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RESUMO

SOUZA, Willians Guimaraes; MSc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro; marco de 2023; SUSCETIBILIDADE DA FORMIGA-DE-FOGO
Solenopsis saevissima AOS FUNGOS ENTOMOPATOGENICOS Beauveria
bassiana E Metarhizium anisopliae; Orientador: Richard lan Samuels. Coorientadora:
Thais Bergot Pontes Teodoro.

Formigas-de-fogo da espécie Solenopsis saevissima sdo insetos com capacidade de
causar danos no ambiente doméstico, no meio agricola e a satde humana. O método
de controle mais utilizado para reduzir populacdes desses insetos é a aplicacdo de
inseticidas quimicos sintéticos. Porém, seu uso indiscriminado pode acarretar em
graves problemas ambientais, intoxicacdo humana e selecdo de insetos resistentes.
O uso de fungos entomopatogénicos como agentes de controle biolégico é uma
abordagem com significativo potencial e de acordo com a demanda existente de
estratégias mais sustentaveis e eficientes. Beauveria bassiana e Metarhizium
anisopliae sdo os fungos entomopatogénicos que mais se destacam como agentes
de controle biolégico e podem infectar todos os estagios de desenvolvimento dos
insetos. Desta forma, esse estudo teve como objetivo avaliar a suscetibilidade das
formigas-de-fogo S. saevissima aos fungos entomopatogénicos B. bassiana e M.
anisopliae, visando investigar o potencial para controle bioldgico desta espécie. Para
isso, foram realizados ensaios de viruléncia fangica na concentracdo de 1x108
conidios/mL, e ensaios de inoculacdo inundativa destes fungos em minicolénias em

simulacdo de campo e em colbnias integras no campo. Ao final dos ensaios, foi
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observado que ambos os fungos entomopatogénicos afetaram negativamente a
sobrevivéncia das formigas, tanto operarias quanto soldados. O tratamento mais
eficiente com B. bassiana foi em soldados, apresentando sobrevivéncia de 0% depois
de 7 dias (Sso de 6 dias). M. anisopliae também foi mais eficiente contra soldados,
apresentando sobrevivéncia de 0% (Sso de 5 dias). Nos ensaios inundativos em
minicolonias, as formigas tratadas com B. bassiana apresentaram 0% de
sobrevivéncia ao final do ensaio. No tratamento com M. anisopliae, ao final do ensaio
houve apenas 1,6% de formigas sobreviventes. No ensaio em coldnias integras no
campo, todas as coldnias dos tratamentos fingicos apresentaram inatividade apds os
10 dias de inoculagéo da suspensdo flngica, enquanto que no tratamento controle as
colénias se mantiveram ativas por todo o periodo. Dessa maneira, foi possivel concluir
gue os fungos entomopatogénicos B. bassiana e M. anisopliae apresentam alto
potencial para serem utilizados como agentes de controle biologico de S. saevissima.



ABSTRACT

SOUZA, Willians Guimarées; MSc.; State University of North Fluminense Darcy
Ribeiro; March 2023; SUSCEPTIBILITY OF FIRE ANT Solenopsis saevissima
(HYMENOPTERA FORMICIDAE) TO THE ENTOMOPATHOGENIC FUNGI
Beauveria bassiana and Metarhizium anisopliae; Supervisor: Richard lan Samuels.;
Co-supervisor: Thais Bercot Pontes Teodoro.

Fire ants of the species Solenopsis saevissima cause severe damage to domestic and
agricultural environments and human health. The most commonly used method to
control these insects is the application of synthetic chemical insecticides. However,
this can lead to serious environmental problems, human intoxication and the selection
of resistant insects. The use of entomopathogenic fungi as biological control agents
has significant potential, being a sustainable and efficient strategy. Beauveria
bassiana and Metarhizium anisopliae are entomopathogenic fungi commonly used as
biological control agents and are able to infect all stages of insect development. Thus,
this study aimed to evaluate the susceptibility of S. saevissima to the
entomopathogenic fungi B. bassiana and M. anisopliae, aiming to investgated their
potential for biological control of this species. To do so, fungal virulence assays were
carried out at a concentration of 1x108 conidia/mL in S. saevissima by contact with
fungus impregnated filter paper inundative inoculation of these fungi in minicolonies in
a field trail simulation and in whole colonies in the field. At the end of the assays, it
was observed that both entomopathogenic fungi negatively affected the survival of

ants, both workers, and soldiers. The most effective treatment with B. bassiana was



against soldiers, with 0% survival after 7 days (Sso of 6 days). Metarhizium anisopliae
was also more efficient against soldiers, (Sso of 5 days). In the inundative assay using
minicolonies, the ants treated with B. bassiana showed 0% survival at the end of the
test. In the treatment with M. anisopliae, at the end of the trial there were only 1.6% of
the ants still alive. In the assay with whole colonies in the field, all of the colonies
treated with fungi showed inactivity 10 days after inoculation of the fungal suspension,
Both entomopathogenic fungi, B. bassiana and M. anisopliae, have high potential to

be used as biological control agents against S. saevissima .
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1. INTRODUCAO

As formigas-de-fogo, como a espécie Solenopsis saevissima (F. Smith.)
(Hymenoptera: Formicidae), sdo insetos, que embora endémicos das Américas do
Sul e Central, séo invasoras de diversas regides do mundo como Asia, Europa e
principalmente América do Norte (Costa, 2019; De Jong, 2020). Essas formigas séao
consideradas importantes insetos-praga tanto no meio urbano, como no meio rural
(Tschinkel, 2013; Fernandes, 2016). Apresentam como principal dano, suas
dolorosas picadas, que em casos mais agravados, podem causar choques
anafilaticos e até a morte de suas vitimas. O comportamento altamente agressivo
das formigas-de-fogo e o0s ataques cooperativos dos individuos da col6nia
intensificam os danos causados, podendo apresentar até centenas de picadas por
ataque (Malaspina, 2004; Fernandes et al., 2016). Estima-se que 35% dos casos
hospitalares devido picadas de insetos sdo causados por formigas-de-fogo
(Zeringota et al., 2014). Nos EUA, aproximadamente 50% da populacéo € ferroada
por formigas-de-fogo ao menos uma vez ao ano, sendo em sua maioria idosos e
criangas vitimas dos ataques dessas formigas (Golden, 2011). No Brasil, assim
como em toda Ameérica do Sul, S. saevissima € a espécie de formiga
morfologicamente variada, e abundante em extensdo territorial (Wilson, 1952; Fox,
2010). Além dos danos a saude, essa espécie tem potencial de causar graves
prejuizos econdmicos, danificando folhas e fuste das arvores, abrindo orificios e
galerias até a regido apical, atacando novas brota¢gfes e brotos terminais, o que

prejudica a formacdo retilinea dos troncos e afeta a uniformizacdo para



comercializagcdo, como ocorre na cultura do Paricd, arvore da floresta atlantica.
(Lunz, 2009; Fox, 2010).

Os métodos de controle de formigas-de-fogo ainda ndo s&o bem
estabelecidos, porém as técnicas com uso de quimicos sintéticos sdo as mais
empregadas (Pinto et al., 2019). A eficacia destes métodos no controle das
formigas-de-fogo € baixa, e potencialmente acarreta resisténcia (Fernandes et al.,
2020). Alem da baixa eficiéncia, o uso de produtos quimicos sintéticos causa graves
problemas ambientais, tal como a contaminacdo de lencois freéticos e do solo,
morte de animais ndo alvo e provoca severos problemas de salde humana, como
diversos tipos de cancer (Kishor et al., 2021).

Métodos de controle alternativos aos quimicos sintéticos estdo sendo
estudados e aplicados em diversas culturas a fim de reduzir os impactos ambientais
e a saude humana, além de serem mais especificos e eficazes contra as espécies
de pragas-alvo (Pratissoli, 2018). O controle biolégico € uma das técnicas e
consiste no uso de inimigos naturais de pragas, rurais ou urbanas, para controlar
as mesmas (Parra, 2019). O controle microbiano € uma vertente do controle
biolégico em que se aplica organismos entomopatdégenos para controlar insetos
vetores de doencas ou pragas. Esses organismos recebem esse nome pela
capacidade de causar patogenicidades (doencas) infecciosas em seus insetos-
hospedeiros, em condigbes ambientais favoraveis. Dentre eles se destacam o0s
virus, bactérias, protozoarios, helmintos (nematoides) e fungos (Shapiro et al.,
2012).

Os fungos entomopatogénicos sdo 0s microrganismos mais utilizados no
controle microbiano contra insetos-praga e vetores de doencas. Isso se justifica
pelo fato de serem o0s Unicos que ndo precisam ser ingeridos para causar
patogenicidades em seus hospedeiros, infectando-os diretamente através da
cuticula (De Souza, 2022). Dentre os fungos entomopatogénicos, os mais aplicados
comercialmente pertencem aos géneros Beauveria e Metarhizium (Ascomycota:
Hypocreales) (Hetjens et al., 2022), que apresentam alta variagdo genética, sendo
capazes de infectar uma vasta gama de hospedeiros, incluindo insetos de todas as
ordens e em todos estagios de desenvolvimento (McGuire, 2020).

Pesquisas recentes mostram alto potencial no uso de fungos
entomopatogénicos para o controle de formigas-de-fogo da espécie Solenopsis

invicta, conseguindo alcancar taxas de 89% de mortalidade das formigas (Rojas,



2018). No entanto, estudos voltados para S. saevissima, uma espécie do grupo
formiga-de-fogo bastante recorrente no Brasil, ainda sdo escassos, necessitando
de mais pesquisas avaliando a capacidade dos fungos entomopatogénicos de
controlar essa praga. Portanto, a fim de reduzir impactos negativos do uso de
inseticidas quimicos esse trabalho teve como objetivo avaliar a suscetibilidade de

S. saevissima aos fungos entomopatogénicos Beauveria bassiana e Metarhizium

anisopliae, visando o potencial de controle biolégico desta espécie.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Familia Formicidae

Todas as espécies de formigas estdo agrupadas na familia Formicidae.
Apesar disso, as distintas espécies apresentam caracteristicas e habitos bem
singulares e divergentes entre si (Alencar, 2021). Entre todas as espécies animais
existentes no planeta, as que predominam sao as formigas. Ha aproximadamente
entre 10 quatrilhdes a 1 septilhdo de individuos em todo mundo, equivalente a cerca
de 15% de toda biomassa animal, divididos em mais de 18.000 espécies, dentre
estas, mais de 10.000 ja descritas (BBC News Brasil, 2015; Santos, 2021). As
formigas séo insetos eusociais, seres com 0 mais alto grau nivel de organizagéo
social entre os animais, classificados por apresentar sobreposicéo de geracdes em
uma mesma colbnia, cuidado cooperativo com a prole, e divisdo de tarefas entre
castas reprodutora (rainha) e operarias. (Wazema, 2019).

No Brasil, mais de 2.000 espécies de formigas ja foram documentadas. Estes
insetos sdo altamente benéficos ao ambiente, por realizarem dispersdo de
sementes, ciclagem de nutrientes, e degradacdo de matéria organica (Gama, 2019;
Santos, 2020). Segundo Macedo (2011), ha séculos as formigas vem sendo usadas
como inimigos naturais de espécies prejudiciais aos humanos. Durante o século I,
as formigas eram empregadas no controle de pragas de citros na China, e nos
séculos IV e V como controle de pragas no Oriente Médio. Porém esses artropodes
também podem causar inUmeros prejuizos aos humanos, seja para a saude, por

causar alergias ou infec¢cbes hospitalares (Moreira et al, 2005). Em pesquisa feita



no Hospital Universitario Polydoro Ernani de Sdo Thiago — SC, Paulino Cérdova
(2021) identificou a presenca de 11 espécies bacterianas em formigas coletadas,
oferecendo riscos aos pacientes suscetiveis. Espécies de formigas podem também
danificar equipamentos eletrénicos, moveis e serem pragas importantes em
lavouras. E ainda, formigas-cortadeiras, importantes pragas da agricultura, que
utiliza material vegetal para cultivar fungos simbiontes, causam danos diretos nas

culturas, além de elevar custos de implementos e manutencéo (Palma, 2016).

2.2. Formigas-de-fogo

Solenopsis € um dos mais importantes géneros de formigas, que
compreende formigas distribuidas de forma cosmopolita (Martins et al., 2021). As
espécies do grupo conhecido por formigas-de-fogo, como Solenopsis invicta e
Solenopsis saevissima, sdo nativas da Ameérica do Sul e América Central (Costa,
2019). A maior parte desses individuos estao concentrados nas éreas urbanizadas,
construindo ninhos em gramados abertos e jardins, em areas pavimentadas, caixas
de fiacdo e aparelhos eletrdnicos (Fernandes, 2016). Seus formigueiros podem
atingir a profundidade de 1,5 m abaixo do solo, com estrutura constituida em
galerias e camaras no subsolo, sendo facilmente identificados pelo amontoado de
terra, murundu, solto acima do solo, que se forma principalmente apés periodos
chuvosos, e que pode chegar a até 60cm (Souza, 2019). Os murundus sédo
responsaveis por absorver energia solar, que regula a temperatura ao longo de
seus extratos, maximizando o crescimento da prole. Em épocas mais frias, a
formiga-de-fogo propende a construir murundus maiores para melhor absorcao da
luz solar, que é indispensavel na realizagédo de fun¢des dentro do ninho (Fernandes
et al., 2016).

Solenopsis spp. sdo insetos polimorficos, e como toda formiga, apresentam
metamorfose completa, dividida em: ovo, larva (com quatro instares), pupa e
adultos. O ciclo de vida completo das operarias varia de 20 a 45 dias (Holldobler e
Wilson, 1990). As larvas eclodem cerca de 8 a 10 dias ap0s a postura dos ovos.
Cerca de 6 a 10 dias depois passam para o estadio de pupa, emergindo em adultos
em cerca de 9 a 15 dias (Fernandes, 2016). Suas colénias podem possuir até
220.000 individuos (McFrederick, 2013). Divididos entre as castas de operarias

minimas e maximas (soldados), e pela casta reprodutora, sendo possivel possuir



mais de uma rainha (Arsenault et al., 2020). A coloracdo das formigas varia em
amarelada, vermelha, castanha ou enegrecida (Tschinkel, 2006). As operarias e
soldados medem cerca de 2 mm e 3 mm, respectivamente, e a rainha pode medir
até 7. mm, e colocar de 150 a 200 ovos por dia (Holldobler e Wilson, 1990). Durante
a reproducédo, a copula € feita no ar, no voo nupcial, podendo atingir 250 m de
altura. As formigas podem se distanciar em um raio de 2 km do seu formigueiro de
origem, para dispersar o maximo possivel as fémeas férteis, evitando erradicacéo
da espécie. Porém, devido as adversidades naturais, somente 2 em cada 100
aladas conseguem fundar uma nova colonia (Hoélldobler e Wilson, 1990). O
formigueiro atinge a maturidade no periodo de 4 a 6 anos, podendo viver por mais
de 20 anos. A rainha tem expectativa de vida de 8 anos, e geralmente sdo
substituidas por outra apos sua morte (Fernandes, 2016).

As formigas-de-fogo possuem o habito alimentar onivoro e oportunista, se
alimentando tanto de plantas quanto de animais (vertebrados e invertebrados),
ingerindo o liquido de frutas, sementes e até insetos (Qin, 2019). Sao encontradas
também em carcacas de pequenos mamiferos e aves, estando diretamente
relacionada com o processo de decomposi¢do organica. As operarias apresentam
0 comportamento de transportar pequenos recursos alimentares individualmente
para colonia, e para recursos maiores, elas segmentam previamente o alimento e
transportam de maneira cooperativa (Qin, 2019). Os adultos geralmente se
alimentam de liquidos acucarados, enquanto os juvenis, na fase larval, ingerem
mais proteinas (Calabi et al., 1989).

Devido seu comportamento agressivo, esses insetos podem eliminar
competitivamente outras espécies de formigas, além de outros artropodes, sendo
um dos predadores mais ativos em diversas culturas. Perturbacdes na colonia
podem desencadear ataques rapidos, com centenas de individuos. As formigas
fixam as mandibulas na vitima, e ferroam cerca de 10 a 12 vezes, injetando
aproximadamente 10 ug de veneno (Malaspina, 2004; Fernandes, 2016). Suas
ferroadas podem ser responsaveis por causar choques anafilaticos e até morte em
casos mais agravados.

Seu veneno € produzido por duas glandulas exocrinas agregadas ao ferrao:
a glandula acida (ou glandula de veneno) e a glandula basica (ou glandula de
Dufour) (Billen, 2000; Cruz-Landim et al., 2002). O veneno possui uma mistura
Unica entre os artropodes, sendo composto por 90% de alcaloides e uma solugéo



aquosa de proteinas alergénicas, sendo esta combinacdo responsével pelos
incomodos gerados pelas ferroadas (Fox, 2010). Estima-se que 35% de casos
hospitalares de picadas de insetos em humanos sao causadas por formigas-de-
fogo (Zeringo6ta et al., 2014). O ataque, em quase todos 0s casos, é cooperativo
entre os individuos da col6nia, podendo chegar a centenas de picadas, que atingem
geralmente criancas e idosos ao pisar acidentalmente nos formigueiros. Além dos
danos a saude humana, as formigas-de-fogo podem ser prejudiciais para 0s
animais domésticos, danificar equipamentos eletrénicos e ser consideradas pragas
agricolas, pois podem danificar sementes, plantulas germinadas, plantas em
viveiros, além de dificultarem as acfes dos trabalhadores rurais devido as suas
ferroadas (Tschinkel, 2006).

Apesar de serem originarias da América do Sul, as formigas-de-fogo séo
invasoras de diversas regides do mundo. Porém, nos Estados Unidos a invaséo
desse grupo de insetos foi ainda mais severa. O primeiro relato desses individuos
no pais foi em 1918, ano em que sua incidéncia ainda era restrita a partes do
Alabama e Mississipi. Em 1930 a invaséo dessas formigas foi mais agravada, se
espalhando por mais de 260 milhdes de acres de 9 estados do sudeste
estadunidense (Lofgren, 1985; De Jong, 2020). Atualmente, ao menos uma vez no
ano, cerca de 50% das pessoas que vivem em areas infestadas nos EUA sédo
ferroadas por essas formigas, e muitas vezes sao hospitalizadas. A formiga-de-fogo
apresentou uma alta adaptabilidade as condi¢cfes climéticas adversas, se tornando
uma espécie dominante e causando deslocamento ou até mesmo reducdo
populacional de espécies de insetos nativos, inclusive outras formigas (Fernandes,
2016). Devido a incidéncia da formiga-de-fogo nos EUA, anualmente é gasto cerca
de 6 bilhGes de dolares, seja por prejuizos em lavouras, danos a saude e tentativas

de controle da espécie (Valles, 2022).

2.3. Solenopsis saevissima

Solenopsis saevissima é a espécie de formiga com maior variacdo
morfolégica e mais abrangente da fauna de formigas da América do Sul. As
operarias dessa espécie podem medir de 1,27 mm a 1,89 mm de comprimento, as
rainhas de 2,11 mm a 2,59 mm e os machos de 2,24 mm a 2,67 mm de
comprimento, todos com coloracdo amarelada ou castanha (Wilson, 1952). No



Brasil S. saevissima ocorre em todas as regides, apresentando populacdes
bastante homogéneas em toda regido norte, nordeste, sudeste e central. A espécie
€ caracterizada pela coloragdo amarela clara, as operarias sao geralmente
menores e com abdomens mais finos (Pitts et al., 2005; Pitts et al., 2018). Do sul
do Mato Grosso até Santa Catarina a coloracdo das formigas se destaca de
amarelo escuro a castanho escuro, com estrutura corporal geralmente maior. A
partir do sul do Rio Grande do Sul as caracteristicas morfolégicas dos individuos
sdo erréticas, dificultando definicdo (Wilson, 1952; Pitts, 2018).

Assim como as demais espécies do grupo formigas-de-fogo, S. saevissima
apresenta o habito alimentar onivoro, se alimentando principalmente de insetos,
vivos ou mortos, mas também podendo realizar relacbes mutualisticas com
pulgdes, a fim de se alimentarem do liquido agucarado (honeydew) excretado por
eles, e em casos mais raros se alimentarem de material vegetal (Hays, 1959). Um
dos principais papéis ecoldgicos exercidos por essas formigas € a predacao e a
decomposicao de matérias organicas. As formigas da espécie S. saevissima podem
acelerar as taxas de decomposicdo de material organico, ao se alimentarem das
carcacas de animais mortos, assim como retarda-las, agindo como uma barreira
ecoldgica, ao predar dipteros imaturos que se estabelecem no cadaver do animal
(Pereira, 2017).

No Brasil S. saevissima pode provocar graves acidentes de saude, além de
causar muitos danos a producdes em diversas localidades, principalmente na
regido Amazonica. Apesar disso, a espécie nunca foi registrada como invasora de
outros paises, fato que pode se justificar pela composicdo de seu veneno. S.
saevissima apresenta veneno com menor variedade de compostos quando
comparado ao da espécie de formiga-de-fogo com maior relato de invaséao pelo
mundo, Solenopsis invicta (Fox et al., 2010; Potiwat et al., 2015) A ferroada e
injecdo de veneno em suas vitimas € o principal dano causado por S. saevissima.
Esse veneno é composto por 90% de isbmeros cis e trans de um mesmo alcaloide
piperidinico oleoso, sendo o restante uma solucdo aquosa de toxinas proteicas,
incluindo neurotoxinas, fosfolipases e alérgenos (Fox, 2010).

Solenopsis saevissima causa importantes prejuizos para economia
brasileira. Em pesquisa realizada no estado do Para, foi descrito que formigas desta
espécie causam injurias aos Paricas (Schizolobium amazonicum), espécie de

arvore adotada por cerca de 40% das empresas de reflorestamento (Luns et al.,



2007). Essas formigas danificam folhas e fuste das éarvores, abrindo orificios e
galerias até a regido apical, além de também atacarem novas brotacdes e brotos
terminais, prejudicando a formacéao retilinea dos troncos e afetando a uniformizagéo
para comercializagéo (Lunz et al., 2009).

Apesar de ainda ndo estarem bem estabelecidas, as técnicas mais
empregadas para o controle das formigas-de-fogo séo utilizando produtos quimicos
sintéticos. Inicialmente com inseticidas de contato, como deldrin e heptacloro,
sendo seguidos de iscas contendo sulfluramida em sua formulacéo (Oi et al., 2008;
Pinto et al., 2019). Porém, além de ndo se obter sucesso em controlar as formigas,
0 uso dos produtos quimicos ainda pode acarretar resisténcia por parte dos
individuos, possivelmente pela rapidez que o inseticida age no corpo de S.
saevissima, pois elimina rapidamente os individuos suscetiveis ao modo de acgéo
do grupo quimico e permite que os resistentes se propaguem (Fernandes et al.,
2020). A ineficiéncia em erradicar a espécie alvo faz com que por muitas vezes se
apligue os produtos quimicos em concentracdes e doses indiscriminadas. Esse fato
provoca problemas ambientais, como contaminacdo de solo e lengéis freaticos e
morte de animais ndo alvo. A utilizacdo de inseticidas quimicos desencadeia
severos problemas de saude, tanto do aplicador quanto do consumidor, incluindo
diversos tipos de cancer e outros problemas de salde (Camilotti, 2015). Desta
forma, ha uma grande demanda por meios de controle alternativos aos quimicos,

que sejam eficazes e sustentaveis.

2.4. Controle alternativo

Algumas técnicas de controle alternativo vém sendo desenvolvidas com a
finalidade de reduzir os impactos negativos ao ambiente e a saude humana. O uso
de metabdlitos secundarios de plantas, como 6leos essenciais com propriedades
inseticidas, estd sendo amplamente pesquisado para aplicacdo como controle de
insetos-praga. Estudo realizado na China mostrou que aplicacdo de inseticidas
botanicos compostos de 36,61% de 6leos essenciais de canfora (Cinnamomum
camphora), com concentragdo de 2,55 pg/mL, apresentaram a capacidade de
causar mortalidade de 84,89% de S. invicta em 72h pos-aplicagdo (Fu et al., 2015).
Em outra pesquisa realizada na China, foi observado que 0leos essenciais de

eucalipto (Eucalyptus globulus), ao serem aplicados como fumigantes, com
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concentracdo de 100 mg/kg, em S. invicta, apresentaram repeléncia completa as
formigas 16h pos-aplicacdo (Wang et al., 2014). Porém, apesar de apresentarem
grande potencial para controlar formigas-de-fogo, a aplicacao de éleos essenciais
como inseticidas ainda enfrenta limitacdes burocraticas, como falta de agéncias
reguladoras (Isman, 2020). E ainda, limitacGes fisico-quimicas, como a alta
volatilidade e pouca estabilidade, além de apresentarem sensibilidade a

fotodegradacao (Maria Beltrame et al., 2013).

Controle Biolégico

Apesar de outros métodos alternativos ao uso de produtos quimicos, como
0s citados acima para o controle de pragas, o controle biolégico é o método mais
eficiente e que faz uso de um fenémeno natural a fim de controlar pragas, agricolas
ou urbanas, e insetos transmissores de doencgas a partir do uso de seus inimigos
naturais, sejam eles nematoides, insetos benéficos, como predadores e
parasitoides, ou até mesmo microrganismos como fungos, virus e bactérias
(Heimpel et al., 2017). O uso dessa pratica tem como um dos principais beneficios
ndo apresentar residuos toxicos em alimentos, sendo inofensivos ao ambiente e a
saude humana (Parra, 2019).

O controle microbiano € uma vertente do controle biolégico que utiliza
organismos entomopatdégenos, microscopicos ou ndo, para controlar populacdes
de insetos-praga ou vetores de doencas. Esses organismos podem ser virus,
bactérias, protozoarios, fungos e helmintos (nematoides), e sdo assim chamados
por apresentarem a capacidade de causar patogenicidades (doencas) infecciosas
em seus insetos-hospedeiros (Kunimi, 2007). Uma das principais vantagens do uso
do controle microbiano é a alta seletividade dos agentes entomopatdgenos no
controle de pragas, assim como a facil multiplicacdo e producdo. Esses
microrganismos benéficos séo selecionados a partir de sua eficacia contra os
insetos prejudiciais, e multiplicados em meios artificiais, podendo ser produzidos

em grande escala (Kohl, 2019).

Fungos entomopatogénicos
Dentre os microrganismos entomopatogénicos, os fungos se destacam, pois
sdo 0s Unicos que ndo precisam ser ingeridos para causar patogenicidades em

seus hospedeiros, podendo infecti-los diretamente através da penetracdo pela
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cuticula, sendo capazes de infectar um amplo espectro de pragas (Fernandes,
2010). O processo de infeccédo do fungo em seus alvos ocorre através das etapas
de penetragdo e colonizacdo em seus corpos (Mora et al.,, 2018). Os esporos,
estruturas reprodutivas fungicas, se fixam na cuticula, camada mais externa, do
hospedeiro e germinam (Samuels et al., 2016). Apés germinar, ha a formacéo de
apressorios, estruturas de penetracdo, a partir dos esporos, assim como ha a
producdo enzimatica e de metabdlitos por parte dos fungos para degradar a cuticula
do hospedeiro (Colombo et al., 2020). A penetracdo para o interior do inseto se da
a seguir, superando os estimulos das respostas imunologicas do hospedeiro,
havendo a proliferacdo na hemolinfa dos insetos, e a diferenciacdo em
blastosporos, estruturas que absorvem os nutrientes dessa hemolinfa, e produz
metabalitos inseticidas (Mannino et al., 2019). E por fim, apos a morte do inseto, ha
formacao de hifas, estruturas fingicas de disseminacéao pelos orificios do cadaver
do inseto, que irdo esporular e repetir o ciclo (Mondal et al., 2016). O éxito dessa
colonizacdo depende das condicGes ambientais. Condi¢cdes secas afetam
negativamente a colonizagéo, podendo inviabiliza-la, sendo entdo necessario alta
umidade (Fernandes et al., 2016). O estadio de desenvolvimento do hospedeiro
também é importante, variando de acordo com a espécie a ser colonizada
(Carvalho, 2018).

Os fungos entomopatogénicos mais aplicados comercialmente pertencem
aos géneros Beauveria e Metarhizium (Ascomycota: Hypocreales) (Hetjens et al.,
2022). Beauveria e Metarhizium podem habitar superficies foliares de variadas
plantas, solos ou podem ser encontrados como endofiticos. Apresentam grande
diversificacao genética, sendo capazes de infectar uma vasta gama de hospedeiros
em diferentes nichos ecoldgicos, incluindo insetos de todas as ordens e em todos
estagios de desenvolvimento (McGuire, 2020).

Beauveria bassiana foi descoberta em 1835 pelo entomologista Agostino
Bassi em bichos-da-seda da lItalia, devido sua aparéncia pulverolenta branca
recebeu o0 nome de “doenga da muscardina branca” (Melo, 2012; Dannon et al.,
2020). Anos depois Jean Beauverie catalogou o patdégeno como Botrytis bassiana
(Bhattacharyya et al., 2022). E apenas em meados do século XX que o género
Beauveria foi formalmente descrito (Dannon et al., 2020). Dentre as espécies
pertencentes ao género Beauveria, o fungo entomopatogénico Beauveria bassiana

€ um dos agentes de controle biol6gicos mais eficazes ja descritos na literatura
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(Ribeiro, 2011). E originario de solos, sobretudo saprdfitos, e ja possui isolados
identificados que atuam como agentes patogénicos de mais de 700 espécies de
insetos de diversas ordens (Zimmermann, 2007; Ortiz-Urquiza et al., 2016; Ali et
al., 2018). Seu uso é inofensivo para a saude humana e seu cultivo e
armazenamento sdo mais faceis e baratos comparados aos de pesticidas quimicos
sintéticos (Ottati-de-Lima, 2007; Amobonye et al., 2020). Os esporos assexuais de
B. bassiana sdo conidios brancos ou amarelados, apresentando filamentos longos,
septais e transparentes, com diametro das hifas medindo entre 2,5 ym e 25 um. A
formacao dos conidios pode variar de acordo com as condi¢cbes ambientais. Em
ambientes aerdbicos o fungo B. bassiana pode produzir conidios esféricos, de 1 a
4 pym de diametro, ou conidios ovais, com 1,5 a 5 ym de diametro. Porém em
condic¢des anaerdbicas, o fungo pode produzir blastosporos ovais com 2 a 3 ym de
diametro e até 7 uym de comprimento (Dannon et al., 2020). Esses esporos s&o
dispersados pelo vento, chuva ou até mesmo por insetos vetores, auxiliando o
fungo a infectar hospedeiros suscetiveis (Ortiz-Urquiza et al., 2016).

O género Metarhizium € composto de fungos filamentosos muito conhecidos
pela sua capacidade de infectar diversos artropodes, principalmente insetos. Porém
esses fungos também podem comumente ser saprofitos, colonizadores de rizosfera
e endofitos benéficos (Guo et al., 2017; St. Leger, 2020). Metarhizium anisopliae é
a espécie mais pesquisada do género, pela ampla gama de hospedeiros que é
capaz de infectar e tem alta incidéncia em diferentes ecossistemas (Brancini et al.,
2018). Descoberto na Russia em 1879 pelo pesquisador Metschnikoff, parasitando
larvas de Anisopliae austriaca, M. anisopliae primeiramente recebeu o nome de
Entomophtora anisopliae, e apés um ano o mesmo pesquisador o descreveu como
Isaria destructor (Zimmermann et al., 1995). Apenas em 1883 foi descrito pelo
cientista Sorokin como membro do género Metarhizium (Pamphile, 1993). O
primeiro registro desse fungo no Brasil foi feito por Pestana em 1923, quase meio
século apods seu descobrimento, quando o pesquisador identificou o agente
entomopatogénico infectando duas espécies de cigarrinha (Mahanarva fimbriolata)
(Li et al., 2009). O fungo M. anisopliae apresenta micélio transparente e septado,
com conidioforos caracteristicos, sobre os quais surgem conidios, geralmente
uninucleados e cilindricos, na coloracéo verde, com comprimento de 10 -14 x4 - 6
pm (Liu et al., 2003). Nao ha registros de danos causados por M. anisopliae na

saude humana e no meio ambiente. Pesquisas cientificas vem mostrando que o
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uso desse fungo como agente no controle de pragas estdo tendo resultados
similares aos de pesticidas quimicos. Apontando o potencial desse fungo

entomopatogénico para o controle biolégico (Peng et al., 2021).

2.5. Fungos entomopatogénicos x Formigas-de-fogo

Uma das primeiras publicacbes sobre a interacdo do fungo
entomopatogénico B. bassiana visando o controle das formigas-de-fogo foi
realizada por Brome e seus colaboradores em 1976. Neste estudo foi feita
aplicacao topica e por ingestao de conidios do fungo em larvas aladas de formigas
da espécie Solenopsis richteri, alcancando taxas de mortalidade das formigas em
95% e 84%, respectivamente. Em 1987, Stimac e Alves testaram a patogenicidade
de diferentes isolados de B. bassiana, na concentracdo de 1x107 conidios/mL, em
colonias de S. invicta, conseguindo alcancar taxas de 90% de mortalidade das
formigas. Em 1990, os mesmos autores sugeriram que o fungo entomopatogénico
B. bassiana infectava as formigas de forma natural, causando mortalidade em
populacdes de S. invicta no Brasil, aumentando o interesse por pesquisas com a
finalidade de desenvolver pesticidas bioldgicos contra essas formigas. Pereira
(1991) ao avaliar a eficacia de infecgdo da B. bassiana em operérias de S. invicta
pulverizou, de forma direta, suspensédo flingica na concentracdo de 1x10°
conidios/mL, concluindo que se houver contato suficiente entre os conidios e S.
Invicta, que poderia ser controlada por B. bassiana.

Um dos poucos estudos na literatura sobre infeccdo de B. bassiana em
formigas-de-fogo da espécie S. saevissima foi realizado em Piracicaba/ SP, em
1996, por Alves e seus colaboradores da Universidade da Florida. Neste trabalho
0s pesquisadores obtiveram taxas maximas de 80% de mortalidade das formigas
ao aplicarem suspenséo fangica com a concentracédo de 1x108 conidios/mL. Esse
estudo demostrou o potencial que o fungo entomopatogénico B. bassiana tem em
controlar S. saevissima. Entretanto, infelizmente ha poucos trabalhos aprofundando
a capacidade de infeccdo desse, ou de outros fungos entomopatogénicos, em S.
saevissima.

Rojas (2018) testou contato indireto de conidios de isolados de B. bassiana
em operarias de S. invicta através da pulverizacdo de suspensdo fungica na

concentracdo 1x10° conidios/mL, alcancando taxas de mortalidade de 89% das
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formigas em 4 dias. Ja em estudo feito por Nalini e Sasinathan (2020), na india, em
que foi aplicado arroz cozido com cultura esporulada de B. bassiana, nas
concentracbes de 3 g, 59,7 g e 10 g de arroz com conidios, em pastagem com a
incidéncia de murundus de S. geminata, foi observada reducdo dos murundus em
24h nas concentracdes de 5 g, 7 g e 10 g. Porém nos tratamentos com
concentracbes de 7 g e 10 g foi observado a formacdo de novos murundus, no
entanto o tratamento com 5 g apresentou mortalidade das formigas logo apds 48h
de aplicacdo. Esses fatos evidenciam que apesar de promissor, o controle biolégico
de formigas-de-fogo com fungos entomopatogénicos deve ser feito em
concentracfes adequadas, pois a estrutura de defesa das colbnias é altamente
organizada. Em 2022, uma pesquisa realizada na Coreia por Park e seus
colaboradores mostrou resultados de até 100% de mortalidade de operarias de S.
invicta em apenas 7 dias ap0s o contato com suspensao fangica de B. bassiana na
concentragdo 1x107 conidios/ mL.

Em 2019 ao realizar uma pesquisa na China com a finalidade de avaliar o
efeito da patogenicidade de M. anisopliae em diferentes castas de S. invicta,
Hualong apontou grande suscetibilidade das formigas ao fungo, especialmente a
casta de machos, que apresentou menor resisténcia, enquanto as fémeas aladas
e operarias se mostraram mais resistentes as acdes fungicas (Hualong, 2019). Em
contrapartida, um estudo realizado em 2016 na China, demonstrou que quatro
inseticidas quimicos comumente usados no controle de formigas-de-fogo,
abemectina, fenoxicarbe, metropeno e fipronil, ndo afetavam negativamente a
germinacdo de M. anisopliae, possibilitando o uso conjunto desses seguindo as
praticas do manejo integrado de pragas (MIP),, podendo potencialmente reduzir as
defesas imunoldgicas das formigas para facilitar a infec¢ao fungica (Wang, 2016).
Mais recentemente em estudo realizado na india com a finalidade de avaliar
diferentes dosagens de M. anisopliae em ninhos de S. geminata, foi mostrado que
o fungo foi eficiente em controlar os formigueiros em apenas 3 dias com a dosagem
de 10 g de conidios, e em 5 dias com as dosagens de 5 g e 7 g de conidios (Nalini
e Sasinathan, 2020). Porém apesar do alto potencial de controle bioldgico de
formigas-de-fogo apresentado pelo fungo entomopatogénico M. anisopliae, poucos
trabalhos avaliaram a acéo desse fungo em formigas S. saevissima, a espécie do

grupo formiga-de-fogo mais recorrente no Brasil.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Esse estudo teve como objetivo avaliar a suscetibilidade das formigas-de-
fogo Solenopsis saevissima aos fungos entomopatogénicos Beauveria bassiana e

Metarhizium anisopliae.

3.2. Objetivos especificos

e Avaliar a viruléncia de conidios de B. bassiana e M. anisopliae em operarias e
soldados de S. saevissima em condic¢des de laboratério;

e Auvaliar o efeito de formulacfes fungicas de B. bassiana e M. anisopliae em
minicoldnias de Solenopsis saevissima em colénias mantidas em laboratério;

e Avaliar o potencial de controle bioldgico das formulacdes fungicas de B.
bassiana e M. anisopliae em col6nias de S. saevissima no campo.
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4. METODOLOGIA

O trabalho foi conduzido no setor de Mirmecologia do grupo de Patologia de
Insetos do Laboratorio de Entomologia e Fitopatologia da Universidade Estadual do
Norte Fluminense Darcy Ribeiro. As colénias de Solenopsis saevissima utilizadas
nos bioensaios foram coletadas no campus da UENF, através da escavacao dos
ninhos, para coleta da terra e maximo numero de operarias, soldados e rainhas. As
colénias foram transferidas para bandejas e mantidas no setor de Mirmecologia
onde eram mantidas com temperatura e umidade controladas (27°C e 70%UR) e
oferecidas diariamente laranja-pera, sardinha ou larvas de Tenebrio molitor. A
espécie foi identificada pelo professor Dr. Jacques H. C. Delabie (CEPLAC/ Itabuna
— BA).

4.1. Producéo dos fungos entomopatogénicos

As espécies de fungos utilizados neste trabalho foram Metarhizium
anisopliae e Beauveria bassiana. Os isolados utilizados destas espécies foram,
respectivamente, MTK 01 (isolado de cigarrinha das pastagens, coletado em
Itabira, MG) e LPP139 (isolado de broca do café, coletado em Bom Jardim, RJ). Os
fungos foram cultivados em meio de cultivo composto por batata, dextrose e agar
(BDA) em placas de Petri e mantidos em BOD a 27°C e fotoperiodo 12hL/12hE por
10 dias. Apds este periodo, os conidios eram removidos da placa, inoculados em

arroz parboilizado estéril e mantido novamente em BOD a 27°C e fotoperiodo de
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12hL/12hE por 10 dias. Esse procedimento foi necessario para produzir volumes
maiores de suspenséo fungica para que fossem utilizados nos testes.

ApoOs pré-testes de viruléncia dos fungos em individuos de S. saevissima
para ajustar a concentracdo adequada de suspencdo fangica a ser utilizada nos
ensaios, foi estabelecido a concentracdo de 1x102 conidios/mL em Tween 20
(0,02%) de ambos os isolados. Nos tratamentos controle foram utilizados somente
Tween 20 (0,02%) em &gua destilada estéril, uma vez que em pré-testes, esta foi a
concentracéo do espalhante adesivo que nao afetou a sobrevivéncia das formigas.

4.2. Testes de viruléncia

Foram realizados testes de viruléncia em operérias e soldados das col6nias
coletadas na UENF e mantidas em laboratério. Foram estabelecidos 16
tratamentos: 8 para soldados e 8 para operarias de S. saevissima. Nestes
tratamentos foram utilizados ambos os fungos M. anisopliae e B. bassiana na
concentracdo de 1x108 conidios/mL. Foram definidos dois diferentes tempos de
contato com o fungo: contato por apenas 48h e contato continuo por 10 dias.
Utilizou-se o segundo tipo de tratamento (contato continuo), pois nas segunda e
terceira fases de experimentos, as formigas ficaram em contato continuo com o
fungo devido a inoculacdo de suspenséo fangica na terra. A figura 1 apresenta a
representacdo gréafica dos 16 tratamentos estabelecidos nos ensaios.

Suspensdo fungica na concentragiaode 1x10%

Contato continuo com o fungo (10 dias) ]
_l :
,——-»[ Contato com fungo por 48h ]
bassian
/ acaderacs \OI Controle (Tween 20 0,02%) por 10 dias l

N |

Controle (Tween 20 0,02%) por 48h

Soldados de

Solenopsis saevissima

I Contato continuo com o fungo (10 dias) |

\ —
R | Contatocom fungo por 48h |
anisopliae — | Controle (Tween 20 0,02%) por 10 dias |

\ I Controle (Tween 20 0,02%) por 48h

Y— Suspensdo fingica na concentragaode 1x10%

_— I Contato continuo com o fungo (10 dias) [

——-‘Fl Contato com fungo por 48h [
bassiana . <

/ assrane —— I Controle (Tween 20 0.02%) por 10 dias l

]

Controle (Tween 20 0.02%) por 48h

Operarias de

Solenopsis saevissima

I Contato continuo com o fungo (10 dias) |

\ g
> I Contato com fungo por 48h I
anisopliae —_— l Controle (Tween 20 0.02%) por 10 dias |

~ l Controle (Tween 20 0.02%) por 48h




18

Figura 1. Tratamentos estabelecidos nos bioensaios de viruléncia de fungos
entomopatogénicos (B. bassiana e M. anisopliae) em individuos de S. saevissima

a partir do contato com papel impregnado com fungo.

O contato das formigas com a suspensao fungica foi realizado de acordo
com o procedimento a seguir: uma rodela de papel filtro impregnado com 1 mL de
suspensao do fungo foi inserido na base de potes plasticos de 145 mL de volume,
com furos na tampa para circulagcado de ar. Em cada pote com papel filtro + fungo
foram inseridas 15 formigas, totalizando 120 formigas por tratamento. Para cada
tratamento, foram estabelecidas 4 repeticdes.

As formigas de cada casta foram inseridas nos potes com auxilio de espetos
de madeira, no qual as formigas subiam no espeto e eram assim transferidas para
0s potes. Caso fosse preciso, um pincel era utilizado como auxilio na transferéncia
das formigas. Esse procedimento evitava qualquer injuria fisica que pudesse ser
causada nas formigas, uma vez que sdo insetos pequenos e frageis.

A avaliacdo da mortalidade das formigas foi realizada diariamente pelo
periodo de 10 dias. Para os tratamentos com 48 horas de contato com o fungo,
apos este periodo inicial, as formigas foram transferidas para potes limpos para o
prosseguimento da avaliagdo diaria de mortalidade. Em todos os tratamentos, foi
oferecido algoddo embebido com sacarose a 20% para as formigas durante todo o
periodo de avaliacdo. As formigas mortas foram transferidas para camara umida

para avaliacdo de conidiogénese.

4.3. Teste de viruléncia em minicoldnias no laboratério

ApOs verificar a eficiéncia da infeccéo fungica por M. anisopliae e B. bassiana
em individuos de S. saevissima apés o contato com papel impregnado com fungo,
foram realizados testes em minicolonias para averiguar a eficiéncia em ambiente
simulando o campo.

Para isso, foram estabelecidas minicolénias com 100 gramas de terra e 30
individuos (15 soldados e 15 operarias) em potes de 350 mL. ApOs periodo de 5
dias de aclimatagc&o dos individuos nas minicol6nias, foram inoculados 50 mL de
suspensdo de M. anisopliae ou B. bassiana na concentracdo de 1x108 conidios/mL

em cada minicoldnias. O tratamento controle consistiu de Tween 20 a 0,02%. Cada
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tratamento (M. anisopliae, B. bassiana e controle) consistiram em 4 repeticbes
cada.

Para que, ao ser inoculado, o excesso de liquido pudesse escoar, foram
feitos furos na base dos potes e os mesmos foram acomodados sobre uma tela
suspensa. Ao longo de 10 dias, as minicol6nias foram mantidas em temperatura
ambiente e com oferta diaria de sacarose 20% embebida em algoddo. A avaliacdo
da mortalidade foi realizada no décimo dia apdés a inoculacdo fungica nas
minicolénias. Para tanto, o conteldo de cada pote com minicolénia foi
cuidadosamente removido e disposto em uma bancada para que as formigas
pudessem ser contabilizadas como vivas ou mortas. As formigas mortas que ainda
nao haviam apresentado conidiogénese foram transferidas para camara umida,

para que as condi¢des favorecessem a conidiogénese.

4.4. Controle em colénias no campo utilizando suspensdes fangicas.

Ap0s observar os resultados obtidos nos testes anteriores, foi realizado teste
de eficiéncia de controle biolégico utilizando suspensdes fungicas em colbénias no
campo. Para este teste, foram selecionadas 12 col6nias de S. saevissima no
campus da UENF. Foram estabelecidos trés tratamentos, com 4 repeticdes cada:
suspensdo com M. anisopliae, ou B. bassiana (ambos na concentracédo de 1x108
conidios/mL) e o tratamento controle, que consistiu de Tween 20 0,02%.

Para estabelecer o volume de suspensado para cada colonia, foi necessario
estabelecer o volume do formigueiro. Para isso, foi utilizada a férmula matematica
de elipse (x=2/3*m*a*b* c, em que a é o comprimento [eixo longo] b é a largura
[eixo curto] e ¢ € a altura), que mede os eixos do formigueiro, encontrando seu
volume em litros (Porter et al., 1992; Porter et al., 1997; Vogt, 2007). Em cada
coloénia, foi inoculado inundativamente a suspenséao flingica no mesmo volume da
colénia (Tabela 1). Por exemplo, se a coldnia possuia trés litros de volume, era
inoculado trés litros de suspensao fungica.

Como era inviavel a contabilizacéo do total de individuos na col6nia para se
avaliar a taxa de eficiéncia do fungo no controle do formigueiro, os parametros
avaliados foram: tempo de inicio de reacdo apods perturbacdo mecanica do
formigueiro pelo periodo de 10 segundos, e o tempo de duracéo dessa reacao apos

a perturbacdo do formigueiro. Esses dois parametros foram avaliados em dois
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momentos: antes da inoculacdo inundativa da suspensdo e 10 dias apos a

inoculacao inundativa.

Tabela 1. Volume (em litros) das colbnias S. saevissima no campo e das
suspensdes utilizadas nos tratamentos com B. bassiana, M. anisopliae e controle
(Tween 20 0,02%) para inocular nas colénias. Valores referentes as quatro
repeticdes realizadas para cada tratamento

Tratamento Volume da colénia Volume de suspenséao
3,768L 3,768L
B. bassiana 1,306L 1,306L
1,036L 1,036L
3,460L 3,460L
1,809L 1,809L
M. anisopliae 2,308L 2,308L
2,198L 2,198L
1,583L 1,583L
2,940L 2,940L
Controle 1,357L 1,357L
1,758L 1,758L
5,025L 5,025L

4.5. Analise dos dados

As curvas de sobrevivéncia dos individuos de S. saevissima expostas ao
papel impregnado nos tratamentos contendo fungo e controle foram analisadas
pelo teste de Kaplan-Meier e comparadas pelo teste de Log-Rank (5% de
probabilidade de erro). As taxas de sobrevivéncia e o tempo meédio de
sobrevivéncia (Sso) dos individuos tambéem foram estabelecidos. As anélises foram
realizadas no programa GraphPad v.7.

Para o teste de sobrevivéncia dos individuos no bioensaio inundativo das
minicolonias, em condicfes de simulacdo de campo, utilizou-se o teste de Kruskal-
Wallis para comparacdo dos tratamentos. A analise foi realizada no programa
GraphPad v.7.

Para o teste de eficiéncia de controle em colénias no campo utilizando
suspensao fangica, utilizou-se ANOVA on Ranks para as diferencas de tempo de

reacao das colbnias tratadas com B. bassiana, M. anisopliae e controle e teste post
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hoc de Tukey (a=0,05) para compara¢do das medianas. A analise foi realizada no

programa Sigmaplot v.12.
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5. RESULTADOS

5.1 Testes de viruléncia

Os ensaios de infecdo com os fungos entomopatogénicos Beauveria
bassiana e Metarhizium anisopliae em operarias e soldados de Solenopsis
saevissima demonstraram que esses fungos foram eficientes em causar uma
reducdo na sobrevivéncia desta espécie de formiga-de-fogo.

Os menores valores de Sso, de cinco dias, foram observados em operarias
de S. saevissima expostas aos fungos B. bassiana ou M. anisopliae por 48h e em
soldados expostos ao B. bassiana por 48h. O maior valor (Sso = 7) foi observado
em soldados de S. saevissima expostos ao M. anisopliae por contato continuo por
10 dias. As comparacdes dos valores de Sso e porcentagem de sobrevivéncia de

todos os tratamentos podem ser observadas na Tabela 2.
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Tabela 2. Valores de Sso e taxa de sobrevivéncia de operérias e soldados de S.
saevissima infectadas com B. bassiana 1x108 e M. anisopliae 1x108 conidios/mL
em contato continuo ou por 48h de contato com fungo

entomlcz)ggtgoog &nico g::f/?sgﬁm% Tempo de contato Sso Sobrevivéncia
Operérias Continuo 6 dias 9,2%
B. bassiana 48h 5 dias 13,5%
Soldados Continuo 6 dias 0%
48h 5 dias 3,3%
Operarias Continuo 6 dias 16,8%
M. anisopliae 48h 5 dias 13,5%
Soldados Continuo 7 dias 15,8%
48h 5 dias 0%
Operarias Continuo - 100%
Controle 48h - 96,2%
Soldados Continuo - 100%
48h - 93,9%

Operérias de S. saevissima expostas ao B. bassiana na forma continuo,
apresentaram sobrevivéncia de 9,2% (Ssode 6 dias), ilustrado na Figura 1 e Tabela
1. Ja quando expostas ao B. bassiana durante um periodo de 48h, as operarias de
S. saevissima apresentaram sobrevivéncia de 13,5% (Sso de 5 dias) (Figura 1;
(Tabelal). As curvas de sobrevivéncia de operarias de S. saevissima mostraram
gue os grupos tratados com B. bassiana, foram significativamente diferentes dos
controles ([12=202,5; gl=3; p<0,0001). E entre os tratamentos ndo houve diferenca
estatistica (112=0.01005; gl=1; p=0.9202).
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Figura 1. Taxa de sobrevivéncia de operarias de S. saevissima infectadas com B.
bassiana a 1x108 conidios/mL em contato continuo ou ap6s 48h de contato com
fungo.

Ja em soldados de S. saevissima a infec¢ao de B. bassiana foi mais
eficiente que em operarias, apresentando sobrevivéncia de 0% em 7 dias (Ssode 6
dias) e 3,3% (Sso de 5 dias), quando expostas pelo periodo continuo ou 48h ao
fungo, respectivamente, apresentado na Figura 2 e Tabela 2. As curvas de
sobrevivéncia de soldados de S. saevissima mostraram que 0s grupos tratados com
B. bassiana, foram significativamente diferentes dos controles ([12=262,8; gl=3;
p<0,0001). E entre os tratamentos ndo houve diferenca estatistica ([12=3,743; gl=1;
p=0,0530).
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Soldados

Controle 48h

Controle contato continuo

B. bassiana contato continuo
B. bassiana 48h

Sobrevivéncia (%)

dias

Figura 2. Taxa de sobrevivéncia de soldados de S. saevissima infectados com B.

bassiana a 1x102 conidios/mL em contato continuo ou apds 48h de contato com
fungo.

A infeccdo de M. anisopliae foi, em geral, menos eficiente que a de B.
bassiana. Operarias de S. saevissima quando expostas ao M. anisopliae pelo
periodo continuo, apresentaram sobrevivéncia de 16,8% (Sso de 6 dias) (Figura 3)
(Tabela 2). Ja quando expostas pelo periodo de 48h, as operérias de S. saevissima
apresentaram sobrevivéncia de 13,5% (Sso de 5 dias) (Figura 3; Tabela 2). As
curvas de sobrevivéncia de operarias de S. saevissima mostraram que 0S grupos
tratados com M. anisopliae foram significativamente diferentes dos controles

(02=178,3; gl=3; p<0,0001). E que entre os tratamentos ndo houve diferenca
estatistica ([12=2,034; gl=1; p=0,1540).
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Figura 3. Taxa de sobrevivéncia de operarias de S. saevissima infectadas com M.
anisopliae a 1x108 conidios/mL em contato continuo ou apés 48h de contato com
fungo.

Soldados de S. saevissima foram mais suscetiveis a infec¢éo fungica que as
operarias. Quando expostas ao M. anisopliae pelo periodo continuo, soldados de
S. saevissima apresentaram sobrevivéncia de 15,8% (Sso de 7 dias) (Figura 4;
Tabela 2). J& quando expostas ao M. anisopliae pelo periodo de 48h, soldados de
S. saevissima apresentaram sobrevivéncia de 0% (Ssode 5 dias) (Figura 4; Tabela
2). As curvas de sobrevivéncia de soldados de S. saevissima mostraram que 0s
grupos tratados com M. anisopliae, foram significativamente diferentes dos
controles ([12=282,7; gl= 3; p<0,0001). E que entre os tratamentos também houve
diferenca estatistica ([12=7,271; gl= 1; p=0,0070), mostrando que a eficacia de
infeccdo do fungo M. anisopliae quando exposto pelo periodo de 48h é maior em

soldados de S. saevissima que quando exposto pelo periodo continuo.
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Figura 4. Taxa de sobrevivéncia de soldados de S. saevissima infectados com M.
anisopliae a 1x108 conidios/mL em contato continuo ou apés 48h de contato com
fungo.

As taxas de conidiogénese dos fungos entomopatogénicos nos cadaveres
dos individuos mortos nos testes de viruléncia mostraram que tanto B. bassiana
como M. anisopliae foram bem sucedidas ao infectar os insetos. A porcentagem de
conidiogénese variou de 94,1% a 97,1%, confirmando a mortalidade pelos fungos
(Tabela 3). As figuras 5 e 6 apresentam a conidiogénese nos cadaveres de S.

saevissima tratadas com os fungos.

Tabela 3: Taxa de conidiogénese dos fungos B. bassiana e M. anisopliae em
operarias e soldados de S. saevissima mortos nos testes de viruléncia com papel
impregnado com fungo

Tempo de contato com o

Casta B. bassiana M. anisopliae
fungo
ODerar Contato continuo 96,3% 96,9%
perarias 48h 97,1% 94,2%
Contato continuo 95% 96%
Soldados

48h 94,8% 94,1%
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Figura 5. Conidiogénese do fungo entomopatogénico B. bassiana em soldado de
S. saevissima com 2,1 mm de comprimento, resultado do tratamento de contato
continuo.

Figura 6. Conidiogénese do fungo entomopatogénico M. anisopliae em soldado de
S. saevissima com 2,4 mm de comprimento, resultado do tratamento de contato por
48h.
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5.2 Testes inundativos em minicol6nias de S. saevissima

A inoculacéo de B. bassiana e M. anisopliae na forma inundativa nos ninhos
se mostrou eficiente pelo teste de Kruskal-Wallis (H=336,956, gl=2, p<0,0001)
guando comparado com o grupo controle, sem fungo. Foi verificado reducao
significativa do niumero de formigas nas col6nias dos tratamentos fungicos no
décimo dia, periodo estipulado para a avaliagdo da sobrevivéncia nos tratamentos.
As formigas das colbnias tratadas com B. bassiana apresentaram 0% de
sobrevivéncia no final do teste. No tratamento com M. anisopliae (Figura 7), ao final
do ensaio houve apenas 1,6% de formigas sobreviventes. Ja as formigas do grupo
controle se mantiveram vivas ao final da avaliagdo, com 97,5% de sobrevivéncia
(Tabela 4).

Tabela 4. Sobrevivéncia de Solenopsis expostas aos fungos B. bassiana e M.
anisopliae de forma inundativa por 10 dias. Valores s&o referentes a % de

sobrevivéncia das formigas calculado a partir de trés repeticbes

Tratamento Sobrevivéncia (%)
Controle 97,5
B. bassiana 0
M. anisopliae 1,6

Figura 7. Minicolbnias de S. saevissima em laboratorio, com tratamento inundativo
de suspenséo fungica de M. anisopliae com concentragdo de 1x102 conidios/mL.



30

5.3. Teste de inoculagédo inundativa no campo.

Os testes de inoculacdo inundativa das suspensdes de fungo nas colonias
no campo apresentaram resultados diferentes dos obtidos para a inoculacao de
apenas Tween 20 (0,02%) (Tabela 5). Antes da inoculagcdo das suspensdes

fungicas, o tempo para inicio da reagdo dos individuos da col6nia quando ocorria a
perturbacdo mecanica foi imediato, variando de 0 a 2 segundos. Quando foi
realizada perturbacdo mecanica novamente apos os 10 dias, nas colbnias tratadas
com B. bassiana (Figura 9) e M. anisopliae, nao foi mais observada atividade de
formigas, e, portanto, o tempo de reacao foi nulo. J& para o tratamento controle,
antes da inoculacdo de Tween 20 (0,02%), o tempo de inicio da reacdo apos
perturbacdo mecanica variou de 0 a 1 segundo. Apds 10 dias, as coldnias
continuaram ativas, com tempo de inicio de reacao variando entre 0 e 2 segundos.
A duracéo desta reacao também foi observada. O tempo de permanéncia da
reacao variou de 46 segundos a 163 segundos nas colbnias tratadas com B.
bassiana. Esse tempo variou de 105 a 214 segundos nas colbnias tratadas com M.
anisopliae. Para o tratamento controle, esse tempo variou de 170 a 201 segundos.
Contudo, quando novamente perturbado ap6s 10 dias, apenas as coldnias do
tratamento controle apresentaram atividade de formigas. As colonias tratadas com
fungo ndo apresentaram nenhuma atividade. Nas colénias do tratamento controle,
o tempo de permanéncia da reacédo variou de 181 a 343 segundos. Resultado este
até maior do que o observado no inicio dos testes, antes da inocula¢do do Tween
20.
Durante o periodo do bioensaio, o clima permaneceu ameno no campo, com
temperaturas médias entre 23,6°C e 27,4°C. Os indices de precipitacdo
permaneceram estaveis, choveu em maior intensidade em apenas um dia. A

precipitacdo pluviométrica variou de 0 mm a 96,6 mm. (Figura 8).
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Tabela 5. Tempo (em segundos) de inicio da reacdo de individuos da colbnia
quando a mesma sofre perturbacdo mecanica, e tempo (em segundos) de
permanéncia dessa reagdo em dois momentos distintos: antes da inoculagdo de
suspensao fungica (inicial) e apds 10 dias da inoculacao (final). Valores referentes
a quatro repeticdes por tratamento

Tempo de Tempo de Tempo de Tempo de
Tratamento inl'cio~de permanérjcia da inicioNde permanérjcia
reacao reacao reacao da reacéo
Inicial Final
0 157 * *
B. 2 56 * *
bassiana 0 160 * *
0 163 * *
0 147 * *
M. 2 105 * *
anisopliae 0 186 * *
0 214 * *
0 176 1 343
Controle 0 170 2 181
1 201 1 188
0 200 0 205

*Colbnia sem atividade observada de formigas.

A tabela 6 mostra a diferenca dos tempos de duracdo da reacdo a
perturbacdo mecanica antes da inoculacédo e ap6s 10 dias de inoculacdo. Como
observado na tabela 3, o tempo de duracéo da reacéo nas coldnias do tratamento
controle aumentou apds 10 dias. Ao passo que nas colonias tratadas com ambos
os fungos, os valores foram negativos, pois ndo foram detectadas atividades de
individuos nas col6nias apos 10 dias. Os valores do teste de Tukey demonstram

que o tratamento controle foi estatisticamente diferente dos tratamentos com fungo.

Tabela 6. Mediana e percentis da diferenca do tempo (em segundos) de
permanéncia da reacdo antes da inoculagdo do fungo e apds 10 dias, nos
tratamentos contendo B. bassiana, M. anisopliae e controle

Tratamentos Mediana 25% 75%
B. bassiana -158,5b -162,25 -81,25
M. anisopliae -166,5b -207 -115,5

Controle 8a -8,5 128

Medianas seguidas das mesmas letras ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade
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Temperatura e Precipitacao - Campos dos
Goytacazes (18/01/2023 a 29/01/2023)
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Figura 8. Temperatura média e precipitacdo pluviométrica diaria da cidade de
Campos dos Goytacazes/ RJ, durante o periodo de bioensaio dos colbénias de S.
saevissima no campo.

Figura 9. Aplicacdo da suspensdao fungica de B. bassiana com concentracdo de
1x108 conidios/ mL, em coldnias de S. saevissima no campo.
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6. DISCUSSAO

O presente trabalho mostrou pela primeira vez a comparacao de infeccdes
fungicas causadas pelos fungos entomopatogénicos B. bassiana e M. anisopliae
em formigas-de-fogo da espécie S. saevissima, e a suscetibilidade de castas
(operéria e soldado) a essa infeccdo. Foram realizados ensaios de viruléncia dos
individuos em condicao de laboratorio, ensaios com mini-formigueiros em condi¢ao
de simulacdo de campo, e por fim, ensaios de controle biolégico no campo,
utilizando suspensdes fangicas aplicadas inundativamente nas col6nias. A partir
destes ensaios, foi demonstrado experimentalmente que tanto o fungo
entomopatogénico B. bassiana quanto M. anisopliae é eficaz como agente de

controle biolégico contra S. saevissima.

6.1 Testes de viruléncia

Os fungos entomopatogénicos testados, B. bassiana e M. anisopliae
mostraram eficacia no controle de operarias e soldados de S. saevissima,
apresentando taxas de até 100% de mortalidade das formigas. Porém B. bassiana
demonstrou, de maneira geral, maior eficiéncia em infectar os insetos, uma vez que
a menor taxa de mortalidade apresentada nos tratamentos com esse fungo foi de
86,5%. O tratamento com B. bassiana também apresentou elevada taxa de
conidiogénese (97,1%) em formigas mortas no tratamento. Em um dos poucos

trabalhos de infeccdo de B. bassiana em formigas-de-fogo da espécie S.
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saevissima, Alves e colaboradores (1996), obtiveram taxas maximas de 80% de
mortalidade das formigas ao aplicarem suspensao fungica com a concentracéo de
1x108 conidios/mL. Rojas et al. (2018) ao utilizar um isolado de B. bassiana para
infectar operarias de formiga-de-fogo da espécie S. invicta, alcancou taxas
maximas de mortalidade de 89,06% das formigas. Dessa forma, observa-se que no
presente trabalho foi obtido resultados mais promissores com este fungo em S.
saevissima do que estudos anteriores com S. invicta.

Mesmo apresentando taxas de infec¢cdo, em geral, menores que de B.
bassiana, o fungo M. anisopliae demonstrou alta capacidade de infectar ambas as
castas de S. saevissima, com taxas minimas de 83,2% e 84,2% mortalidade em
operarias e soldados, respectivamente. Frequentemente, quando a infeccéo
fungica é bem sucedida, h& a conidiogénese no tegumento do cadaver do inseto,
processo de formagéo dos conidios a partir das hifas, permitindo um novo ciclo da
infeccdo do fungo nos insetos remanescentes, possibilitando controlar maiores
nameros de individuos-alvo. Segundo Melo e colaboradores (2007) o processo de
infeccdo do M. anisopliae se completa em cerca de 3 a 10 dias, variando de acordo
com fatores limitantes, como componentes nutricionais da cuticula, reacdes
quimicas e acao de toxinas. Nesse trabalho foi observado conidiogénese de M.
anisopliae nos corpos de soldados de S. saevissima 4 dias apds a infeccéo
(observacédo pessoal), alcancando taxas de até 96,9% de formigas mortas no
tratamento. Portanto mesmo com as taxas de mortalidade menos elevadas que de
B. bassiana, M. anisopliae tem potencial para reinfectar outros individuos de S.
saevissima em poucos dias ap0s 0 primeiro contato.

Em quase todos os tratamentos, os soldados foram mais suscetiveis a
infeccdo fangica que as operarias. Os insetos sociais possuem um mecanismo de
defesa muito bem estruturado, mas para que funcione, esse sistema necessita de
uma correlacdo entre os individuos da colénia (Cremer et al., 2007). Um exemplo
disso ocorre com formigas-cortadeiras. Para evitar acdes de forideos parasitoides,
os membros de castas menores “pegam carona” na carga transportada pelas
formigas de castas maiores, protegendo-as dos possiveis atagues aéreos,
demonstrando uma correlagdo harmoniosa entre as castas da coldnia para
estruturar um sistema imune (Elizalde et al., 2012). Outro exemplo ocorre em
formigas-de-fogo S. invicta, que apresentam diferenca genética entre as castas,

qgue afeta o sistema imunolégico entre os individuos, tornando algumas dessas
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castas, como a dos machos alados, que sdo mais suscetiveis a parasitas que
outras castas, como das fémeas operarias e reprodutoras (Hualong et al., 2019) E
possivel que ao separar as formigas S. saevissima em castas para execucao dos
testes, o sistema organizacional de imunidade das formigas soldados tenha
apresentado falhas, tornando-as mais suscetiveis as infec¢cbes fangicas que as
operarias. Ou ainda que as formigas operarias apresentem caracteristicas

genéticas que as tornem mais resistentes aos fungos que os soldados.

6.2. Testes inundativo em minicolbnias

Ao realizar testes inundativos com suspenséao fungica em minicolonias de S.
saevissima em laboratorio, simulando condi¢cdes de campo, B. bassiana e M.
anisopliae demonstraram alta capacidade de infec¢do, apresentando elevadas
taxas de mortalidade das formigas. B. bassiana se destacou entre os dois fungos,
pois alcangou 100% de mortalidade das formigas nos testes, apresentando
conidiogénese nos cadaveres das formigas a partir do 3° dia apOs aplicacédo
(observacgao pessoal). Muitos trabalhos avaliaram com éxito a capacidade de B.
bassiana em controlar formigueiros de formiga-de-fogo em laborat6rio, com
resultados variando de acordo com as condi¢fes e concentracdes flingicas. Stimac
e colaboradores (1993), ao aplicar suspensao fungica de B. bassiana com
concentracéo de 1x108 e 10° conidios/mL em minicol6nias de S. invicta, alcangcaram
taxa de mortalidade maxima de 70%, e ao aplicar em formigueiros integros
alcancaram taxa de mortalidade entre 70% e 92%. Ja Li e colaboradores (2016),
ao avaliar a capacidade de infeccdo de isolados de B. bassiana, com uma
concentracédo de 1x108 conidios/mL, em formigueiros de S. invicta em laboratério,
atingiram taxas de mortalidade cumulativa de 93,4% em 21 dias. Com estas
comparacdes em relacdo aos encontrados nos bioensaios do presente trabalho, se
observou alto potencial de B. bassiana em controlar col6énias de S. saevissima.

Trabalhos na literatura apontam diferencas significativas entre a eficacia de
ambos os fungos em infectar colonias de formigas em laboratério. Caldwell (2015)
ao comparar o efeito de dosagens flingicas de 1x107 conidios/mg de material seco
de B. bassiana e M. anisopliae em col6nias de S. invicta em laboratério, alcancou
diferencas significativas entre as taxas de mortalidade causadas pelos fungos, em

gue B. bassiana alcancou 100% de mortalidade e M. anisopliae apenas 53,7%. No
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presente trabalho, M. anisopliae alcangou maiores taxas de mortalidade em relacéo
as observadas por Caldwell (2015). Mesmo que nao tenha obtido 100% de
mortalidade das formigas, como ocorrido por B. bassiana, M. anisopliae matou 118
das 120 formigas utilizadas no teste apos os 10 dias de avaliacdo. Em condi¢bes
edafoclimaticas ideais, o fungo entomopatogénico M. anisopliae pode persistir no
solo por mais de 120 dias (Guerra et al., 2009). Fato que reforca o potencial do
fungo em reinfectar os individuos remanescentes do formigueiro, proporcionando

um controle ainda mais definitivo.

6.3. Teste de inoculacédo inundativa de suspenséo fungica em colénias no

campo.

Todas as col6nias tratadas com B. bassiana ou com M. anisopliae se
mostraram inativas, sem atividade de individuos, 10 dias apds da inoculacédo das
suspensdes, enquanto as col6nias controle permaneceram ativas, e em alguns
casos, se mostraram ainda mais ativa do previamente observado ao inicio do
ensaio.

Dois dias ap6s a aplicacdo das suspensfes, as colbnias tratadas com B.
bassiana apresentaram significativa reducdo de numero das formigas ativas, e a
partir do 7° dia ja ndo havia movimentacao (observacao pessoal). Em contrapartida,
as colbnias tratadas com M. anisopliae apresentaram reducdo no numero de
individuos no 4° dia apo6s aplicacdo, e a partir do 9° dia jA ndo havia mais
movimentacao de formigas (observacgao pessoal).

Diferentemente do observado neste trabalho, alguns estudos anteriores
apresentaram limitacdes no controle efetivo de colbénias de formigas-de-fogo no
campo utilizando fungos entomopatogénicos. Stimac e colaboradores (1990)
aplicaram 200 g de arroz com 5% de concentracdo de conidios de B. bassiana em
50 formigueiros de S. invicta na Florida, e observaram que a infeccdo fangica se
iniciou a partir do 3° dia apés aplicacdo. Porém, apenas 9 semanas apos aplicagdo
foi observada reducdo dos formigueiros, em que 76% das coldnias mostraram
movimentacgao intermediaria, menor do que foi observado antes do teste. Kaffle e
colaboradores (2011) aplicaram duas concentracées de B. bassiana (6,4x10° e
6,4x107 conidios/mL) com diferentes volumes em col6nias de S. invicta em Taiwan,

e observaram que o nimero de coldnias inativas tratadas com 6,4x107 conidios/mL
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foi significativamente maior que o apresentado nas colbnias tratadas com 6,4x10°
conidios/mL, evidenciando que o controle das formigas deve ser realizado com a
concentracdo fungica e volume de suspensao adequada para cada colénia. Em
outro trabalho, Oi e colaboradores (1994) adotaram diferentes formas de aplicacao
de B. bassiana para controlar S. invicta na Florida, e observaram que a técnica que
apresentou melhores resultados foi a injecéo do isolado do fungo, formulado com
silica, para melhor dispersédo dos conidios na colénia e aderéncia no tegumento,
obtendo reducdo maxima de 52% dos ninhos ativos. Estes trabalhos destacam a
importancia das técnicas corretas de aplicagcdo dos fungos para o controle das
colbnias.

O solo das colénias de formigas-de-fogo apresenta caracteristicas
antagbnicas aos fungos entomopatogénicos, que reduz sua capacidade de
infeccdo, necessitando de concentracdes fungicas mais elevadas para infectar as
formigas, do que as concentracdes aplicadas em testes laboratoriais (Pereira et al.,
1993). O presente trabalho ndo enfrentou limitagdes similares, possivelmente, pelo
volume de suspensdo fungica que foi aplicado nas coldnias terem sido 0s mesmos
volumes das colbnias em si. Este volume foi estipulado a partir da férmula
matematica de elipse, que fornece o volume total do formigueiro. Vogt, (2007)
através da digitalizacdo da superficie do formigueiro de S. invicta com scanner
portatil 3D, observou que os resultados obtidos a partir dessa férmula matematica
eram mais confidveis do que outras técnicas de medicdo de volume do ninho de
formigas-de-fogo, sendo mais condizentes com a realidade.

A medicdo do volume da coldnia para se estabelecer o volume relativo
apropriado de suspensdo fangica é essencial para o sucesso no controle da
colonia. Em pré-teste realizado para este presente trabalho, foi aplicado um volume
inferior ao ideal (estipulado pela formula da elipse) de suspensao fungica para se
controlar as colbnias. Neste pré-teste houve reducdo de formigas nas colonias,
porém as colonias continuaram ativas (dados nao publicados). Ademais, a
concentracdo fungica adotada (1x108 conidios/mL) foi selecionada a partir dos pré-
testes realizados com intuito de encontrar a concentragdo mais adequada para
infectar S. saevissima. Concentracdes menores, como 1x107 conidios/mL, foram
utilizadas em testes fangicos em formigas-de-fogo e ndo obtiveram sucesso na

infeccdo dos individuos (dados nao publicados). Para o atual estudo, ainda foi
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averiguado, previamente e ao longo dos testes, os indices pluviométricos e de

temperatura, a fim de evitar influéncias edafoclimaticas desfavoraveis.
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7. CONCLUSAO

Os fungos entomopatogénicos B. bassiana e M. anisopliae apresentam a
capacidade de infectar e matar operarias e soldados de S. saevissima. De maneira
geral, B. bassiana demonstrou maior capacidade de infeccdo em formigas S.
saevissima em laboratorio, com menores valores de Sso € maiores taxas de
mortalidade, ainda que M. anisopliae também tenha apresentado potencial
satisfatorio de controle das formigas. Os individuos de S. saevissima pertencentes
a casta soldado apresentaram maior suscetibilidade a infeccdo de B. bassiana e M.
anisopliae. No entanto, a casta operaria também demonstrou alta suscetibilidade a
infeccdo. As altas taxas de conidiogénese apresentadas nos corpos das formigas
mortas nos tratamentos com os fungos confirmaram a eficiéncia da infecgéo por B.
bassiana e M. anisopliae.

No campo, em ambiente natural, ambos os fungos também apresentaram
capacidade de controlar colonias integras de S. saevissima, ao provocar queda
brusca da atividade observada de individuos nas colénias tratadas com fungos;
diferentemente do observado em col6nias do tratamento controle, onde néo houve
influéncia na atividade da colénia. Dessa forma, conclui-se que os fungos
entomopatogénicos B. bassiana e M. anisopliae apresentam alto potencial para
serem utilizados como agentes de controle biolégico das formigas-de-fogo da

espécie S. saevissima.
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