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RESUMO

Comportamentos de Atta sexdens rubropilosa (Hymenoptera:
Formicidae) na presenca de diferentes propagulos dos fungos Beauveria
bassiana e Trichoderma longibrachiatum

As formigas-cortadeiras causam danos de grandes proporcbes em Varias
culturas, e sdo consideradas pragas-chave da silvicultura. A homeostase das coldnias
de formigas-cortadeiras € constantemente ameacada devido a exposicdo a grande
diversidade de fungos invasores. Consequentemente, esses insetos sociais
desenvolveram a capacidade de reconhecer e neutralizar fungos entomopatogénicos e
micoparasitas de seus jardins de fungo mutualista. O reconhecimento e emprego de
estratégias de defesas contra a invasdo se da por meio da detecgdo de sinais quimicos
como compostos volateis e ndo volateis emitidos pelos fungos, bem como pelo contato
fisico com os propagulos. Grande parte das defesas empregadas se devem aos
comportamentos higiénicos “self-grooming”, “allo-grooming” e “weeding” promovidos por
operarias, que sao importantes para prevenir e impedir a expansdo da disseminacéo.
Tais estratégias de defesa sdo um dos principais entraves ao uso de controle microbiano
em formigas-cortadeiras. Contudo, o comportamento das formigas-cortadeiras na
presenca de propagulos fungicos incomuns no interior de ninhos, como blastosporos e
microesclerodios, ainda nédo é conhecido. Diante do exposto, a atratividade de diferentes
propagulos fangicos e seus compostos volateis e ndo volateis oriundos de blastosporos
de Beauveria bassiana, microesclerddios (MS) de T. longibrachiatum e conidios de
ambos os fungos foi avaliada para operarias de Atta sexdens rubropilosa. Quando
constatada tendéncia de atratividade, os propagulos foram contrastados em testes de
preferéncia e seus compostos volateis foram analisados por cromatografia gasosa. Os
resultados sugerem que 0s compostos volateis e ndo volateis oriundos de blastosporos
de B. bassiana foram atrativos as operarias de A. sexdens rubropilosa. Os compostos
volateis liberados por conidios de B. bassiana também demonstraram uma tendéncia a
atratividade, e foram preferidos em relacdo aos blastosporos, possuindo em seu peffil
cromatografico maior diversidade de constituintes atrativos. Quando as operérias tiveram
a oportunidade de contato com os propagulos frescos, nenhuma alteracdo em seu
comportamento foi observada e a mesma proporcdo de discos foliares impregnados ou
livre de propagulos fungicos foi carregada pelas operdrias, com exce¢do dos discos
tratados com MS de T. longibrachiatum que foi considerado néo atrativo as operarias.
Além disso, a viruléncia de blastosporos foi comparada com conidios de B. bassiana
para A. sexdens rubropilosa e foi possivel constatar que os blastosporos foram capazes
de infectar e matar rapidamente operarias de salva com eficiéncia comparavel aos
conidios aéreos, bem como, as formigas empregaram significativamente menos “self-
grooming” quando em contato com blastosporos em comparagcdo aos conidios do
mesmo fungo. Por Ultimo, o padrdo de deposi¢cdo desses dois tipos de propagulos
produzidos por B. bassiana na cuticula de operérias da salva foram comparados em
imagens de microscopia eletrénica de varredura (MEV) e revelaram uma quantidade
maior de blastosporos depositados ao tegumento das operarias, mesmo apés periodos
realizando comportamentos higiénicos. Levando em consideracdo a atratividade e
viruléncia dos blastosporos e conidios de B. bassiana, esses propagulos foram
considerados potenciais agentes de controle para A. sexdens rubropilosa. Contudo, os
blastosporos oferecem vantagens ao controle de pragas devido a produgdo em
fermentacdo submersa, mais rdpida e padronizada, em comparagdo ao método de
fermentacdo em substrato sélido usado para produgéo de conidios aéreos.

Palavras-chave: Formigas-cortadeiras, Fermentacao submersa, Controle microbiano,
Atratividade.



ABSTRACT

Behaviors of Atta sexdens rubropilosa (Hymenoptera: Formicidae) in the presence of
different propagules of the fungi Beauveria bassiana and Trichoderma longibrachiatum

Leaf-cutting ants cause major damage in various crops and are considered key
pests of silviculture. The homeostasis of the colonies of leaf-cutting ants is constantly
threatened due to exposure to a great diversity of invasive fungi. Consequently, these
social insects have developed the ability to recognize and neutralize entomopathogenic
and mycoparasitic fungi from their mutualist fungus gardens. The recognition and use of
defense strategies against invasion takes place through the detection of chemical signals
as volatile and non-volatile compounds emitted by fungi, as well as physical contact with
propagules. Much of the defenses employed are due to hygienic behaviors self-grooming,
allo-grooming and weeding promoted by the worker ants, which are important to prevent
and stop the spread of infection. Such defense strategies are the main obstacles in the
use of microbial control in leaf-cutting ants. However, the behavior of leaf-cutting ants in
the presence of unusual fungal propagules inside nests such as blastospores and
microsclerotia (MS) is not yet known. Given the above, the attractiveness of different
fungal propagules and their volatile and non-volatiie compounds derived from
blastospores of Beauveria bassiana, MS of T. longibrachiatum and conidia of both fungi
was evaluated for workers of Atta sexdens rubropilosa. When at least one trend to
attractiveness was observed, the propagules were contrasted in preference tests and
their volatile compounds were analyzed by gas chromatography. The results suggest that
the volatile and non-volatile compounds derived from B. bassiana blastospores were
attractive to the workers of A. sexdens rubropilosa. The volatile compounds released by
B. bassiana conidia also demonstrated a tendency to attractiveness, and were preferred
in relation to blastospores, having in their chromatographic profile greater diversity of
attractive constituents. When workers had the opportunity to contact fresh propagules, no
change in their behavior was observed and the same proportion of leaf discs impregnated
or free of fungal propagules was carried by the workers, except for the discs treated with
T. longibrachiatum MS that was considered unattractive to the workers. In addition,
blastospore virulence was compared with B. bassiana conidia for A. sexdens rubropilosa
and it was possible to observe that blastospores were able to infect and quickly Kkill
workers with efficiency comparable to conidia, as well as ants performed significantly less
self-grooming when in contact with blastospores compared to conidia of the same fungus.
Finally, the standard of deposition of these two different propagules produced by B.
bassiana in the cuticle of workers were compared in scanning electron microscopy (SEM)
images and revealed a greater amount of blastospores deposited at the integument of the
workers, even after periods performing hygienic behaviors. Considering the
attractiveness and virulence of B. bassiana blastospores and conidia, these propagules
were considered potential control agents for A. sexdens rubropilosa. Blastospores offer
advantages to pest control due to faster and more standardized submerged fermentation
production than the solid substrate fermentation method used for conidia production.

Keywords: Leaf-cutting ants, Submerged fermentation, Microbial Control, Attractiveness.



1 INTRODUCAO

As salvas, formigas-cortadeiras do género Atta (Hymenoptera: Formicidae),
séo insetos sociais que utilizam como substrato folhas de importantes culturas para
cultivo de seu fungo mutualista Leucoagaricus gongylophorus (BICH et al., 2017;
BRANDAO; MAYHE-NUNES; SANHUDO, 2011; MUELLER et al., 2010). Devido ao
habito de cortar folhas, as formigas-cortadeiras, especialmente A. sexdens
rubropilosa, sdo consideradas pragas em muitas plantas cultivadas (GALLO et al.,
2002) e pragas-chave na silvicultura (BOARETTO; FORTI, 1997)

O grande numero de individuos nas sociedades de formigas-cortadeiras, o
constante contato com o solo e o cultivo de uma Unica espécie de fungo mutualista
tornam os individuos e os jardins de fungo altamente expostos a fungos invasores e,
consequentemente, a um aumento do risco de contaminagédo (ALVES, 1998). Com
isso, 0 controle microbiano com fungos entomopatogénicos e micoparasitas do
fungo mutualista é uma alternativa promissora (LOPEZ; ORDUZ, 2003) ao controle
quimico, que € amplamente empregado no controle de formigas-cortadeiras
atualmente (ZANETTI et al., 2014). Dentre os candidatos potenciais, o
entomopatdégeno Beauveria bassiana (CASTILHO et al., 2010; LOUREIRO;
MONTEIRO, 2005) e espécies micoparasitas do género Trichoderma (CASTRILLO
et al., 2016; DO NASCIMENTO et al., 2017; ORTIZ; ORDUZ, 2001) tém sido os mais
estudados para o controle dessas pragas. Esses fungos produzem diferentes
propagulos a depender do processo fermentativo, 0s quais apresentam vantagens
no uso em relagdo aos conidios aéreos, que é o principal propagulo utilizado nos
produtos comerciais a base de fungos (KOBORI et al., 2015; MASCARIN;
JARONSKI, 2016). No entanto, as formigas-cortadeiras reconhecem e
desencadeiam estratégias de defesa contra a presenca de conidios de fungos
invasores por meio do contato ou detec¢cdo de compostos volateis e/ou produtos
quimicos da superficie dos microrganismos que séo distintos do perfil quimico de
suas colbnias (GOES et al., 2020).

De fato, a deteccdo de parasitas fungicos pelos insetos parece contribuir na
protecdo contra infecgdes (YANAGAWA et al., 2012). No entanto, as respostas das
colénias de formigas aos propagulos infecciosos sao altamente variaveis (PEREIRA;
DETRAIN, 2020), podendo variar entre evitacdo de superficies contaminadas por
fungos (JACCOUD; HUGHES; JACKSON, 1999), a atracdo e preferéncia por
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construir seus ninhos em solos com alta incidéncia de fungos (BRUTSCH et al.,
2014; LECLERC; PINTO SILVA; DETRAIN, 2018). Além disso, a resposta
comportamental depende do indice de viruléncia dos patégenos (MBURU et al.,
2009), mas também se as formigas entraram em contato com os propagulos ao
longo da vida (GOES et al., 2020; TRANTER et al., 2015).

Embora as formigas possuam a capacidade de detectar conidios de fungos
a longas distancias e adaptar as estratégias de defesa na presenca desses
propagulos (GOES et al., 2020; QIU et al., 2014; WALKER; HUGHES, 2009), é
bastante improvavel que as operarias entrem em contato com microesclerodios e
blastosporos em condi¢cdes naturais. Nesse sentido, 0 reconhecimento e
comportamento das formigas-cortadeiras em contato com essas estruturas ainda
sdo amplamente desconhecidos.

As estratégias de defesa empregadas pelas formigas-cortadeiras tém sido
apontadas como um dos principais entraves no controle microbiano de formigas-
cortadeiras (TRAVAGLINI et al., 2018), exigindo-se a compreensao de como elas
interagem com os microrganismos (ROCHA et al., 2017). Além disso, é desejavel
gue potenciais agentes de controle de formigas-cortadeiras apresentem baixa
rejeicdo ou até mesmo sejam atrativos as operarias (BRITTO et al., 2016; DELLA
LUCIA et al, 1992). Com isso, o objetivo do presente trabalho €& avaliar o
reconhecimento, atratividade e comportamentos de defesa empregados por
operarias de A. sexdens rubropilosa em contato com blastosporos, microesclerédios

e conidios aéreos de fungos parasitas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Formigas-cortadeiras

As formigas-cortadeiras, conhecidas popularmente como quenquéns e
salvas, sao himendpteros eussociais pertencentes a familia Formicidae, tribo Attini,
subtribo Attina e aos géneros Acromyrmex spp. e Atta spp., respectivamente
(BRANDAO; MAYHE-NUNES; SANHUDO, 2011). Sdo espécies nativas e de
ocorréncia exclusiva do continente americano, distribuidas desde os Estados Unidos
até a Argentina (DELABIE et al., 2011).

Essas formigas mantém um antigo mutualismo obrigatério com fungos
basidiomicetos que cultivam como alimento (MUELLER et al., 2010). Varios autores
relataram que o fungo cultivado pertence a familia Agaricaceae e trata-se da espécie
Leucoagaricus gongylophorus, que € a principal fonte alimentar para as larvas e a
rainha (BICH et al., 2017; MIKHEYEV; MUELLER; ABBOT, 2006; SILVA-PINHATI et
al., 2004). Para o cultivo do fungo, as operarias cortam folhas frescas de algumas
espécies de plantas preferidas, transportam para o interior do ninho e processam em
fragmentos menores que sdo incorporados ao fungo e usados como substrato
(GARRETT et al., 2016).

Devido ao habito de cortar folhas, as formigas-cortadeiras sdo consideradas
pragas severas em muitas plantas cultivadas (GALLO et al., 2002). Em florestas
plantadas de Pinnus e de Eucalyptus, sdo consideradas as principais pragas,
especialmente nas fases de muda ou no inicio da conducdo de brotacao
(BOARETTO; FORTI, 1997). Os danos causados por essas formigas atingem
grandes propor¢des, no entanto, sdo dificeis de mensurar. A maioria das estimativas
de danos é fornecida pelo setor florestal, em que 30% dos custos de manejo sao
atribuidos ao monitoramento e controle de formigas (DELLA LUCIA; AMARAL,
2020).

Para evitar os danos causados por tal praga, medidas de controle quimico
tém sido predominantemente empregadas. Porém, o uso de ingredientes ativos
qguimicos relativamente eficientes no controle de formigas é restringido por érgdos de
certificacdo florestal (ZANUNCIO et al., 2016). Com isso, € imprescindivel que novas
alternativas de controle sejam desenvolvidas. Nesse sentido, o atual investimento
em novas tecnologias de controle biolégico apresenta boas perspectivas no manejo
desses insetos sociais (ZANETTI et al., 2014).
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Visando um método de controle alternativo, o controle bioldgico de formigas-
cortadeiras é uma boa estratégia. Dentre os agentes biolégicos, os fungos séo os
Inimigos mais promissores, incluindo nesse grupo 0s entomopatogénicos e
antagonistas do fungo mutualista (DAZA et al., 2019; FOLGARAIT; GOFFRE, 2021;
LOPEZ; ORDUZ, 2003).

2.2 Sistema de defesa de formigas-cortadeiras contra invasao por
microrganismos

Caracteristicas da vida em sociedade como alta densidade de individuos e
frequente contato entre eles aumentam o risco de contaminacéo e disseminacao de
patégenos, o que favorece o uso de controle microbiano (ALVES, 1998). Além
disso, a proximidade com o solo e o forrageamento de substrato vegetal sdo
ameacas a homeostase das colbnias devido a exposicdo a grande diversidade de
microrganismos que habitam essas superficies (PAGNOCCA; RODRIGUES; BACCI,
2011). Adicionalmente, as formigas cultivam uma Unica linhagem de fungo
mutualista de forma axénica (POULSEN; BOOMSMA, 2005), consequentemente, a
falta de diversidade genética nos jardins de fungos aumenta a sua suscetibilidade a
infeccdes por parasitas (RODRIGUES et al., 2008).

Consequentemente, as formigas-cortadeiras desenvolveram uma série de
defesas comportamentais e fisiologicas que previne ou reduz a contaminacao de
seus ninhos por entomopatogenos e micoparasitas (NILSSON-M@LLER; POULSEN,;
INNOCENT, 2018). Dentre as estratégias de defesa, merecem destaque as
atividades de limpeza desempenhadas pelos individuos da colénia denominada
como grooming, que € dividida entre self-grooming (autolimpeza) e allogrooming
(limpeza coletiva) (HOLLDOBLER; WILSON, 1990). O self-grooming consiste no
comportamento da formiga limpar o proprio corpo através do movimento de esfregar
principalmente as pernas pelos aparelhos bucais, removendo particulas e potenciais
patdogenos com a glossa. Ja o allogrooming € desempenhado de forma mutua pelos
companheiros de ninho, que podem inspecionar todo o corpo de um individuo e
realizam a limpeza apenas se necessario (NILSSON-MJLLER; POULSEN;
INNOCENT, 2018).

Outros mecanismos de prevencdo contra microrganismos invasores sao
selecdo e limpeza apuradas do substrato coletado, associacbes com
microrganismos (CURRIE; MUELLER; MALLOCH, 1999) e producao de secrecdes
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glandulares com compostos antimicrobianos (BOT et al., 2002). De forma
complementar, o polietismo, que se trata da divisdo de tarefas entre os individuos, o
gerenciamento e descarte de residuos e a propria estrutura do ninho evitam o
contato com microrganismos perigosos (HART; RATNIEKS, 2001).

Além de medidas profilaticas, as formigas-cortadeiras possuem
comportamentos que sao respostas especificas a presenca de patdégenos fungicos
infectando seus jardins. As operérias separam e removem com a mandibula grandes
pedacos de jardim de fungos infectados e os depositam longe do jardim ou
diretamente na camara de residuos (CURRIE; STUART, 2001). Essa remocéao fisica
de contaminantes microbianos por operarias € um comportamento geralmente
referido como “weeding" (CURRIE; STUART, 2001).

No entanto, muitos microrganismos sao capazes de superar essas
estratégias de defesa e, por isso, sdo encontrados no interior dos ninhos
(RODRIGUES et al., 2008; VAN BAEL et al., 2009). Grande diversidade de fungos,
especialmente aqueles que habitam o solo e superficie das plantas coexistem
também nos formigueiros. Alguns deles sdo parasitas oportunistas e tornam-se uma

ameaca em condicfes de desequilibrio dos ninhos (RODRIGUES et al., 2005).

2.3 Atta sexdens rubropilosa (Hymenoptera: Formicidae)

O género Atta spp. € composto por cerca de 15 espécies identificaveis
(BARRERA et al., 2022). Dessas, Atta sexdens possui trés subespécies, dentre elas,
Atta sexdens rubropilosa possui maior importancia econémica e maior distribuicdo
pelo Brasil, onde é considerada a principal praga da silvicultura (DELLA LUCIA,
2003).

Morfologicamente, A. sexdens rubropilosa apresenta cabeca sem brilho e
com pelos de coloracdo vermelha. Esta espécie causa danos especialmente em
areas reflorestadas, como Eucalyptus e Pinus, mas também em outras culturas.
Estas sauvas constroem seus ninhos profundos e com grandes dimensdes no solo e
em locais sombreados, compostos por uma grande quantidade de camaras
subterrdneas especializadas (MARICONI, 1970). Essas caracteristicas de
morfogénese dos ninhos, aumentam a dificuldade de realizar o controle efetivo de
formigueiros desta espécie (DELLA LUCIA; GANDRA; GUEDES, 2014).

A espécie possui um repertorio ainda mais complexo de estratégias de

defesa para evitar contaminacao de seus ninhos por microrganismos. No interior da
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colénia, a disposicdo dos residuos é feita em camaras distintas e isoladas das
camaras em que se encontram os jardins de fungo (LACERDA et al., 2010). Além
disso, A. sexdens rubropilosa pode apresentar particdo de tarefas no transporte de
residuos dos jardins de fungos para a camara de lixo. Nesse caso, 0 lixo ndo é
transferido diretamente para o monte de lixo final e, sim, uma operaria deposita o
residuo sobre um pequeno monte secundario de lixo e, posteriormente, outra
operéria coleta e transfere para o monte principal, minimizando assim o contato com
a camara de dejetos (SOUZA et al., 2007). Outra caracteristica peculiar aos ninhos
desta subespécie € a presenca de bactérias (Burkholderia sp.) produtoras de
antibioticos (SANTOS et al., 2004). Essas secrecdes antimicrobianas podem ser
utilizadas pelas formigas para inibir uma série de fungos entomopatdégenos, o que
provavelmente desempenha um papel significativo na defesa contra infeccbes
(FRANCOEUR et al., 2021).

2.4 Fungos entomopatogénicos e micoparasitas

Os fungos entomopatogénicos, especialmente aqueles pertencentes ao filo
Ascomycota e ordem Hypocreales, tém se mostrado uma estratégia promissora no
controle de formigas-cortadeiras (TRAVAGLINI et al., 2018). Dentre os
entomopatdgenos, B. bassiana tem sido mais amplamente estudada para o controle
desta praga.

Os fungos entomopatogénicos s80 microrganismos capazes de causar
doencas aos insetos, o que geralmente resulta na morte de seus hospedeiros
(STEINHAUS; MARTIGNONI, 2006). Eles sé&o generalistas e capazes de infectar
ampla variedade de insetos e os relatos de entomopatogenos colonizando operarias
de formigas-cortadeiras sdo comuns (DIEHL-FLEIG et al., 1992; GOFFRE et al.,
2018).

O processo de infecgdo ocorre predominantemente por meio da penetracéo
do fungo através da cuticula do inseto e aberturas naturais (SINHA; CHOUDHARY;
KUMARI, 2016). O inicio da invasdo acontece a partir da adesdo de propagulos
fungicos no tegumento do hospedeiro. Uma vez aderido, o propagulo germina e
penetra na cuticula atingindo a hemocele. No interior do inseto, ocorre a colonizacao
do hospedeiro pelo fungo por meio do crescimento em forma de blastosporos
unicelulares, que sdo estruturas de crescimento rapido leveduriforme e mais

dificilmente reconhecidas pelo sistema imune do hospedeiro. Ainda, pode ocorrer a
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producdo de micotoxinas que aceleram a morte do hospedeiro. Em condicdes
adequadas, a conidiogénese encerra o processo de infec¢éo, atraves da extrusdo de
hifas para o exterior do cadaver o que permite a dissemina¢do e contaminagcdo de
novos hospedeiros (ALVES, 1998; GOETTEL; GLARE, 2005).

Os entomopatogenos desempenham um papel importante na regulacdo das
populacdes de artropodes em ecossistemas naturais e monoculturas (GOETTEL;
GLARE, 2005). Sdo um dos mais importantes agentes de mortalidade natural para
as rainhas de Atta na fase de fundacao dos formigueiros (ALVES, 1998; ALVES;
SOSA GOMEZ, 1983; RODRIGUES et al., 2010). Em laboratorio, a patogenicidade e
viruléncia de diversos fungos foram mostradas para operarias de formigas-
cortadeiras (CARDOSO, 2010; GOFFRE et al., 2018; GOFFRE; FOLGARAIT, 2015;
JACCOUD; HUGHES; JACKSON, 1999; LOUREIRO; MONTEIRO, 2005; RIBEIRO
et al., 2012) e para outras castas (ALVES; SOSA GOMEZ, 1983), mas em campo 0s
resultados permanecem insatisfatorios ou inconsistentes (TRAVAGLINI et al., 2018).

Visto a importancia dos fungos em causar epizootias e reduzir a
sobrevivéncia de insetos danosos a agricultura, varias espécies foram produzidas e
formuladas como inseticidas e sdo usadas por meio de aplicacbes inundativas para
o controle microbiano de pragas (ZIMMERMANN, 2007). No caso de formigas-
cortadeiras, iscas granuladas atrativas formuladas com entomopatdégenos tém sido
utiizadas e resultados promissores revelam que esse pode ser um veiculo
adequado para aplicacdo de fungos em formigueiros (CARDOSO et al., 2012;
LOPEZ; ORDUZ, 2003). No entanto, é necesséria a adicdo de atrativos que
dificultem o reconhecimento do patégeno pelas formigas e consequentemente
impecam a rejeicdo da isca (CARDOSO et al., 2012).

Em relacdo aos micoparasitas, esses possuem a capacidade de parasitar
outros fungos. Eles atuam enrolando-se ao redor das hifas do hospedeiro e, em
seguida, causam a dissolucéo das células do fungo parasitado, além de competir por
espaco e nutrientes (HOWELL, 2003). Preparacdes a base de micoparasitas tém
sido comercializadas em todo o mundo e usadas para protecdo de cultivos, com
énfase em controle de fitopatdgenos para o0 manejo de doencas (WOO et al., 2014).
Novos usos potenciais de micoparasitas para o controle biolégico tém sido
claramente demonstrados, inclusive como antagonista de fungos mutualistas de
insetos-praga (VEGA et al., 2009).
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Nesse sentido, alguns desses micoparasitas tém sido considerados
potenciais candidatos ao controle de formigas-cortadeiras, devido a sua atividade
antagbnica e capacidade de parasitismo do fungo cultivado (CURRIE; MUELLER,;
MALLOCH, 1999; LOPEZ; ORDUZ, 2003; ORTIZ; ORDUZ, 2001). Numerosos
estudos mostraram inibicdo do crescimento de L. gongylophorus por fungos
filamentosos (BIZARRIA et al., 2018; CASTRILLO et al., 2016; NASCIMENTO et al.,
2017; ORTIZ; ORDUZ, 2001; SILVA et al., 2006). Nessa perspectiva, destacam-se
espécies de Trichoderma e Escovopsis (CURRIE; MUELLER; MALLOCH, 1999).

Em linhas gerais, patdogenos fungicos e micoparasitas podem ser usados
isoladamente ou em conjunto como ingrediente ativo para o desenvolvimento de
produtos biolégicos especificos, eficazes e econ6micos. Embora haja muitos
desafios a serem superados no que diz respeito ao controle microbiano de formigas-
cortadeiras, estudos demonstraram o potencial desses fungos de infectar as
formigas e seu fungo mutualista e controlar os formigueiros de forma promissora
(DAZA et al., 2019; LOPEZ; ORDUZ, 2003). Além disso, esses microrganismos
possuem compatibilidade com as técnicas de aplicacdo convencionais e estdo bem
adaptados as condic6es microclimaticas dentro dos formigueiros (LOPEZ; ORDUZ,
2003).

2.5 Beauveria bassiana (Hypocreales: Clavicipitaceae)

Dentre as varias espécies do género Beauveria, B. bassiana é a espécie
entomopatogénica mais notavel (ZIMMERMANN, 2007). Possui ampla distribui¢cao
geografica e pode ser encontrada no solo, insetos e tecidos vegetais (REHNER et
al., 2011). A gama de hospedeiros utilizados pelo parasita fungico abrange pragas
agricolas e florestais economicamente importantes (MAISTROU et al., 2020),
incluindo formigas-cortadeiras (HUGHES; EILENBERG; BOOMSMA, 2002;
JACCOUD; HUGHES; JACKSON, 1999).

Os conidios aéreos sao o principal propagulo infeccioso de B. bassiana, no
entanto, o entomopatdégeno pode produzir diferentes estruturas fungicas, entre elas,
células vegetativas de aspecto leveduriforme que sdo denominados blastosporos,
hifas e conidios submersos (HOLDER; KEYHANI, 2005; MASCARIN; JARONSKI,
2016). Os blastosporos sao formados naturalmente na hemolinfa do hospedeiro
durante a colonizacdo e multiplicacdo do patdogeno, mas também €& possivel a

producdo dessas células por meio de fermentacdo submersa (MASCARIN et al.,
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2015a), que em alguns casos sdo ainda mais infectivos que os conidios aéreos
(CORREA et al., 2020; HOLDER et al., 2007; MASCARIN et al., 2015a).

Atualmente, existem disponiveis no mercado inseticidas bioldgicos
formulados a base de B. bassiana para o controle microbiano de diversas pragas
agricolas (SULLIVAN; PARKER; SKINNER, 2022). Assim como para o controle de
outros insetos, resultados obtidos em condicbes de laboratério evidenciam que o
controle biolégico de formigas-cortadeiras com fungos entomopatogénicos pode ser
bem-sucedido. Isto seria possivel uma vez que, em colbénias de formigas-cortadeiras,
esses microrganismos podem causar aumento na taxa de mortalidade, reducédo da
atividade de forrageamento e efeitos deletérios aos jardins de fungo, levando
indiretamente ao declinio da colénia (JACCOUD; HUGHES; JACKSON, 1999).
Sobretudo, B. bassiana é capaz de causar alta taxa de mortalidade em tempo
reduzido em formigas-cortadeiras (CASTILHO et al., 2010; GOFFRE et al., 2018;
LOUREIRO; MONTEIRO, 2005). Embora as formigas possuam diversos
mecanismos de defesa, Diehl e Junqueira (2001) relataram que 0S compostos
antimicrobianos produzidos na glandula metapleural de Atta sp. ndo possui acao
antifingica contra B. bassiana, o que favorece o uso da espécie em programas de
controle microbiano.

Em adicdo, B. bassiana produz uma série de metabdlitos que atuam na
interacdo com insetos (ROHLFS; CHURCHILL, 2011). No manejo integrado de
pragas, ha um interesse crescente na utilizacdo desses metabdlitos volateis e nao
volateis biologicamente ativos que podem estar relacionados ao mecanismo de
patogenicidade (CRESPO et al., 2008). Foi relatado recentemente que B. bassiana é
capaz de produzir compostos que atuam na atracao de seus hospedeiros seguido de
infeccdo (GEORGE et al.,, 2013). Além disso, artropodes nao-alvo também sao
atraidos por B. bassiana e auxiliam na dispersdo dos propagulos infectivos,
desempenhando um papel ecologicamente importante na transmissédo para novos
hospedeiros (DROMPH; VESTERGAARD, 2002). Em adicdo, rainhas de formigas
sdo atraidas por microrganismos, inclusive B. bassiana, para selecdo de habitats
adequados (HUANG et al., 2020) durante a fase de fundacéo da colonia (BRUTSCH
et al.,, 2014). No entanto, B. bassiana é repelente e causa comportamento de
evitacdo em outros insetos sociais (MBURU et al., 2009; MBURU; MANIANIA;

HASSANALI, 2013), apesar disso, possui efeito neutro para outras espécies,
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demonstrando que o comportamento de atratividade ou repeléncia depende da

espécie do hospedeiro, da cepa fangica, concentracéo etc. (MNYONE et al., 2010).

2.6 Trichoderma spp. (Hypocreales: Hypocreaceae)

O género fungico Trichoderma € representado por cerca de 254 espécies
descritas que sdo amplamente distribuidas em todo o mundo (BISSETT et al., 2015).
E considerado oportunista, possui rapido crescimento e coloniza substratos variados
sob condicbes ambientais muito diversas. Uma das caracteristicas mais relevantes
de espécies do género Trichoderma € a sua aptiddo em parasitar fungos, o que
permite o desenvolvimento de produtos biolégicos com mudltiplas fungbes (MEYER,
M. C.; MAZARO, S. M.; SILVA, 2019).

Embora possa ser encontrado em uma ampla gama de hospedeiros, a sua
capacidade de antagonizar o crescimento de patdégenos de plantas tem sido a mais
explorada (VERMA et al., 2007). Outro grande potencial de Trichoderma é no
controle biolégico de insetos-praga indiretamente, por meio do parasitismo de
microrganismos simbiontes de insetos (POVEDA, 2021), como no caso de formigas-
cortadeiras. Neste caso, ele atua como antagonista do fungo cultivado e seria um
possivel candidato ao controle desta praga, causando a morte do formigueiro pela
falta de alimento (LOPEZ; ORDUZ, 2003). De forma direta, no caso de insetos-praga
(FERREIRA; MUSUMECI, 2021) como as formigas-cortadeiras, Trichoderma é
capaz de reduzir o tempo de sobrevivéncia de operarias (MUSSI-DIAS et al., 2020;
ROCHA et al., 2017; STEFANELLI et al., 2021) e de fases jovens de Atta sexdens
rubropilosa (STEFANELLI et al., 2021).

Nesse sentido, € interessante que, naturalmente, espécies de Trichoderma
spp. sdo encontradas em jardins de fungos de varias espécies de formigas
(RODRIGUES et al.,, 2011). Sendo o fungo filamentoso mais frequentemente
associado a ninhos de A. sexdens rubropilosa no campo (RODRIGUES et al., 2005).
Igualmente, em colonias de Atta sexdens em laboratério, Trichoderma infecta e
causa reducao no volume dos jardins de fungos, embora geralmente néo resulte em
morte das colbnias (SILVA et al., 2020). Em comparacdo com Escovopsis weberi,
um parasita especializado somente encontrado nos jardins de fungos cultivados de
formigas (CURRIE; MUELLER; MALLOCH, 1999), espécies de Trichoderma
provocam uma infeccdo notavelmente mais agressiva em L. gongylophorus
(DRUZHININA et al., 2018).
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Dentre as espécies de Trichoderma que foram relatadas inibindo o
crescimento de L. gongylophorus consta T. koningiopsis, (CASTRILLO et al., 2016)
T. lignorum (ORTIZ; ORDUZ, 2001), T. spirale (NASCIMENTO et al.,, 2017) T.
harzianum (SILVA et al., 2006), T. afroharzianum e T. hamatum (BIZARRIA et al.,
2018). Em testes de pareamento in vitro, as taxas de inibicdo do crescimento
micelial do fungo cultivado sdo muito variaveis, no entanto, os melhores isolados de
Trichoderma podem atingir cerca de 75% de inibicdo do mutualista em 15 dias
(SILVA et al., 2006).

Em fermentacdo submersa, é possivel produzir diferentes propagulos de
Trichoderma, tais como conidios submersos, micélio e até mesmo estruturas de
resisténcia como clamidésporos e microesclerodios. Dessa forma, essa técnica
possibilita a abertura de uma nova abordagem ao desenvolvimento de produtos
resistentes as condi¢des adversas no campo e para aplicagcdes no solo (KOBORI et
al.,, 2015), ideal para pragas que vivem neste ambiente, como as formigas-
cortadeiras.

Além dos propégulos, Trichoderma produz grande variedade de metabdlitos
secundarios com potencial biotecnoldgico. Entre eles, a producdo de compostos
organicos volateis é considerada um mecanismo eficaz de antibiose sintetizados por
espécies de Trichoderma. Estes compostos liberados possuem papel ativo na
inibicdo do crescimento de fungos competidores (RAJANI et al., 2021) e até mesmo
Sdo responsaveis por causar mortalidade em formigas-cortadeiras por meio da
exposicao de operarias aos volateis do fungo (MUSSI-DIAS et al., 2020).

Devido a multifuncionalidade e alto potencial de Trichoderma no controle de
formigas-cortadeiras, esforcos para o desenvolvimento de formulagcbes e modo de
aplicacdo adequados para o controle biolégico de salvas tém sido empregados. Em
alguns resultados favoraveis, Silva et al. (2020) mostraram que iscas encapsuladas
com Trichoderma foram aceitas e viaveis por um bom periodo, bem como, Lopez;
Orduz, (2003) confirmaram a morte de ninhos de Atta sp. tratados com uma mistura
de conidios de entomopatdégenos combinado com Trichoderma. Em adicdo, Rocha
et al. (2017) investigaram o potencial de Trichoderma endofitico para protecédo de
plantas cultivadas do corte por formigas-cortadeiras e verificaram que esta pode ser
uma estratégia promissora. Entretanto, as formigas preferem forragear plantas sem

a presenca do fungo e comumente removem fragmentos de jardins de fungos que
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apresentem sinais de Trichoderma mas, alguns fungos conseguem permear esta
barreira (CURRIE; STUART, 2001).

2.7 Volateis produzidos por fungos

Os fungos e outros microrganismos produzem e liberam uma gama versatil
de metabdlitos com papéis interessantes em interacdes com plantas e insetos que
podem ter efeitos benéficos ou prejudiciais aos organismos que interagem
(WEISSKOPF; SCHULZ; GARBEVA, 2021). Dentre os metabdlitos, os compostos
organicos volateis (COV’s) sdo um grupo quimicamente diverso (DAVIS et al., 2013).
Os COV’s sao moléculas pequenas de baixo peso molecular, o que facilita a
evaporacdo e difusdo pelo ar, agua e solos porosos, muitas vezes liberando seu
odor caracteristico (SCHMIDT et al., 2015). Os componentes majoritarios da mistura
de volateis liberados por fungos sdo geralmente acidos, alcoois, aldeidos,
hidrocarbonetos, cetonas, terpenos entre outros, tipicamente diferente dos
compostos associados as bactérias (HUNG; LEE; BENNETT, 2015). Ainda, a
guantidade e a composicao dos volateis fungicos podem variar de acordo com a
espécie, condicdbes de cultivo, parametros fisico-quimicos, entre outros
(WEISSKOPF; SCHULZ; GARBEVA, 2021).

Nesse sentido, o potencial biotecnoldgico de COV’s emitidos por fungos tem
sido alvo de pesquisas recentes. Eles atuam como semioquimicos provocando
mudancas imediatas no comportamento de insetos, bem como, sdo antagonistas de
fitopatbgenos e promotores de crescimento de plantas (MORATH; HUNG,;
BENNETT, 2012).

E notavel que os insetos sdo altamente responsivos as emissdes
microbianas (DAVIS et al., 2013). Existem na literatura alguns exemplos de atracéo
de insetos mediada por substancias emitidas por fungos (DAVIS; BOUNDY-MILLS;
LANDOLT, 2012; DAVIS; LANDOLT, 2013). Um estudo recente refor¢ou o interesse
em estudar microrganismos envolvidos em simbioses de insetos ao concluirem que
volateis microbianos sdo conhecidos por serem um elemento-chave na atracdo de
formigas (FISCHER et al., 2017). Além disso, a comunicacdo quimica mediada por
volateis em insetos sociais é ainda mais complexa e desempenha um papel
significativo na manutencéo da organizacao social (RICHARD; HUNT, 2013).

Sob a perspectiva do controle microbiano, um melhor entendimento dos

COV’s fungicos € relevante, pois as respostas higiénicas empregadas pelas
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formigas-cortadeiras sdo desencadeadas a partir do reconhecimento de
microrganismos invasores pelas operarias por meio da deteccdo de compostos
volateis ou produtos quimicos da superficie dos microrganismos que sao distintos do
perfil quimico de suas col6nias (GOES et al., 2020). Por fim, para que um produto
seja eficaz no controle de formigas-cortadeiras, a isca deve ser atrativa para as
formigas mesmo que distante do ninho e a rejeicdo inicial ndo deve ocorrer
(CARLOS et al., 2009). Com isso, a busca por agentes de controle atrativos ou
imperceptiveis as formigas € de suma importancia no desenvolvimento de um

produto biologico.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Coleta e manutencéo de colbnias de Atta sexdens rubropilosa

As colbnias recém fundadas de A. sexdens rubropilosa foram coletadas em
campo entre fevereiro e abril de 2021 em area de plantio de Pinus sp. no municipio
de Itirapina-SP e na cidade de Anhembi-SP, na Estacdo Experimental de Ciéncias
Florestais da ESALQ-USP na borda do talhdo de Teca (Tectona grandis). A criagao
foi mantida no departamento de entomologia e acarologia da ESALQ-USP em
Piracicaba-SP em sala de criacdo de insetos sociais. A coleta e manutencédo das
formigas-cortadeiras em condicOes artificiais foram realizadas conforme a
metodologia proposta por Della Lucia (2011), denominada sistema de criagéo
aberto, que permite o livre forrageamento das operarias.

Os ninhos da espécie, com aproximadamente quatro meses de idade, foram
identificados a partir do monte de terra solta caracteristico. Em seguida, foi feita a
escavacao dos formigueiros iniciais para a coleta cuidadosa do jardim de fungo,
formas jovens, operarias e rainha. Cada colbnia foi retirada do solo e transferida
individualmente para recipientes plasticos de 1L, transportados para o laboratério e
acondicionados sobre bandejas (60x40x9 cm) que tinham suas bordas revestidas
por talco inerte para evitar o escape dos individuos. Esses recipientes tinham suas
tampas perfuradas e cobertas com algodao umedecido e continham um orificio em
sua lateral para permitir a saida das operarias para o forrageamento. A criacéo foi
mantida em condi¢Bes controladas a temperatura de 25 + 5°C, 60 + 10% de
umidade relativa e 12:12 de fotoperiodo. Diariamente, foram oferecidos como
suprimento para as formigas folhas frescas de diversas plantas atrativas como

Acalypha sp., Hibiscus sp. e Gmelina arborea.

3.2 Isolados fungicos

Foram selecionados os isolados de B. bassiana ESALQ-4475 e de T.
longibrachiatum ESALQ-F74l, obtidos a partir da Colecdo de Entomopatdgenos
denominada “Professor Sérgio Batista Alves”, localizada no Laboratorio de Patologia
e Controle Microbiano de Insetos da Escola Superior de Agricultura “Luiz de
Queiroz’- Universidade de S&o Paulo (ESALQ-USP), na cidade de Piracicaba-SP,

Brasil.
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3.3 Producdao de propéagulos via fermentacdo submersa

Os isolados de T. longibrachiatum e B. bassiana selecionados foram
cultivados em placas de Petri contendo meio de cultura composto por batata 200g/L,
dextrose 15g/L e agar 20g/L - BDA (Difco ®) e 0,5¢/L do pentabidtico (Zoetis ®).
ApoOs a repicagem, as placas foram incubadas em camara climatizada do tipo B.O.D
(Biological Oxigen Demand) a 25 + 1°C e 12 horas de fotofase durante 5-7 dias ou
10-12 dias, respectivamente. Os discos de agar esporulados obtidos das culturas
monosporicas dos isolados foram preservados em criotubos estéreis, imersos em
solugéo de 10% de glicerol ou esporo puro e acondicionados em freezer a -80°C. Os
indculos dos isolados foram preparados a partir de suspensdes de conidios frescos
dos fungos obtidas por raspagem das placas de cultivo fingico adicionado a 10 mL
de uma solucéo de agua destilada estéril + 0,05% de Tween 80 (Synth ®) ajustadas
a concentracdo de 5x10° conidios mL™.

A produgéo de blastosporos de B. bassiana foi feita conforme a metodologia
proposta por Iwanicki et al. (2020). Os propagulos foram obtidos em fermentacao
submersa utilizando o meio liquido Adamek (JACKSON et al., 1997) modificado,
cada litro de meio composto por 40g de milhocina; 2,5g de KH;PO4 1g de
CaCl,.2H,0; 0,83g de MgS0,4.7H,0; 0,3g de FeS0O,4.7H,0; 12,8 mg de MnSO4.H,0;
11,2 mg de ZnS0O,4.7H,0; 29,6 mg de CoCl,.6H,0; 0,2 mg de cada vitamina: tiamina,
riboflavina, pantotenato de calcio, niacina, piridoxamina e &cido tioctico e 40 g de
glucose, que foi autoclavada separadamente da solucéo salina e adicionada ao meio
antes da inoculacdo do fungo. Para producdo de microeslerodios de T.
longibrachiatum foi utilizado o meio de cultivo adaptado de Song et al. (2014), cuja
composi¢do nutricional por litro de meio consiste em: 4 g (NH,), CsHsO7;, 6 g de
KH,POy4; 0,8 g de CaCl,.2H,0; 0,6 g de MgS04.7H,0; 0,2 g de FeS0,4.7H,0; 10 g de
glicose.

A fermentacédo dos isolados foi conduzida em frascos Erlenmeyer (Bellco ®)
de 250 mL contendo o volume de 45 mL dos meios de cultivo somado a 5 mL de
in6culo de cada um dos isolados fungicos, que foram mantidos em incubadora
rotatéria tipo shaker (Marconi ®) por 3 dias a 28 °C sob agitacdo orbital de 350 rpm
para B. bassiana e 5 dias a 28 °C sob agitacdo orbital de 300 rpm para T.

longibrachiatum.
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3.4 Coleta de COV’s fuingicos e analise quimica por cromatografia gasosa

Os compostos organicos volateis (COVs) emitidos por blastosporos e
conidios de B. bassiana foram coletados usando um Sistema de Coleta Volatil ARS
(ARS, Gainesville, FL, EUA). Seis réplicas de controle composto por material inerte
puro (argila cinza) e seis réplicas das amostras (10% de inerte somado as estruturas
fungicas) foram colocados em camaras de vidro totalmente fechadas (21,5 cm de
comprimento X 4 cm de diametro interno) conectadas ao ARS por mangueiras de
teflon. Ar limpo e umidificado foi injetado nas camaras a 1,0 L/min. Uma coluna de
polimero adsorvente (30 mg; Hayesep-Q, 80-100 mesh, Alltech Associates,
Deerfield, IL, EUA) foi acoplada a saida da camara de vidro. Apos 48 h da coleta de
COVs, as colunas de polimero foram eluidas com 150 pL de hexano destilado
(Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA) forcado através do absorvente com gas
nitrogénio filtrado e as amostras foram armazenadas em frascos e mantidas em
freezer a -30 °C até a andlise.

A andlise quimica foi realizada usando cromatografia gasosa acoplada a um
detector de ionizacdo de chama (GC-FID; GC2010 Shimadzu, Kyoto, Jap&o)
equipado com uma coluna de fase estacionaria de baixa polaridade (30 m x 25 ym x
25 mm; HP-5, Agilent J&W, Santa Clara, CA, EUA).

Um microlitro de cada amostra foi injetado a 250°C em modo splitless com
hélio como gas de arraste a um fluxo constante de 1 mL/min. A temperatura inicial
da coluna do GC foi mantida a 40 °C por 5 minutos, aumentada para 150 °C a 5
°C/min, permanecendo nesta temperatura por 1 minuto e, por fim, aumentada para
250 °C a 20 °C/min, permanecendo nesta temperatura por 2 minutos.

Para a identificacdo dos compostos, 1l foi injetado em modo splitless em
um cromatografo a gas (Varian 3800) acoplado a um espectrébmetro de massas
(Varian 4000 lon Trap) (Agilent Technologies) equipado com 0 mesmo tipo de coluna
do GC-FID. O hélio foi utilizado como gas de arraste a um fluxo de 1 mL/mim e a
programacao de temperatura do forno do GC foi a mesma utilizada nas analises no
GC-FID. Os COVs fungicos foram identificados provisoriamente com base em uma
comparacao de espectros de massa com o banco de dados da biblioteca (NIST11).
A selecdo de compostos foi feita com uma porcentagem de correspondéncia na
base de dados de pelo menos 80%. COVs conhecidos associados ao meio de

cultura, ao controle e compostos com boro em sua composi¢cao quimica oriundos do
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material de frascos de vidro borossilicatos foram excluidos do perfil cromatografico
dos propagulos (AHMED et al., 2018).

3.5 Coleta de compostos fungicos néo volateis

Os compostos quimicos das estruturas fungicas foram extraidos lavando os
propagulos em solvente. Primeiramente, todo o meio de cultura foi centrifugado a
5000 rpm por 5 minutos e descartado. O cultivo fungico foi ressuspendido em uma
solugdo de &gua destilada e 0,05% de Tween 80. Entdo, os propagulos foram
ajustados a concentracdo de 1x10° para blastosporos e conidios ou 1x10% para
microesclerédios, e centrifugados novamente em tubo de vidro do tipo falcon para
obtencdo de um pellet contendo apenas células fungicas que foi armazenado em
freezer -80°C. O pellet foi ressuspendido em solvente hexano duplamente destilado
e mantido na mesma concentracdo. Os propagulos ficaram em contato com o
solvente por 5 minutos e em agitagcdo constante. Para obtencao do extrato natural,
utilizando uma seringa de vidro, o extrato hexanico contendo os produtos quimicos
das diferentes estruturas fungicas foi filtrado através de um filtro de membrana de
0,22 um. Apos filtracdo, as solucdes de hexano foram mantidas em tubo do tipo vial

e armazenadas em freezer -30°C até o uso.

3.6 Bioensaios
3.6.1 Atratividade de operarias de A. sexdens rubropilosa aos compostos fungicos
volateis

Para o ensaio de atratividade aos compostos volateis, as estruturas flngicas
foram estabilizadas por meio de um processo de secagem. Para estruturas
produzidas em fermentacdo submersa foi realizada a remocao do meio de cultivo,
gue pode ser atrativo as formigas e descaracterizar os tratamentos nos ensaios de
atratividade. Para isso, o fermentado foi centrifugado a 5000 rpm durante 5 minutos
em centrifuga e o sobrenadante foi separado, aos propagulos concentrados foi
adicionado agua destilada estéril para lavagem do restante do meio de cultivo. Em
seguida, as concentra¢gfes das estruturas fungicas foram quantificadas com auxilio
de camara de contagem, obtendo solucdes concentradas a 1x10° blastosporos mL™
e 1x103 microesclerédios mL™. Os conidios aéreos frescos foram obtidos por meio

de raspagem das placas e ajustados & concentracéo de 1x10° conidios mL™
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Para a estabilizacdo dos propagulos fungicos, foi utilizada a metodologia
descrita por Mascarin et al. (2015), em que 10% (p/v) de argila cinza foi misturado as
suspensdes concentradas. Essa mistura foi filtrada em papel filtro de 12,5 cm de
didmetro, através de bomba de vacuo acoplada a funil de Buchner. O papel de filtro
onde as particulas solidas ficaram retidas foi mantido em camara de secagem sob
fluxo de ar constante para secagem lenta. O material seco foi obtido quando a
umidade relativa interna da camara de secagem atingiu um valor inferior a 20%, ou
até que as amostras atingissem uma atividade final de agua (a.w) < 4%, conforme
medido por um analisador de atividade de agua. O material seco foi triturado em
microprocessador e embalado a vacuo em sacos de polietileno e armazenado a 4 °C
até o uso nos experimentos. O sobrenadante das culturas liquidas também foi
utilizado como tratamento, para isso, foi realizada a filtragem através de uma
membrana de filtro de 0,22 um com o objetivo de reter os propagulos fungicos, em
seguida, foi adicionado 10% (p/v) do material inerte e foi submetido ao processo de
secagem e armazenamento.

Para realizacdo dos bioensaios de atratividade das operarias submetidas as
fontes de odores volateis foram utilizadas cinco colénias de A. sexdens rubropilosa
gue permaneceram em privacao de alimento por 24 horas antes da conducdo dos
ensaios. Cada uma das colonias foi mantida sobre bandejas (arena de
forrageamento) revestida com talco nas bordas para impedir o escape dos
individuos. O recipiente das colbnias continha um orificio de entrada e saida das
operarias que permitia o livre acesso a arena de forrageamento. As colbnias tinham
aproximadamente um ano de idade e foram mantidas nas mesmas condi¢des da
criagdo (Item 3.1) e em sala com luz difusa para condugdo dos bioensaios, que
foram realizados sempre no periodo da tarde. A cada bioensaio, as bandejas eram
devidamente limpas com acetona a fim de remover qualquer odor, e 0 acesso a
arena de forrageamento era fechado e aberto somente no inicio do bioensaio.

As arenas de forrageamento continham na extremidade oposta da posicao
das colbnias duas saidas de ar, localizadas de forma equidistantes uma de cada
lado da bandeja. As saidas de ar eram protegidas com uma tela para impedir o
acesso das operarias. As saidas, foram conectados tubos do tipo falcon, que por sua
vez, eram interligados por mangueiras a uma camara com sistema de fornecimento
de ar umidificado (Chamber Humidified Air Delivery System/Analytical Research

Systems, EUA) que fornecia um fluxo de ar constante na arena.
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Em um esquema de dupla-escolha, simultaneamente, foram oferecidos para
as formigas duas fontes de odores: no interior do tubo localizado em um dos lados
da arena, era colocado uma amostra com ~2g de material inerte puro (argila cinza)
no tratamento controle, e no tubo do lado oposto a mesma quantidade das
estruturas fungicas estabilizadas nas concentracfes previamente estabelecidas para
cada um dos tratamentos. A corrente de ar filtrado e Umido passava pelas amostras
de odor e os volateis das amostras eram transferidos para a arena de
forrageamento. Medidores de vazao mantiveram a taxa dos fluxos de ar constantes
em 0,4 L/min. A emissdo dos volateis na arena de forrageamento foi constante
durante cada gravacado. Os lados dos sinais de odor foram alternados entre eles
para excluir comportamentos tendenciosos. Para o critério de escolha, foi delimitado
dentro da arena dois quadrantes em torno das saidas do fluxo de ar, que sdo as
zonas de interesse usadas durante a analise para quantificar comportamentos
relacionados com a posicdo espacial das operarias na arena. Os ensaios foram
compostos por 6 tratamentos contrastados com o controle, sendo blastosporos de B.
bassiana, conidios aéreos de B. bassiana e T. longibrachiatum, microesclerédios de
T. longibrachiatum e o sobrenadante das culturas liquidas de B. bassiana e de T.
longibrachiatum.

Para um registro uniforme da posicdo das operarias dentro da arena de
forrageamento, uma camera digital (Webcam Logitech C505 HD) foi instalada acima
do centro da arena. Os videos foram gravados com auxilio do programa de gravacao
de video OBS Studio (Open Broadcaster Software). Posteriormente, os videos foram
analisados através de um sistema de rastreamento de video, Ethovision XT
(NOLDUS; SPINK; TEGELENBOSCH, 2001). Apos ser fornecido o fluxo de ar, a
gravacdo do video e o modo de rastreamento do software foram iniciados
imediatamente apds a primeira operaria visitar uma das zonas de interesse na arena
de forrageamento e os comportamentos foram registrados por um periodo de 2
horas ininterruptas. O software rastreou as operarias dentro das regides de interesse
definidas na arena (no EthoVision chamadas de zonas). Foi realizado o
rastreamento de 16 formigas simultaneamente, que € o maximo de individuos que a
versao utilizada do software oferece. A arena foi calibrada com o tamanho real da
bandeja. As variaveis comportamentais foram escolhidas de acordo com o interesse
biolégico e consistiram na contagem do numero de vezes que uma operaria visitou

cada uma das zonas de interesse (“Visitas Ethovision”) e o tempo meédio gasto (em



29

minutos) de uma operaria em cada uma das zonas de interesse, ou seja, 0 tempo
gasto acumulado em que o ponto central do corpo da formiga permaneceu no
interior de uma das zonas. Os videos de 2 horas de duracdo provenientes dos
ensaios também foram analisados visualmente pelo operador e a cada 5 minutos o
namero de formigas no interior de cada uma das zonas de interesse foram

registrados manualmente, gerando o conjunto de dados “Visitas Contagem”.
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Figura 1. Esquema da metodologia do bioensaio de atratividade aos compostos volateis

3.6.2 Atratividade de operarias de A. sexdens rubropilosa aos compostos fungicos
nao volateis

Para o ensaio de atratividade aos compostos ndo volateis, as estruturas
fungicas foram submetidas a um processo de lavagem. Os compostos néo volateis
das estruturas fungicas foram extraidos através de lavagem dos propagulos em
solvente. O solvente utilizado foi o hexano destilado que possui capacidade de
extrair uma ampla quantidade de compostos, principalmente nao polares
(HERNANDEZ et al., 2006).

Para estruturas produzidas em fermentacdo submersa a remoc¢ao do meio de
cultivo através de centrifugacao e ajuste das concentracfes foi realizada conforme
descrito para o ensaio de atratividade aos compostos volateis. O pellet de células
fungicas foi mantido em contato com o solvente por 5 minutos e em agitacdo
constante. O extrato hexanico contendo os compostos quimicos dos diferentes

propagulos fungicos foi filtrado com uso de uma seringa de vidro e um filtro de
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membrana de 0,22 um. Apdés filtrado, as solu¢cdes de hexano foram mantidas em
tubo do tipo vial e armazenadas em freezer -30°C até o uso.

Para realizacdo dos bioensaios de atratividade das operarias submetidas aos
compostos fungicos nao volateis foram utilizadas quatro coldnias de A. sexdens
rubropilosa submetidas as mesmas condicdes dos ensaios de atratividade aos
compostos fungicos volateis. Para avaliar as escolhas das operérias, na arena de
forrageamento devidamente limpa, foram oferecidas folhas frescas em forma de
discos (6 mm de diametro) perfurados com um cortador de papel. Foram utilizadas
folhas da espécie Gmelina arborea, por ser utilizada na manutencao da criacédo e por
tratar-se de um alvo preferencialmente cortado pelas formigas-cortadeiras
(ESPINOZA, 2004). Dez discos de folhas da espécie vegetal foram impregnados
com 20 pL do solvente puro (hexano) no tratamento controle e 20 puL do extrato
hexanico das estruturas fungicas nas determinadas concentracbes para O0S
tratamentos. Neste Ultimo caso, os extratos foram diluidos e oferecidos em
diferentes concentracdes, sendo elas 10%, 50% e 100%. Os ensaios foram
compostos por 4 tratamentos contrastados com o controle, sendo blastosporos de B.
bassiana, conidios aéreos de B. bassiana e T. longibrachiatum, microesclerodios de
T. longibrachiatum

Os discos de folha vegetal impregnados com extratos dos tratamentos e
controle foram posicionados na area delimitada como zona de interesse na arena de
forrageamento de forma equidistante e oferecidos simultaneamente para as
formigas. O lado em que os discos eram dispostos foram alternados entre eles para
controlar os enviesamentos laterais. Ap0s 0 acesso a arena ser aberto, assim que o
primeiro disco foi carregado foi iniciado a gravacdo de video por 2 horas
ininterruptas ou até que todos os discos fossem carregados. Os videos foram
gravados conforme descrito para o bioensaio de atratividade aos volateis.

Os videos foram analisados quanto ao numero de discos carregados e ao
tempo de carregamento de cada um dos tratamentos. Para a variavel resposta
namero de discos carregados, a seguinte metodologia adaptada de Della Lucia et al.
(1992) foi utilizada: quando 100% dos discos de uma das escolhas (discos do
tratamento ou discos do controle) eram carregados o numero de discos nédo
carregados pelo tratamento oposto era contabilizado. Ja para variavel resposta
tempo de carregamento, para cada tratamento o intervalo entre o primeiro e ultimo

disco carregado foi contabilizado em minutos.
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3.6.3 Atratividade de operarias de A. sexdens rubropilosa as estruturas fungicas
Para a descricdo da resposta comportamental das operarias submetidas as
estruturas fangicas frescas foi utilizada a mesma metodologia descrita para o ensaio
de atratividade aos compostos nado volateis. Para isso, dez discos de folhas da
espécie vegetal foram impregnados com 20 puL de uma solucdo de agua destilada
estéril + Tween 0,05 % no tratamento controle e 20 uL das estruturas fangicas nas

determinadas concentracfes para os tratamentos.

3.6.4 Preferéncia de operarias de A. sexdens rubropilosa aos propagulos de B.

bassiana

Os ensaios de preferéncia foram realizados entre as estruturas que
demonstraram atratividade significativa frente ao grupo controle nos testes de
atratividade ou, pelo menos, uma tendéncia a atratividade. Nesse sentido,
blastosporos de B. bassiana foram contrastados com seus conidios e a preferéncia
foi observada. Para realizacdo dos ensaios de preferéncia de operarias de A.
sexdens rubropilosa aos compostos volateis, ndo volateis e estruturas frescas de B.

bassiana a mesma metodologia do bioensaio de atratividade respectivo foi utilizada.

3.6.5 Comportamentos de A. sexdens rubropilosa em contato com estruturas

fungicas

Para esse ensaio, foram utilizadas quatro colénias mantidas na criacdo de
insetos sociais do Laboratério de Patologia e Controle Microbiano. De cada uma das
colonias foram obtidas cinco subcolbnias que foram submetidas aleatoriamente aos
tratamentos, totalizando 20 subcol6nias. As subcolbnias, que sdo pequenas colbnias
sem rainha, foram compostas por 5 operérias pertencentes a subcasta
“generalistas”, que apresentam a largura da capsula cefalica entre 1,4-2,2 mm e
uma pequena quantidade (~1 g) do fungo mutualista colocados em placas de Petri
de plastico (diametro 9 cm, altura 1,5 cm) contendo uma camada de gesso de 1 cm
no fundo para manutencdo da umidade. Todas as operarias foram anestesiadas com
uso de CO;, e, logo apés, 1 mL de solucédo fungica ou uma suspensao de controle foi
aplicada através da torre de Potter e distribuida uniformemente sob as subcolbnias,
incluindo o fungo cultivado. O desenho experimental do estudo consistiu em 5

tratamentos com 4 blocos (colénias), como segue: conidios aéreos e blastosporos
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de B. bassiana, conidios aéreos e microesclerédios de T. longibrachiatum. Os
conidios aéreos de ambos fungos e blastosporos de B. bassiana foram ajustados a
concentracdo de 1x10® conidios e blastosporos mL™ e os microesclerédios foram
utilizados na concentracdo 1x103 microesclerédios mL™. O tratamento controle
consistiu em uma solucdo de agua destilada estéril e 0,05% Tween 80 sem
propagulos fungicos. O bioensaio foi conduzido em delineamento em blocos
casualizados para investigar a frequéncia dos comportamentos sob cada estrutura
dos fungos. Os comportamentos foram registrados por 30 minutos com uma camera
de video (FDR-AX53 4K; Sony, Téquio, Japao) 15 minutos apos a pulverizacdo dos
tratamentos. As gravacdes foram feitas no interior de um fitotron (Eletrolab) com as
seguintes condi¢cbes experimentais: luz indireta e temperatura de 23 £ 0,5 ° C com
70 £ 5% de umidade durante o periodo de gravacdo dos videos para observar os
comportamentos higiénicos.

Todos os comportamentos foram reconhecidos com base no guia visual dos
principais comportamentos defensivos aos ataques de patdgenos em formigas-
cortadeiras proposto por Nilsson-Mgller, Poulsen e Innocent, (2018). Foram
contabilizadas as frequéncias de self-grooming, allogrooming e weeding. Foi definido
0 comportamento de grooming continuo como uma Unica ocorréncia, a menos que a
formiga mudasse o padrdo de higienizacdo. Os comportamentos foram considerados
e contabilizados somente se a formiga analisada apresentasse o0s seguintes padroes
de comportamento: (a) uma Unica formiga limpando seu préprio corpo especialmente
pernas e antenas usando suas mandibulas (self-grooming); (b) uma formiga sendo
limpa por uma ou mais outras formigas (allogrooming) e (c) o ato de uma ou mais
formigas separarem e removerem com a mandibula grandes pedacos de jardim de
fungo infectados por micoparasitas e deposita-los longe do jardim ou diretamente na

camara de residuos (weeding).

3.6.6 Sobrevivéncia de A. sexdens rubropilosa expostas aos propagulos fungicos de
B. bassiana
A viruléncia de blastosporos de B. bassiana (ESALQ4475) foi avaliada e
comparada com conidios aéreos contra operarias generalistas de formigas-
cortadeiras. As operarias foram removidas de uma Unica colénia mantida no
departamento de entomologia da ESALQ-USP e, com auxilio de uma pinca, foram

selecionados individuos pertencentes a subcasta “generalistas” que apresentam a
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largura da capsula cefélica entre 1,4-2,2 mm. Esses grupos de formigas foram
colocados em uma placa de Petri de plastico (diametro 9 cm, altura 1,5 cm) que
continha uma fina camada de gesso no fundo, forrada com papel filtro umedecido e
uma pequena quantidade (~1 g) do fungo mutualista que pertencia a colénia de onde
as operarias foram retiradas. Em cada placa de Petri foram colocadas 5 formigas
pertencentes a mesma colbnia dois dias antes da data da aplicacdo do bioensaio
para aclimatar as formigas no novo ambiente. O delineamento foi inteiramente
casualizado e composto por 3 tratamentos, sendo eles blastosporos e conidios de B.
bassiana, além do controle. Cada tratamento foi composto por 9 repeti¢cdes (placas-
unidades experimentais) contendo 5 formigas cada (insetos- unidades
observacionais).

Todas as operarias foram anestesiadas com uso de CO; e, logo apoés, foram
pulverizadas com suspensdes de blastosporos frescos ou conidios na concentracao
de 1x10® blastosporos ou conidios mL™ preparados com uma solucdo de 0,05%
Tween 80. O grupo controle foi formado por insetos pulverizados apenas com a
solucdo de Tween. Foram pulverizados 2 mL de cada tratamento através da Torre
de Potter. ApGs a pulverizacdo, as placas de Petri foram mantidas a 26-28 °C com
fotoperiodo de 12:12h e umidade ambiente ndo controlada.

Operarias mortas foram registradas diariamente por 7 dias apds a aplicacao.
Para confirmar que a mortalidade foi devido a infeccao fungica, as formigas mortas
foram transferidas para uma camara Umida e mantidas a 28° C até que a

esporulacédo fungica pudesse ser observada.

3.6.7 Microscopia eletrénica de varredura

Para analise no microscopio eletrénico de varredura (MEV), foi utilizada a
metodologia adaptada de Travaglini et al. (2016). O objetivo da analise foi entender
a localizagdo principal da deposicdo de propagulos e quantidade de propagulos
fungicos remanescentes na superficie corporal de operarias de A. sexdens
rubropilosa apos a exposicao por diferentes propagulos de B. bassiana mantidas em
grupos com a possibilidade de limpar os propagulos por meio do grooming por 0,30
e 60 minutos.

Foram utilizadas operarias da subcasta generalistas de uma Unica col6nia do
departamento de entomologia da ESALQ-USP. Os individuos foram mantidos em

grupos de cinco operarias, colocados em uma placa de Petri de plastico (diametro 9
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cm, altura 1,5 cm) forrada com papel filtro umedecido. Todas as formigas de cada
grupo foram imersas individualmente por 3 segundos em solucdo concentrada dos
seguintes tratamentos: 1x10°® conidios ou blastosporos mL™ de B. bassiana. Apés
exposicdo aos propagulos fungicos, as operarias foram retornadas em seus grupos
as placas de Petri, onde permaneceram com a possibilidade de exercer seus
comportamentos de grooming normalmente pelos periodos de 0, 30 e 60 minutos
apos aplicacgéo.

Para avaliacdo da quantidade de propagulos remanescentes na cuticula das
operarias que tiveram a possibilidade de limpar a si mesmas (self-grooming) e as
companheiras de ninho (allogrooming) por diferentes periodos, uma formiga de cada
placa foi retirada aos 0, 30 e 60 minutos apos aplicacdo e em seguida foram mortas
por baixas temperaturas. Imediatamente ap0s a morte, as formigas submetidas a
exposicao aos propagulos fungicos foram submetidas a um processo de fixacdo do
material para MEV. A fixacao foi feita pelo método quimico por meio da exposi¢cao
por 24 horas em vapor de tetréxido de 6smio (OsO,) para estabilizacdo estrutural.

Para as avaliacbes espaciais dos propagulos depositados ao corpo das
formigas, com o auxilio de uma lupa, os exemplares inteiros ja estabilizados foram
colados na posicao dorso-lateral em uma fita adesiva de carbono dupla face e
fixadas sob porta amostras (stubs) que sdo pequenos cilindros metalicos. O
manuseio foi feito delicadamente com pinga para evitar danos a superficie corporal
dos insetos, as pernas e as antenas foram acomodadas afastadas do corpo a fim de
nao impedir a visualizagdo. As amostras foram recobertas por uma fina camada de
metal, o alvo metdlico utilizado foi ouro, e o procedimento foi realizado em uma
camara de vacuo metalizadora (Balzers, modelo SCD-050) onde as amostras foram
pulverizadas com o metal nobre. As imagens foram coletadas com microscopio
eletrbnico de varredura modelo JEOL JSM-IT300 pertencente ao Laboratério de
Microscopia Eletrénica aplicada a Pesquisa Agropecuéria (NAP/MEPA) da
ESALQ/USP em Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil.

3.7 Anédlise Estatistica

Todas as andlises foram realizadas no software estatistico RStudio (v. 4.2.1)
(TEAM, 2020).

Nos bioensaios de atratividade e preferéncia aos compostos néo volateis e

estruturas onde as variaveis resposta consistiram em tempo de carregamento de
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discos e numero de discos carregados, a comparacdo do tempo de carregamento de
dez discos por operarias de A. sexdens rubropilosa entre os tratamentos foi
realizada através de andlise de variancia (ANOVA) dos valores transformados em
raiz quadrada para satisfazer normalidade. Nos casos em que esta néo era satisfeita
mesmo apoés a transformacdo, utilizou-se o teste ndo paramétrico Wilcoxon—Mann—
Whitney (WMW) para comparacéo (WILCOXON, 1945).

As colbnias de formigas foram consideradas como blocos, avaliando o efeito
de blocos, tratamentos e a interacdo entre ambos. O numero de discos carregados
pelas formigas entre tratamentos quando estas coletaram os dez discos de ao
menos um dos tratamentos foi comparado utilizando modelo linear generalizado
(GLM) com distribuicdo Poisson dos erros, ajustando para superdispersao
(Quasipoisson) quando necessario (MCCULLAGH; NELDER, 1989).

Assim como na comparacao do tempo, as colonias de formigas foram
consideradas como blocos, avaliando o efeito de blocos, tratamentos e a interacéo
entre ambos. O tempo para carregar os dez discos foi adicionado ao modelo como
um offset para acomodar a possivel influéncia no total de discos carregados.
Utilizou-se analise de deviance com teste de qui-quadrado para modelo Poisson e
teste F para modelo quasipoisson (MCCULLAGH; NELDER, 1989). Ainda, no
experimento de atratividade aos compostos fangicos ndo volateis as diferentes
concentragbes foram adicionadas ao modelo como fatores, e foram avaliados os
efeitos de blocos, tratamentos, concentracbes e a interacdo entre tratamento e
concentracdo. Como nao houve efeitos significativos da concentracdo, os gréaficos
foram gerados com dados referente a média de discos carregados e tempo de
carregamento de todas as concentracdes utilizadas (10,50 e 100%).

Nos bioensaios de atratividade e preferéncia aos compostos volateis, as
mesmas andlises foram utilizadas para a comparagéo entre o tempo gasto (ANOVA
ou WMW) e numero de visitas (GLM) entre controle e tratamento aplicando,
separadamente, os dados de “Visitas Contagem” e “Visitas Ethovision”. O software
Ethovision fornece valores de zero em casos que o inseto rastreado ndo estiver
visivel dentro dos limites da arena, por isso, fez-se necessario retirar essas
observacdes para nado influenciar nos resultados, uma vez que os valores nao
correspondiam a visitas, mas sinalizavam nao deteccdo da formiga pelo

equipamento.
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As curvas de sobrevivéncia foram geradas com os dados de operarias
mortas até o dia 7 por meio dos pacotes survmine (KASSAMBARA et al., 2017) e
survival (THERNEAU, 2020) do software R (TEAM, 2020). As curvas de
sobrevivéncia foram estimadas por um modelo ndo paramétrico ajustado a
distribuicdo Weibull. Diferencas estatisticamente significativas (p< 0,05) entre as
curvas de sobrevivéncia para os tratamentos foram estimadas pelo teste log-rank.

O tempo letal mediano dos tratamentos foi comparado pela sobreposicéo
dos intervalos de confianca (IC 95%) estimados pela funcdo LT _logit do pacote
ecotox do R. O ajuste do modelo foi verificado por meio do Qui-quadrado de
Pearson e o modelo foi considerado bem ajustado quando o valor de p. foi superior a
0,05. Os valores de TMsp ndo foram considerados estatisticamente significativos
guando seus IC de 95% se sobrepuseram.

Para o bioensaio de comportamento, a frequéncia de limpeza (self-grooming,
allogrooming e weeding) exibidos por operarias generalistas de A. sexdens
rubropilosa em contato com as diferentes estruturas fungicas foi comparada
utilizando modelo linear generalizado (GLM) ajustada a distribuicdo Quasipoisson
(MCCULLAGH; NELDER, 1989). A verificacdo da qualidade do ajuste foi feita por
meio do uso do grafico meio-normal de probabilidades com envelope de simulagéo
(pacote do R “hnp”) (MORAL; HINDE; DEMETRIO, 2017). As coldnias de formigas
foram consideradas como blocos e incluidas ao modelo como fatores. Apos o ajuste
do melhor modelo, os efeitos dos tratamentos e blocos foram verificados através da
analise de deviance com teste F e quando significativo, as médias dos mesmos
foram comparadas por meio do teste de comparacdo de médias (teste de Tukey,
p<0,05), que foram realizadas por meio da funcao glht do pacote multicomp (TEAM,
2020).



37

4. RESULTADOS
4.1 Atratividade de A. sexdens rubropilosa aos compostos fungicos volateis

De acordo com a andlise de variancia, a média de ocorréncias avaliada pelo
método de contagem visual (Visitas Contagem) (p= 0,004) foi superior na zona de
emissdo de odores volateis liberados por blastosporos de B. bassiana, que recebeu
em média 5,0+0,5 visitas em compara¢do ao controle (3,9+0,4 visitas). A média de
ocorréncias determinada pelo software Ethovision (Visitas Ethovision) também foi
significativamente maior (p= 0,002) na zona de emisséo de odores volateis liberados
pela estrutura leveduriforme do fungo, que recebeu em média 35,0+3,2 visitas e
25,5+2,6 visitas na zona de emissdo de volateis liberados pelo controle. O tempo
médio gasto acumulado no interior de cada uma das zonas de interesse foi
aproximado, em média de 6 minutos.

Para os conidios de B. bassiana, as médias de visitas para o tratamento
foram de 4,5+0,2 “Visitas Contagem” e de 37,5+5,0 “Visitas Ethovision” em
comparacdao ao controle que recebeu 3,9120,2 e 23,5+3,3 “Visitas Contagem” e
“Visitas Ethovision”, respectivamente. Entretanto, estas diferencas numéricas pela
escolha da fonte de odores volateis emitidos pela estrutura fungica ndo foram
estatisticamente significativas (p= 0,305).

Para o tratamento composto por sobrenadante de B. bassiana, a zona da
arena que continha amostra liberando volateis do controle recebeu
significativamente mais “Visitas Ethovision” em relagdo ao tratamento, com
126,8+16,7 e 117,3+13,9 visitas respectivamente. O tempo médio foi
significativamente maior na zona volatilizando COVs liberados pelo tratamento,
25,5+3,7min  em comparagdo ao controle 12,0+0,9min. Os resultados deste
tratamento foram divergentes, com isso, o sobrenadante da cultura liquida de B.
bassiana n&o foi considerado atrativo.

Para as amostras com COVs liberados pelas diferentes estruturas de T.
longibrachiatum (microesclerodios, conidios e sobrenadante) as variaveis resposta
de numero de visitas em “Visitas Contagem” e “Visitas Ethovision” ndo obtiveram
diferencas significativas. Em relacdo a varidvel resposta tempo médio que as
operarias de A. sexdens rubropilosa permaneceram préximas a fonte de volateis,
este sO diferiu do controle no tratamento com COVs oriundos de conidios de T.
longibrachiatum, onde esta variavel foi maior na fonte de volateis liberados pelo

controle (11,5+3,3 min.) em relacao ao tratamento (4,3+0,8 min.)
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Em nenhum dos ensaios, as visitas foram significativamente maiores no
controle, evidenciando que a resposta das operarias foi neutra em relacdo ao
tratamento controle, composto por argila cinza pura, indicando que o material inerte
nao liberou nenhum volatil que pudesse influenciar o comportamento dos insetos.
Quando o numero de visitas ou o tempo de permanéncia das operarias foi
significativamente maior nas zonas de emissdo de volateis fangicos, este foi

considerado atrativo as formigas em relagdo ao controle.
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Atratividade de operarias aos COVs fungicos
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Figura 2 Atratividade de operarias de Atta sexdens rubropilosa aos compostos fungicos volateis. Média + Erro
padrao de “Visitas Contagem”, “Visitas Ethovision” e tempo médio gasto em cada uma das zonas por operarias
de Atta sexdens rubropilosa. A: Fonte de odores volateis extraidos de blastosporos de Beauveria bassiana, B:
Fonte de odores volateis extraidos de conidios aéreos de Beauveria bassiana, C: Fonte de odores volateis
extraidos do sobrenadante de B. bassiana, D: Fonte de odores volateis extraidos de microesclerédios (MS) de T.
longibrachiatum, E: Fonte de odores volateis extraidos de conidios aéreos de T. longibrachiatum. F: Fonte de
odores volateis extraidos do sobrenadante de T. longibrachiatum. Todos os tratamentos foram contrastados com
as médias referente a fonte de odor emitido pelo material inerte (controle). As barras seguidas de mesma letra
néo diferem entre si.
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4.2 Atratividade de A. sexdens rubropilosa aos compostos fungicos néo
volateis

A andlise de variancia do numero de discos carregados e tempo de
carregamento dos discos por A. sexdens rubropilosa em cada uma das
concentracfes utilizadas, 10, 50 e 100% de todos os tratamentos ndo resultou em
diferencas significativas. Nesse sentido, foi utilizada a média de cada uma das
variaveis para todas as concentragoes.

O numero de discos carregados e tempo de carregamento de discos para
média de todas as concentragdes utilizadas (10, 50 e 100%) demonstraram que as
operarias de A. sexdens rubropilosa carregaram significativamente um nimero maior
de discos foliares impregnados com extrato dos compostos ndo volateis extraidos de
blastosporos de B. bassiana, em média 8,7+0,8 discos, em comparacao a média de
discos carregados no controle, que foi igual a 6,5+1,0 discos (p= 0,043). O tempo
gasto pelas formigas para o carregamento de 10 discos impregnados com o
tratamento foi em média de 7,6+1,3 minutos, ndo diferindo estatisticamente do
tempo de carregamento de discos do controle 9,7+1,6 minutos (p= 0,263).

Ainda para B. bassiana, os discos impregnados com compostos néo volateis
extraidos dos conidios do entomopatégeno, foram carregados de forma semelhante
aos discos impregnados com o solvente puro, ndo apresentando diferenca
significativa conforme andlise de variancia do numero de discos carregados (p=
0,511) e do tempo de carregamento (p= 0,243). Os valores médios de numero de
discos carregados e tempo de carregamento foram 6,6+1,1 discos e 9,1+1,5 minutos
para os discos do tratamento e 7,0+1,2 discos e 11,1+1,7 minutos para os discos do
controle.

Para os discos impregnados com compostos ndo volateis extraidos dos
diferentes propagulos de T. longibrachiatum (conidios e microesclerédios), néo
houve diferencas significativas entre o niumero de discos carregados e o tempo de
carregamento de 10 discos pelas operarias em comparacéo aos controles.

Para os conidios de T. longibrachiatum o numero médio de discos
carregados impregnados com compostos nao volateis da estrutura foi igual a 8,1+2,8
discos. A média de discos carregados impregnados com o controle foi igual a
7,0£3,5 discos nao diferindo estatisticamente entre si (p= 0,474). Foram carregados
em média 8,5+0,6 e 7,0+1,1 discos impregnados com compostos nao volateis

extraidos dos microesclerédios de T. longibrachiatum e controle respectivamente (p=
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0,683). O tempo médio de carregamento dos discos tratados com nao volateis de
MS T. longibrachiatum foi 15,0+4,6 minutos e para os discos do controle, a média de
tempo de carregamento foi referente a 18,1+6,3 minutos (p= 0,939). O tempo de
carregamento dos discos tratados com os extratos de conidios aéreos de T.
longibrachiatum foi em média de 17,845,5 minutos e ndo diferiu dos discos do

controle que foram carregados em média de 11,3+2,9 minutos (p= 0,25).

Atratividade de operarias aos compostos
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Figura 3 Atratividade de operarias de Atta sexdens rubropilosa aos compostos flngicos nao volateis.
Média de discos carregados e tempo médio de carregamento de 10 discos por operarias de Atta
sexdens rubropilosa A: Discos impreghados com compostos ndo volateis extraidos de blastosporos
de Beauveria bassiana, B: discos impregnados com compostos ndo volateis extraidos de conidios
aéreos de Beauveria bassiana, C: discos impregnados com compostos ndo volateis extraidos de
microesclerddios (MS) de T. longibrachiatum, D: discos impregnados com compostos nao volateis
extraidos de conidios aéreos de T. longibrachiatum. Todos os tratamentos foram contrastados com as
médias referente aos discos impregnados com controle. As barras seguidas de mesma letra nédo
diferem entre si.

4.3 Atratividade de A. sexdens rubropilosa as estruturas fungicas

Para a atratividade das estruturas fungicas frescas as operarias, ndo houve
nenhuma estrutura considerada atrativa. A analise de variancia do numero de discos
carregados e tempo de carregamento de 10 discos por A. sexdens rubropilosa
tratados com as diferentes estruturas frescas de B. bassiana (blastosporos e
conidios) e conidios de T. longibrachiatum né&o diferiram entre si em comparacao

aos discos tratados com o controle.
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O tratamento com MS de T. longibrachiatum foi considerado néo atrativo,
visto que as operarias escolheram carregar significativamente (p= <0,001) mais
discos do controle onde ndo havia a presenca da estrutura (10+£0,05 discos) em
relacdo aos discos tratados com MS frescos (5,5+1,2 discos) e empregaram
significativamente mais que o dobro de tempo para carregar os discos tratados com
microesclerédios, (49,9+8,2 min) em comparacdo a média de tempo de
carregamento de discos do controle cujo valor obtido foi 24,7+5,3 minutos (p=
0,029). Em relacéo aos discos tratados com microesclerédios de T. longibrachiatum,
houve uma interacdo significativa entre blocos e tratamento, evidenciando que o
namero de discos carregados dependeu da col6nia além do tratamento.

Atratividade de operarias as estruturas
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Figura 4 Atratividade de operarias de Atta sexdens rubropilosa as estruturas fangicas frescas. Média
de discos carregados e tempo médio de carregamento de 10 discos por operarias de Atta sexdens
rubropilosa A: Discos impregnados com blastosporos de Beauveria bassiana, B: discos impregnados
com conidios aéreos de Beauveria bassiana, C: discos impregnados com microesclerédios (MS) de T.
longibrachiatum, D: discos impregnados com conidios aéreos de T. longibrachiatum. Todos os
tratamentos foram contrastados com as médias referente aos discos impregnados com controle. As
barras seguidas de mesma letra ndo diferem entre si.
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4.4 Preferéncia de A. sexdens rubropilosa aos COVs, néo volateis e estruturas
de B. bassiana

Nos bioensaios para determinacao da preferéncia de A. sexdens rubropilosa
aos compostos volateis liberados por blastosporos e conidios de B. bassiana, apés
analise de variancia (p= 0,01), os volateis liberados pelos conidios foram
considerados preferidos (41,1+4,1 visitas), pois receberem significativamente mais
visitas (Método Ethovision) que os blastosporos (34,6+4,5 visitas). Para preferéncia
aos compostos nado volateis e estruturas, ndo houve preferéncia por carregaremento
de discos impregnados com blastosporos ou conidios de B. bassiana, embora os
discos impregnados com conidios tenham sido numericamente mais carregados em
ambos os casos (Figura 5).

O tempo (preferéncia volateis) e tempo médio de carregamento de discos

(preferéncia ndo volateis e preferéncia estruturas) ndo diferiu entre os tratamentos.
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Preferéncia de operarias aos propagulos de
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Figura 5 Preferéncia de operéarias de Atta sexdens rubropilosa aos compostos volateis (A), ndo
volateis (B) e as estruturas (C) dos diferentes propagulos produzidos por Beauveria bassiana:
blastosporos e conidios. A: Média de visitas (Contagem e Ethovision) e tempo médio acumulado
gasto em minutos de operarias de Atta sexdens rubropilosa em cada uma das zonas de emissao de
volateis liberados por blastosporos e conidios de Beauveria bassiana. B: Nimero de discos
carregados e tempo de carregamento (minutos) de 10 discos impregnados com compostos nao
volateis extraidos de blastosporos e conidios de Beauveria bassiana por operéarias de Atta sexdens
rubropilosa. C: NUmero de discos carregados e tempo de carregamento (minutos) de 10 discos
impregnados com blastosporos e conidios frescos de Beauveria bassiana por operarias de Atta
sexdens rubropilosa. Barras seguidas por letras iguais, ndo diferem significativamente entre si.

4.5 Comportamentos higiénicos de A. sexdens rubropilosa em contato com
propagulos fungicos
Apoés o teste de comparacdo de meédias, foi possivel verificar que houve
diferenca estatistica ao nivel de 5% de significancia entre os tratamentos para o
comportamento de self-grooming (p= 0,0005). As operarias de A. sexdens
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rubropilosa em contato com conidios de B. bassiana apresentaram
significativamente a maior frequéncia média do comportamento (111,2+2,8) em
comparacdo aos demais, especialmente em comparacdo aos blastosporos
produzidos pelo mesmo fungo onde a média de self-grooming exibidos pelas
operarias submetidas a este tratamento foi igual a 68,7+7,0.

Para as demais variaveis, weeding e allogrooming, ndo foram encontradas
diferencas significativas na frequéncia de comportamentos higiénicos exibidos por
operarias generalistas de A. sexdens rubropilosa em contato com os diferentes
propagulos fangicos de B. bassiana e T. longibrachiatum. No entanto, a frequéncia
de weeding realizados por operarias submetidas ao tratamento com
microesclerédios de T. longibrachiatum (8,5+2,2) foi ligeiramente maior em relagcéo
as operéarias tratadas com conidios do micoparasita (2+0,8), porém ndo houve
diferenca significativa.

Independentemente do tratamento, o self-grooming foi o comportamento
mais empregado pelas operarias, o qual foi exibido em um total de 347 vezes
durante o periodo de observacBes. Por outro lado, os eventos de weeding e
allogrooming foram muito menos frequentes, apenas um total de 20 e 11 exibicdes,
respectivamente. Todos os comportamentos higiénicos foram exercidos com menor

frequéncia no tratamento controle.
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Figura 6 Frequéncia média de self-grooming, allogrooming e weeding exibidos por operérias de Atta
sexdens rubropilosa submetidas aos tratamentos: conidios de Beauveria bassiana, blastosporos de
Beauveria bassiana, conidios de T. longibrachiatum sp, microescleroédios de T. longibrachiatum e
Controle (suspensao sem estruturas fungicas 0,05% Tween 80). Barras seguidas por letras iguais,
nao diferem significativamente entre si pelo Teste de Tukey.
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4.6 Sobrevivéncia de A. sexdens rubropilosa expostas aos propagulos
fangicos de B. bassiana

As curvas de sobrevivéncia para operarias de A. sexdens rubropilosa apos a
exposicao a conidios ou blastosporos de B. bassiana e seu respectivo controle séo
mostradas na Figura 7.

A analise de sobrevivéncia revelou que os blastosporos (p= 0,00019) e
conidios (p= 0,00047) de B. bassiana reduziram significativamente a sobrevivéncia
de operérias de A. sexdens rubropilosa através da aplicacdo direta por pulverizacéo
em relagdo ao grupo controle, mas os tratamentos néao diferiram entre si (p= 0,829)
pelo teste de log-rank. Os blastosporos de B. bassiana causaram mortalidade em
86,7% (IC- 71,9- 93,6%) das operarias submetidas ao tratamento no 7° dia. A
mortalidade causada pela aplicacdo de conidios de B. bassiana atingiu a taxa de
82,2% (IC- 66,7- 90,5%) de mortalidade no 7° dia ap6s aplicacdo. No mesmo
periodo, 40% das operarias tratadas com a solugdo controle morreram (IC- 52,7-
23,8%).

Quanto ao tempo para causar mortalidade em 50% dos individuos (tempo
letal mediano- TLso), 0 valor de TLso para formigas tratadas com blastosporos de B.
bassiana foi 3,5 dias (IC- 2,7 — 4,3), para formigas tratadas com conidios o valor de
TLso foi 3,7 dias (IC- 3,3- 4,1) e 10,5 dias (IC- 6,93- 33,1) para formigas tratadas com
solucdo de Tween (controle). Com base na sobreposicdo dos intervalos de
confianga, o TLsp dos tratamentos com propagulos fungicos diferiu significativamente

dos controles, mas nao diferiram entre si.
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Figura 7 Curvas de sobrevivéncia de operarias de A. sexdens rubropilosa submetidas a aplicacé@o
direta por pulverizacdo de blastosporos de Beauveria bassiana, conidios de Beauveria bassiana e
controle. Os resultados sao a probabilidade de sobrevivéncia média de cada grupo de cinco formigas
por placa de Petri, com um total de 45 formigas utilizadas por tratamento. Tratamento com conidios e
blastosporos de Beauveria bassiana diferem do controle (p= 0,00047 e p= 0,00019). Tratamentos
com blastosporos e conidios de Beauveria bassiana ndo diferem entre si pelo teste de log-rank (p=
0,829).
4.7 Microscopia eletrénica de varredura

As micrografias mostraram que havia propagulos remanescentes nas
cuticulas das operérias, mesmo aquelas que tiveram a possibilidade de realizacdo
de self-grooming e allogrooming pelos periodos de 30 e 60 minutos apds aplicacao
das suspensdes fungicas sobre o tegumento das formigas. Os conidios apareceram
depositados em menor quantidade em comparacdo aos blastosporos em todos 0s

periodos avaliados.
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Em ambos os propagulos, frequentemente se formavam aglomerados, mas
também estavam presentes como propagulos individuais, em varias partes da
cuticula de operarias de A. sexdens rubropilosa como cabeca, abdome e
mandibulas. As superficies irregulares do tegumento, especialmente as regides inter
segmentares e concavidades presentes na base das sensilas, demonstraram serem

areas com grande deposicdo das estruturas fungicas (Figura 8).

Omin 30min 60min

Blastosporos
B. bassiana

Conidios ) % ’; 4
B. bassiana et
I

Figura 8 Regides da cuticula de operarias de A. sexdens rubropilosa, contendo blastosporos de
Beauveria bassiana (A-C), e conidios de Beauveria bassiana (D-F). Exemplares submersos em
solucéo de 1x10° blastosporos mL™ que nao tiveram a possibilidade de realizar grooming (Omin- A) e
que tiveram a possibilidade de realizar grooming por 30 e 60 minutos apds aplicacéo (30 min —-B) e
(60 min- C). Exemplares submersos em solucdo de 1x10° conidios mL™ que ndo tiveram a
possibilidade de realizar grooming (Omin- D) e que tiveram a possibilidade de realizar grooming por
30 e 60 minutos ap6s aplicacao (30 min —E) e (60 min- F). A: aglomerados de blastosporos nas areas
interssegmentares da regido do abdome, B: aglomerados de blastosporos na regido da cabeca, C:
blastosporos na regido da mandibula, D e E: aglomerados de conidios na regido da cabecga, F:
aglomerados de conidios na regido da mandibula. Setas vermelhas (A-F): propagulos depositados
preferencialmente a base das sensilas e concavidades do tegumento. Barra de escala: 10 ym.
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4.8 Compostos organicos volateis fungicos

A partir da analise GC-MS foi possivel identificar os compostos oriundos dos
diferentes propagulos produzidos por B.bassiana. Foram identificados 20 compostos
liberados por blastosporos e 25 compostos emitidos por conidios de B. bassiana.
Cinco compostos, sendo eles o 2-etil-1-hexanol, nonanal, nonadecano, dodecano e
2-metil tetracosano foram identificados como constituintes comuns do perfil
cromatografico das duas estruturas. Os conidios aéreos de B. bassiana
apresentaram maior diversidade de compostos exclusivos em comparacdo aos
compostos exclusivos oriundos de blastosporos, tendo seu perfil composto por 20 e
15 compostos exclusivos respectivamente (Figura 9).

Os nomes dos compostos e respectivos peso molecular (PM), formula
quimica (FQ) e tempo de retencdo (RT) sao apresentados na Tabela 1. A maioria
dos compostos estavam em classes de alcano, alcoois, aldeidos, benzeno e cetona.

Os compostos 2-etil-1-hexanol, nonanal, nonadecano, dodecano e 2-metil
tetracosano foram identificados como constituintes comuns do perfil cromatogréfico

das duas estruturas.

15 5 Z 20

Figura 9 Diagrama de Venn representando diversidade de constituintes exclusivos e constituintes em
comum do perfil cromatografico de cada um dos propagulos produzidos por Beauveria bassiana.
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Tabela 1. Compostos orgéanicos volateis constituintes do perfil cromatografico de
blastosporos e conidios de B. bassiana.

Peso
Propagulo molecular Férmula (;1.51)
fangico Composto (PM) guimica (FQ)
Blastosporos de
B.bassiana
1 Octano,2,2-dimetil 142 C10H22 12,30
2 Nonano 142 C9H20 12,95
3 2-etil-1-hexanol* 130 C8H180 13,25
4 Undecano 156 Cl1H24 13,25
5 2-octeno,3,7-dimetil 140 C10H20 14,58
6 2-acetilciclopentanono 126 C7H1002 15,05
7 Decanol 158 C10H220 15,52
8 Nonanono 142 C9H180 15,91
9 Nonanal* 142 C9H180 16,12
10 Benzeno propan-2-ona 136 C9H120 17,19
11 (2-metoxietenil)-, (Z)- benzeno 134 C9H100 18,23
12 Nonadecano* 268 C19H40 18,68
13 Decano-3,8-dimetil 170 C12H26 19,52
14 Dodecano* 170 Cl12H26 20,24
15 Heptadecano,7-metil 254 C18H38 23,81
16 9-metillheptadecano 254 C18H38 24,24
17 2-metiltetracosano* 352 C25H52 20,40
18 1-Hexadecanal 242 C16H340 24,71
19 2-metiltetracosano* 352 C25H52 25,00
20 Nonadecano,9-metil 282 C20H42 28,68
21 2-metillhexacosano* 380 C27H56 34,15
22 2-metilhexacosano* 380 C27H56 34,89



Conidios de
B.bassiana

1
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2-Heptanono,6-Metil
2-octanona
Octanal
Heptano2,2,4,6,6-pentametil
1-Hexanol, 2-etil*
2-heptanono,4,6-dimetil
2-Octenal
2-Dodecanono
2-Undecanono,6,10-dimetil
1-Octanol
2-Nonanono
Nonanal*
2-Isopropil-5-oxohexanal
2-Undecanono,6,10-dimetil
Etanona,1(-4-metilfenil)
Nonadecano*
Pentadecanono,6,10-14-trimetil
Decanal
Dodecano*
1-Hexadeceno
Tetracontano, 3,5,24-trimetil
Octano,1,1-Oxibis
2-Octilbenzoato
Acido octandico
2-metiltetracosano*
(2-Dodecen-1-il) anidro acético

128
128
128
170
130
142
126
184
198
130
142
142
156
198
134
268
268
156
170
224

604

242
234

382
352

266

C8H160
C8H160
C8H160
C12H26
C8H180
C9H180
C8H140
C12H240
C13H260
C8H180
C9H180
C9H180
C9H1602
C13H260
C9H100
C19H40
C18H360
C10H200
C12H26
C16H32
C43H88
C16H340
C15H2202
C25H5002
C25H52
C16H2603

51

10,90
12,19
12,55
12,96
13,72
14,08
14,24
14,33
14,56
15,06
15,52
15,89
16,79
17,45
17,95
18,25
18,67
19,02
19,53
19,86
19,99
21,66
22,33
24,27
24,46
28,81

*compostos em comum
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5 DISCUSSAO

Embora existam estudos buscando elucidar interacdes entre formigas-
cortadeiras e microrganismos invasores (CURRIE; MUELLER; MALLOCH, 1999;
PAGNOCCA; MASIULIONIS; RODRIGUES, 2012; RODRIGUES et al., 2008, 2011),
este € o0 primeiro estudo que comparou 0S comportamentos higiénicos, de
atratividade e preferéncia de operérias de A. sexdens rubropilosa em contato com os
propagulos fangicos microesclerédios e blastosporos, produzidos via fermentagéo
submersa, em comparacdo aos conidios aéreos do fungo entomopatogénico B.
bassiana e do micoparasita T. longibrachiatum. Os resultados evidenciaram que 0s
compostos volateis e ndo volateis oriundos de blastosporos de B. bassiana sdo
atrativos as operérias de A. sexdens rubropilosa quando contrastados com material
inerte. Quando blastosporos foram contrastados com conidios, as operarias
preferiram significativamente os COVs emitidos pelos conidios aéreos de B.
bassiana.

A andlise cromatografica dos perfis volateis de blastosporos e conidios
aéreos de B. bassiana revelou uma grande diversidade de compostos. Cada
estrutura produzida pelo fungo emitiu um padrdo de volateis especifico, no entanto,
alguns compostos foram comuns a ambos os propagulos, entre eles, o 2-etil-1-
hexanol. De fato, este composto foi descrito como majoritario do perfil de B.
bassiana por outros autores, representando cerca de 45% de toda a composicao
qguimica dos volateis emitidos (AVERY et al., 2022). Com isso, sugere-se que este
metabodlito onipresente nos perfis volateis pode ter sido responsavel por
desempenhar um papel na mediacdo da resposta atrativa desencadeada em
operarias de A. sexdens rubropilosa, e deve ser testado isoladamente em formigas-
cortadeiras para confirmacao de seu potencial como atrativo.

Em concordancia com esta hip6tese, abelhas (Bombus impatiens) sao
atraidas por volateis emitidos por néctar alterado por microrganismos. Testes de
eletroantenografia (EAG) demonstraram que este alcool, 2-etil-1-hexanol,
isoladamente, provocou forte resposta de despolarizacdo de EAG, evidenciando que
0s neurbnios olfativos das abelhas foram altamente sensiveis a este composto
(SCHAEFFER et al., 2019). O 2-etil-1-hexanol também ¢é atrativo a abelhas meliferas
(Apis mellifera) e a atracdo € ainda mais significante em colmeias cujo ar foi
impregnado com o volatil, visto que, nessas colmeias, ~70% das visitas feitas por

forrageiras foram em estacbes de alimentagdo contendo o composto, em
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comparacao as colmeias que nao tiveram o ar inundados com o volatil (JAKOBSEN
et al., 1995). O 2-etil-1-hexanol € constituinte também do perfil volatil de vérias
espécies de flores silvestres (CROWLEY-GALL et al., 2021), e € correlacionado
positivamente com insetos forrageadores de flores (DU et al.,, 2018), como as
formigas-cortadeiras. Além disso, 2-etil-1-hexanol oriundo de isolado de B. bassiana
foi correlacionado como bioativo a outros insetos, como a mariposa-praga, da
espécie Ostrinia furnacalis, que séo atraidas pelos volateis e preferiram ovipositar
em plantas de milho inoculadas com o fungo B. bassiana, comparativamente, o
namero de ovos em plantas inoculadas foi cerca de trés vezes maior em relacéo as
plantas do controle (ZHU et al., 2022). Outros compostos identificados no perfil
cromatografico de B. bassiana como o nonanal e o decanal sdo frequentemente
relatados como metabolitos responsaveis pela atracdo de insetos-praga (MOLNAR
et al., 2015) e inimigos naturais (HORI; ENYA, 2013).

Este estudo comparou qualitativamente os compostos oriundos dos
diferentes propagulos de B. bassiana, ainda, analises quantitativas dos volateis
emitidos por blastosporos e conidios de B. bassiana seriam Uteis para comparar a
concentracdo dos componentes entre as diferentes estruturas. As formigas-
cortadeiras demonstraram uma preferéncia pelos volateis de conidios aéreos em
comparacao aos COVs emitidos por blastosporos. Tal resposta olfativa exibida pelas
operarias pode estar atrelada ndo somente aos constituintes particulares da mistura
de volateis, mas também as propor¢cOes especificas de compostos onipresentes
(BRUCE; WADHAMS; WOODCOCK, 2005), indicando que os conidios de B.
bassiana emitem compostos em uma concentracao preferida pelas operarias de A.
sexdens rubropilosa.

Existem inUmeros casos em que volateis emitidos por microrganismos estao
associados a mudancgas de comportamentos em insetos. Testes de atratividade
anteriores demonstraram que B. bassiana é atrativa a diferentes espécies
(BRUTSCH et al., 2014; CAPPA et al., 2019; GEORGE et al., 2013; PONTIERI et al.,
2014; ZHU et al., 2022). No entanto, em sua maioria, 0s estudos evidenciam que 0s
insetos foram repelidos pelo entomopatégeno (DAVIS et al., 2013). Por exemplo,
Yanagawa et al. (2011) encontraram em cupins (Coptotermes formosanus) uma forte
aversao aos volateis emitidos pelo entomopatogeno B. bassiana. Por outro lado,

estudo realizado por Hussain et al. (2010) indicou que esses cupins néao
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reconheceram prontamente o0s volateis liberados por B. bassiana e,
consequentemente, ndo adotaram comportamento de evitagao.

Aparentemente, a resposta comportamental dos insetos aos compostos
liberados por microrganismos variam entre atracédo, repeléncia ou resposta neutra
(WEISSKOPF; SCHULZ; GARBEVA, 2021), e depende fortemente do perfil volatil,
visto que diferentes isolados do fungo B. bassiana apresentam diferentes niveis de
repeléncia (MBURU; MANIANIA; HASSANALI, 2013). Entretanto, os estudos citados
demonstraram o comportamento de insetos em relagdo aos volateis emitidos
somente por conidios, e resultados em relacdo aos blastosporos sdo escassos.
Nesse sentido, Wright, Connick e Jackson (2003) relataram que blastosporos de
outro fungo entomopatogénico, Cordyceps fumosorosea, mostraram-se muito menos
repelentes aos cupins subterraneos (Coptotermes formosanus), quando comparados
aos conidios aéreos. Neste caso, 89% dos cupins escavaram seus taneis em areia
incorporada com preparacédo seca de blastosporos e terra diatomaceas e atingiram o
fundo do tubo em 7 dias, enquanto apenas 7% dos cupins adotaram seu
comportamento comum de tunelamento em areia tratada com conidios aéreos,
sendo repelidos pelos volateis oriundos dos conidios. Estes resultados corroboram
com os testes de atratividade de A. sexdens rubropilosa aos COVs de blastosporos
e conidios aéreos de B. bassiana onde foi constatada a atratividade dos
blastosporos. Fica evidente o papel de COVs destas estruturas fangicas sobre a
resposta comportamental das formigas. Tais respostas podem ser a chave para a
adocdo de novas estratégias de uso destes propagulos ao combate destes insetos
quando pragas agricolas importantes, principalmente aos insetos sociais cujo
comportamento € um fator limitante ao uso destes microrganismos como agentes de
controle, como no caso das formigas-cortadeiras.

Certamente, mais estudos comportamentais utilizando diferentes
propagulos fungicos devem ser feitos, pois ainda ha uma lacuna no conhecimento
do comportamento em relacdo as diferentes estruturas. No entanto, a repeléncia dos
isolados fungicos pode ser minimizada a depender do tipo de formulacéo,
concentracéo e propagulos utilizados (JACKSON; DUNLAP; JARONSKI, 2010).

Além dos compostos volateis de blastosporos de B. bassiana atrativos, os
compostos ndo volateis desta estrutura também atrairam as operarias, indicando
gue ambos foram importantes para o reconhecimento da estrutura e que as formigas

integraram as pistas gustativas e olfativas para tomar decisées de forrageamento.
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Em contraste com os resultados obtidos por Schaeffer et al., (2019) em testes de
escolha em olfatbmetro, abelhas foram atraidas por uma mistura de COVs emitida
por microrganismos, porém em testes de alimentacdo, a resposta gustativa foi
diferente, e as abelhas ndo foram atraidas e consumiram menos néctar colonizado.

Diferentemente dos volateis emitidos por B. bassiana, 0os ensaios mostraram
gue os volateis emitidos pelos conidios de T. longibrachiatum n&o foram atrativos as
operérias de A. sexdens rubropilosa. De forma contraria, mesmo que Trichoderma
seja relatado como prejudicial ao fungo mutualista cultivado por cupins (MATHEW et
al., 2012), testes de atratividade anteriores mostraram que cupins cultivadores de
fungos exibiram resposta neutra em relacdo aos volateis emitidos por conidios de
Trichoderma, uma vez que o cupim (Odontotermes formosanus) se agregou no solo
independentemente se estava tratado ou nao com conidios do micoparasita (XIONG
et al., 2018).

Sendo assim, o reconhecimento de odores relacionados as infecgdes é
particularmente importante em insetos sociais, pois a detecgao precoce e a remogao
eficiente do parasita reduzem a propagacdo de fungos indesejaveis dentro dos
ninhos (SWANSON et al., 2009). Além disso, a percep¢do do odor relacionado a
parasitas pelos insetos parece desempenhar um papel no mecanismo de seu
comportamento de higiene (MBURU et al., 2009).

Além das substancias volateis e ndo volateis que séo elementos chave para
atracdo, o contato fisico das operarias com as estruturas é igualmente importante.
Nos testes de atratividade as estruturas, quando foi oferecido folhas cobertas por
blastosporos ou conidios frescos do entomopatégeno B. bassiana, as operérias
coletaram e transportaram as folhas contaminadas e as folhas livres de patdogeno na
mesma propor¢cdo. Como foi demonstrado também para formigas necréfagas, que
ao receber alimento coberto por conidios de Metarhizium, as forrageadoras de
Myrmica rubra foram tdo propensas a recuperar esse item alimentar quanto um
alimento isento de esporos, ou seja, em testes de escolha, em 50% das vezes, as
formigas carregaram um alimento coberto por altas concentracées de conidios, ndo
discriminando de itens ndo contaminados (PEREIRA; DETRAIN, 2020).

Quanto as folhas tratadas com estruturas frescas de T. longibrachiatum, as
operarias foram favoraveis ao carregamento de folhas tratadas com conidios do
micoparasita tanto quanto as folhas sem a presenca de propagulos flngicos.

Estudos anteriores de aceitagdo revelaram que iscas contendo Trichoderma
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harzianum encapsulado foram consideradas bem aceitas por colénias de Atta
sexdens, visto que as operarias transportaram aproximadamente 40% da quantidade
total de granulos disponiveis, que reduziu 30% do volume do fungo cultivado em 15
dias (SILVA et al., 2020). Por outro lado, as operarias carregaram significativamente
menos folhas incorporadas com MS frescos de Trichoderma.

E incontestavel que os microesclerédios s&o muito maiores que os conidios,
apresentando tamanho médio de cerca de 90-600 ym de diametro (KOBORI et al.,
2015). Esta caracteristica provavelmente facilitou o reconhecimento e rejeicao pelas
operarias. Além disso, o tempo de carregamento dessas folhas incorporadas com
MS foi muito maior em relacdo ao tempo de carregamento das folhas do controle.
Vale ressaltar que durante os experimentos, notou-se que o0 comportamento de
limpeza dos discos foliares foi evidente durante o carregamento, especialmente nos
discos impregnados com MS de T. longibrachiatum, o que provavelmente aumentou
consideravelmente o tempo de carregamento desses discos. E notavel que as
formigas-cortadeiras possuem o habito de limpar cuidadosamente o substrato
coletado (FINE LICHT; BOOMSMA, 2010; GARRETT et al., 2016). Inclusive, h&
evidéncias de que as operarias gastam mais tempo processando e selecionando
folhas de vegetais colonizadas endofiticamente por fungos (VAN BAEL et al., 2009).
Em geral, as formigas selecionam o substrato coletado com base em diversos
fatores, e a adequacdo do material vegetal para o fungo mutualista € levada em
consideracao (VERZA et al., 2007). Portanto, é provavel que as operarias tenham
carregado significativamente menos discos impregnados com microesclerodios de T.
longibrachiatum com base na adequacdo do substrato, visto que Trichoderma é
altamente antagbnico e parasita do fungo cultivado, L. gongylophorus (CURRIE;
MUELLER; MALLOCH, 1999; LOPEZ; ORDUZ, 2003; ORTIZ; ORDUZ, 2001).

As respostas comportamentais das formigas dependem da natureza dos
fungos aos quais elas sdo expostas, e parecem ser especificas de acordo com o
propagulo fangico. No geral, os resultados obtidos nos bioensaios de
comportamentos higiénicos revelaram uma mudanca comportamental das formigas
em contato com propagulos fungicos. De forma semelhante a estudos que
mostraram que a presenca de diversos parasitas (BOS et al., 2012) e, em particular,
do fungo patogénico B. bassiana (KONRAD et al, 2018), estimularam
comportamentos higiénicos em formigas. O presente trabalho mostrou que as

frequéncias de self-grooming exibidas pelas subcol6nias expostas aos conidios



58

aéreos de B. bassiana foram superiores em relacdo as colbnias ndo expostas a
patdgenos. No entanto, outros propagulos fungicos ndo alteraram o comportamento
das operarias em relagdo ao controle. A percepcdo pelos insetos do odor
relacionado ao patégeno parece desempenhar um papel no mecanismo de seu
comportamento de higiene (MBURU et al., 2009) nos ensaios de atratividade aos
odores volateis, as formigas também foram capazes de reconhecer e moldar seus
comportamentos em relagéo aos diferentes propagulos fungicos.

Esta evidéncia esta de acordo com relatérios anteriores que descreveram
gue formigas-cortadeiras aumentam significativamente as frequéncias de self-
grooming apos o contato com entomopatdégenos (TRANTER et al., 2015), bem
como, a duragdo do comportamento é maior quando expostas a entomopatdégenos e
micoparasitas (MORELOS-JUAREZ et al., 2010). Este comportamento tem sido
observado em varias espécies de formigas cortadeiras, incluindo A. sexdens (SILVA
CAMARGO; PUCCINI; FORTI, 2017). Por exemplo, A. cephalotes aumentou a
frequéncia de auto-limpeza ap0Os tratamento com conidios de T. longibrachiatum,
sendo que antes da exposicdo ao micoparasita, a frequéncia de allogrooming
exibida durante uma hora era em média 295 eventos, e ap0s o tratamento com 0s
conidios, aumentou para cerca de 500 eventos.

A frequéncia de self-grooming foi significativamente maior nas subcolbnias
em contato com conidios aéreos de B. bassiana. Porém, para as subcolbnias
expostas aos blastosporos deste entomopatégeno, a quantidade de self-grooming
exibida pelas operéarias foi quase duas vezes menor em comparagdo a primeira
estrutura. De fato, as formigas-cortadeiras sdo capazes de reconhecer conidios
(GOES et al., 2020; QIU et al, 2014; WALKER; HUGHES, 2009) e,
consequentemente, o reconhecimento desencadeia respostas higiénicas (GOES et
al.,, 2020). No entanto, ndo se sabe se as formigas sdo capazes de reconhecer
blastosporos.

Os diferentes propagulos de B. bassiana apresentam caracteristicas
morfologicas, bioquimicas e patoldgicas distintas (HOLDER et al., 2007) que podem
ter influenciado no reconhecimento e consequente diferencas de self-grooming. A
aprendizagem associativa também pode estar relacionada ao reconhecimento de
microrganismos nocivos no interior dos ninhos. Nas situacdes em que as estruturas
nunca tenham causado resultados negativos antes, as operérias talvez ndo sejam

capazes de reconhecer prontamente e atuar em defesas especificas (GOES et al.,
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2020). Os blastosporos, diferentemente dos conidios, ndo sdo comuns nos
formigueiros, somente sendo encontrados no interior de corpos de insetos infectados
por patogenos fungicos (MASCARIN; JARONSKI, 2016). Este fato sugere, entéo,
que as formigas ndo conseguiriam detectar essas estruturas por aprendizagem
associativa.

Até mesmo para as colbnias ndo tratadas com estruturas fangicas, a
frequéncia de self-grooming foi alta. Sabe-se que este comportamento pode ser uma
resposta a infeccdo fungica ap06s a deteccdo de microrganismos estranhos, mas
também é utilizada pelas formigas como medida profilatica, direcionado a protecéo
de individuos vulneraveis, independentemente da deteccdo de patégenos
(MORELOS-JUAREZ et al., 2010). Além disso, esse comportamento possui outras
funcdes, como por exemplo, sdo importantes na manutengdo da homogeneidade do
odor da colénia (RICHARD; ERRARD, 2009).

No entanto, € interessante do ponto de vista do controle microbiano, a
frequéncia de self-grooming ter sido significativamente menor no tratamento com 0s
blastosporos de B. bassiana em comparacdo aos conidios aéreos, pois 0s
blastosporos podem ser ainda mais virulentos do que os conidios para diferentes
hospedeiros (IWANICKI et al., 2018; JACKSON et al.,, 1997; MASCARIN et al.,
2015a, 2015b; MASCARIN; JARONSKI, 2016). De forma complementar, espera-se
que a alta frequéncia de defesas comportamentais contra infeccbes aumente a
sobrevivéncia das formigas ou do jardim de fungos (YEK; BOOMSMA; SCHIQTT,
2013) e de forma contraria para a menor intensidade desses comportamentos,
favorecendo o potencial uso de blastosporos no controle microbiano desta praga.

Além disso, os comportamentos higiénicos reduzem as taxas de infeccéao de
formigas expostas, pois remove 0s conidios antes de penetrar na cuticula (OKUNO
et al., 2012). Nesse sentido, um propagulo com maior rapidez na germinagédo, como
os blastosporos (BERNARDO et al., 2018) seria vantajoso sob a perspectiva do
controle microbiano, visto que menor sera 0 tempo de exposicdo aos
comportamentos defensivos empregados pelas operarias.

Subcolbnias de A. sexdens rubropilosa n&o apresentaram diferencas
significativas nas frequéncias de allogrooming exibidos por operarias que foram
expostas a diferentes propagulos fungicos e ndo expostas. Os resultados estdo de
acordo com a maioria dos estudos das relacdes formigas-patéogenos, demonstrando

que a frequéncia de allogrooming ndo depende da contaminacao fungica (COTAZO-
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CALAMBAS et al., 2022; REBER et al., 2011; THEIS et al., 2015). Nesse casso,
trata-se de uma medida preventiva direcionado a individuos que estédo
potencialmente em risco de trazer particulas infecciosas para a colonia (REBER et
al., 2011) ou ser direcionado para os membros do grupo mais suscetiveis
(UGELVIG; CREMER, 2007). Por exemplo, Cotazo-Calambas et al. (2022) também
ndo mostraram variacao na frequéncia de alogrooming em resposta aos conidios de
Trichoderma sp.

Em adicédo, os resultados evidenciaram que a frequéncia de allogrooming foi
muito menor em comparacdo as frequéncias de self-grooming. Estudos sugerem
gue a frequéncia de allogrooming seja reduzida porque este comportamento social &
mais eficaz que o self-grooming (QIU et al., 2014), pois permite a remocao de
propagulos de regibes que dificilmente seriam removidos através de self-grooming
(REBER et al., 2011). Yanagawa, Yokohari e Shimizu (2008) concluiram que a
maioria dos conidios permaneceram aderidos ao térax de cupins isolados de seus
companheiros de ninho, evidenciando a importancia do allogrooming para limpeza
de regides do tegumento de dificil acesso por si proprios.

Por outro lado, existem custos sociais no emprego do allogrooming. O
comportamento pode ter efeitos opostos na transmissao de doengas em sociedades
de formigas, pois aumenta o risco de transmissao para individuos ndo contaminados
guando a limpeza é direcionada a individuos expostos a patdégenos (THEIS et al.,
2015), Sendo assim, as interacdes sociais, inclusive o allogroming, sdo as principais
rotas de contaminacdo da coldnias através da rapida dispersdo de inseticidas entre
companheiras de ninho (FORTI et al., 2007; MOTA FILHO et al., 2021) e também na
disseminacao de patégenos (SILVA CAMARGO; PUCCINI; FORTI, 2017). Assim,
manter a frequéncia desse comportamento em niveis baixos pode contribuir para
evitar a dispersdo de uma ameaca potencial.

Em geral, a quantidade e a eficiéncia de self-grooming ou allogrooming
podem variar de acordo com a dose da infeccdo, pois a remocao de propagulos
pode se tornar cada vez mais dificil em altas doses (REBER et al., 2011) e também
da espécie do parasita (WALKER; HUGHES, 2009), visto que conidios de alguns
fungos entomopatogénicos podem ser mais rapidamente removidos da cuticula por
grooming que outros (YANAGAWA; YOKOHARI; SHIMIZU, 2008).

O comportamento de remocao de partes infectadas de jardins (weeding) é

uma resposta especifica a presenca de micoparasitas (CURRIE; STUART, 2001).
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Por este motivo, era esperado que esse comportamento se intensificasse na
presenca de conidios e microesclerddios de T. longibrachiatum. No entanto, as
subcolbnias em contato com propagulos fungicos deste estudo ndo apresentaram
diferencas significativas entre os tratamentos nas frequéncias de weeding exibidos
pelas operarias. Além disso, os comportamentos de weeding foram exibidos em
niveis baixos. Esses resultados sdo consistentes com trabalhos anteriores que
encontraram baixas frequéncias de weeding, ndo diferindo entre subcolGnias
experimentais infectadas e nao infectadas com Escovopsis (ABRAMOWSKI,
CURRIE; POULSEN, 2011; NILSSON-M@LLER; POULSEN; INNOCENT, 2018).

Embora as formigas sejam capazes de detectar instantaneamente a
presenca de propagulos fungicos em seus jardins e desempenhar comportamentos
higiénicos para controlar a infecdo (UGELVIG; CREMER, 2007), o weeding torna-se
mais importante nos estagios mais avancados de infeccdo (ABRAMOWSKI;
CURRIE; POULSEN, 2011; CURRIE; STUART, 2001; NILSSON-M@LLER;
POULSEN; INNOCENT, 2018). Neste estudo, a infeccdo das subcolonias
experimentais apresentava-se nos estagios iniciais, o que, provavelmente explica o0s
baixos niveis de weeding apresentados. Mais estudos com objetivo de avaliar o
comportamento higiénico das operarias ao decorrer da evolugdo da contaminacao
seriam importantes para melhor compreensdo do papel das estratégias de defesa
contra patégenos fungicos.

As formigas podem distinguir entre o micélio e conidios de Trichoderma
(CURRIE; STUART, 2001), porém, nao era conhecido se elas sdo capazes de
detectar microesclerddios. Os resultados dos testes de atratividade as estruturas
fungicas, em suma, demonstraram que embora considerados ndo atrativos, 0S
discos foliares impregnados com MS fresco de T. longibrachiatum foram carregados
para o interior dos ninhos. Além disso, os resultados dos testes de comportamentos
higiénicos, demonstraram que as operarias ndo aumentaram significativamente a
frequéncia de eventos de weeding quando tratadas com MS. Estes dados em
conjunto podem oferecer percepcdes interessantes para o desenvolvimento de
novas estratégias de uso destes propagulos no controle microbiano de formigas-
cortadeiras. A falta de rejeicdo do propagulo e a ndo adocéo de maiores frequéncias
de weeding no inicio da infeccéo, pode gerar oportunidades para reidratacao dos MS
no ambiente imido das colénias. Os MS, quando reidratados, podem germinar e

produzir grandes quantidades de conidios infectivos (KOBORI et al., 2015), que por
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sua vez, podem contaminar os jardins de fungo cultivado. De fato, o potencial de
Trichoderma no controle de formigas-cortadeiras tem sido demonstrado (LOPEZ;
ORDUZ, 2003), além disso, os microesclerddios sao estruturas de resisténcia ideais
para aplicacéo no solo (KOBORI et al., 2015).

Adicionalmente, este trabalho representa o primeiro relato de blastosporos
de B. bassiana infectando formigas operarias de A. sexdens rubropilosa com
resultados semelhantes em comparagao aos conidios aéreos. Os resultados levam a
propor que os blastosporos podem ser tdo eficazes quanto os conidios aéreos para
o controle de formigas-cortadeiras, podendo ser potencialmente utilizados para o
biocontrole.

Foram encontrados TLsp e taxas de sobrevivéncia significativamente

menores das formigas tratadas com a concentracédo de 1x10® mL - blastosporos e

conidios de B. bassiana em comparacdo ao controle. A maioria dos testes de
patogenicidade de conidios de fungos entomopatogénicos sobre formigas-
cortadeiras revelam uma ampla variacdo nos resultados, que podem variar de
acordo com a viruléncia dos isolados, espécie de formiga (CASTILHO et al., 2010),
concentracdo (GOFFRE; FOLGARAIT, 2015), casta estudada e forma de exposi¢io
aos propagulos (ALVES; SOSA GOMEZ, 1983). Entretanto, alguns resultados s&o
semelhantes aos encontrados neste estudo. Por exemplo, Loureiro e Monteiro
(2005) verificaram que conidios do isolado de B. bassiana causaram a morte de
mais de 80% das formigas de A. sexdens sexdens e apresentaram TLso em média
de 2,6 dias. Para Acromyrmex, Goffré et al. (2018) relataram que um isolado de B.
bassiana causou a mortalidade de 92,3% das formigas em 4-5 dias.

A infectividade de blastosporos frescos de B. bassiana sobre a formiga-
cortadeira A. sexdens rubropilosa apresentou valores de mortalidade variando de
71,9 a 93,6%, sendo ligeiramente maiores, no entanto, semelhante estatisticamente
a mortalidade atingida pelos conidios aéreos. Eficiéncia igual de conidios aéreos e
blastosporos de B. bassiana foram demonstradas para outras pragas, como O
psilideo do citrus Diaphotina citri (MORALES-REYES et al., 2018). Em contraste, 0s
blastosporos do entomopatdgeno podem ser ainda mais virulentos do que os
conidios para diferentes hospedeiros (CORREA et al., 2020; MASCARIN et al.,
2015b). Em insetos sociais, esta tendéncia ainda ndo é clara. Por exemplo, para

cupins subterraneos (Formosan), blastosporos secos de Cordyceps fumosorosea na
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concentracdo de 1x10® blastosporos mL™ causou 31% de mortalidade em 7 dias
(DUNLAP; JACKSON; WRIGHT, 2007).

Ndo houve diferenca significativa no tempo necessario para causar
mortalidade em 50% das operérias tratadas com blastosporos em comparacao ao
tratamento com conidios aéreos de B. bassiana. A diferenca de TLso para as
operéarias tratadas com suspensdo de blastosporos (3,5 dias) foi de 0,2 dia em
relacdo as operarias tratadas com a suspensdo de conidios (3,7 dias). Seria
esperado um menor TLsp devido, pelo menos parcialmente, a um menor tempo
necessario para a germinacao completa dos blastosporos (ALVES et al., 2002). No
geral, os conidios de fungos levam em média de 16 a 24h para germinar
(MASCARIN et al., 2015a), enquanto os blastosporos podem germinar mais
rapidamente, levando cerca de 4 horas em condi¢cfes favoraveis (BERNARDO et al.,
2018).

De acordo com dados publicados, a patogenicidade de um determinado
fungo entomopatogénico nem sempre esta relacionada a sua acao repelente sobre o
hospedeiro (MITINA; SELITSKAYA; SCHENIKOVA, 2020). Por exemplo, embora um
isolado de B. bassiana tenha causado altos indices de mortalidade em um
hospedeiro (Sitophilus granarius), os insetos da espécie apresentaram resposta
neutra aos esporos (MITINA; SELITSKAYA; SCHENIKOVA, 2020). Neste estudo, os
diferentes propagulos de B. bassiana além de serem patogénicos as operarias de A.
sexdens rubropilosa, os blastosporos foram considerados atrativos e os conidios
foram preferidos, 0 que é interessante para o controle microbiano de formigas-
cortadeiras, uma vez que para estes insetos, as iscas contendo o principio ativo
deve ser atrativa as operarias (DELLA LUCIA et al., 1992).

As observacdes qualitativas das imagens obtidas em MEV permitiram
concluir que havia conidios aéreos e blastosporos de B. bassiana remanescentes
nas cuticulas das operarias de A. sexdens rubropilosa, mesmo aquelas que tiveram
a possibilidade de realizacdo de self-grooming e allogrooming pelos periodos de 30
e 60 minutos. Por outro lado, o grooming empregado por cupins durante um periodo
de 3 horas reduziu drasticamente a quantidade de conidios aderidos a cuticula,
ainda, dependendo da espécie do fungo, os conidios foram removidos mais
rapidamente (YANAGAWA; YOKOHARI; SHIMIZU, 2008). Neste estudo, o periodo
em que permaneceram em grupo com a possibilidade de realizacdo dos

comportamentos de grooming foi de 30 ou 60 minutos, 0o que pode ter sido
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insuficiente para haver uma reducao clara da quantidade de propagulos depositados
na cuticula. Entretanto, espera-se que quanto maior o tempo de exposicdo aos
comportamentos defensivos empregados pelas operarias, menor o risco da infec¢ao
fungica (BERNARDO et al., 2018).

Esses propagulos estavam em sua maioria depositados as superficies
irregulares do tegumento, especialmente as regifes intersegmentares e as
concavidades da base das sensilas. Estes resultados sdo semelhantes aos
encontrados por Travaglini (2017), que verificaram que os conidios de B. bassiana
encontram-se localizados preferencialmente na regido da base das sensilas em A.
sexdens rubropilosa. E conhecido que o fungo entomopatogénico B. bassiana é
capaz de penetrar em regides da cuticula flexiveis e membranosas, como as regides
intersegmentares e base da seta de seus hospedeiros (BAEK et al., 2022). Tal fato
pode explicar o maior acumulo de B. bassiana nesses locais, e também a alta
mortalidade encontrada nos ensaios de sobrevivéncia.

Aparentemente, havia menos conidios de B. bassiana do que blastosporos
no tegumento de operarias de A. sexdens rubropilosa. Ambos os propagulos
frequentemente formavam aglomerados, mas também estavam presentes como
propagulos individuais. Aglomerados de blastosporos presentes em maior nimero
na cuticula das formigas podem ter sido intensificados pelo uso de suspensdes
aquosas na imersdo dos insetos. Suspensfes aquosas, embora normalmente
utilizadas em aplicacdes de fungos entomopatogénicos, podem ter efeito prejudicial
na adesao dos conidios hidrofébicos (ALVES et al., 2002). Além disso, blastosporos
e conidios de B. bassiana possuem variacdes nas propriedades da superficie celular
gue levam a diferentes padrdes de adesdo (HOLDER; KEYHANI, 2005), o que pode
ter influenciado na presenca de menor quantidade de conidios. Da mesma forma
gue os resultados do bioensaio de comportamento revelaram que as operarias
empregaram significativamente mais self-grooming em contato com conidios em
comparacao aos blastosporos de B. bassiana, esse resultado pode estar atrelado a
menor quantidade de conidios verificados em MEV.

A capacidade de B.bassiana produzir mais de um propagulo infectivo, com
propriedades de se ligar a diferentes substratos (HOLDER et al., 2007), altamente
virulentos e atrativos as operarias de A. sexdens rubropilosa, permite a exploracéo
dessas caracteristicas para escolha do propagulo especifico de acordo com o

hospedeiro, forma de aplicacdo e habitat da praga. Outra vantagem é a fermentagéo
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submersa, que € um processo econdmico que pode ser usado para produzir
rapidamente altas concentracdes de blastosporos de varios isolados de B. bassiana
(MASCARIN et al., 2015a) e MS de Trichoderma (KOBORI et al., 2015). Além disso,
o potencial do uso simultaneo de fungos entomopatogénicos e micoparasitas para o
controle de formigas-cortadeiras evidencia boas perspectivas futuras (LOPEZ;
ORDUZ, 2003).
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6 CONCLUSOES

Os resultados sugerem que 0os compostos volateis e ndo volateis oriundos
de blastosporos de B. bassiana foram atrativos as operarias de A. sexdens
rubropilosa. Os compostos volateis liberados por conidios de B. bassiana também
demonstraram uma tendéncia a atratividade, e foram preferidos em relacdo aos
blastosporos, possuindo em seu perfil cromatografico maior diversidade de
constituintes atrativos. Quando em contato com as estruturas frescas, as operarias
nao alteraram seu comportamento e carregaram a mesma proporcao de discos
foliares impregnados ou livre de propagulos fangicos, com excecdo dos discos
tratados com MS de T. longibrachiatum, que foi considerado néao atrativo as
operarias.

Além disso, ambos propagulos do entomopatégeno B. bassiana sao
virulentos as operérias, causando alta mortalidade. As formigas empregaram
significativamente menos self-grooming quando em contato com blastosporos de B.
bassiana em comparacdo aos conidios do mesmo fungo, e ndo promoveram
maiores frequéncias de weeding na presenca dos propagulos de T. longibrachiatum.
As imagens de MEV revelaram uma quantidade maior de blastosporos depositados
ao tegumento das operarias, mesmo apoOs periodos realizando comportamentos
higiénicos. Levando em consideracéo a atratividade e viruléncia dos blastosporos e
conidios de B. bassiana, esses propagulos podem ser considerados potenciais

agentes de controle para A. sexdens rubropilosa.
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