

A. sexdens rubropilosa.
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ANEXOS



ANEXO A

INSTRUCOES AOS AUTORES — PESQUISA AGROPECUARIA BRASILEIRA

Escopo e politica editorial

A revista Pesquisa Agropecuiria Brasileira (PAB) ¢ uma
publicacdo mensal da Embrapa, que edita e publica trabalhos
técnico-cientificos originais, em portugués, espanhol ou inglés,
resultantes de pesquisas de interesse agropecuario. A principal
forma de contribuigdo ¢ o Artigo, mas a PAB também publica
Notas Cientificas, Novas Cultivares e Revisoes a convite do
Editor.

Forma e preparacio de manuscritos

Analise dos artigos

A Comissao Editorial faz a andlise dos trabalhos antes de submeté-los a assessoria
cientifica. Nessa andlise, consideram-se aspectos como escopo, apresentacao do artigo
segundo as normas da revista, formulacdo do objetivo de forma clara, clareza da
redacdo, fundamentacdo tedrica, atualizagdo da revisdo da literatura, coeréncia e
precisdo da metodologia, resultados com contribuicdo significativa, discussao dos fatos
observados em relacdo aos descritos na literatura, qualidade das tabelas e figuras,
originalidade e consisténcia das conclusdes. Apos a aplicacdo desses critérios, se o
nimero de trabalhos aprovados ultrapassa a capacidade mensal de publicacdo, ¢
aplicado o critério da relevancia relativa, pelo qual sdo aprovados os trabalhos cuja
contribui¢do para o avan¢o do conhecimento cientifico ¢ considerada mais significativa.
Esse critério ¢ aplicado somente aos trabalhos que atendem aos requisitos de qualidade
para publicagdo na revista, mas que, em razdo do elevado numero, ndo podem ser todos
aprovados para publicacdo. Os trabalhos rejeitados sao devolvidos aos autores e os
demais sdo submetidos a analise de assessores cientificos, especialistas da area técnica
do artigo.

Forma e preparaciao de manuscritos

Os trabalhos enviados & PAB devem ser inéditos e ndo podem ter sido encaminhados a
outro periddico cientifico ou técnico. Dados publicados na forma de resumos, com mais
de 250 palavras, ndo devem ser incluidos no trabalho.

Sao considerados, para publicacdo, os seguintes tipos de trabalho: Artigos Cientificos,
Notas Cientificas, Novas Cultivares e Artigos de Revisdo, este ultimo a convite do
Editor.

Os trabalhos publicados na PAB s3o agrupados em areas técnicas, cujas principais sao:
Entomologia, Fisiologia Vegetal, Fitopatologia, Fitotecnia, Fruticultura, Genética,
Microbiologia, Nutricdo Mineral, Solos e Zootecnia.



O texto deve ser digitado no editor de texto Microsoft Word, em espago duplo, fonte
Times New Roman, corpo 12, folha formato A4, com margens de 2,5 cm e com paginas
e linhas numeradas.

Organizacgao do Artigo Cientifico
A ordenacao do artigo deve ser feita da seguinte forma:

Artigos em portugués - Titulo, autoria, enderecos institucionais e eletronicos, Resumo,
Termos para indexacdo, titulo em inglés, Abstract, Index terms, Introducao, Material e
M¢étodos, Resultados e Discussdo, Conclusdes, Agradecimentos, Referéncias, tabelas e
figuras.

Artigos em inglés - Titulo, autoria, enderecos institucionais e eletronicos, Abstract,
Index terms, titulo em portugués, Resumo, Termos para indexa¢do, Introduction,
Materials and Methods, Results and Discussion, Conclusions, Acknowledgements,
References, tables, figures.

Artigos em espanhol - Titulo, autoria, enderegos institucionais e eletronicos, Resumen,
Términos para indexacion; titulo em inglés, Abstract, Index terms, Introduccion,
Materiales y Métodos, Resultados y Discusién, Conclusiones, Agradecimientos,
Referencias, cuadros e figuras.

O titulo, o resumo e os termos para indexacdo devem ser vertidos fielmente para o
inglés, no caso de artigos redigidos em portugués e espanhol, e para o portugués, no
caso de artigos redigidos em inglés.

O artigo cientifico deve ter, no mdximo, 20 paginas, incluindo-se as ilustragdes (tabelas
e figuras), que devem ser limitadas a seis, sempre que possivel.

Titulo

Deve representar o conteido e o objetivo do trabalho e ter no maximo 15 palavras,
incluindo-se os artigos, as preposi¢des € as conjungaoes.

Deve ser grafado em letras mintsculas, exceto a letra inicial, e em negrito.

Deve ser iniciado com palavras chaves e ndo com palavras como “efeito” ou
“influéncia”.

Nao deve conter nome cientifico, exceto de espécies pouco conhecidas; neste caso,
apresentar somente o nome bindrio.

Nao deve conter subtitulo, abreviacoes, formulas e simbolos.

As palavras do titulo devem facilitar a recuperacdo do artigo por indices desenvolvidos
por bases de dados que catalogam a literatura.



Nomes dos autores

Grafar os nomes dos autores com letra inicial maitscula, por extenso, separados por
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virgula; os dois Ultimos sdo separados pela conjungdo “e”, “y” ou “and”, no caso de
artigo em portugués, espanhol ou em inglé€s, respectivamente.

O ultimo sobrenome de cada autor deve ser seguido de um numero em algarismo
arabico, em forma de expoente, entre parénteses, correspondente a chamada de endereco
do autor.

Endereco dos autores

Sao apresentados abaixo dos nomes dos autores, o nome e o endereco postal completos
da instituicdo e o endereco eletronico dos autores, indicados pelo nimero em algarismo
arabico, entre parénteses, em forma de expoente.

Devem ser agrupados pelo endereco da instituigao.

Os enderecos eletronicos de autores da mesma instituicdo devem ser separados por
virgula.

Resumo

O termo Resumo deve ser grafado em letras mindsculas, exceto a letra inicial, na
margem esquerda, e separado do texto por travessao.

Deve conter, no maximo, 200 palavras, incluindo numeros, preposi¢des, conjungdes €
artigos.

Deve ser elaborado em frases curtas e conter o objetivo, o material e os métodos, os
resultados e a conclusao.

Nao deve conter citagdes bibliograficas nem abreviaturas.

O final do texto deve conter a principal conclusdo, com o verbo no presente do
indicativo.

Termos para indexacao

A expressdao Termos para indexacdo, seguida de dois-pontos, deve ser grafada em letras
minusculas, exceto a letra inicial.

Os termos devem ser separados por virgula e iniciados com letra minuscula.

Devem ser no minimo trés € no maximo seis, considerando-se que um termo pode
possuir duas ou mais palavras.

Nao devem conter palavras que componham o titulo.



Devem conter o nome cientifico (s6 0 nome binério) da espécie estudada.

Devem, preferencialmente, ser termos contidos no AGROVOC: Multilingual
Agricultural Thesaurus (http://www.fao.org/aims/ag_intro.htm) ou no Indice de
Assuntos da base SciELO (http://www.scielo.br).

Introducio

A palavra Introdugdo deve ser centralizada e grafada com letras minusculas, exceto a
letra inicial, e em negrito.

Deve ocupar, no maximo, duas paginas.
Deve apresentar a justificativa para a realizagdo do trabalho, situar a importancia do
problema cientifico a ser solucionado e estabelecer sua relagdo com outros trabalhos

publicados sobre o assunto.

O ultimo pardgrafo deve expressar o objetivo de forma coerente com o descrito no
inicio do Resumo.

Material e Métodos

A expressao Material e Métodos deve ser centralizada e grafada em negrito; os termos
Material e Métodos devem ser grafados com letras mintsculas, exceto as letras iniciais.

Deve ser organizado, de preferéncia, em ordem cronoldgica.

Deve apresentar a descri¢ao do local, a data e o delineamento do experimento, e indicar
os tratamentos, o numero de repeti¢des e o tamanho da unidade experimental.

Deve conter a descricao detalhada dos tratamentos e variaveis.
Deve-se evitar o uso de abreviagdes ou as siglas.

Os materiais e os métodos devem ser descritos de modo que outro pesquisador possa
repetir o experimento.

Devem ser evitados detalhes supérfluos e extensas descrigdes de técnicas de uso
corrente.

Deve conter informacao sobre os métodos estatisticos e as transformagdes de dados.

Deve-se evitar o uso de subtitulos; quando indispensaveis, grafd-los em negrito, com
letras minusculas, exceto a letra inicial, na margem esquerda da pagina.

Resultados e Discussao

A expressdo Resultados e Discussdo deve ser centralizada e grafada em negrito, com
letras minusculas, exceto a letra inicial.
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Deve ocupar quatro paginas, no maximo.
Todos os dados apresentados em tabelas ou figuras devem ser discutidos.
As tabelas e figuras sao citadas seqiiencialmente.

Os dados das tabelas e figuras ndo devem ser repetidos no texto, mas discutidos em
relag@o aos apresentados por outros autores.

Evitar o uso de nomes de variaveis e tratamentos abreviados.
Dados nao apresentados ndo podem ser discutidos.

Nao deve conter afirmacdes que ndo possam ser sustentadas pelos dados obtidos no
proprio trabalho ou por outros trabalhos citados.

As chamadas as tabelas ou as figuras devem ser feitas no final da primeira ora¢dao do
texto em questdo; se as demais sentengas do paragrafo referirem-se a mesma tabela ou
figura, ndo € necessaria nova chamada.

Nao apresentar os mesmos dados em tabelas e em figuras.

As novas descobertas devem ser confrontadas com o conhecimento anteriormente
obtido.

Conclusoes

O termo Conclusoes deve ser centralizado e grafado em negrito, com letras mintsculas,
exceto a letra inicial.

Devem ser apresentadas em frases curtas, sem comentarios adicionais, com o verbo no
presente do indicativo.

Devem ser elaboradas com base no objetivo do trabalho.
Nao podem consistir no resumo dos resultados.

Devem apresentar as novas descobertas da pesquisa.
Devem ser numeradas € no maximo cinco.
Agradecimentos

A palavra Agradecimentos deve ser centralizada e grafada em negrito, com letras
minusculas, exceto a letra inicial.

Devem ser breves e diretos, iniciando-se com “Ao, Aos, A ou As” (pessoas ou
institui¢des).



Devem conter o motivo do agradecimento.
Referéncias

A palavra Referéncias deve ser centralizada e grafada em negrito, com letras
minusculas, exceto a letra inicial.

Devem ser de fontes atuais e de periddicos: pelo menos 70% das referéncias devem ser
dos ultimos 10 anos e 70% de artigos de periddicos.

Devem ser normalizadas de acordo com a NBR 6023 da ABNT, com as adaptagdes
descritas a seguir.

Devem ser apresentadas em ordem alfabética dos nomes dos autores, separados por
ponto-e-virgula, sem numeragao.

Devem apresentar os nomes de todos os autores da obra.

Devem conter os titulos das obras ou dos periddicos grafados em negrito.

Devem conter somente a obra consultada, no caso de citagdo de citacao.

Todas as referéncias devem registrar uma data de publicagdo, mesmo que aproximada.
Devem ser trinta, no maximo.

Exemplos:

Artigos de Anais de Eventos (aceitos apenas trabalhos completos)

AHRENS, S. A fauna silvestre ¢ 0 manejo sustentavel de ecossistemas florestais. In:
SIMPOSIO LATINO-AMERICANO SOBRE MANEJO FLORESTAL, 3., 2004, Santa
Maria. Anais. Santa Maria: UFSM, Programa de Pods-Graduagdo em Engenharia
Florestal, 2004. p.153-162.

Artigos de periodicos

SANTOS, M.A. dos; NICOLAS, M.F.; HUNGRIA, M. Identificagdo de QTL
associados a simbiose entre Bradyrhizobium japonicum, B. elkanii e soja. Pesquisa
Agropecuaria Brasileira, v.41, p.67-75, 2006.

Capitulos de livros

AZEVEDO, DM.P. de; NOBREGA, L.B. da; LIMA, E.F.; BATISTA, F.A.S;
BELTRAO, N.E. de M. Manejo cultural. In: AZEVEDO, D.M.P.; LIMA, E.F. (Ed.). O

agronegocio da mamona no Brasil. Campina Grande: Embrapa Algodao; Brasilia:
Embrapa Informacao Tecnologica, 2001. p.121-160.



Livros

OTSUBO, A.A.; LORENZI, J.O. Cultivo da mandioca na Regido Centro-Sul do
Brasil. Dourados: Embrapa Agropecudria Oeste; Cruz das Almas: Embrapa Mandioca e
Fruticultura, 2004. 116p. (Embrapa Agropecuaria Oeste. Sistemas de producao, 6).

Teses

HAMADA, E. Desenvolvimento fenologico do trigo (cultivar IAC 24 - Tucurui),
comportamento espectral e utilizacdo de imagens NOAA-AVHRR. 2000. 152p.
Tese (Doutorado) - Universidade Estadual de Campinas, Campinas.

Fontes eletronicas

EMBRAPA AGROPECUARIA OESTE. Avaliacdo dos impactos econdmicos, sociais
e ambientais da pesquisa da Embrapa Agropecuaria Qeste: relatério do ano de
2003. Dourados: Embrapa Agropecudria Oeste, 2004. 97p. (Embrapa Agropecudria
Oeste. Documentos, 66). Disponivel em:
<http://www.cpao.embrapa.br/publicacoes/ficha.php?tipo=DOC&num=66&ano=2004>.
Acesso em: 18 abr. 2006.

Citacoes

Nao sdo aceitas citacdes de resumos, comunicagdo pessoal, documentos no prelo ou
qualquer outra fonte, cujos dados nao tenham sido publicados.

A autocitagao deve ser evitada.

Devem ser normalizadas de acordo com a NBR 10520 da ABNT, com as adaptacgdes
descritas a seguir.

Redacdo das citagoes dentro de parénteses

Citacdo com um autor: sobrenome grafado com a primeira letra maiuscula, seguido de
virgula e ano de publicacdo.

Citacdo com dois autores: sobrenomes grafados com a primeira letra maiuscula,
separados pelo "e" comercial (&), seguidos de virgula e ano de publicacao.

Citagdo com mais de dois autores: sobrenome do primeiro autor grafado com a primeira
letra maiuscula, seguido da expressdo et al., em fonte normal, virgula e ano de

publicacao.

Citagao de mais de uma obra: deve obedecer a ordem cronoldgica e em seguida a ordem
alfabética dos autores.

Citacdo de mais de uma obra dos mesmos autores: os nomes destes ndo devem ser
repetidos; colocar os anos de publicagio separados por virgula.

Citagdo de citagdo: sobrenome do autor e ano de publicacdo do documento original,



seguido da expressao “citado por” e da citagdo da obra consultada.

Deve ser evitada a citacao de citagdo, pois ha risco de erro de interpretagdao; no caso de
uso de citagdo de citacdo, somente a obra consultada deve constar da lista de
referéncias.

Redacado das citacoes fora de parénteses

Citacdes com os nomes dos autores incluidos na sentenca: seguem as orientagdes
anteriores, com os anos de publicacdo entre parénteses; sdo separadas por virgula.

Formulas, expressoes e equag¢des matematicas

Devem ser iniciadas a margem esquerda da pagina e apresentar tamanho padronizado da
fonte Times New Roman.

Nao devem apresentar letras em italico ou negrito, a exce¢do de simbolos escritos
convencionalmente em italico.

Tabelas

As tabelas devem ser numeradas seqiiencialmente, com algarismo ardbico, e
apresentadas em folhas separadas, no final do texto, apos as referéncias.

Devem ser auto-explicativas.

Seus elementos essenciais sdo: titulo, cabecalho, corpo (colunas e linhas) e coluna
indicadora dos tratamentos ou das variaveis.

Os elementos complementares sdo: notas-de-rodapé e fontes bibliograficas.

O titulo, com ponto no final, deve ser precedido da palavra Tabela, em negrito; deve ser
claro, conciso e completo; deve incluir o nome (vulgar ou cientifico) da espécie e das
variaveis dependentes.

No cabecgalho, os nomes das varidveis que representam o conteido de cada coluna
devem ser grafados por extenso; se isso ndo for possivel, explicar o significado das
abreviaturas no titulo ou nas notas-de-rodapé.

Todas as unidades de medida devem ser apresentadas segundo o Sistema Internacional
de Unidades.

Nas colunas de dados, os valores numéricos devem ser alinhados pelo tltimo algarismo.
Nenhuma célula (cruzamento de linha com coluna) deve ficar vazia no corpo da tabela;
dados nao apresentados devem ser representados por hifen, com uma nota-de-rodapé

explicativa.

Na comparagdo de médias de tratamentos sao utilizadas, no corpo da tabela, na coluna
ou na linha, a direita do dado, letras minusculas ou maitsculas, com a indicagdo em



nota-de-rodapé do teste utilizado e a probabilidade.

Devem ser usados fios horizontais para separar o cabegalho do titulo, € do corpo; usa-
los ainda na base da tabela, para separar o contetido dos elementos complementares.
Fios horizontais adicionais podem ser usados dentro do cabegalho e do corpo; ndo usar
fios verticais.

As tabelas devem ser editadas em arquivo Word, usando os recursos do menu Tabela;
nao fazer espagamento utilizando a barra de espago do teclado, mas o recurso recuo do
menu Formatar Paragrafo.

Notas de rodapé das tabelas

Notas de fonte: indicam a origem dos dados que constam da tabela; as fontes devem
constar nas referéncias.

Notas de chamada: sdo informagdes de carater especifico sobre partes da tabela, para
conceituar dados. Sao indicadas em algarismo ardbico, na forma de expoente, entre
parénteses, a direita da palavra ou do niimero, no titulo, no cabegalho, no corpo ou na
coluna indicadora. Sdo apresentadas de forma continua, sem mudanca de linha,
separadas por ponto.

Para indicacdo de significancia estatistica, sao utilizadas, no corpo da tabela, na forma
de expoente, a direita do dado, as chamadas ns (ndo-significativo); * e ** (significativo
a 5 e 1% de probabilidade, respectivamente).

Figuras

Sao consideradas figuras: graficos, desenhos, mapas e fotografias usados para ilustrar o
texto.

S6 devem acompanhar o texto quando forem absolutamente necessarias a documentagao
dos fatos descritos.

O titulo da figura, sem negrito, deve ser precedido da palavra Figura, do nimero em
algarismo ardbico, e do ponto, em negrito.

Devem ser auto-explicativas.

A legenda (chave das convengdes adotadas) deve ser incluida no corpo da figura, no
titulo, ou entre a figura e o titulo.

Nos graficos, as designagdes das varidveis dos eixos X e Y devem ter iniciais
maiusculas, e devem ser seguidas das unidades entre parénteses.

Figuras ndo-originais devem conter, apos o titulo, a fonte de onde foram extraidas; as
fontes devem ser referenciadas.

O crédito para o autor de fotografias ¢ obrigatdrio, como também ¢ obrigatdrio o crédito



para o autor de desenhos e graficos que tenham exigido acdo criativa em sua elaboragao.

As unidades, a fonte (Times New Roman) e o corpo das letras em todas as figuras
devem ser padronizados.

Os pontos das curvas devem ser representados por marcadores contrastantes, como:
circulo, quadrado, triangulo ou losango (cheios ou vazios).

Os numeros que representam as grandezas e respectivas marcas devem ficar fora do
quadrante.

As curvas devem ser identificadas na prépria figura, evitando o excesso de informagdes
que comprometa o entendimento do grafico.

Devem ser elaboradas de forma a apresentar qualidade necesséaria a boa reproducdo
grafica e medir 8,5 ou 17,5 cm de largura.

Devem ser gravadas nos programas Word, Excel ou Corel Draw, para possibilitar a
edicao em possiveis corregdes.

Usar fios com, no minimo, 3/4 ponto de espessura.

No caso de grafico de barras e colunas, usar escala de cinza (exemplo: 0, 25, 50, 75 e
100%, para cinco variaveis).

Nao usar negrito nas figuras.

As figuras na forma de fotografias devem ter resolucdo de, no minimo, 300 dpi e ser
gravadas em arquivos extensdo TIF, separados do arquivo do texto.

Evitar usar cores nas figuras; as fotografias, porém, podem ser coloridas.
Outras informacoes
Nao ha cobranga de taxa de publicagao.

Os manuscritos aprovados para publicacdo sdo revisados por no minimo dois
especialistas.

O editor e a assessoria cientifica reservam-se o direito de solicitar modificacdes nos
artigos e de decidir sobre a sua publicagao.

Sdo de exclusiva responsabilidade dos autores as opinides e conceitos emitidos nos
trabalhos.

Os trabalhos aceitos ndo podem ser reproduzidos, mesmo parcialmente, sem o
consentimento expresso do editor da PAB.

Contatos com a secretaria da revista podem ser feitos por telefone: (61)3448-4231 e



3273-9616, fax: (61)3340-5483, via e-mail: pab@sct.embrapa.br ou pelos correios:

Embrapa Informagao Tecnoldgica
Pesquisa Agropecuaria Brasileira — PAB
Caixa Postal 040315

CEP 70770 901 Brasilia, DF

Envio de manuscritos

Os manuscritos devem ser submetidos conforme instru¢des
contidas no endereco: http://www.sct.embrapa.br/seer
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ANEXO B

INSTRUCOES AOS AUTORES — REVISTA BRASILEIRA DE ENTOMOLOGIA

Escopo e politica

A Revista Brasileira de Entomologia (RBE), o6rgio da
Sociedade Brasileira de Entomologia (SBE) publica trabalhos
cientificos inéditos produzidos na area da Entomologia, ou
mesmo em outras, dentro de Arthropoda. A RBE mantém seg¢des
destinadas a divulgacdo de notas cientificas, resenhas
bibliograficas e noticias de interesse.

Para publicar na RBE, pelo menos um dos autores devem ser
socios da SBE e estar em dia com a anuidade. No caso de
nenhum dos autores serem socios, a taxa de publicagdo sera de
R$ 50,00, para autores brasileiros ¢ de US$ 25,00, para
estrangeiros, por pagina impressa; em ambos OS casos para
manuscritos com até trés autores. Para manuscritos com mais de
trés autores a taxa de publicagdo sera de R$ 100,00 por pagina
impressa, para brasileiros e de US$ 50,00 para estrangeiros.

As pranchas coloridas terdo um custo de R$ 300,00 para os
socios nacionais e US $130,00 para os estrangeiros. As pranchas
podem ser publicadas em preto e branco na versdao impressa €
obtidas em cores, sem custo, na versao eletronica (pdf) por meio
da pagina eletronica da RBE no SciELO (www.scielo.br/rbent).

Para agilizar o processo de publicagdo observem atentamente as
normas da RBE e enviem seus artigos eletronicamente para o e-
mail - rbe@ufpr.br. Maiores informacdes podem ser encontradas
na pagina eletronica e no ultimo fasciculo publicado.

Trabalhos redigidos em outro idioma que ndo o portugués, ou o
inglés, poderdo ser aceitos para a publicacdo a critério da
Comissao Editorial.

Forma e preparaciao de manuscritos

Os manuscritos devem ser enviados preferencialmente via
correio eletronico, como arquivo(s) anexo(s). Poderdo também
ser submetidos impressos em papel (trés vias), acompanhados
dos arquivos em CD. O texto deve ser editado, de preferéncia,
em Microsoft Word®, em pagina formato A4, usando fonte
Times New Roman tamanho 12, espago duplo entre as linhas,
com margem direita ndo justificada e com paginas numeradas.
Usar a fonte Times New Roman também para rotulagem das
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figuras e dos graficos. Apenas tabelas e graficos podem ser
incorporados no arquivo contendo o texto do manuscrito. Figuras
em formato digital devem ser enviados em arquivos separados,
com, no minimo, 300 dpi de resolugdo para fotos coloridas e 600
dpi para desenhos a trago e fotos branco e preto, em formato tiff
ou jpeg de baixa compactacdo. Nao enviar desenhos e fotos
originais quando da submissao do manuscrito.

O manuscrito deve comegar com uma pagina de rosto, contendo:
titulo do trabalho e nome(s) do(s) autor(es) seguido(s) de
numero(s) (sobrescrito) com enderego(s) completo(s), inclusive
endereco eletronico, € com respectivos algarismos arabicos para
remissdo. Em seguida, apresentar ABSTRACT, com no maximo
250 palavras, com o titulo do trabalho em inglés e em paragrafo
unico, KEYWORDS, em inglés, em ordem alfabética e no
maximo cinco.

Na seqiiéncia vira o RESUMO em portugués, incluindo o titulo e
PALAVRAS-CHAVE, em ordem alfabética e equivalentes as
KEYWORDS. Devem ser evitadas palavras-chave que constem
do titulo e do resumo do artigo.

No corpo do texto, os nomes do grupo-género e do grupo-espécie
devem ser escritos em italico. Os nomes cientificos devem ser
seguidos de autor e data, pelo menos na primeira vez. Nao usar
sinais de marcagdo, de énfase, ou quaisquer outros. Conforme o
caso, a Comissao Editorial decidird como proceder.

As referéncias devem ser citadas da seguinte forma: Canhedo
(2004); (Canhedo 2003, 2004); Canhedo (2004:451); (Canhedo
2004; Martins & Galileo 2004); Parra et al. (2004).

As figuras (fotografias, desenhos, graficos e mapas) devem ser
sempre numeradas com algarismos ardbicos e, na medida do
possivel, na ordem de chamada no texto. As escalas devem ser
colocadas na posicao vertical ou horizontal. As tabelas devem ser
numeradas com algarismos romanos e incluidas, no final do texto
em paginas separadas. Se necessario, graficos podem ser
incluidos no arquivo do texto e, como as tabelas, deverdo vir no
final do texto. As figuras em formato digital deverdo ser enviadas
em arquivos separados. O tamanho da prancha deve ser
proporcional ao espelho da pagina (23 x 17,5 cm), de preferéncia
ndo superior a duas vezes. Para a numeracdo das figuras utilizar
Times New Roman 11, com o nimero colocado a direita e
abaixo. Isto s6 deve ser aplicado para as pranchas quando em seu
tamanho final de publicacdo. A fonte Times New Roman deve
ser usada também para rotulagem inserida em fotos, desenhos e
mapas (letras ou numeros utilizados para indicar nomes das
estruturas, abreviaturas etc.) e em tamanho apropriado de modo
que em seu tamanho final ndo fiquem mais destacados que as



figuras propriamente ditas. As figuras originais ndo devem conter
nenhuma marcacdo. A Comissdo Editorial poderd fazer
alteragdes ou solicitar aos autores uma nova montagem. Fotos
(preto e branco ou coloridas) e desenhos a tragco devem ser
montados em pranchas distintas. As legendas das figuras devem
ser apresentadas em pagina a parte. O custo da publicacao de
pranchas coloridas devera ser arcado pelos autores.

Os AGRADECIMENTOS devem ser relacionados no final do
trabalho, imediatamente antes das Referéncias. Sugere-se aos
autores que sejam sucintos e objetivos. Para as REFERENCIAS,
adota-se o seguinte:

1. Periddicos (os titulos dos periddicos devem ser escritos por
extenso € em negrito, assim como o volume do periodico):

Zanol, K. M. R. 1999. Revisao do género Bahita Oman, 1936
(Homoptera, Cicadellidae, Deltocephalinae). Biociéncias 7: 73—
145.

Martins, U. R. & M. H. M. Galileo. 2004. Contribuicdo ao
conhecimento dos Hemilophini (Coleoptera, Cerambycidae,
Lamiinae), principalmente da Costa Rica. Revista Brasileira de
Entomologia 48: 467-472.

Alves-dos-Santos, I. 2004. Biologia da nidificacio de
Anthodioctes megachiloides Holmberg (Anthidiini,
Megachilidae, Apoidea). Revista Brasileira de Zoologia 21:
739-744.

2. Livros:

Michener, C. D. 2000. The Bees of the World. Baltimore, Johns
Hopkins University Press, xiv+913 p.

3. Capitulo de livro:

Ball, G. E. 1985. Reconstructed phylogeny and geographical
history of genera of the tribe Galeritini (Coleoptera: Carabidae),
p. 276-321. In: G. E. Ball (ed.). Taxonomy, Phylogeny and
Zoogeography of Beetles and Ants. Dordrecht, W. Junk
Publishers, xiii+514 p.

Referéncias a resumos de eventos ndo sdo permitidas e deve-se
evitar a citacao de dissertagdes e teses.

As copias do manuscrito, juntamente com os pareceres dos
consultores, serdo enviadas ao autor (ao primeiro, se em co-
autoria ou ao autor indicado) para que sejam feitas as
correcOes/alteragdes sugeridas. Estas copias deverdo ser
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