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RESUMO

As formigas cortadeiras do género Atta, Acromyrmex e Amoimyrmex (Hymenoptera:
Formicidae) sdo consideradas importantes pragas de plantios florestais, da agricultura
e pecuaria. Isca téxica contendo o principio ativo sulfluramida ou fipronil € o principal
meétodo de controle destes insetos. Contudo, ainda sabe-se pouco sobre como ocorre
a disperséo do inseticida no interior da coldnia, se por trofalaxia entre as operérias da
colénia, ou se seus comportamentos de autolimpeza, limpeza muatua, bem como o
contato entre operarias contaminadas e ndo contaminadas proporcionam a dispersao.
O objetivo do estudo foi determinar se os comportamentos de autolimpeza, limpeza
mutua, ou toque entre operarias de Atta sexdens (Hymenoptera: Formicidae) dispersa
os inseticidas fipronil e sulfluramida entre os membros de um grupo ou colonia. Para
isso esses inseticidas foram aplicados topicamente em operarias e as interacdes entre
operarias contaminadas e nao contaminadas, a nivel de grupo e de colonia foram
estudadas. Com o aumento do tamanho do grupo ou de operarias contaminadas na
colénia, a frequéncia de interacdes entre operdrias aumentou, sendo o toque o
comportamento mais frequente. Os inseticidas foram transmitidos por contato direto
entre as operarias, seguido de auto-limpeza e limpeza mutua. Esses comportamentos
foram responsaveis pela rapida dispersao dos inseticidas entre os membros do grupo
ou coldnia. Os resultados, portanto, sustentam a hipétese de que as interacdes sociais
promovem a contaminacao e dispersédo de inseticida entre membros de um grupo ou

colbnia.

Palavras-chave: Atta; dispersdo de Inseticidas; interacdes sociais; rotas de

contaminacdo; trofalaxia.






ABSTRACT

Leaf-cutting ants of the genus Atta, Acromyrmex and Amoimyrmex (Hymenoptera:
Formicidae) are considered important pests of forest plantations, agriculture and
livestock. Toxic bait containing the active ingredient sulfluramid or fipronil is the main
method of controlling these insects. However, little is known about how the insecticide
Is dispersed within the colony, whether by trophallaxis between colony workers, or if
their self-cleaning and mutual cleaning behaviors, as well as the contact between
contaminated and uncontaminated workers, provide the dispersal. The objective of the
study was to determine whether self-cleaning, mutual cleaning, or touching behaviors
among Atta sexdens (Hymenoptera: Formicidae) workers disperses the insecticides
fipronil and sulfluramid among members of a group or colony. For this, these
insecticides were applied topically on workers and the interactions between
contaminated and uncontaminated workers, at the group and colony level, were
studied. With the increase in the size of the group or contaminated workers in the
colony, the frequency of interactions between workers increased, with touch being the
most frequent behavior. The insecticides were transmitted by direct contact between
workers, followed by self-cleaning and mutual cleaning. These behaviors were
responsible for the rapid dispersion of insecticides among the members of the group
or colony. The results, therefore, support the hypothesis that social interactions
promote insecticide contamination and dispersion among members of a group or

colony.

Keywords: Atta; Insecticide dispersion; social interactions; contamination routes;
trophallaxis.
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INTRODUCAO GERAL

As formigas surgiram por volta de 115 a 135 milhfes de anos atras (BRADY et
al., 2006). Pertencem a familia Formicidae, ordem Hymenoptera e representam o mais
abundante e diverso grupo animal do ecossistema tropical, com mais de 24.000
espécies que estdo agrupadas em 23 subfamilias (BOLTON et al., 2007), das quais
cerca de 12.500 espécies ja sdo descritas (WARD, 2010). Somente no Brasil, ha cerca
de 2.500 espécies (CASTRO, 2014).

A familia Formicidae € dividia em vérias subfamilias. Dentre elas esta a
subfamilia Myrmicinae que compreende as formigas da tribo Attini. A principal
caracteristica dessa tribo € o ato de cultivarem um fungo simbionte do qual se
alimentam, mantendo assim uma relacédo de simbiose obrigatoria (SILVA et al., 2003).
Atualmente, existem mais de 17 géneros e 246 espécies de formigas cultivadoras de
fungos catalogados pertencentes a tribo Attini (BOLTON, 2007). Estima-se que o
habito de cultivo de fungo ocorra ha cerca de 50 milhdes de anos (SCHULTZ; BRADY,
2008), e o Leucocoprinus gongylophorus (Agaricales: Basiomycota) € o principal fungo
simbionte cultivado pelas formigas (FISHER; STRADILING; PEGLER, 1994).

As formigas da tribo Attini possuem origem nas regides tropicais, possivelmente
ao Norte da América do Sul, mais especificamente na regido amazénica (WEBER,
1972). No entanto, encontram-se presentes em quase todo o continente americano,
desde o centro da Argentina, seguindo por todos os paises da América do Sul (exceto
no Chile) e continuando pela América Central (exceto em algumas ilhas das Antilhas)
até o sul dos Estados Unidos da América (WEBER, 1970). Devido a sua alta
capacidade adaptativa elas possuem ocorréncia nos mais diversos tipos de
ambientes, desde desertos, até florestas tropicais (WEBER, 1972; SOLOMON et al.,
2008), exceto em algumas ilhas oceéanicas e locais com grandes altitudes (WARD,
2010).

Entre as espécies de importancia econdémica, estdo as formigas cortadeiras
que pertencem aos géneros Atta e Acromyrmex (quenquéns) e Amoimyrmex
(CRISTIANO et al., 2020). As formigas cortadeiras sdo consideradas pragas nos
setores agricola, pecuaria e floresta, e se destacam principalmente, pelo
desfolhamento que causam ao cortarem e carregarem as partes vegetais das plantas
cultivadas (GARCIA et al., 2003), que ap0s processadas servem de substrato para o

fungo simbionte, Leucocoprinus gongylophorus (MUELLER et al., 2018), utilizado
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como principal fontede alimentacéo da colonia (DELLA LUCIA, 2011).

Atualmente, o controle quimico com iscas toxicas € considerado undos mais
eficientes no controle de formigas cortadeiras; entretanto, existe a importancia de o
inseticida matar em baixas concentragdes (BOARETTO; FORTI, 1997;BRITTO et al.,
2016). Alem disso, € importante que o ingrediente ativo possua particularidades
como: agir por ingestdo; ser inodoro e nao ser repelente as formigascortadeiras; ser
de acdo toxica retardada, com mortalidade menor que 15% apés o primeiro dia e
maior que 90% no 21°; ser letal em baixas concentracdes; deve ser umacombinacéo
do principio ativo e um substrato atrativo e; ndo causar danos ambientais
(NAGAMOTO et al., 2004;NYAMUKONDIWA; ADDISON, 2011).

Durante o processamento da isca, as operarias entram em contato com o
inseticida e inicia o processo de contaminacdo (FORTI et al., 1993, 2007). Apos a
hidratacéo dos pellets, depositados sobre o jardim de fungo, as operarias comecam
arepica-los e incorpora-los. O processo de incorporacéo pode iniciar seis horas apés
aoferta das iscas e prolongar até 18 horas apés (FORTI et al., 1993, 2007). Durante
0 processamento, 70% das operarias ficam contaminadas com o inseticida,
comprovadoatravés da utilizacdo de um corante tracador (FORTI et al., 2007).

No entanto, ainda assim discute-se como ocorre a contaminacao das formigas
cortadeirase a disperséo do inseticida na colénia. A contaminacéo através do contato
direto comos inseticidas consiste nos comportamentos realizados pelas operarias
envolvidos namanipulacdo do substrato durante o seu preparo e incorpora¢cado no
jardim de fungo (BRITTO et al., 2016; CAMARGO et al., 2017), ocorrendo
principalmente nas operarias médias através do comportamento de lamber o pellet
(ANDRADE et al., 2002). Ainda as operarias podem ser contaminadas pelo contato
indireto, ou seja, nalimpeza, por “allogroming” ou “self-groming” (ANDRADE et al.,
2002; CAMARGO et al., 2017), ou por ingestdo e, posteriormente, por trofalaxia
(MOREIRA et al., 2006, 2015).

A trofalaxia em formigas cortadeiras € relatada em alguns estudos, porém ainda
€ um assunto que gera discussdo e um comportamento que necessita de
esclarecimentos (ANDRADE et al., 2002); pois, provavelmente, durante o processo
de trofalaxia oral ha a diluigdo do ingrediente ativo.

Deste modo, o objetivo foi estudar os mecanismos de contaminacdo com

operarias da formiga cortadeira — Atta sexdens, por meio de estudos
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comportamentais, buscando esclarecer como ocorre a dispersao e a contaminagao

com diferentes ingredientes ativos na colbnia
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CAPITULO 1

Rotas de contaminacédo e mortalidade da formiga cortadeira, Atta sexdens
(Hymenoptera: Formicidae), pelos inseticidas fipronil e sulfluramida por meio
de interacdes?

Tarcisio M M Mota Filho, 2 Roberto S Camargo, 2 José C Zanuncio, ° Luis E P

Stefanelli, @ Carlos A O de Matos ¢ e Luiz C Forti 2

@ Laboratério de Insetos Sociais Pragas, Departamento de Protecdo de plantas,
Faculdade de Ciéncias Agronémicas, Universidade Estadual Paulista (UNESP),

Botucatu, Brasil

b Departamento de Entomologia/BIOAGRO, Universidade Federal de Vigosa (UFV),
Vigosa, Brasil

¢ Campus Experimental de Itapeva, Universidade Estadual Paulista (UNESP),
Itapeva, Brasil

Mota Filho, T. M. M., Camargo, R. S., Zanuncio, J. C., Stefanelli, L. E. P., de Matos,
C. A. O., Forti, L. C. Contamination routes and mortality of the leaf-cutting ant Atta
sexdens (Hymenoptera: Formicidae) by the insecticides fipronil and sulfluramid
through social interactions. Pest Management Science, v. 77, p. 4411-4417, 2021.
Doi.org/10.1002/ps.6475

Resumo

FUNDAMENTO: As formigas cortadeiras (FCs) dos géneros Atta e Acromyrmex
(Hymenoptera: Formicidae) sao importantes pragas de plantagbes florestais,
agricultura e pecuaria. Iscas toxicas contendo os ingredientes ativos fipronil ou
sulfluramida sdo o principal método usado para controlar FCs. A dispersdo do
inseticida entre os membros de uma coldnia de FC durante o controle com isca toxica
nao € bem compreendida. O objetivo do estudo foi determinar se os comportamentos
de autolimpeza, limpeza mutua, ou toque entre operarias de Atta sexdens
(Hymenoptera: Formicidae) dispersa os inseticidas fipronil e sulfluramida entre os

membros da colonia. Os inseticidas foram aplicados topicamente em grupos de

! Capitulo redigido de acordo com as normas do periddico Pest Management Science, onde foi
publicado.
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operarias de A. sexdens e interacdes sociais entre formigas com e sem inseticida e

mortalidade em grupo foram avaliadas.

RESULTADOS: A analise comportamental mostrou um aumento da interacdo entre
operarias de FCs a medida que o numero de individuos aumentava, sendo os toques
entre as operarias o comportamento mais frequente. A frequéncia de comportamentos
observados foi maior nos grupos tratados com sulfluramida em comparacdo com
fipronil. A mortalidade dos grupos tratados com fipronil foi quase duas vezes maior em
comparacdo com as formigas tratadas com sulfluramida. Os inseticidas sao
provavelmente dispersos por toques excessivos entre as operarias e subsequente

pela autolimpeza e limpeza mutua.

CONCLUSAO: Esses comportamentos foram responsaveis pela rapida disperséo dos
inseticidas entre os membros da coldnia. A corroboracdo da hipbétese de que as
interacdes sociais contaminam as companheiras de colénia e € um modelo para
estudos futuros sobre a contaminacdo de formigas com os ingredientes ativos

inseticidas.
Palavras-chave: Atta; inseticidas; interacdes sociais; trofalaxia.

1.1 INTRODUCAO

As formigas cortadeiras (FCs) dos géneros Atta Fabricius, 1805
e Acromyrmex Mayr, 1865 (Hymenoptera: Formicidae) sdo pragas importantes em
florestas, areas agricolas e pastagens no Brasil e em outros paises da regido
Neotropical. *:2 As FCs séo controlados com iscas toxicas contendo os ingredientes
ativos fipronil ou sulfluramida; essas iscas possuem alta eficiéncia e viabilidade
econOmica e operacional. 3% As iscas téxicas consistem em uma mistura de um
ingrediente ativo dissolvido em 6leo de soja e incorporado em um substrato atrativo
(polpa citrica desidratada). ©

Iscas toxicas sdo comumente usadas para controlar FCs, mas a dispersédo do
inseticida que elas contém entre os membros de uma colénia de FCs é pouco
compreendida. ” Aproximadamente 50% das operarias de uma coldnia sdo
contaminadas diretamente durante o processamento de iscas toxicas para
incorporacgdo no jardim de fungo, @ mas a forma como os inseticidas séo dispersos

dentro da col6nia ndo é conhecida com preciséao.
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https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/ps.6475?casa_token=qLcvP0UATHwAAAAA%3AJ8ktwjiFPtd9QETFDdEaQUMQFeJB8mp4LxbnAfPxu2-7NQx4rwsvR9bbZK0CQONUrvhLv9KG2w65MdA#ps6475-bib-0007
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Formigas contaminadas podem dispersar o inseticida por trofalaxia. °-1? Esse
processo é amplamente encontrado em insetos sociais, como formigas, abelhas,
cupins e vespas, e é definido como a distribuicdo do alimento liquido ingerido durante
o forrageamento entre os membros de uma col6nia por meio de regurgitacédo oral ou
anal. 13-15 Além disso, a trofalaxia desempenha um papel importante na troca de
organismos simbiontes, feromonios, informacdes entre os individuos da colbnia e na
transmissdo de substancias téxicas e patégenos. 4 16 Operarias menores do
FC Acromyrmex subterraneus subterraneus fornecem alimento liquido para operarias
do mesmo tamanho e maiores que elas por meio da trofalaxia.l’” A trofalaxia é
conhecida por dispersar os inseticidas clorpirifos, cipermetrina e clordano entre grupos
de trabalhadores do cupim subterraneo Coptotermes formosanus. 18

A trofalaxia é amplamente discutida para FCS e € um tema controverso entre 0s
mirmecologistas. As taxas de trofalaxia sdo altamente variaveis entre as espécies de
formigas e refletem sua posicéo filogenética e habitos alimentares.'® Operarias de
espécies de formigas que se alimentam de néctar e melado de pulgdes, Camponotus
rufipes (Formicidae) e Pachycondyla villosa(Ponerinae), coletam liquidos em altas
taxas de ingestdo, enquanto a FCs Atta sexdens rubropilosa (Hymenoptera:
Formicidae: Myrmicinae) e formigas predadoras de o Rhytidoponera faz isso em taxas
mais baixas. 2°

As baixas taxas de ingestdo de liquidos por FCs refletem outras estratégias de
forrageamento. Operarias de Atta sexdens rubropilosa coletam folhas para cultivar
seus fungos e ingerem liquidos derramados durante o corte e processamento das
folhas, raramente visitando fontes de néctar. 2*:22 FCs ingerem liquidos durante a
mastigacao das folhas e a coleta dos gongilidios no jardim do fungo, mas nao estéo
adaptados para armazenar grandes volumes de liquido. 22 A taxa de ingestdo de
liquidos para operéarias de C. rufipes & de 6,7 ul min ~', muito maior do que para
operarias de A. sexdens, que ¢é inferior a 0,6 yl min ~'. 20 Portanto, a trofalaxia pode
ser incomum ou ausente em FCs.

A trofalaxia ndo € o comportamento de dispersao de inseticidas mais comum em
uma colénia de FC. A intoxicagdo nessas formigas ocorre pelo contato direto com
iscas tOxicas durante o processamento e incorporacdo no jardim de fungo, pelos
comportamentos higiénicos como a autolimpeza e limpeza mutua, e pelo contato entre

operarias contaminadas e ndo contaminadas. 24 7:25-27 A trofalaxia oral em FCs é
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muito inconsistente e ndo é um método confiavel de troca de substancias entre
companheiras de colbnia.

Diante disso, como as operarias sao contaminados? Primeiro, postulou que pelo
contato direto com iscas téxicas durante o cultivo do fungo. Outra hip6tese sugere que
pelo contato indireto com o principio ativo, durante autolimpeza, limpeza mudtua e
toques entre as operarias. Para testar essas hipéteses, foi realizado um experimento
com grupos de operarias de Atta sexdens (Hymenoptera: Formicidae). Os inseticidas
fipronil e sulfluramida, comumente usados no controle de FCs, foram aplicados
topicamente nas operarias e foram estudadas as interacfes sociais entre operarias

com e sem inseticida e a mortalidade dentro dos grupos.

1.2 MATERIAL E METODOS

1.2.1 Colbnias estudadas

Sessenta coldnias de A. sexdens, com aproximadamente seis meses de idade,
coletadas em marco de 2020 em Botucatu, Sdo Paulo, Brasil, foram utilizadas em uma
série experimental no Laboratdrio de Insetos Sociais-Pragas da Universidade
Estadual Paulista. Cada col6nia foi mantida em um recipiente (comprimento: 15 cm,
largura: 15 cm e altura: 15 cm) com um jardim de fungo e alimentada com Acalypha
spp. (folhas e caules). As colbnias foram mantidas a 24 + 2° C, 80% de umidade
relativa (UR) e fotoperiodo de 12:12 h.

1.2.2 Experimento 1

Este experimento testou a hipétese de que as interacdes das formigas dispersam
os inseticidas dentro da colénia. Essa hipdtese foi testada usando 1,0 ul dos
inseticidas fipronil e sulfluramida aplicados topicamente na concentracdo de 0,1%
(p/p) no pronoto de uma operéria; foram avaliadas as interagbes sociais entre
operarias contaminados e ndo contaminados. As operdrias foram colocadas em
recipientes plasticos de 250 ml com 1,0 cm de gesso no fundo e uma camera acima
do aparelho por um periodo de 24 horas. ’ O delineamento experimental constituiu de

oito tratamentos com trés repeticdes, sendo:
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e Grupo 1:1 - 1 operaria + 1 operaria com inseticida sulfluramida (0,1%);

e Grupo 4:1 - 4 operarias + 1 operaria com inseticida sulfluramida (0,1%);

e Grupo 9:1 - 9 operérias + 1 operaria com inseticida sulfluramida (0,1%);

e Grupo 19:1 - 19 operérias + 1 operaria com inseticida sulfluramida (0,1%).
e Grupo 1:1 -1 operaria + 1 operaria com inseticida fipronil (0,1%);

e Grupo 4:1 - 4 operarias + 1 operaria com inseticida fipronil (0,1%);

e Grupo 9:1 - 9 operarias + 1 operaria com inseticida fipronil (0,1%);

e Grupo 19:1 - 19 operarias + 1 operaria com inseticida fipronil (0,1%).

As operarias foram removidas das coldnias usando uma pinca e selecionados de
acordo com seu tamanho, com base no comprimento da cabeca de 1,2-2,2 mm
(operéarias de tamanho médio). O pronoto das operdrias a serem contaminados foi
marcado com um pequeno ponto de tinta confeccionado com caneta de coloragao
branca (Edding®) devido as propriedades da tinta de excelente aderéncia, secagem
rapida e boa visibilidade. 22 As operarias marcadas foram mantidas por 2 horas em
recipientes plasticos de 350 ml, cujas bordas foram untadas com Fluon (resina de
fluoroetileno) para evitar que as formigas escapassem. Um total de 1,0 ul de inseticida
foi aplicado topicamente no pronoto da operaria, de acordo com cada grupo, por meio
de uma micro-seringa Hamilton ™ (5,0 ul) e as formigas foram liberadas em seus
respectivos grupos. As frequéncias de autolimpeza, limpeza muatua e toque entre

operarias foram registradas durante 24 horas de gravacao.

1.2.3 Experimento 2

Este experimento foi realizado para estudar a mortalidade de operarias
contaminadas e ndo contaminadas. Foi utilizado um tratamento controle constituido
de uma solucéo de 6leo vegetal e duas concentracdes de inseticida 0,1% e 1,0% (p/p).
Cada operaria marcada e contaminada foi colocada com seu grupo em um recipiente
plastico transparente (7,5 cm de diametro e 5,5 cm de altura) contendo 1,0 cm de
gesso no fundo para manter a umidade, que posteriormente foi hermeticamente
fechado com tampas. A operaria contaminada e seu grupo de individuos néo
contaminados ficaram sem alimento por 24 horas. Apos este tempo, as formigas

receberam aproximadamente 3,0 g de jardim de fungo e cerca de 20 operarias
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jardineiras (comprimento da cabega < 0,8 mm). Estas foram adicionadas porque as
operarias médias ndo cuidam eficientemente do jardim de fungo. 2° A mortalidade foi
avaliada aos 1, 2, 3,5, 7, 9, 11, 14, 17 e 21 dias, seguindo o protocolo estabelecido
pelo Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento/ Departamento de Controle

de Pragas. 30:31

1.2.4 Analise de dados

A frequéncia de comportamentos para diferentes grupos de individuos foi
modelada usando um modelo linear generalizado (GLM) com variancia gama e uma
funcdo de ligacdo inversa. Um modelo de regressao logistica da frequéncia de
operarias vivas e mortas com diferentes formulacdes de inseticidas e as proporcdes
de individuos que receberam as formulacdes (fipronil, sulfluramida e controle) foi
testado usando um GLM Bayesiano com variancia binomial e funcéo de ligacéo logit.
32

Testes de comparagdo multipla entre as médias marginais estimadas das
variaveis de resposta (frequéncia comportamental e mortalidade) dentro dos niveis
das variaveis preditoras (atos comportamentais, proporcdes e formulacdes) foram
realizados usando um log de odds ratio. Um ajuste do valor P foi feito usando o método
de Tukey para comparar uma familia com n (nimero de niveis de um fator)
estimativas.

A mortalidade das operérias foi corrigida usando a féormula de Abbott 33 para
subtrair o efeito da mortalidade natural e unificar os resultados entre os testes. A
funcdo de sobrevivéncia foi calculada usando o estimador de Kaplan-Meier (também
conhecido como o estimador de limite do produto). 2* Este estimador é uma adaptacédo
da fungéo de sobrevivéncia empirica:

S (t) = numero de individuos que sobreviveram até o tempo t/nimero total de
individuos

Esta funcdo implica na auséncia de censuras, presenca de informacdes
incompletas ou parciais. 3° E uma fungéo semelhante a uma escada com degraus nos
momentos em que o individuo morreu. Os degraus tém tamanho 1/n (n= tamanho da
amostra) que € multiplicado pelo numero de empates no caso deles ocorrerem.

A hipétese de nenhuma diferenca entre as funcdes de sobrevivéncia e

tratamentos foi testada usando o log-rank ou teste de Mantel Haenszel. Os valores- P
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foram ajustados usando o método de Benjamin e Hochberg 3¢ que controla a taxa de
descoberta falsa (a proporcdo esperada de descobertas falsas entre as hipoteses
rejeitadas), que é um dos métodos de ajuste do valor- P mais poderosos.

A andlise estatistica e os graficos foram realizados usando os pacotes ggplot2,

survival, survminer, aod, arm e emmeans de R v.4.0.0. 3/

1.3 RESULTADOS

1.3.1 Experimento 1

Toque (contato entre operaria com inseticida e as demais;
https://youtu.be/cEzqlbgbbAs), autolimpeza (autolimpeza da operaria contaminada;
https://lyoutu.be/2TZt9k3j14M), limpeza mutua (limpeza muatua da operaria com o
inseticida pelas demais operarias; https://youtu.be/29F0SIV1XNA), toque 2 (contato
entre operarias sem inseticida; https://youtu.be/U4QZtC8zFok), autolimpeza 2
(autolimpeza de operarias sem inseticida; https://youtu.be/YqCXZ8CZP5s) e limpeza
muatua 2 (limpeza mutua entre operarias sem inseticida; https://youtu.be/d-
kGLk24 oU) foram os atos comportamentais observados (Figura 1 e Tabela 1).
gy
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FIGURA 1. Atos comportamentais realizados por operarias de Atta sexdens
(Hymenoptera: Formicidae): (A) toque; (B) autolimpeza; (C) limpeza mutua; (D) toque

2; (E) autolimpeza 2; e (F) limpeza mutua 2.



29

TABELA 1. Frequéncias comportamentais (média + erro padréo) de grupos dentro
das categorias comportamentais encontradas em operarias de Atta sexdens

(Hymenoptera: Formicidae)

Sulfluramida
Grupo Autolimpeza Autolimpeza 2 Toque
1:1 12,33+1,63a 7,33+0,88 a 8,33+1,64 a
4:1 88,00 +£6,83 b 280,33 +£13,65b 168,67 + 7,24 b
9:1 85,00+ 7,05b 448,33 +17,21b 245,00 £ 6,25 b
19:1 87,33+8,56 b 797,33 +£20,25¢ 444,67 +12,08 c
Toque 2 Limpeza matua Limpeza mutua 2
1:1 0,00 + 0,00a 8,67 +2,61a 0,00 + 0,00a
4:1 278,33 £ 16,03b 77,67 £2,33b 56,33 +1,21b
9:1 720,67 £ 35,21c 59,00 + 1,51b 81,00 + 6,55b
19:1 2728,00 £ 125,23d 58,00 + 3,24b 147,67 + 7,85¢c
Fipronil
Autolimpeza Autolimpeza 2 Toque
1:1 13,00+ 1,73 a 18,33+1.21a 18.67+1.21a
4:1 47,00+4.72b 151,33+13,87b 89,67+7,21b
9:1 45,00 £ 0,00 b 266,67 £ 22,11 c 145,00 £ 12,09 c
19:1 65,00 £ 6,08 b 660,67 £ 32,12 b 372,67 £20,31d
Toque 2 Limpeza muatua Limpeza mutua 2
1:1 0,00 £ 0,00 a 5,67 +1,66 a 2,67 +0,87 a
4:1 152,33 +15,34 b 41,33+4,48b 28,67 £3,17 b
9:1 434,67 £ 37,61 c 34,33+291b 47,67 4,09 c
19:1 2.322,00£139,91d 46,00 + 2,08 b 131,00 + 10,58 d

As médias dentro de uma coluna que sao seguidas pela mesma letra ndo diferem (P
=0,05).

Cada comportamento do grupo 19: 1 contaminado com os inseticidas fipronil e
sulfluramida diferiu dos comportamentos dos grupos 9: 1, 4: 1 e 1: 1 (Tabela 1). Os
comportamentos 'Toque 2' e 'Autolimpeza 2' foram mais frequentes e diferiram entre
0os grupos 19: 1, 9: 1 e 4: 1 (Tabela 2); a excec¢éao foi o grupo 1: 1 contaminado com
sulfluramida e fipronil. Os comportamentos do grupo 1: 1 sulfluramida ndo diferiram

entre si (Tabela 2).
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TABELA 2. Frequéncia de atos comportamentais (média + erro padréo) dentro dos grupos de operarias de Atta sexdens
(Hymenoptera: Formicidae)

Sulfluramida
Comportamento 1: 1 4:1 9: 1 19: 1

Autolimpeza  12,33+1,63a 88,00+6,83b 85,00+ 7,05b 87,33 +8,56 b
448,33 + 17,21

Autolimpeza 2

7,33+0,88 a 280,33 £ 13,65b d 797,33 £ 20,25 e
Toque 8,33+ 1,64 a 168,67 £7,24c 245,00£6,25cC 444,67 £12,08d
Toque 2 720,67 + 35,21
0,00 £ 0,00 a 278,33 £ 16,03 d e 2,728,00 £ 125,23 f
Limpeza mutua 8,67 +2,61a 77,67 £2,33b 59,00 £ 1,51 a 58,00 £ 3,24 a
Limpeza mutua
2 0,00 £ 0,00 a 56,33+ 1,21 a 81,00 £ 6,55 b 147,67 £7,85¢C
Fipronil
Comportamento 1: 1 4:1 9: 1 19: 1

Autolimpeza 13,00 +1,73 d 47,00 +4,72 a 45,00 5,85 a 65,00 +6,08 a

Autolimpeza 2 266,67 22,11

18,33+1,21d 151,33+13,87¢c c 660,67 + 32,12 d
Toque 145,00 + 12,09
18,67 +1,21d 89,67 +7,21b b 372,67 £20,31c¢c
Toque 2 434,67 + 37,61
0,00 £ 0,00 a 152,33 +15,34 ¢ c 2,322,00 £ 139,91 e

Limpeza mutua 567 + 1,66 ¢ 41,33+4,48 a 34,33+291a 46,00 + 2,08 a
Limpeza mutua
2 267+0,87b 2867 +3,17a 47,67 +4,09a 131,00 + 10,58 b

As médias dentro de uma coluna que séo seguidas pela mesma letra ndo diferem (P = 0,05).
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1.3.2 Experimento 2

O valor residual do desvio de 74,083 em 42 df ndo é significativo (P = 0,41) e
indica uma auséncia de evidéncia contra o GLM Bayesiano com variancia binomial e
funcéo de ligagao logit. O efeito de ambos os inseticidas sobre a mortalidade das
formigas néo variou com a dose. O efeito da concentracéo de fipronil na mortalidade

€ quase o dobro da concentracdo de sulfluramida (Tabela 3).

TABELA 3. Modelo de regresséo logistica da frequéncia de operarias vivas e mortas
de Atta sexdens (Hymenoptera: Formicidae) com diferentes formulagbes de

inseticidas e o grupo de individuos

Coeficiente Estimativa  Erro padréo z value Pr(>|z])
(Intercept) -4,4150 1,4486 -3,048 0,0023*
Fipronil 0,1% 14,0017 2,8414 4,928 8,32 e*
Fipronil 1,0% 14,0017 2,8414 4,928 8,32 e"*
Sulfluramida 0,1% 7,2315 1,3261 5,453 4,94 e®*
Sulfluramida 1,0% 8,0662 1,3335 6,049 1,46 e%*
4: 1 0,8167 1,1603 0,704 0,4815
9:1 -2,5081 0,9585 -2,617 0,0089*
19: 1 -2,9840 0,9475 -3,149 0,0016*

* Efeito significativo (a = 0,05).

A mortalidade média em diferentes concentracdes de inseticida variou apenas
entre o inseticida e o controle e entre as duas concentracfes de sulfluramida (Tabela
4).

TABELA 4. Comparacdo mdultipla entre mortalidade média marginal (média + erro
padrdo) (Mortalidade) e os limites inferior (LIA) e superior (LSA) assintéticos para

operarias de Atta sexdens (Hymenoptera: Formicidae) em funcdo de diferentes

inseticidas
Inseticidas Mortalidade GL LIA LSA
Controle 0,003744 + 0,0044689 Inf 0,0003589 0,03785 a

Sulfluramida 0,1%  0,838566 * 0,0543862 Inf  0,7026987 0,91946 b
Sulfluramida 1,0%  0,922889 + 0,0298652 Inf  0,8402033  0,96459 bc
Fipronil 0,1% 0,999779 + 0,0005691 Inf  0,9666153  1,00000 bc

Fipronil 1,0% 0,999779 + 0,0005691 Inf  0,9666153  1,00000 bc

GL, grau de liberdade; Inf, informe. Os valores dentro de uma coluna que séo seguidos pela mesma
letra ndo diferem (P = 0,05).
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A comparacdo multipla entre a mortalidade proporcional média mostra que 0s
grupos 1: 4 e 1: 1 diferem dos grupos 1:19 e 1. 9 (Tabela 5). As curvas de
sobrevivéncia para o grupo 1: 1 contaminado com fipronil a 1,0% e 0,1% e 0s grupos
1: 1 e 1: 4 contaminado com sulfluramida 1,0% e 0,1% néao diferiram entre si (Tabela
6 e Figura 2). No entanto, as curvas de sobrevivéncia diferiram entre os inseticidas

nos grupos 1: 9 e 1:19.

TABELA 5. Comparagéo multipla entre as estimativas de mortalidade média marginal
(média + erro padrdo) (Mortalidade) e os limites inferior (LIA) e superior (LSA)
assintéticos para operarias de Atta sexdens (Hymenoptera: Formicidae) em funcéo de

diferentes grupos de operarias

Grupo Mortalidade GL LIA LSA
19: 1 0,779 + 0,13561 Inf 0,430 0,943 a
9:1 0,850 +0,10309 Inf 0,537 0,965 a
1:1 0,986 + 0,01625 Inf 0,876 0,999 b
4: 1 0,994 + 0,00699 Inf 0,946 0,999 b

GL, grau de liberdade; Inf, informe. Os valores dentro de uma coluna que sao seguidos pela mesma
letra ndo diferem (P = 0,05).
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TABELA 6. Valor P das comparacfes multiplas das curvas de sobrevivéncia para
grupos de operarias de Atta sexdens (Hymenoptera: Formicidae) contaminados com

os inseticidas fipronil (Fip.) e sulfluramida (Sulf.)

Grupo Tratamento Fip. 0,1% Fip. 1,0% Sulf. 0,1%  Sulf. 1,0%
Fipronil 1,0% 1,0000 - - -
11 Sulfluramida 0,1% 0,0046 0,0046 - -
Sulfluramida 1,0% 0,0046 0,0046 0,2178 -
Controle 0,0016 0,0016 0,0004 0,0004
Fipronil 1,0% 0,002 - - -
41 Sulfluramida 0,1% 4,6 e° 47 e° - -
Sulfluramida 1,0% 29e8 2,3e8 0,771 -
Controle 5,6 e0 1,1 e 3,4 e0 3,4 e0
Fipronil 1,0% 0,0002 - - -
9 1 Sulfluramida 0,1% 2,06 2,06 - -
Sulfluramida 1,0% 2,06 2,016 0,0126 -
Controle 2,0e1 2,0e1 1,1e” 1,4 e
Fipronil 1,0% 5,1¢e® - - -
19:1 Sulfluramida 0,1% 2,0e6 2,0e6 - -

Sulfluramida 1,0% 2,0e6 2,0e6 0,0001 -
Controle 20e76 20e76 2,0e76 2,0e76
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FIGURA 2. Curvas de sobrevivéncia dos grupos de operarias de Atta sexdens
(Hymenoptera: Formicidae) no controle e com os inseticidas fipronil e sulfluramida a

0,1% e 1,0%.

1.4 DISCUSSAO

O toque entre as operdrias e 0s comportamentos de autolimpeza e limpeza matua
confirmam a hipétese de que as interagdes sociais entre as operarias dispersam 0s
inseticidas e contamina os demais companheiros de colénia. O maior nimero de
interacBes observadas no grupo 19: 1 em relacdo aos demais grupos deve-se ao
maior nimero de operarias neste grupo. Resultados semelhantes foram obtidos por
Camargo et al., “ onde o nimero de interacdes entre operarias no grupo 19: 1 foi maior
do que nos demais grupos.

O comportamento de toque mais frequente entre as operarias, seguido de limpeza
mutua e autolimpeza, pode dispersar os inseticidas. 2 No nosso caso, a disperséo
ocorre quando operarias tratadas com inseticida no ponto de aplicacdo o transferem
para outros membros da populacgéo, 28 por contato tarsal ou antenal como conforme
as operarias se encontram em um grupo. 22 Esse tipo de dispersdo de inseticida tem
sido relatado para insetos sociais e semi-sociais, como a formiga
argentina Linepithema humile (Mayr) (Hymenoptera: Formicidae), a formiga

carpinteira Camponotus pennsylvanicus e a barata alema Blattella germanica (L.),


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/ps.6475?casa_token=qLcvP0UATHwAAAAA%3AJ8ktwjiFPtd9QETFDdEaQUMQFeJB8mp4LxbnAfPxu2-7NQx4rwsvR9bbZK0CQONUrvhLv9KG2w65MdA#ps6475-bib-0038
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/ps.6475?casa_token=qLcvP0UATHwAAAAA%3AJ8ktwjiFPtd9QETFDdEaQUMQFeJB8mp4LxbnAfPxu2-7NQx4rwsvR9bbZK0CQONUrvhLv9KG2w65MdA#ps6475-bib-0038
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/ps.6475?casa_token=qLcvP0UATHwAAAAA%3AJ8ktwjiFPtd9QETFDdEaQUMQFeJB8mp4LxbnAfPxu2-7NQx4rwsvR9bbZK0CQONUrvhLv9KG2w65MdA#ps6475-bib-0039
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que transferiram os inseticidas fipronil e indoxacarb para seus companheiros de
colonia. 38-42

Os notaveis comportamentos de higiene, limpeza muatua e autolimpeza, entre
companheiras de col6nia observados em muitas espécies de insetos '° removem
organismos patogénicos da superficie de seus corpos. ° Por exemplo, limpeza muatua
e autolimpeza removem eficientemente o fungo patogénico Metarhizium da cuticula
do inseto. 43-4% No entanto, esses comportamentos de higiene ndo séo eficientes no
controle da dispersédo de compostos quimicos (inseticidas), ao contrario, dispersam
inseticida entre as companheiras de col6nia. 2% 46 |sso ocorre porque 0s principios
ativos utilizados no controle dos FCs atuam por ingestdo e contato e,
consequentemente, os comportamentos de higiene proporcionam maior contato direto
com o inseticida e, consequentemente, maior contaminacdo. 3 Além disso, as
formigas limpam a si mesmas e umas as outras usando suas pecas bucais e pernas
anteriores, coletando particulas e substancias inseticidas durante a autolimpeza e a
limpeza mutua. Durante esses comportamentos, 0s inseticidas s&o ingeridos e
absorvidos pela glandula pés-faringea, consequentemente intoxicando as operarias e
suas companheiras de col6nia. 3 7 47. 48

A dispersdo de inseticidas provavelmente ocorreu devido ao toque excessivo
entre as operarias, juntamente com posterior limpeza mutua e autolimpeza. A
dispersdo de inseticidas por meio de interacfes sociais como limpeza mutua e
autolimpeza e o contato entre individuos contaminados e ndo contaminados ainda nao
tinha sido estudada e comprovada para FCs. Com isso fornecemos aqui resultados
gue demostram que as interacdes sociais proporcionam a dispersao de substancias
inseticidas em FCs.

A mortalidade de formigas de 100% observada com o inseticida fipronil em todas
as concentracdes para todos os grupos em 2 dias confirma a atividade deste inseticida
por contato e ingestdo. 4° Essa atividade desencadeia a maior taxa de contaminacéo
entre as operarias com dispersao mais rapida do inseticida pelas interagdes sociais.

Sintomas rapidos com efeito knockdown pelo fipronil causam hiperatividade,
incapacidade de se mover e subsequente morte em um curto periodo em insetos
intoxicados. O fipronil pertence ao grupo quimico fenilpirazol e atua no sistema
nervoso central bloqueando a transmisséo de sinais das células nervosas inibindo o

neurotransmissor acido gama-aminobutirico. 49 50
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A mortalidade mais lenta observada nos grupos de formigas tratados com
sulfluramida (0,1% e 1,0%) e o aumento do numero de individuos por grupo com 100%
de mortalidade ao final de 21 dias nos grupos 1:1 e 1:4 em ambas as concentracdes
sdo devido a um mecanismo de acdo retardado neste inseticida e ao fato de a
sulfluramida atuar apenas por ingestdo. 35! Dentro do corpo da operaria, a
sulfluramida se decompde no composto principal DESFA
(perfluorooctanossulfonamida), que atua na fosforilagdo oxidativa (respiragao
aerdbica), interrompendo gradativamente a producdo de ATP nas
mitocondrias; °? isso é diferente do fipronil que atua no sistema nervoso. A
sulfluramida e o DESFA atuam nas mitocéndrias, aumentando o quarto estagio
respiratério no succinato. > Movimentos lentos e uma grande diminuicdo da
agressividade devido a reducdo de energia sédo 0s principais sintomas de intoxicacao
por sulfluramida em operarias de FC. A energia tende a diminuir até que o
metabolismo seja interrompido, causando a morte das operarias. 3

As interacBes sociais aumentaram a dispersao de inseticidas entre as operarias
da FC A. sexdens. No entanto, 0 modo de acéo e o0 contato ou ingestéo influenciam
na taxa de disperséo dos inseticidas estudados. Assim, a hipotese de que o contato
indireto aumenta a contaminacdo das companheiras de ninho servindo de modelo
para novos estudos sobre a contaminacado de operarias com 0s principios ativos de

inseticidas.

1.5 CONCLUSAO

As intera¢cBes sociais, autolimpeza e limpeza mutua, além do contato entre as
operdrias, aumentaram a contaminacdo e mortalidade das LCAs pelos inseticidas

fipronil e sulfluramida.
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Resumo

Iscas toxicas, contendo os principios ativos sulfluramida ou fipronil, sdo os principais
métodos de controle de formigas cortadeiras dos géneros Atta Fabricius, 1805, e
Acromyrmex Mayr, 1865 (Hymenoptera: Formicidae). Porém, a disperséo do inseticida
entre 0s membros da colénia durante o controle necessita de mais estudos. Avaliamos
se 0s comportamentos de limpeza mutua, autolimpeza e toque entre os individuos
disseminam os inseticidas entre os membros da colénia. Os inseticidas sulfluramida e

fipronil (0,1% e 1,0% (p / p)) foram aplicados topicamente em grupos de operarias de

2 Capitulo redigido de acordo com as normas do periédico Neotropical Entomology, onde foi
publicado
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Atta sexdens (Linnaeus, 1758), e as interacOes sociais entre as operarias com ou sem
inseticida foram estudadas. Além disso, iscas toxicas (sulfluramida ou fipronil) foram
fornecidas para as col6nias e seus atos comportamentais foram observados. No final
do experimento, a mortalidade das coldnias, 0 niUmero e a massa de operarias mortas
e a massa de dejetos umidos foram comparados entre colénias que receberam iscas
toxicas e as que receberam formigas com aplicacéo tépica. Na aplicacao topica, os
comportamentos de toque e limpeza mutua foram os mais frequentes. A analise
comportamental mostrou maior interagdo entre as formigas nas colbnias que
receberam as concentragdes de sulfluramida. Nas iscas, o comportamento de lamber
o pellet e a limpeza mutua foram os mais frequentes. A mortalidade das col6nias foi
mais rapida para aquelas que receberam aplicacdo tépica, principalmente com o
inseticida fipronil (0,1%). Contudo, o nimero e a massa de operarias mortas foram
semelhantes entre a aplicacdo tOpica e iscas tdxicas. Nas iscas toxicas, O
comportamento de lamber os pellets e a subsequente limpeza mutua provavelmente
dispersou os inseticidas. Na aplicagéo tdpica, a rota do inseticida ocorreu por toques
excessivos entre as operarias, com posterior limpeza mutua. Assim, a limpeza mutua,
autolimpeza e o toque entre as operarias dispersou 0s inseticidas entre os membros

das colbnias.

Palavras-chave: Atta - Rotas de contaminacéo - Dispersédo de Inseticidas -
Interacdes sociais - Trofalaxia
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2.1 INTRODUCAO

As formigas cortadeiras dos géneros Atta Fabricius, 1805 e Acromyrmex Mayr
1865 (Hymenoptera: Formicide), ocorrem exclusivamente na regiao Neotropical e sao
apontadas como as principais pragas de plantios florestais, da agricultura e da
pecuaria (Vinha et al. 2020). O controle quimico com iscas toxicas, contendo 0s
ingredientes ativos sulfluramida ou fipronil, € o principal método de controle desses
insetos (Della Lucia et al. 2014; Zanetti et al. 2014).

A contaminacdo das operarias ocorre através do contato direto com o ingrediente
ativo contido nas iscas toxicas durante o cultivo do fungo simbionte (Britto et al. 2016;
Camargo et al. 2017a). Durante esse processo, 0s inseticidas contaminam 50% das
operarias (Forti et al. 2019), no entanto, ndo se sabe exatamente como as demais
integrantes de uma coldnia sdo contaminados com os inseticidas.

Alguns autores propdéem que a dispersao de inseticidas em iscas para outros
membros da colbnia pode ocorrer por trofalaxia (Rust et al. 2004; Moreira et al. 2006,
2010; Buczkowski 2019). A trofalaxia € um comportamento associado a ingestédo e
troca de fluidos, armazenados durante o forrageamento das operarias e regurgitados
entre os membros da colénia. Esse comportamento desempenha um papel importante
na troca de nutrientes, simbiontes, feroménios e informacdes entre os individuos da
colénia (Holldobler e Wilson 1990; Moreira et al. 2015; Meurville e LeBoeuf 2021).
Além disso, ndo ha reducdo desse comportamento social mesmo que os individuos
estejam contaminados com substancias téxicas (Souza et al. 2008).

No entanto, sabe-se que operarias de Atta sexdens (Myrmicinae) realizam esse
comportamento com baixa frequéncia, quando comparadas com outras formigas que
se alimentam de néctar como Camponotus rufipes (Formicidae) e Neoponera villosa
(Ponerinae) (Paul e Roces 2003). Isso se deve pelo fato de que espécies que coletam
fluidos (néctar) durante o forrageamento, possuem um papo bem desenvolvido,
adaptado a esta estratégia de forrageamento (Eisner, 1957; Paul e Roces 2003).
Embora as formigas cortadeiras ingiram liquidos durante a manipulacao das folhas e
durante a colheita de gongilidios no jardim de fungos, seu papo nao € adaptado para
armazenar grandes volumes de liquido (Caetano, 1990). Por exemplo: a taxa de
ingestéo de liquidos de operarias de C. rufipes e de 6,7 yl/min, muito maior que a de
A. sexdens, que nao excede 0,6 pl/min (Paul e Roces 2003). Além disso a principal

fonte de alimentacdo das formigas cortadeiras sao hifas do fungo Leucocoprinus
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gongylophorus (Heim, 1957) que cultivam nas camaras de fungo do seu ninho (Schultz
et al., 2005) e raramente alimentam-se de substancias liquidas (Littledyke e Cherrett
1976; Garrett et al. 2015).

Com isso, a trofalaxia ndo é a principal forma de dispersdo e contaminagéo de
operarias de formigas com inseticidas dentro da coldnia. A intoxicagdo por contato
direto com iscas toxicas durante seu processamento e incorporacdo no jardim de
fungos e os comportamentos higiénicos como autolimpeza e limpeza mutua, bem
como o contato entre operarias contaminadas e ndo contaminadas sdo 0 mecanismo
mais importante de dispersao de inseticidas para outros membros da colonia (Andrade
etal. 2002; Camargo et al. 2017a; Forti et al. 2020). Por exemplo, as Interacdes sociais
entre operéarias de A. sexdens, como autolimpeza, limpeza mutua e o contato entre
formigas contaminadas e ndo contaminadas, foram as principais vias de disperséo de
uma substancia lipossoluvel para aproximadamente metade das companheiras de
colénia (Camargo et al. 2017a; Catalani et al. 2020). No entanto, a dispersao de
inseticidas em iscas tdxicas por meio desses atos comportamentais nao foi estudada.

Diante do exposto, surge 0 seguinte questionamento: como o inseticida € disperso
em col6nias de formigas cortadeiras? Nossa hipotese é que o contato entre operarias
contaminadas com o inseticida durante a autolimpeza, limpeza muatua e toque
proporciona dispersdo do inseticida dentro da colénia e proporcionam a sua
supressdo. Para testar essa hip6tese, operarias de A. sexdens foram contaminadas
topicamente com duas concentragdes dos inseticidas sulfluramida e fipronil (0,1% e
1% (p/p)), e em seguida, foram estudadas as interacfes sociais entre operarias com
e sem inseticida. Além disso, iscas toxicas a base de Sulfuramida (0.3%) ou Fipronil
(0.01%), foram fornecidas em coldnias de A. sexdens e as interagdes sociais também

foram observadas.
2.2 MATERIAL E METODOS
2.2.1 Colonias estudadas
As colonias de A. sexdens utilizadas tinham aproximadamente seis meses de
idade com 350,0 cm 2 de jardim de fungo e foram coletadas em marco de 2020 em

Botucatu, Sdo Paulo, Brasil. Essas colbnias foram mantidas no Laboratorio de Insetos

Sociais Praga (LISP) da Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho



47

(UNESP), em Botucatu, a 24 £ 2 ° C, UR de 80% e fotoperiodo de 12 h de luz. Cada
colénia foi mantida dentro de um recipiente plastico (comprimento: 15 cm, largura: 15
cm e altura: 15 cm) com um jardim de fungo, e receberam Acalypha spp. (folhas e

caules).
2.2.2 Configuracao experimental

A hipétese é que as interacdes sociais, limpeza matua e autolimpeza, além de o
toque entre as operérias, dispersam os inseticidas dentro das coldénias da formiga
cortadeira A. sexdens e levam a sua supressao. Operarias foram contaminados com
duas concentracdes (0,1% e 1,0% (p/p)) dos inseticidas fipronil e sulfluramida, além
disso, iscas téxicas comerciais contendo esses compostos foram fornecidas na
camara de forrageamento, e as intera¢des sociais entre os individuos das coldnias
foram estudadas.

O numero de individuos contaminados foi baseado na quantidade de ingrediente
ativo contido em 0,3 g de isca toxica (Material Complementar 1). Isso € equivalente a
3 e 30 operarias de tamanho médio (largura da cabeca de 1,2 a 2,2 mm) contaminadas
topicamente com 1,0 uyl de solugdo de fipronil dissolvido em d6leo vegetal nas
concentracbes de 0,1% e 1% (p / p), respectivamente, ou 60 e 600 operarias
contaminadas com 1,0 ul de solugéo de sulfluramida dissolvida em éleo vegetal nas
concentracbes de 0,1% e 1% (p/p), respectivamente. Os tratamentos controle
consistiram no mesmo numero de individuos expostos aos inseticidas fipronil e
sulfluramida; no entanto, eles foram contaminados com apenas com 1 ul de 6leo
vegetal. Além disso, a isca composta por polpa citrica (96%) e 6leo de soja (4%)
também foi usada como tratamento de controle (Forti et al. 2019, 2020).

As operarias de A. sexdens foram removidas de suas col6nias e separadas por
categoria de tamanho, com base na largura da cabeca. O pronoto das operarias foi
marcado com um pequeno ponto de tinta confeccionado com caneta (Edding®) com
excelente aderéncia, secagem rapida e boa visibilidade (Camargo et al. 2007). As
operarias permaneceram por 2 horas em copos plasticos com as bordas untadas com
Fluon (resina de fluoroetileno), produto que impede a fuga das formigas, e de acordo
com os tratamentos, 1,0 pl de inseticida foi aplicado topicamente no pronoto das
operarias com micro seringa Hamilton ™ (5,0 ul), que foram entéo liberados em suas

respectivas colonias.
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2.2.3 Experimento

Os tratamentos foram iscas toxicas - fipronil (0,01% p/p) e sulfuramida (0,2% p/p)
- aplicagéo topica de fipronil 1,0%, fipronil 0,1%, sulfuramida 1,0% e sulfuramida 0,1%
e 0s controles.

Os residuos e folhas restantes foram retirados das camaras de residuos e de
forrageamento e as colGnias ficaram sem receber o substrato vegetal por 24 horas.
ApOs esse periodo, cada colbnia recebeu 0,3 g de isca toxica ou individuos
contaminados na camara de forrageamento. O recipiente do jardim de fungos foi
fechado com uma tampa de vidro transparente; em seguida, foram observados os
comportamentos das operarias dentro das coldnias.

As observagbes duraram 6 h e foram realizadas em intervalos regulares de 30
min. Seguiu-se o protocolo de observacao de varredura (Martin e Bateson 1986), onde
as operarias sdo observadas, e o comportamento de cada formiga € registrado. Foi
qguantificada a frequéncia de atos comportamentais de cada operaria. Os atos
comportamentais observados para aplicacao tépica foram (i) toque - toques entre a
operaria contaminada e as demais; (ii) autolimpeza - autolimpeza da operaria
contaminada; (iii) limpeza mutua - limpeza da operéaria contaminada pelas demais; (iv)
toque 2 - toques entre operarias sem o inseticida; (v) autolimpeza 2 — auto limpeza
das operarias sem inseticida; (vi) limpeza mutua 2 - limpeza entre as operarias sem
inseticida (Material Complementar 2, 3). Os atos comportamentais observados para a
aplicacao da isca foram (i) transportar os pellets para o jardim de fungos; (ii) segurar
o pellet; (iii) lamber o pellet; (iv) fragmentar o pellet;, (v) incorporar o pellet; (vi)
autolimpeza; e (vii) limpeza muatua (Material Complementar 4).

Vinte e quatro horas ap6s o primeiro dia de avaliacdo, o substrato vegetal foi
fornecido na camara de forrageamento para manter o crescimento do fungo
simbidtico. A mortalidade das formigas foi observada diariamente e, ao final do
experimento (morte das col6nias), avaliou-se o numero de operarias mortas, a massa

total de operarias mortas e a massa de dejetos umidos da camara de lixo.

2.2.4 Anélise estatistica

Os quatro tratamentos relacionados a aplicacao tépica foram comparados com

seus controles usando o teste de soma de postos de Wilcoxon com corre¢ao de
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continuidade (teste U de Mann-Whitney). Posteriormente, esses mesmos dados
relacionados a aplicacdo topica foram submetidos ao teste de Kruskal - Wallis. Uma
comparacao multipla foi realizada entre os diferentes tratamentos para o0s atos
comportamentais mais frequentes realizados pelas operérias. O numero de operarias
mortas, a massa de operarias mortas e a massa dos residuos Umidos foram realizados
com o teste de soma de postos de Wilcoxon pareado com o ajuste do valor P através
do método da taxa de falsa descoberta (Benjamini e Hochberg 1995) (a = 0,05). Os
dados dos tratamentos com isca foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis e
comparacgao multipla de medianas com o teste de soma de postos de Wilcoxon aos
pares com correcao de continuidade.

A funcdo de sobrevivéncia foi calculada usando o estimador Kaplan-Meier
(também conhecido como o limite do produto) (Kaplan e Meier 1985), que é uma
adaptacao da funcao de sobrevivéncia empirica:

S (t) - numero de individuos que sobreviveram até o tempo t/namero total de
individuos.

Esta funcdo implica na auséncia de censura e na presenca de informacdes
incompletas ou parciais (Colosimo e Giolo 2006) como uma funcdo em forma de
escada com degraus ho momento em que ocorreu a morte do individuo. O tamanho
dos degraus (n = tamanho da amostra) foi multiplicado pelo nimero de empates, caso
ocorressem.

A hipétese de que ndo houve diferencas entre os tratamentos nas fungfes de
sobrevivéncia foi testada com o log-rank ou os testes de Mantel-Haenszel. Os valores
P foram ajustados (Benjamini e Hochberg 1995) para controlar a taxa de falsa
descoberta (a proporcdo esperada de descobertas falsas entre as hipoteses
rejeitadas) e que é um dos métodos mais poderosos para ajustar os valores P.

O pacote survival do ambiente R versdo 4.0.0 foi usado para computagcao

estatistica e graficos (R Core Team 2020).

2.3 RESULTADOS

O comportamento de toque, seguido de limpeza mutua e autolimpeza, foram os
mais frequentes tanto com as concentragdes dos inseticidas (fipronil e sulfluramida)
guanto no controle (Fig. 1 e Material Complementar 5, 6). Comportamentos realizados

por operarias de A. sexdens contaminadas com diferentes concentracbes dos
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inseticidas sulfluramida e fipronil ndo diferiram de seu respectivo controle (Fig. 1 e
Material Complementar 5). Os comportamentos das operarias, em geral, diferiram
entre as concentragbes do inseticida, sendo mais frequente nas coldnias que
receberam a aplicacdo de 0,1% e 1,0% de sulfluramida (Fig. 1 e Material
Complementar 6). Os comportamentos realizados durante a preparacao dos pellets a
serem incorporados ao jardim de fungos foram semelhantes entre as iscas tdxicas e

o controle (Fig. 2 e Material Suplementar 7).
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Fig. 1 Frequéncia de comportamentos de Atta sexdens (Hymenoptera: Formicidae)
com aplicacdo topica de duas concentracdes dos inseticidas fipronil (Fip.) E
sulfluramida (Sulf.) e o respectivo controle. N&o ha diferencas entre as medianas dos
tratamentos e seus respectivos controles. As medianas seguidas de letras diferentes
diferem pelo teste de soma de postos de Wilcoxon aos pares com o ajuste dos valores
P (a= 0,05). Comportamentos: (1) autolimpeza; (2) limpeza mutua; (3) toque; (4)

autolimpeza 2; (5) limpeza mutua 2; (6) toque 2; e (7) total
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Fig. 2 Frequéncia de comportamentos de Atta sexdens (Hymenoptera: Formicidae)
durante o preparo de iscas toxicas com os inseticidas fipronil e sulfluramida e o
controle, para incorporacdo no jardim de fungo. As medianas seguidas de letras
diferentes diferem pelo teste de soma de postos de Wilcoxon aos pares com o ajuste
dos valores P (a = 0,05). Comportamentos: (1) transportar do pellet; (2) segurar o
pellet; (3) lamber o pellet; (4) fragmentar o pellet; (5) incorporar do pellet; (6)

autolimpeza; (7) limpeza muatua; e (8) total

A sobrevivéncia de coldnias de A. sexdens nos tratamentos fipronil 0,1% (p =
0,001), fipronil 1,0% (p = 0,001), sulfluramida 0,1% (p = 0,006) e sulfluramida 1,0%
(p=0,010) e isca toxica contendo fipronil (p= 0,001) ou sulfluramida (p = 0,001) foi
inferior ao de seu respectivo controle. A sobrevivéncia (2 dias) das colénias que
receberam operarias contaminadas com fipronil 0,1% foi menor do que aquelas que
receberam operarias contaminadas com as demais concentracfes e formulagéo dos
inseticidas fipronil e sulfluramida (Fig. 3 e Material Complementar 8, 9). Por outro
lado, o maior tempo de sobrevivéncia (7 dias) foi nas colbnias que receberam iscas
contendo o inseticida sulfluramida e diferiu de todos os outros tratamentos. As curvas
de sobrevivéncia das colénias com as duas concentracdes de sulfluramida (0,1% e
1,0%) nao diferiram e aquelas com este inseticida também n&o diferiram da

concentracéo de fipronil 1,0% (Fig. 3 e Material Suplementar 8, 9). A sobrevivéncia
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(3 dias) das colbnias que receberam isca contendo fipronil é estatisticamente idéntica
aguelas que receberam operarias contaminadas topicamente com fipronil 1,0% (Fig.

3 e Material Complementar 8, 9).
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0.50;

0.25;

0.00:

Probabilidade de sobrevivéncia

0 1 2 3 4 5 6 7
Dias
Fipronil (I) == Sulfluramida (l) Fipronil 0,1% (T) == Sulfluramida 0,1% (T)
Fipronil 1,0% (T) == Sulfluramida 1,0% (T)
Fig. 3 Curvas de sobrevivéncia de colbnias de Atta sexdens (Hymenoptera:
Formicidae) em funcéo de diferentes concentracfes (aplicacdo topica (T) e iscas

toxicas (l)) com inseticidas fipronil ou sulfluramida

O numero e a massa de operarias mortas foram semelhantes entre as duas
concentracdes e formulagdes dos inseticidas fipronil e sulfluramida (Tabela 1). Além
disso, as formigas ndo produziram residuos umidos (residuos) nas colbnias que
receberam operarias contaminadas com as duas concentracdes dos inseticidas
(Tabela 1). A producao de residuos umidos foi maior na testemunha e semelhante nas
colénias que receberam as iscas toxicas. Nos cinco tratamentos controle, ndo houve

individuos mortos e a producéo de residuos umidos foi semelhante (p = 0,3581).
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Tabela 1 Numero de operarias mortas (niumero de mortas), massa de operarias
mortos (massa de mortas) e massa de residuos em colbnias de Atta
sexdens (Hymenoptera: Formicidae) que receberam as duas concentragfes (iscas
toxicas () e aplicacdo topica (T)) com os inseticidas fipronil e sulfluramida. As
medianas seguidas por letras diferentes por coluna diferem pelo teste de Kruskall-
Wallis (a = 0,05)

Tratamento Numero de Massa de mortas Massa de
mortas (9) residuos (g)
Fipronil (1) 885,5 3,618 1,611 a
Sulfluramida (I) 901,5 3,675 0,977 a
Fipronil 0,1% (T) 875,5 3,581 -
Fipronil 1,0% (T) 876,5 3,633 -
Sulfluramida 0,1% (T) 843,0 3,578 -
Sulfluramida 1,0% (T) 903,0 3,759 -
Controle - - 6,348 b
p-value 0,871 0,982 0,018

2.4 DISCUSSAO

2.4.1 Aplicacéo tépica

As interacfes sociais, limpeza muatua, autolimpeza e toques entre as operarias
dispersaram os inseticidas dentro das colonias da formiga cortadeira A. sexdens,
levando a sua supressdo. A maior interacdo social ocorreu nas colbnias que
receberam as concentracdes de 0,1% e 1,0% de sulfluramida, devido ao aumento do
namero de operarias contaminadas, 60 e 600, respectivamente. As interacdes sociais
de A. sexdens como mecanismo de dispersdo de inseticidas, sdo semelhantes as
relatadas para espécies de insetos com habitos sociais, semi-sociais e até solitarios
(Rust e Saran 2006; Buczkowski et al. 2008; Akhtar e Isman 2013). Por exemplo, a
formiga carpinteira preta, Camponotus pennsylvanicus DeGeer (Hymenoptera:
Formicidae), através de interagbes sociais dispersou o inseticida fipronil para

companheiros de colbnia (Buczkowski 2019); a barata alema Blattella germanica
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Linnaeus, 1767 (Dictyoptera: Blattellidae), dispersou o inseticida indoxacarb para seus
companheiros de coldnia (Buczkowski et al. 2008); e as larvas de Heortia vitessoides
Moore (Lepidoptera: Crambidae) dispersaram o inseticida avermectina para
companheiros de grupo (Liang et al. 2019). No entanto, a disperséo de inseticidas por
meio de interacdes sociais por formigas cortadeiras necessita de mais estudos com
apenas um abordando esse tipo de disperséo entre operarias de A. sexdens. Onde 0
comportamento de autolimpeza, limpeza mutua e toque entre operarias contaminadas
e ndo contaminadas dispersaram uma substancia lipossoluvel para aproximadamente
metade de seus companheiros de col6nia (Camargo et al. 2017a).

A disperséao de substancias inseticidas dentro da colénia ocorre quando operarias
adquirem o inseticida no ponto de aplicacdo e, posteriormente, o transferem para
outros membros da populacdo, através do contato tarsal ou antenal conforme as
operarias se encontram em um grupo, ou pelo toque aleatério entre operarias
(Soeprono e Rust, 2004; Buczkowski e Wossler, 2019). E posteriormente, durante 0s
comportamentos de autolimpeza e a limpeza mutua, as formigas se limpam e limpam
umas as outras usando suas pec¢as bucais, antenas e pernas, e as substancias
inseticidas coletadas durante os toques aleatdrios, séo ingeridas e absorvidas pela
glandula pos-faringea e consequentemente levando a intoxicacdo de toda a colénia
(Vander Meer et al. 1985; Britto et al. 2016; Camargo et al., 2017a).

As interacgdes sociais de formigas cortadeiras, incluindo estudos comportamentais
em outros insetos sociais, normalmente se concentram no efeito positivo dos
comportamentos de limpeza (limpeza mutua e autolimpeza) em individuos expostos a
patdgenos (Soroker et al. 1995; Hughes et al. 2002; Theis et al. 2015). A limpeza
mutua e autolimpeza sdo eficazes na remocdo de parasitas como Metarhizium da
cuticula das formigas (Hughes et al. 2002) o que torna esses insetos praticamente
imunes a este e outros microrganismos através da exposicdo e contato (Walker e
Hughes 2009). No entanto, esses comportamentos higiénicos ndo sao eficientes para
controlar a dispersao de inseticidas e, ao contrario, aumentam sua dispersao entre o0s
companheiros de colonia (Bueno et al. 2001; Theis et al. 2015; Camargo et al. 2017a).
A dispersdao dos inseticidas provavelmente ocorreu devido a alta frequéncia de toques

entre as operarias seguidos dos comportamentos de limpeza muatua e autolimpeza.

2.4.2 Aplicagéo isca
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O comportamento de lamber os pellets de ambas as iscas toxicas corrobora
resultados com atos comportamentais realizados por Acromyrmex subterraneus Forel,
1893, e Atta sexdens rubropilosa Forel, 1908, durante a incorporacao de pellets de
isca em seu jardim de fungo (Silva et al. 2015; Forti et al. 2019). O comportamento de
lamber o pellet é frequente em formigas cortadeiras, devido as secre¢des produzidas
em suas glandulas metapleurais e mandibulares possuirem propriedades antibiéticas
e antifungicas que ao lamberem a superficie de substratos para serem incorporados
no jardim de fungo, promovem a assepsia do substrato, beneficiando assim o
crescimento do fungo simbionte (Fernandez-Marin et al. 2006; Britto et al. 2016;
Garrett et al. 2016). Além disso, o comportamento de lamber hidrata os pellets, facilita
seu processamento para posterior incorporacgéo no jardim de fungo (Silva et al. 2015).
No entanto, o comportamento de lamber o pellet € uma importante rota de
contaminacdo das operarias de formigas cortadeiras, pois quando um substrato
nocivo (inseticida) é fornecido este ato comportamental ndo muda, mas é
potencializado para otimizar a assepsia do substrato (Sousa et al 2017), favorecendo
a contaminacao do fungo simbidtico (Silva et al 2015; Garrett et al 2015, Camargo et
al 2017b).

Os comportamentos de transportar, fragmentar, incorporar e segurar o pellet
foram os menos frequentes durante o preparo da isca. O comportamento de transporte
do pellet demanda o maior gasto energético das formigas cortadeiras (Garrett et al.
2016) e é seu primeiro contato direto com o ingrediente ativo nas iscas téxicas. Além
disso, dependendo da distancia do local de coleta do pellet ao ninho, esse
comportamento € aquele com maior periodo de contato entre a formiga operéria e o
inseticida. O ato de segurar o pellet promove a sua estabilidade, diminuindo a
movimentagao e promovendo uma tensao para o corte ou outros comportamentos de
processamento, podendo reduzir o gasto energético (Garrett et al. 2016). O
comportamento de fragmentar o pellet reduz esse substrato em pequenas partes
(Garrett et al. 2016), tornando mais facil para as operarias menores realizarem outros
comportamentos de processamento (Bos et al. 2011). Assim, existe a possibilidade
de que esses comportamentos proporcionem contato direto entre as operarias e 0
inseticida nas iscas toxicas.

A limpeza mutua e autolimpeza como segundo e terceiro comportamentos mais
frequentes, respectivamente, indicam que o contato direto com iscas toxicas néo

causa contaminagdo de todos os membros de uma colbénia (Forti et al. 2019). A



56

limpeza muatua realizada pelas operarias e associado ao reconhecimento das
companheiras de ninho é acionado quando uma substancia é reconhecida no
tegumento da companheira de ninho (Soroker et al. 1995; Hughes et al. 2002). Isso
também ocorre com a autolimpeza, pois as formigas aumentam esse comportamento
em resposta a exposicdo a substancias nocivas (Bos et al. 2011; Theis et al. 2015;
Camargo et al. 2017b).

A dispersao do inseticida entre as operarias provavelmente ocorreu devido a
alta intensidade de limpeza mutua e autolimpeza como encontrado para A. sexdens e
A. sexdens rubropilosa (Bueno et al. 2001; Barbieri et al. 2009; Camargo et al. 2017b;
Forti et al. 2019). Assim, esses comportamentos estao relacionados a disperséao de

inseticidas entre companheiros de col6nia, quando aplicados em iscas toxicas.

2.4.3 Comparacdao aplicacao topica vs. Isca

A mortalidade de 100% das colbnias com iscas toxicas e aplicacdo topica e o
menor periodo de sobrevivéncia (2 dias) com a concentracao de 0,1% de fipronil foram
provavelmente devidos a essa acdo inseticida. O fipronil € do grupo quimico
fenilpirazol, atuando no sistema nervoso central, bloqueando a transmissao de sinais
das células nervosas e inibindo o neurotransmissor GABA (acido gama-
aminobutirico), levando ao efeito knockdown (Tomlin 2000). Além disso, o fipronil é
toxico em baixas quantidades e facilmente transferivel (Gandra et al. 2016;
Buczkowski e Wossler 2019) por contato e ingestdo entre formigas (Tomlin 2000).
Provavelmente, as interagcdes sociais aumentam a taxa de contaminacdo com a
dispersdo mais rapida do inseticida entre as formigas operarias.

A mortalidade tardia de colonias de A. sexdens aos 5 e 7 dias com as
concentracfes de sulfluramida (0,1% e 1,0%) confirma a acdo retardada deste
inseticida, do grupo quimico das sulfonas fluoroalifaticas (Schnellmann e Manning
1990). Esse atraso se deve ao seu mecanismo de acdo, quando essa molécula é
guebrada no corpo do inseto, tornando-se um componente principal denominado
DESFA (perfluorooctanossulfonamida). Essa molécula atua no processo de
fosforilacdo oxidativa (respiracédo aerobica), interrompendo a producdo de adenosina
trifosfato (ATP) nas mitocondrias (Schnellmann e Manning 1990; Laranjeiro e
Zanuncio 1995). Os comportamentos de movimentacdo e agressado de formigas

operérias com sintomas de intoxicagdo por sulfluramida sdo devidos aos seus baixos
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niveis de energia, que diminuem gradualmente e levam a morte (Schnellmann e
Manning 1990; Britto et al. 2016). Assim, o efeito do inseticida na supressdo de
colbnias é retardado mesmo com um grande numero de formigas contaminadas.

Os numeros e pesos semelhantes de operarias mortas entre as concentracdes
de fipronil e sulfluramida nas iscas, apesar das diferencas na sobrevivéncia da colénia
e no mecanismo de acao dos inseticidas, confirmam a eficiéncia desses inseticidas
no controle de colbnias de formigas cortadeiras (Nagamoto et al. 2004; Gandra et al.
2016). A maior quantidade de dejetos Umidos produzidos nas colbnias com a
aplicacao de iscas téxicas e a producéo nula naquelas com operarias contaminadas
topicamente se devem ao fato de as operarias interagirem, por meio de
comportamentos de toque, limpeza mutua e autolimpeza e, consequentemente,
tornaram-se contaminadas, levando a desorganizacao da colénia como um todo.

Interacdes sociais, limpeza mutua e autolimpeza, além do comportamento de
tocar entre as operarias, sao responsaveis pela rapida dispersao de inseticidas entre
as companheiras de colonia, conforme observado em nosso experimento.
Corroboramos assim a hip6tese de que as interagbes sociais promovem a
contaminacdo das companheiras de ninho, servindo de modelo para novos estudos
sobre a contaminacdo das operarias com 0s principios ativos de inseticidas.
Informacdes Suplementares: A versdo online contém material suplementar
disponivel em https://doi.org/10.1007/s13744-021-00927-6
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Material complementar 1. Tabela descritiva dos tratamentos e controles usados na
série experimental

. Colbnias por
Descricdo dos tratamentos P

tratamento

T1 — Fipronil 0,1% (3 operarias contém 0,03 mg de i.a) 4 Colonias
T2 — Controle (3 operarias contaminadas topicamente com -

. 4 Colbnias
1 pl de 6leo vegetal)
T3 — Fipronil 0,01% (30 operérias contém 0,03 mg de i.a) 4 Colbnias
T4 — Controle (30 operarias contaminadas topicamente 4 Colobnias
com 1 pl de 6leo vegetal)
T5 — Sulfluramida 0,1% (60 operérias contém 0,03 mg de 4 Colobnias
i.a)
T6 — Controle (60 operarias contaminadas topicamente 4 Colonias
com 1 pl de dleo vegetal)
T7 — Sulfluramida 0,01% (600 operarias contém 0,03 mg 4 Colobnias
de i.a)
T8 — Controle (operarias contaminadas topicamente com 1 4 Colobnias
ul de oOleo vegetal)
T9 — Isca fipronil (0,01% i.a) 4 Colonias
T10 — isca sulfluramida (0,2% i.a) 4 Colobnias
T11 — Controle isca (96% de polpa citrica e 4% de 6leo 4 Colbnias
vegetal)

Total de coldnias 44 Colobnias
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Material complementar 2. Comportamentos de operarias Atta sexdens (Hymenoptera:
Formicidae): (a) Toque; (b) autolimpeza; (c) limpeza mutua; (d) Toque 2; (e) auto
limpeza 2; e ) limpeza mutua 2.
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Material complementar 3. Links dos videos de comportamentos realizados por

operarias de Atta sexdens (Hymenoptera: Formicidae).

() toque - Toque entre a operaria contaminada com as demais
(https://lyoutu.be/cEzglbgbbAs); (i) autolimpeza - autolimpeza da operéaria

contaminada (https://youtu.be/2TZt9k3j14M); (iii) Limpeza mutua- limpeza da operaria

contaminada pelas demais (https://youtu.be/29F0SIVIXNA ; (iv) toque 2- toques entre

as operarias sem inseticida (https://youtu.be/U4QZtC8zFok); (v) auto limpeza 2- auto

limpeza das operéarias sem inseticida (https://youtu.be/YgCXZ8CZP5s); (vi) limpeza

mutua 2- limpeza entre as operarias sem inseticida (https://youtu.be/d-kGLk24 oU).

Material complementar 4. Comportamentos de Atta sexdens (Hymenoptera:
Formicidae) durante a preparacdo de iscas toxicas a serem incorporadas ao jardim de
fungo: (a) Transportar do pellet; (b) Segurar o pellet; (c) lamber o pellet; (d) fragmentar

o pellet; (e) Incorporar o pellet; (f) autolimpeza; e (g) limpeza mutua.



https://youtu.be/cEzq1bqbbAs
https://youtu.be/2TZt9k3j14M
https://youtu.be/29F0SIv1XNA
https://youtu.be/U4QZtC8zFok
https://youtu.be/YqCXZ8CZP5s
https://youtu.be/d-kGLk24_oU
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Material complementar 5. Frequéncia de comportamentos de Atta sexdens
(Hymenoptera: Formicidae) com aplicagao topica de duas concentracdes do inseticida
fipronil (Fip.), Sulfluramida (Sulf.) e o respectivo controle. As medianas por linha n&o
diferem pelo Wilcoxon Ranks Sum Test (a = 0,05).

Sulf. Sulf.
Tratamento 0.1% Controle p-value 1.0% Controle p-value
Autolimpeza 220,0 2245 0,886 180,0 173,5 0,059

Limpeza mutua 249,0 2435 0,886 229,0 222,5 0,686
Toque 301,0 3125 0,486 2585 247,5 0,191
Autolimpeza 2 189,0 199,0 0,343 1515 141,0 0,309

Limpeza mutua2 206,5 2145 0,343 183,0 189,5 0,486

Toque 2 2985 2875 0,486 253,0 261,5 0,191
Total 1472,5 1495,0 1,000 1227,5 12295 1,000
Tratamento OFI1F:’/0 Controle p-value 1F(|)p())/0 Controle p-value
Auto limpeza 1055 1145 10,343 8,5 13,0 0,309
Limpeza matua 1445 136,5 0,486 15,0 13,0 0,663
Toque 2190 2085 0,343 21,0 23,5 0,772
Autolimpeza 2 94,5 98,5 0,486 525 62,0 0,468

Limpezamitua2 148,0 146,5 0,663 120,0 114,5 0,686

Toque 2 2320 226,0 0,343 2145 205,5 0,200

Total 934,0 920,5 0,772 4410 438,0 0,384
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Material complementar 6. Frequéncias comportamentais de Atta sexdens

(Hymenoptera: Formicidae) com aplicacdo topica de duas concentracdes dos

inseticidas fipronil (Fip.) e sulfluramida (Sulf.). As medianas seguidas por letras

diferentes por linha diferem pelo teste de soma de postos de Wilcoxon aos pares com

0 ajuste dos valores de P (a = 0,05).

ratamenta Fip. Fip. Sulf. Sulf. \*/(Vr:ﬁ;a;'_
0,1% 1,0% 0,1% 1,0%

valor
Autolimpeza 105,5c¢ 8,5d 220,0 a 180,0 b 0,003
Limpeza mutua 1445b 150c 2490 a 2290 a 0,004
Toque 2190 b 210c 301,0a 258,5b 0,004
Autolimpeza 2 945b 52,5b 189,0 a 1515 a 0,005
Limpezamatua2 1480b 120,0c 206,5a 183,0 a 0,005
Toque 2 232,0c 2145c 2985a 253,0b 0,004
Total 934 ¢ 441 d 14725a  1227b 0,003




70

Material complementar 7. Comportamento de Atta sexdens (Hymenoptera:
Formicidae) durante o preparo de iscas toxicas com os inseticidas fipronil e
sulfluramida e no controle para incorporacao no jardim de fungos. As medianas por
linha ndo diferem pelo Wilcoxon Ranks Sum Test com o0 ajuste dos valores P (a =
0,05)

Kruskal-Wallis

Tratamento Fipronil  Sulfluramida Controle o-valor
Transportar o pellet 37,0 32,5 30,5 0,578
Segurar o pellet 19,0 22,0 20,0 0,159
Lamber o pellet 215,0 223,0 220,5 0,435
Fragmentar o pellet 31,0 34,0 32,0 0,618
Incorporar o pellet 29,5 35,5 32,5 0,201
Autolimpeza 51,0 56,0 52,5 0,076
limpeza mutua 139,0 123,0 131,5 0,435

Total 516,0 541,5 526,0 0,165
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Material complementar 8. Colbnias de Atta sexdens (Hymenoptera: Formicidae): (a)
Colbnia saudavel (Controle); (b) Colénia morta com iscas toxicas (fipronil 0,01%);
operéria contaminada (fipronil 0,1%) (c); operaria contaminada (fipronil 1,0%) (d); isca
toxica (sulfluramida 0,2%) (e); operaria contaminada (sulfluramida 0,1%) (f); operaria
contaminada (sulfluramida 1,0%) (g), O fungo parasita Escovopsis spp, estava

presente nas colbnias controladas com as duas concentracfes dos inseticidas (isca e

aplicacéo topica)
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Material complementar 9. Valor P das comparacdes multiplas de curvas de
sobrevivéncia de col6nias de Atta sexdens (Hymenoptera: Formicidae) em funcao de
duas concentraces [aplicacdo topica (T) e iscas toxicas (I)] com os inseticidas fipronil
(Fip,) ou sulfluramida (Sulf,)

Tratamento Fip, 0,1% Fip, Fip,1,0%  Sulf, Sulf,  Sulf,1,0%
0,1%

(T) Q) (T) (1 ()
(T)

Fipronil 0,1% (T) -

Fipronil (1) 0,014 - - - -
Fipronil 1,0% (T) 0,014 - - - -
Sulfluramida (1) 0,014 0,014 0,014 - -

Sulfluramida 0,1% (T) 0,014 0,317 0,317 0,014 -

Sulfluramida 1,0% (T) 0,014 0,051 0,051 0,014 0,207 -
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CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo verificou que os atos comportamentais sdo 0s principais meios de
contaminacdo das operérias pelos ingredientes ativos, evidenciando a importancia
dos comportamentos de contato direto e indireto com as iscas para a contaminacao.

O modo de acao dos ingredientes ativos, nas concentracdes de sulfluramida e
fipronil estudadas, influencia a quantidade e velocidade de contaminagdo das
operarias, sendo mais rapidas nas concentra¢des de fipronil.
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