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RESUMO

Este é um estudo comparativo que buscou descobrir a potencialidade da utilizacdo do
indoxacarbe no controle quimico de formigas cortadeiras através de iscas formicidas. Desta
forma, iscas toxicas contendo corante tracador lipossollvel foram oferecidas as colénias Atta
sexdens rubropilosa sob condicdes de laboratério, com a finalidade de avaliar a propor¢éo de
operarias coradas por categoria de tamanho, a partir de uma estrutura morfolégica especifica,
a glandula pos-faringea (GPF). Para a confec¢ao das iscas foram selecionados trés diametros
distintos, para avaliar a influéncia da granulometria nos mecanismos de contaminacéo, além
disso foram utilizados dois ingredientes ativos (IA’s): sulfluramida e indoxacarbe.

Os resultados mostraram que mais de 60% das operdrias entraram em contato com o
principio ativo, em vista de que a glandula pés—faringea apresentava o corante tracador nas
primeiras 72 horas do contato com a isca téxica. Os IA’s acabaram nao apresentando
similaridade quanto a contaminacdo das operarias, provavelmente devido aos seus
mecanismos de acéo diferentes. Foram registrados 6 atos comportamentais de cada
substrato processado (isca) e desta forma, conclui-se que o padrdo de comportamento das
operarias durante o crescimento do jardim de fungo foi o principal meio para a dispersao do
ingrediente ativo dentro da colbnia e que o tamanho da particula exerce influéncia na

disperséo do ingrediente ativo

Palavras-chave: Formigas Cortadeiras. Controle quimico. Inseticidas.






ABSTRACT

This comparative study seeks to discover the potential of the use of indoxacarb in the chemical
control of leaf cutting ants through formicide baits. In this way, toxic baits offered containing
liposoluble tracer dye to colonies of Atta sexdens rubropilosa under laboratory conditions, in
order to evaluate the proportion of workers stained by size category, from a specific
morphological structure, the post- pharyngeal gland (PPG). Three different diameters selected
to evaluate the influence of granulometry on contamination mechanisms. In addition, two
active ingredients (IA's) used sulfluramide and indoxacarbe.

The results showed that more than 60% of the workers exposed to the active principle, since
the post-pharyngeal gland presented the tracer dye in the first 72 hours of contact with the
toxic bait. The IAs ended up not presenting similarity regarding the contamination of their
workers, probably due to their different mechanisms of action. Six behavioral acts of each
processed substrate (bait) recorded and, in this way, it concludes that the behavior pattern of
the workers during fungus garden growth was the main means for the dispersion of the active
ingredient inside the colony and that the size of the particle exerts influence on the dispersion

of the active ingredient

Keywords: Leaf Cutting ants. Chemical control. Insecticides.
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INTRODUCAO GERAL

As formigas sdo organismos dominantes na natureza, além destes insetos
desempenharem importantes papéis no fluxo energético e de nutrientes dos
ecossistemas (REBULA, 2003). Essa funcdo ecoldgica exercida € explicada
principalmente pelas numerosas interagbes com as diversas espécies vegetais e
animais do ambiente (DAVIDSON; McKEY, 1993).

Dentre todas as formigas, existem aquelas que possuem a capacidade de
cultivar fungo (Formicidae: Myrmicinae) que pertencem a tribo Attini, que € composta
por formigas com essa habilidade e capazes de utiliza-los como alimento (SILVA et
al., 2003). Atualmente a tribo Attini compreende mais de 250 espécies catalogadas
(SOSA-CALVO et al., 2013).

De todos os géneros da tribo Attini, dos que apresentam grande destaque pode-
se citar dois: Atta e Acromyrmex, que sao as formigas cortadeiras de folhas.

As formigas cortadeiras sédo reconhecidas por cortar folhas para o crescimento
do fungo simbionte, base da sua nutricdo (WEBER, 1972). Pode-se dizer que em
quase sua totalidade, o fungo que realiza a relagdo com mutualistica com a tribo Attini
pertence a dois géneros — Leucoagaricus e Leucocoprinus (Agaricales: Basiomycota)
(DELLA LUCIA, 2011).

Além das folhas, estes insetos podem cortar e carregar outras partes vegetais
das plantas, como caules e flores, que servirdo de substrato para o fungo (MUELLER,
2002).

Durante a etapa do processamento do material vegetal coletado, as operarias
da colénia se envolvem em uma série de comportamentos caracteristicos e
sequenciais (DINIZ; BUENO, 2009). Dentre alguns atos comportamentais realizados
dentro do ninho podemos citar o fracionamento do substrato em fragmentos cada vez
mais diminutos e sua limpeza num processo de raspagem das ceras da epicuticula
das folhas (QUINLAN; CHERRETT, 1978), dentre outras atividades também pode-se
citar a deposicdo de hifas na esponja fungica (ANDRADE et al., 2002), que vai
promover a expansao do fungo.

A relevancia dos géneros Atta e Acromyrmex se da principalmente pela sua

grande distribuicdo pelo territério brasileiro e intensa atividade de forrageamento em
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todo periodo anual (HERNANDEZ; JAFFE, 1995) a sua importancia € principalmente
do ponto de vista econbmico, uma vez que esses dois géneros constituem as
principais pragas em cultivos de Eucalyptus e Pinus (ZANUNCIO et al., 2016), além
disso podem atacar diversas culturas agricolas e areas de pastagens, ocasionando
assim consideraveis perdas de rentabilidade em outros sistemas agricolas do
agronegocio. A intensa desfolha pode causar problemas como a menor altura e
didmetro do caule das plantas, além de outras situacfes dentre delas o replantio ,
maior incidéncia a suscetibilidade a doencas e etc.

Por ser considerada uma praga potencial nos sistemas de silviculturas e
representar bem este grupo de insetos desfolhadores, o género Atta tem sido
frequentemente utilizado como modelo de estudo no desenvolvimento de novas
substancias com caracteristicas formicidas (NAGAMOTO et al.,2004), outra
caracteristica que facilita as pesquisas com o0 género Atta é a possibilidade da
manutencao e crescimento das colénias em condi¢cfes de laboratério, permitindo a
realizacdo de um grande numero de testes em condicfes controladas. A pratica de
alguns estudos laboratoriais especificos visa reduzir assim as perdas econémicas
causadas pela atividade forrageira destes inseto-praga, em vista de que recorrentes
desfolhas causadas por formigas cortadeiras acabam comprometendo
significativamente a producao e rentabilidade do empreendimento, podendo gerar a
inviabilidade econdmica de &reas com elevadas densidades de ninhos
(MATRANGOLO et al., 2010).

Desta forma, devido ao intenso volume de material vegetal coletado por esses
insetos, 0s impactos gerados nos ecossistemas sao significativos, principalmente em
ambientes onde estdo presentes os sistemas de producao de alimentos ou madeira.
Este tipo situacdo, acaba gerando grandes esforcos de pesquisadores para a
eleboracao de estratégias e produtos efetivos para controle desses insetos.

Dentre esses produtos, inseticidas com propriedades formicidas tém sido
desenvolvidos para serem utilizados na forma de isca granulada, pois é esta € a
principal técnica de controle que tem demonstrado eficiéncia na reducdo de danos
causados pelas formigas cortadeiras (FORTI et al., 2007).

Ja foram utilizados muitos ingredientes ativos nas iscas formicidas como:

sulfluramida, fipronil, deltametrina e fenitrotion. Nos dias de hoje, a industria de iscas
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formicidas utiliza em sua grande maioria, o ingrediente ativo a base de sulfluramida
nas suas formulagdes, no entanto existem excec¢des. O uso de iscas toxicas
granuladas, representam atualmente o principal método de controle destes insetos-
praga. Além de apresentar excelente controle, as iscas formicidas granuladas
representam o0 Unico método que apresenta viabilidade técnica, econémica e
operacional no controle de formigas cortadeiras (BRITTO et al., 2016), em vista de
gue outros métodos de controle como a termonebulizacdo, onde o controle € realizado
através da saturacdo das colbnias pela fumaca, demonstra-se uma estratégia apenas
complementar e extremamente pontual, além de existirem desvantagens do ponto de
vista econdmico e operacional, pois exige alto custo de manutenc¢éo do equipamento,
mao de obra qualificada e alto risco de intoxicacdo ao trabalhador devido a grande
exposicao ao produto (BRITTO et al., 2016). A sulfluramida é entre os principios ativos
disponiveis o0 Unico que apresenta todas as caracteristicas necessérias para o bom
funcionamento como isca téxica (DELLA LUCIA et al., 2014)

As iscas toxicas granuladas utilizadas no controle, sdo compostas por uma
mistura de um substrato atrativo com um principio ativo, formuladas em pellets.
Geralmente o substrato empregado a polpa citrica desidratada, mas podem ser
utilizados outros materiais como milho, farinha de trigo, melaco de cana, entre outros
(BOARETTO; FORTI, 1997).

Em relacdo aos ingredientes ativos, nota-se que 0s que 0s de acao retardada
sao eficientes (FORTI et al., 1998), e o desenvolvimento da isca formicida ideal deve
preencher 0s seguintes requisitos: 0s principios ativos devem ser letais em pequenas
concentracbes e ndo exterminar rapidamente as formigas em concentracdes
elevadas, para que desta forma exista um tempo para a disseminagao do produto; ser
um inseticida que atue por ingestao, com acgao lenta, com pouca ou nenhuma acao de
contato; ndo ser repelente; facilmente difundido pelas operérias; rapida degradacao e
baixa de baixa toxidade para vertebrados e ambientalmente aceito (NAGAMOTO et
al., 1998; BRITOO et al., 2016).

As iscas toxicas podem ser aplicadas a granel (sem a utlizacdo das
embalagens) ou em pequenos recipientes, conhecidos porta-iscas (PIs) ou micro-

porta-iscas (MIPIs) de forma localizada, e/ou de forma sistematica na area onde estes
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insetos estdo atuando. O controle com as iscas toxicas granuladas apresenta algumas
vantagens como: facilidade na aplicag&o, baixo risco de contaminacao ao aplicador e
controle eficiente de colbnias adultas. Como desvantagens existe a impossibilidade
de aplicacdo em periodos chuvosos e principalmente em solos iumidos (CRUZ et al.,
1984), em decorréncia do processo de hidratacdo das iscas.

Considerando todos os prés e contras da sua utilizacéo, formicidas formulados
em isca granulada tém sido a forma mais recorrente de controle utilizadas pelos
produtores.

Diante desta situacdo, é desejavel que novos ingredientes ativos sejam
desenvolvidos e produzidos em escala comercial para a substituicdo da sulfluramida,
pelos centros de pesquisa e empresas que devem buscar novos caminhos para
garantir menor dependéncia deste ingrediente ativo.

Principalmente pelas Ultimas questbes ambientais recorrentes este ativo,
envolvendo a substancia precursora na fabricacdo da sulfluramida (LOFSTEDT
GILLJAM et al., 2015), e o NIP (National Implementation Plan — Plano Nacional de
Implementacao), da Convencdo de Estocolmo de 2015, incluiu esse composto no
anexo B da mesma, em relacdo aos poluentes organicos persistentes, com
perspectivas de eliminacdo de seu uso (NIP, 2015a), e em decorréncia da
possibilidade do uso da sulfluramida representar uma potencial fonte de toxidade para
o0 ambiente fez com que pesquisadores e outros colaboradores se reunissem seus
esforcos para avaliar seu comportamento e impacto nos ecossistemas, além disso o
NIP deve apresentar as estratégias e perspectivas de novos métodos de controle para
formigas cortadeiras (NIP, 2015b). No estado de Sdo Paulo o érgdo que auxilia no
monitoramento dos POPs no ar e aguas superficiais e subterraneas € a CETESB
(Companhia Ambiental do Estado de Sao Paulo).

No entanto, o FSC (Forest Stewardship Council — Conselho de Manejo
Florestal) periodicamente publica uma lista considerando quais sao esses pesticidas
e seus riscos ao ambiente e a salde humana. Nessa Ultima lista publicada, dentre as
23 substancias listadas como Poluentes Organicos Persistentes (POP), estavam
inclusos deltametrina, fenitrothion, fipronil e sulfluramida, como pesticidas “altamente
perigosos” (FSC, 2017) sendo estes os ingredientes ativos mais empregados no

controle de térmites e formigas cortadeiras pelas empresas florestais,
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Apesar de todo este cenario contrario, 0 FSC também sinalizou de maneira
positiva na questdo envolvendo a apelacao dos pedidos referentes da renovacéo da
derrogacao para continuidade de utilizacdo de sulfluramida, fipronil e deltametrina
para o controle de formigas cortadeiras em cultivos florestais certificados no Brasil,
renovando assim a autoriza¢do de seu uso na cadeia florestal certificada pela FSC no
pais para o periodo de 2016 a 2021. Desta forma, as areas certificadas continuardo
com a utilizacado destes inseticidas (ZANUNCIO et al., 2016). A autorizacéo de uso se
da em carater extraordinario e vem acompanhada do compromisso do setor florestal
de banir sua utilizacdo nas areas certificadas num prazo total maximo de 5 anos,
entretanto, essa é a segunda derroga destes ativos, uma vez que a primeira ocorreu
no ano de 2012, desta forma a sulfluramida foi mantida como uma “excegao
especifica” para a producao de iscas formicidas no controle das formigas cortadeiras
no territorio brasileiro.

Percebe-se que o FSC é um selo de certificacdo mundialmente reconhecido e
a adocao do Brasil nas condi¢cdes impostas por este o6rgao certificador, representa
uma garantia de origem dos produtos além de compromissos coma conservagao
ambiental. As medidas e critérios adotados pela industria florestal brasileira levam em
consideragao principalmente as exigéncias relacionadas ao mercado externo, e a
adesao de algumas normas nos processos produtivos representa parte fundamental
para a manutencdo dos parceiros comerciais do mercado internacional. Por existir
essa grande pressao para as empresas florestais banirem a utilizacdo da sulfluramida
nos processos produtivos, como consequéncia, existe a urgéncia do desenvolvimento
de iscas formicidas com substancias alternativas, para a substituicdo do principio ativo
atualmente utilizado.

O principio ativo que seja um candidato a essa substituicdo deve apresentar
similaridade nos quesitos de eficacia, ou até um desempenho superior a sulfluramida
e menos agressivo ao ambiente. Outro fator relevante € a concentracdo, pois a
guantidade de produto aplicado também deve ser ambientalmente segura. Dessa
maneira, alternativas de controle que permitam reduzir as concentragcdes de produto
utilizado sdo sempre importantes e extremamente relevantes do ponto de vista para o
aumento das possibilidades de sucesso de controle e até no manejo de pragas.

Nesse contexto, estudos relacionados com a prospecc¢ao de novos ativos devem ser
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7

incentivados. Porém, é extremamente dificil, pode levar muito tempo para se
desenvolver novos ingredientes ativos ou produtos que sejam altamente viaveis e
eficientes no de controle de formigas cortadeiras, a ponto de ser possivel substituir a
sulfluramida de forma parcial ou total.

O ativo utilizado na formulagdo da isca deve apresentar uma rota de
contaminacdo semelhante a isca formicida & base de sulfluramida, que tem sua
eficiéncia comprovada. Conhecer as rotas de contaminacéo e dispersao do inseticida
na col6nia sdo algumas das premissas para avaliar o desempenho do ativo. Desta
forma, o principal objetivo dessa dissertacao foi realizar e descrever um estudo
comparativo através de dois ingredientes ativos: sulfluramida e indoxacarbe,
avaliando os atos comportamentais executados pelas operarias de A. sexdens
rubropilosa durante a preparacdo e incorporacdo de substratos com diferentes
didametros de particula e estudar possiveis interferéncias de ingredientes ativos na
glandula pos-faringea nas diferentes castas de formigas cortadeiras. A escolha do
indoxacarbe se deu pelo potencial inseticida ja relatado dessa molécula e para servir
como substituicdo ao formicida padréo atualmente utilizado pela industria, neste caso
a prospeccao deste ativo ir4 avaliar a sua potencialidade de utilizac@o, para desta
forma, gerar menor dependéncia da utilizacdo da sulfluramida, representando assim
uma nova perspectiva no controle destes insetos, no intuito de encontrar novas
alternativas de controle, para melhorar a eficiéncia dos produtos formulados e sua
utilizacdo nos setores agroflorestais.

Para tanto, o presente estudo abordou algumas hip6teses que foram propostas
e testadas de acordo com cada capitulo dessa dissertacdo: i). Sulfluramida e
indoxacarbe apresentam a mesma distribuicdo na colénia em termos de
contaminacao? ii) As dimensfes da isca interferem na contaminacdo da operaria? iii)

O tamanho da isca envolve influéncia sobre a mortalidade?
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CAPITULO 1: INFLUENCIA DO DIAMETRO DE PARTICULA DA ISCA
GRANULADA NO CONTROLE DE Atta sexdens rubropilosa Forel 1908,
HYMENOPTERA (FORMICIDAE)

RESUMO
Este estudo buscou conhecer a interferéncia do diametro de particula no controle de
formigas cortadeiras da espécie Atta sexdens rubropilosa, e a partir dos diferentes
diametros utilizados na confeccdo das iscas toxicas granuladas, conhecer um pouco
mais sobre a contaminacdo das operarias. A hipotese abordada questiona se o
tamanho da particula pode influenciar a eficiéncia do controle. Neste caso, verificou-
se se 0 aumento ou diminui¢cao do tamanho de particulas das iscas formicidas poderia
apresentar um desempenho melhor que o tamanho comercial atualmente adotado
pela inddstria. Foram utilizados trés didmetros para a confec¢do das iscas sendo eles:
1,5 mm; 2,0 mm e 3,0 mm. Para verificar as rotas de contaminacao foi adicionado na
formulacdo, um corante tracador lipossoluvel (Sudam lll, 5%), afim de avaliar a
proporcao de operarias coradas de acordo com a capsula cefalica, e suas estruturas
morfolégicas internas coradas, neste estudo em particular, a glandula pos-faringea.
As iscas foram fornecidas para as colénias em condicBes de laboratério. Foram
utilizados oito tratamentos: controle (2,0 mm); controle + corante (2,0mm);
sulfluramida [0,3%] (1,5 mm; 2,0 mm e 3,0 mm) e indoxacarbe [0,15%] (1,5 mm;
2,0mm e 3,0 mm). Os tratamentos foram divididos em trés grupos: i) controle; ii)
sulfluramida [0,3%], (acdo retardada) e iii) indoxacarbe [0,15%] (acdo rapida), essa
separacéo foi feita de acordo com o tempo de acao tdxica. As iscas granuladas foram
aplicadas na dose de 1,5 g /colénia. Para cada grupo de tratamento avaliado foram
retiradas 200 operarias das coldnias para dissecacao e observacdo se estavam com
a glandula corada. Conclui-se que o diametro da isca formicida a base de indoxacarbe
influenciou na incorporacdo do substrato e 0 mecanismo de acdo do inseticida

também influencia na dispersdo dos ingredientes ativos dentro da colonia.

Palavras-chave: iscas toxicas. diametro. formigas-cortadeiras. ingrediente ativo
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CHAPTER 1: INFLUENCE OF THE ISCA DIAMETER GRANULATED IN THE
CONTROL OF Atta sexdens rubropilosa Forel 1908, HYMENOPTERA
(FORMICIDAE)
ABSTRACT

This study seeks to know the interference of particle diameter in the control of cuttings
of the species Atta sexdens rubropilosa, and from the different diameters used in the
manufacture of the granulated toxic baits, to know a little more about the contamination
of the workers. The hypothesis addressed questions whether the particle size can
influence the efficiency of the control. In this case, verifying whether the increase or
decrease in particle size of the formicidal baits could perform better than the
commercial size currently adopted by the industry. Three diameters used to make
baits: 1.5 mm; 2.0 mm and 3.0 mm. A liposoluble tracer dye (Sudam Ill, 5%) added in
the formulation to verify the contamination routes in order to evaluate the proportion of
workers dyed according to the cephalic capsule and their internal morphological
structures stained, in this particular study, the post-pharyngeal gland. The baits
supplied to the colonies under laboratory conditions. Eight treatments were used:
control (2.0 mm); control + dye (2.0mm); sulfluramide [0.3%] (1.5 mm, 2.0 mm and 3.0
mm) and indoxacarb [0.15%] (1.5 mm, 2.0 mm and 3.0 mm). The treatments divided
into three groups: i) control; ii) sulfluramide [0.3%], (delayed action) and iii)
indoxacarbe [0.15%] (fast acting), this separation was done according to the time of
toxic action. The granulated baits applied at a dose of 1.5 g / colony. For each
treatment group evaluated, 200 workers removed from the colonies for dissection and
observation from the dye. It concludes that the diameter of the indoxacarb-based
formicide bait influenced the incorporation of the substrate and the mechanism of
action of the insecticide influences the dispersion of the active ingredients within the

colony.

Keywords: toxic baits. diameter. leaf cutting ants. active ingredient
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1.1 INTRODUCAO

A descoberta de novos ingredientes ativos para o controle de insetos-praga com
diferentes mecanismos de acdo é fundamental para o0 sucesso na agricultura,
principalmente para diminuir a pressao de selecao dos inseticidas e o surgimento de
populacdes altamente resistentes. A utilizacdo de organofosforados e carbamatos
sempre foi muito empregada nas atividades agricolas, no entanto a utilizagdo dos
mesmos principios ativos por um longo periodo de tempo pode gerar problemas nos
agroecossistemas, além de fatores como a toxicidade a mamiferos e organismos nao-
alvo. Em se tratando de Brasil, a grande incidéncia de pragas nos sistemas de cultivo
agricolas e florestais, exige a adocéo por parte dos produtores de estratégias e a
escolha ideal do método de controle destes insetos que podem causar grandes danos
econdbmicos. Dentes as principais pragas agricolas e florestais, as formigas
cortadeiras ocupam lugar de destaque, principalmente as do género Atta, conhecidas
popularmente com “sauvas” e as do género Acromyrmex, conhecidas como
“‘quenquéns”. Para realizar o seu controle efetivo o método mais indicado é o quimico.
Nos dias atuais o principal método de controle destes insetos-praga € realizado
através do uso de iscas toxicas granuladas, a escolha por este método de controle
com iscas formicidas ocorre por fatores como maior praticidade, mais econémicas e
eficientes (DELLA LUCIA, 2003). Neste método, as iscas sdo formuladas no formato
de pellets e consistem em uma mistura de um substrato atrativo, geralmente polpa
citrica desidratada que serve de veiculo para o ingrediente ativo que comumente &
dissolvido em 6leo de soja (ROBINSON, 1979).

Além de matar as formigas as iscas toxicas também devem possuir caracteristicas
fisico-quimicas capazes de atrair as formigas, para facilitar o processo de
carregamento desse tipo de substrato para o interior do ninho. Maior rapidez no
carreamento de particulas das iscas provavelmente implica na diminuigdo do tempo
de exposicdo das mesmas as condicdes ambientais adversas como mudancas
climaticas, inimigos naturais ou outros insetos que possam competir pelos mesmos
recursos na area. (LIMA et al., 2003). A otimizacdo do carregamento das iscas pelas
formigas cortadeiras também acaba diminuindo a probabilidade de exposicéo e riscos
de intoxicacdo resultantes do principio ativo presente na formulacdo da isca, aos

animais da fauna brasileira como passaros e roedores e outros organismos nao-alvos
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presentes nos diversos ecossistemas. Outros fatores relevantes a aceitagdo das iscas
toxicas granuladas séo referentes a dois aspectos: massa e didmetro, neste caso a
massa determina a concentracdo do ativo e as dimensdes da isca ser adequadas para
otimizar o carregamento e processamento dentro do ninho. Como ja dito
anteriormente a busca por novos produtos quimicos que proporcionem menor
persisténcia ambiental, acabam representando uma pressao feita pelos 6rgaos
ambientais, sociedade, parceiros comerciais e meio ambiente, visto que muitos
recursos do planeta séo finitos. Neste presente estudo abordou-se a utilizacdo de dois
ativos, a sulfluramida e o indoxacarbe.

Sulfluramida

s

A sulfluramida € um inseticida que pertence ao grupo quimico sulfonamida
fluoralifatica, numero de registro CAS: 4151-50-2 e com o0 nome quimico IUPAC
(International Union of Pure and Applied Chemistry): N-etilperfluor-octano-1-
sulfonamida, por fim, sua estrutura é descrita na Figura 1.

Figura 1 - Estrutura molecular da sulfluramida.

|_II

L‘
ﬁ

Fonte: PUBCHEM
Este ingrediente ativo pertence a classe de inseticidas de acdo retardada

(SCHNELLMAN;MANNING, 1990), e no caso das formigas cortadeiras, a ingestao
deste inseticida afeta o processo de fosforilacao oxidativa, cessando a sintese de ATP
(NAGAMOTO, 1998). E atualmente o ativo mais utilizado na formulagéo de iscas
formicidas, por esta razéo este ingrediente ativo foi selecionado para este estudo.
Indoxacarbe

O indoxacarbe é um inseticida pertencente ao grupo quimico oxadiazina, com
0 nome quimico IUPAC: metil (S)-N-[7-cloro-2,3,4a,5-tetrahidro-4a- (metoxicarbonil)
indeno[1,2-e][1,3,4]oxadiazina-2-ilcarbonil]-4'-(trifluorometoxi) carbanilato, conforme a
Figura 2.Seu numero de registro é: N° CAS: 173584-44-6.
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Figura 2 - Estrutura molecular Indoxacarbe
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Fonte: GHANIN; ISHAAYA (2011).

Uma qualidade distinta e determinante deste composto € sua forma de
ativacdo, em que ocorre o0 bloqueio dos canais de sodio por uma pequena oscilacao
de voltagem a partir da sintese de um metabdlito denominado de N-
decarbometoxilato. De acordo com Wing et al. (2000), € um inseticida altamente ativo,
de amplo espectro para os insetos de importancia agricola, principalmente nas ordens
Lepidoptera, Coleoptera e Hemiptera.

A descoberta de indoxacarbe sé foi possivel com o aperfeicoamento da
pirazolina para ser utilizada como inseticida eficiente e seguro para organismos nao-
alvos e ao ambiente. As variagdes no ndcleo da pirazolina levaram a descoberta de
que as oxadiazinas relacionadas estruturalmente também apresentavam grande
potencial inseticida. A otimizacdo das oxazaninas gerou a descricdo do indoxacarbe
racémico (McCANN et al., 2001). O indoxacarbe apresenta 0 mesmo mecanismo de
acdo da pirazolina, afetando as células neurais.

As pirazolinas foram relatados por Salgado (1990), sendo como uma molécula
com propriedades inseticidas, sendo o0 mecanismo de acdo a possibilidade de atuar
no bloqueio dos canais de sodio dos neurbnios, entdo alguns pesquisadores
interessados nas modificacdes dessa estrutura molecular da pirazolina, conseguiram
obter os compostos oxadiazina e indoxacarbe.

Como o objetivo das industrias e centros de pesquisa atualmente é desenvolver
novas substancias para o controle de insetos capazes de controlar populacdes
resistentes em baixas concentracdes, altamente eficientes e seguros para o homem
e meio ambiente, a escolha do ingrediente ativo indoxacarbe neste estudo, esta em
convergéncia com a busca de novos ativos principalmente para seu emprego no

controle de formigas.
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1.2 MATERIAIS E METODOS

As colbnias usadas neste experimento foram coletadas na cidade de Botucatu
e armazenadas no Laboratério de Insetos Sociais-Praga (LISP), integrante do
Departamento de Producdo Vegetal da Faculdade de Ciéncias Agronémicas -
UNESP, Botucatu-SP.

Para as observacgdes, 40 colonias com volume aproximado de 1000 mL de
esponja fungica foram utilizadas. As colbnias estudadas foram armazenadas em
recipientes cilindricos de plastico transparente e mantidas a uma temperatura de a 22
+ 2 °C e umidade relativa em torno de 70 + 10%.

Para manutencdo da umidade do jardim de fungo, os recipientes de
armazenamento continham uma camada de 1,0 cm de gesso na sua base inferior; foi
necessario furar dois lados opostos dos recipientes (diametro do furo = 1,8 cm) para
realizar as conexdes com os compartimentos referentes a arena de forrageamento e
descarte de residuos. Esses dois compartimentos, eram compostos por recipientes
plasticos de 250 mL e foram conectados a col6nia utilizando um tubo plastico
(comprimento total = 30 cm).

E importante neste caso que existam recipientes distintos para fornecimento do
substrato (folha ou isca) e residuos (formigas mortas, substratos contaminados e etc).
Como substrato vegetal para manutencéo da esponja flingica, utilizou-se Acalypha sp.
Para as avaliacOes, as castas das formigas foram definidas de acordo com aquela
proposta em Wilson, (1980), onde os individuos sao classificados de acordo com o
tamanho da capsula cefalica. As observacées foram baseadas no comportamento das
jardineiras (largura da cabeca entre 0,8 e 1,2mm) e operarias generalistas (largura da
cabeca entre 1,3 e 1,6 mm), que foram categorizadas como pequenas e médias
respectivamente.

O sistema de observacdo seguiu como uma proposta adaptada de
escaneamento descrito por Martin e Bateson, (1986), em que um grupo de individuos
€ analisado rapidamente e o comportamento de cada um deles é registrado. As
observacbes foram realizadas em intervalos regulares de vinte minutos.

Os comportamentos realizados pelas operarias durante o crescimento da
espoja fungica foram categorizados como: Onde: (C1) transporte do pellet para o

jardim de fungo; (C2) segurar o pellet; (C3) lamber o pellet; (C4) repicar o pellet em
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fragmentos menores; (C5) incorporacao no jardim de fungo; (C6) deposicao de hifas
sobre fragmentos incorporados. Esses comportamentos foram quantificados pela
frequéncia das operarias envolvidas em cada um deles.

Para verificacdo da normalidade dos dados foi realizada uma analise estatistica
de Shapiro-Wilk, teste W, foi conduzida de forma preliminar. Como a analise nao
identificou uma normalidade, os dados comportamentais foram submetidos a um teste
nao parameétrico — neste caso foi aplicado um teste de Kruskal-Wallis - e, se o indice
de significancia fosse alcancado, cada grupo seria comparado pelo pés-teste de

Student-Newman-Keuls, com 5% de significancia.

1.2.1 Preparacdao das iscas

As iscas foram formuladas realizando uma metodologia adaptada de Boaretto
(2000). O substrato atrativo utilizado foi o pé de polpa citrica, também optou-se pelo
6leo de soja na composi¢do da isca para a obtencéo de um produto de caracteristicas
similares a comercial, seguindo a premissa, quanto a composicdo e a forma
peletizada, neste caso a formulacao da isca deveria ter um aspecto muito préximo da
qualidade industrial, para o estudo ter relevancia e potencialidade de ser utilizado e
replicado em escala comercial futuramente. A polpa citrica foi seca em forno a 50 ° C
por um periodo de 24 h, depois moida, colocada em peneira de malha fina. As iscas
foram preparadas seguindo os procedimentos de pesagem dos materiais, mistura
manual até a homogeneizacédo, em proporcdes semelhantes as iscas comerciais de
toxicas. Foram feitas iscas com corante e sem ingrediente ativo além do tratamento
controle que foi representado pela auséncia de corante e ingrediente ativo.
Sendo o controle composto por. 80% de polpa citrica em pd; 15% de
carboximetilcelulose (CMC) e 5% de 6leo de soja. O grupo controle mais adicdo do
corante tracador: 75% de polpa citrica em p0; 15% de CMC; 5% do Sudam Il (Sigma
Aldrich); e 5% de Oleo de soja, este tratamento foi realizado para verificar se a
presenca do corante poderia de alguma forma interferir na mortalidade dos insetos.
As ultimas formulagbes das iscas foram utilizando: 74,7% de polpa citrica em po; 15
% de CMC; 5 % de 6leo de soja; 5% do Sudam Il (Sigma Aldrich); e 0,3% de n-etil-
perfluoro-octana-sulfonamida (ingrediente ativo - 1A), e finalmente a fomulagéo para o

indoxacarbe que era composta por: 74,85% de polpa citrica em p6; 15 % de CMC; 5
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% de Oleo de soja; 5% do Sudam Ill Red (Vetec); e 0,15% de IA. Para facilitar a mistura
foi adicionada agua destilada até o material apresentar uma consisténcia pastosa.

Depois que todos esses ingredientes foram misturados, a solucédo pastosa foi
colocada em um picador de carne modelo CAF 5 INOX (Figura 3), com as seguintes
caracteristicas técnicas: motor (1/4 cv) e dimensdes: 370 mm de comprimento, 220
mm de largura e 245 mm de altura.

Figura 3. Modelo Picador CAF 5 utilizado na confeccao daisca

Fonte: C.A.F maquinas (adaptado)

Onde: 1. Volante; 2. Bocal; 3. Bandeja; 4. Soquete; 5 Disco; 6, Manipulo

Na operacdo do picador existem alguns elemetos essenciais para que o
processo moagem ocorra com alto rendimento, abrindo o equipamento é possivel

representa-los conforme a Figura 4.
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Figura 4. Elemetos da moagem.

Fonte: C.A.F maquinas. (adaptado).
Onde: 1. Volante; 2. Disco; 3. Caracol; 4 Bocal.

Com o bom conhecimento dos elementos da moagem, foi possivel utilizar anéis
com diferentes diamentros de furacéo para a fabricacdo das iscas, sendo eles: 1,5
mm; 2,0 mm e 3,0 mm, conforme a Figura 5.

Figura 5 - Discos com diferentes furagdes utilizados.

1,5mm

2,0 mm
Fonte: Luis Eduardo Pontes Stefanelli

Apds o material passar pelo disco (anel), essa matriz sofreu uma secagem de
24 horas a temperatura ambiente, os pellets foram cortados em iscas de
aproximadamente 0,3 cm de comprimento. Apos as iscas ficarem secas o0s diametros
correspondentes a cada disco ficaram com as seguintes medidas:
Orificio 1,5 mm, -- 1,38 £ 0,12 mm;
Orificio 2,0 mm -- 1,79 £ 0,15 mm;
Orificio 3,0 mm -- 2,65 + 0,18 mm.

1.2.2 Delineamento experimental

O delineamento experimental aplicado foi inteiramente casualizado, composto
por oito tratamentos com cinco coldnias da espécie A. sexdens rubropilosa, onde cada

colbnia representava uma repeticdo. Estas coldnias tinham aproximadamente 1000
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mL de cultura fingica, e houve uma provisao de 1,5 g de isca para cada tratamento
no dia da aplicacdo, As iscas na forma de pellets, foram ofertadas na arena de
forrageamento somente no primeiro dia do experimento e os tratamentos foram
definidos conforme disciriminados na Tabela 1.

Tabela 1 - Tratamentos e formulagdes utilizadas no experimento

Tratamentos Formulacéao utilizada

Tratamento 1 (T1)  Testemunha: Isca 0% i.a - (isca sem toxico e sem corante) -
Polpa Citrica

Tratamento 2 (T2) Isca sem toxico + corante (Sudam lll) — Polpa Citrica +
corante

Tratamento 3 (T3) Isca 0,30 % sulfluramida + Diametro 1,5 mm + Sudam Il +
Polpa Citrica

Tratamento 4 (T4) Isca 0,30 % sulfluramida + Diametro 2,0 mm + Sudam Il +
Polpa Citrica

Tratamento 5 (T5) Isca 0,30 % sulfluramida + Diametro 3,0 mm + Sudam III +
Polpa Citrica

Tratamento 6 (T6) Isca 0,15 % indoxacarbe + Diametro 1,5 mm + Sudam Il +
Polpa Citrica

Tratamento 7 (T7) Isca 0,15 % indoxacarbe + Diametro 2,0 mm + Sudam Il +
Polpa Citrica

Tratamento 8 (T8) Isca 0,15 % indoxacarbe + Diametro 3,0 mm + Sudam Il +
Polpa Citrica

Foram realizadas avaliagbes aos 1, 2, 3,5, 7, 9, 11, 14, 17 e 21 dias (DAA -dias

apos aplicacdo), para mensurar o desempenho de cada tratamento, avaliando os
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seguintes parametros: taxa de carregamento, taxa de incorporacdo das iscas no

jardim de fungos, corte de folhas, sintomas de intoxicacdo e finalmente mortalidade.

Além desses parametros foi feita a andlise da glandula pos-faringea, realizou-se
0 seguinte procedimento para a avaliacdo das glandulas pés-faringeas: Nesta etapa
do experimento, foram utilizados os tratamentos que continham o corante tracador
(Sudam IIl). Apds 72 horas da aplicacao dos pellets, as colbénias foram abertas e 50
operarias de cada col6nia foram coletadas, totalizando 250 operarias (5 repeticdes
para cada tratamento).

As cabecas das operarias foram dissecadas com tesoura, pinca e férceps
entomoldgicos em soro fisiolégico sob um microscépio estereoscopico. As operarias
foram categorizadas de acordo com a presenca ou auséncia de uma glandula pés-

faringea corada.

1.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os principais comportamentos realizados pelas operarias de Atta sexdens
rubropilosa foram categorizados e, em seguida, as frequéncias de ocorréncia desses
atos comportamentais e suas porcentagens foram calculadas, conforme as Figuras 6,
7,8,9, 10, 11, 12 e 13. Esses calculos foram também feitos de acordo com a classe
de tamanho das operarias que realizaram os comportamentos.

Onde: (C1) transporte do pellet para o jardim de fungo; (C2) segurar o pellet; (C3)
lamber o pellet; (C4) repicar o pellet em fragmentos menores; (C5) incorporacdo no
jardim de fungo; (C6) deposicao de hifas sobre fragmentos incorporados.

O comportamento mais frequentemente observado para o Tratamento 1, foi 0
de lamber o pellet, que representou 36,39% de todos 0s comportamentos executados,
seguidos de segurar o pellet com o valor de 29,65%; repicar o pellet, 20,04 %;
incorporacéao, 6,4%; transporte, 5,18% deposicao de hifas, 2,34%, conforme a Figura
6.
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Figura 6. Atos comportamentais T1 (%)
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Onde: (C1) transporte do pellet para o jardim de fungo; (C2) segurar o pellet; (C3) lamber o
pellet; (C4) repicar o pellet em fragmentos menores; (C5) incorporacdo no jardim de fungo; (C6)
deposicéo de hifas sobre fragmentos incorporados.

Essa frequéncia de comportamentos exibidos estd em convergéncia com 0s
estudos desenvolvidos por Silva et al. (2015), onde estudando o ato comportamental
de processamento de pellets, observou-se como a maior frequéncia a atividade de
lamber o pellet, isto pode ser explicado principalmente pelo processo de hidratagao
gue as formigas cortadeiras utilizam no processamento do substrato. Nos estudos de
outros pesquisadores como Andrade et al. (2002), também foram avaliados os atos
comportamentais da mesma espécie presentes neste estudo e no processamento das
folhas a atividade de lamber também foi a mais determinante.

Um teste de Kruskal-Wallis foi realizado para verificar se houve diferenca de
frequéncia entre os seis atos comportamentais estudados. O teste ndo paramétrico
de Kruskal-Wallis rejeitou a hipotese de que todos os comportamentos teriam a
mesma distribuicdo, houve, portanto, diferenca estatistica significativa entre os atos
comportamentais realizados pelas operarias pequenas (Kruskal-Wallis, H = 28,6441,
GL =7, (p) = 0,05). Os comportamentos como: lamber os pellets, incorporar pellets e
deposicao de hifas diferiram estatisticamente (Tabela 2). E para o grupo de operarias
médias, houve diferenca estatistica significativa entre os atos comportamentais
realizados pelas operarias (Kruskal-Wallis, H = 35,1577, GL = 7, (p) = 0,05),
analisando os comportamentos de transporte do pellet, segurar os pellets, e repicar
os pellets (Tabela 2).

Tabela 2 - Comparacéo pareada de atos comportamentais realizados por

pequenas e médias operarias de A. sexdens -T1.
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C1 c2 C3 C4 C5 C6
Comportamentos P M P M P M P M P M P M
C1l - -
Cc2 ns * - -
C3 ns Ns * ns - -
C4 ns * ns ns * * - -
C5 ns Ns ns ns * ns ns ns - -
C6 ns NS ns ns * ns ns ns ns ns - -

(P) operarias pequenas; (M) operarias médias; (C1) transporte do pellet para o jardim de fungo; (C2)
segurar o pellet; (C3) lamber o pellet; (C4) repicar o pellet em fragmentos menores; (C5) incorporagao
no jardim de fungo; (C6) deposicdo de hifas sobre fragmentos incorporados.

(*) significativo a 5%; (ns) ndo significativo.

Estes resultados estdo em convergéncia com os dados obtidos por Andrade et
al. (2002), onde as castas da colbnia contribuem diferentemente nos diversos
comportamentos dos individuos. Percebe-se dessa forma que o tamanho da operaria
tem influéncia na sua atividade desempenhada, o que demonstra de forma clara a
atribuicdo e divisao de tarefas.

Para o Tratamento 2, o comportamento mais observado foi o de lamber o pellet,
que representou 31,52% de todos os comportamentos exibidos na avaliagéo,
seguidos de segurar o pellet com o valor de 28,43%; repicar o pellet, 21,06 %;
incorporacgao, 5,80%; transporte, 7,15% deposicao de hifas, 3,04%, conforme a Figura
7.

Figura 7. Atos comportamentais T2 (%).
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(C1) transporte do pellet para o jardim de fungo; (C2) segurar o pellet; (C3) lamber o pellet; (C4) repicar
o pellet em fragmentos menores; (C5) incorporacéo no jardim de fungo; (C6) deposicéo de hifas sobre

fragmentos incorporados.

Um teste de Kruskal-Wallis foi realizado para verificar se houve diferenca de
frequéncia entre os seis atos comportamentais estudados. O teste ndo paramétrico
de Kruskal-Wallis rejeitou a hipétese de que todos os comportamentos teriam a
mesma distribui¢cdo, houve, portanto, diferenga estatistica significativa entre os atos
comportamentais realizados pelas operarias pequenas (Kruskal-Wallis, H = 21,3575,
GL =7, (p) = 0,05). Os comportamentos como: lamber os pellets, incorporar pellets
deposicao de hifas diferiram estatisticamente (Tabela 3). E para o grupo de operéarias
médias, houve diferenca estatistica significativa entre os atos comportamentais
realizados pelas operarias (Kruskal-Wallis, H = 42,2901, Graus de liberdade = 7, (p) =
0,05), analisando os comportamentos de transporte do pellet, segurar os pellets
lamber os pellets, e repicar os pellets e realizado o pés-teste conforme a Tabela 3.

Tabela 3 - Comparacao pareada de atos comportamentais realizados por
pequenas e médias operarias de A. sexdens -T2.
C1 C2 C3 C4 C5 C6

Comportamentos P M P M P M P M P M P M

C1 - -

C2 ns * - -

C3 ns ns * ns - -

C4 ns * nsns * * - -

C5 ns nsns ns * ns ns ns - -

C6 ns ns ns ns * NS ns nsns ns - -

(P) operérias pequenas; (M) operarias médias; (C1) transporte do pellet para o jardim de fungo; (C2)
segurar o pellet; (C3) lamber o pellet; (C4) repicar o pellet em fragmentos menores; (C5) incorporacéo
no jardim de fungo; (C6) deposicao de hifas sobre fragmentos incorporados.

(*) significativo a 5%; (ns) n&o significativo.
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Nesta situagdo observou-se padrdo semelhante aos observados nos
tratamentos 1 e 2, principalmente em fungdo da similaridade das dimensdes do
substrato oferecido.

O comportamento mais frequentemente observado para o Tratamento 3, foi 0
de lamber o pellet, que representou 35,55% de todos os comportamentos analisados,
seguidos de segurar o pellet com o valor de 25,43%; repicar o pellet, 23,04 %;
incorporacdao, 4,15%; transporte, 8,40% deposicao de hifas, 3,43%, conforme a Figura
8.

Figura 8. Atos comportamentais exibidos T3 (%).

Frequencia (%)
N
o

C1 Cc2 C3 c4 c5 Ccé

Comportamentos

(C1) transporte do pellet para o jardim de fungo; (C2) segurar o pellet; (C3) lamber o pellet; (C4) repicar
o pellet em fragmentos menores; (C5) incorpora¢éo no jardim de fungo; (C6) deposi¢édo de hifas sobre
fragmentos incorporados.

Neste tratamento, o ato comportamental de lamber o pellet também ocupou a
posicdo de destaque, além do aumento na atividade de transporte, o que é explicado
pela quantidade de iscas diminutas na arena de forrageamento, o que explica maior
namero de individuos envolvidos no transporte.

Um teste de Kruskal-Wallis foi realizado para verificar se houve diferenga de
frequéncia entre os seis atos comportamentais estudados. O teste ndo paramétrico
de Kruskal-Wallis rejeitou a hipotese de que todos os comportamentos teriam a
mesma distribuicdo, houve, portanto, diferenca estatistica significativa entre os atos
comportamentais realizados pelas operarias pequenas (Kruskal-Wallis, H = 25,3674,
GL =7, (p) = 0,05). Os comportamentos como: lamber os pellets, incorporar pellets
deposicao de hifas diferiram estatisticamente (Tabela 4). E para o grupo de operarias
meédias, houve diferenca estatistica significativa entre os atos comportamentais
realizados pelas operéarias (Kruskal-Wallis, H = 52,1911, GL = 7, (p) = 0,05),
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analisando os comportamentos de transporte, segurar o pellet, lamber os pellets, e
repicar os pellets, recordando que foi realizada a comparacdo pareada dos atos
comportamentais através do pos-teste de Student-Newman-Keuls, conforme a Tabela
4.

Tabela 4 - Comparacao pareada de atos comportamentais realizados por
pequenas e meédias operérias de A. sexdens —T3.

C1 C2 C3 C4 C5 Co6

Comportamentos P M P M P M P M P M P M

C1 - -

C2 ns * - -

C3 ns ns * * - .

C4 ns * nsns * * - -

C5 ns ns ns ns * nNns ns ns - -

C6 ns ns ns nSs * NS ns nsns ns - -

(P) operérias pequenas; (M) operarias médias; (C1) transporte do pellet para o jardim de fungo; (C2)
segurar o pellet; (C3) lamber o pellet; (C4) repicar o pellet em fragmentos menores; (C5) incorporagéo
no jardim de fungo; (C6) deposic¢éo de hifas sobre fragmentos incorporados.

(*) significativo a 5%; (ns) néo significativo.

Notou-se que o ato comportamental de lamber o pellet € bem peculiar as
operérias pequenas, o que demonstra grande especializacdo das formigas
pertencentes a esta casta durante o processamento da isca, autores como Diniz e
Bueno (2009), ressaltam a divisdo do processo de preparacdao do substrato em 3
estagios, onde cada estagio € composto por diferentes comportamentos que sao
exibidos de forma sequencial, sendo o primeiro estagio relacionado ao tratamento
fisico do substrato, onde as operarias lambem e seguram o substrato. Este

comportamento é realizado também de maneira preventiva, evitar a contaminacao do
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jardim de fungo. Desta forma, podemos aferir que muitas das pequenas operérias do
estudo estavam presentes neste estagio de processamento.

O comportamento mais frequentemente observado para o Tratamento 4, foi 0
de lamber o pellet, que representou 34,90% de todos os comportamentos executados,
seguidos de segurar o pellet com o valor de 26,37%; repicar o pellet, 22,45 %;
incorporacgao, 7,20%; transporte, 6,16% deposi¢éo de hifas, 2,92%, conforme a Figura
9.

Figura 9. Atos comportamentais T4 (%).
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Onde: (C1) transporte do pellet para o jardim de fungo; (C2) segurar o pellet; (C3) lamber o pellet; (C4)
repicar o pellet em fragmentos menores; (C5) incorporacédo no jardim de fungo; (C6) deposic¢ao de hifas
sobre fragmentos incorporados.

Um teste de Kruskal-Wallis foi realizado para verificar se houve diferenca de
frequéncia entre os seis atos comportamentais estudados. O teste ndo paramétrico
de Kruskal-Wallis rejeitou a hipotese de que todos os comportamentos teriam a
mesma distribuicdo, houve, portanto, diferenca estatistica significativa entre os atos
comportamentais realizados pelas operarias pequenas (Kruskal-Wallis, H = 20,3731,
GL =7, (p) = 0,05). Os comportamentos como: lamber os pellets, incorporar pellets e
deposicao de hifas diferiram estatisticamente (Tabela 5). E para o grupo de operarias
meédias, houve diferenca estatistica significativa entre os atos comportamentais
realizados pelas operarias (Kruskal-Wallis, H = 36,9843, GL = 7, (p) = 0,05),
analisando os comportamentos de transporte, segurar o pellet, lamber os pellets, e
repicar os pellets e pelo pos-teste de Student-Newnan-Keus, obteve-se a Tabela 5.
Tabela 5 - Comparacao pareada de atos comportamentais realizados por

pequenas e médias operarias de A. sexdens -T4.
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C1 C2 C3 C4 C5 C6

Comportamentos P M P M P M P M P M P M

C1 - -

Cc2 ns * - -

C3 ns ns * * - =

C4 ns * nsns * * - -

C5 ns nsns ns ns * ns ns - -

C6 ns nsSs ns ns ns * ns nsns ns - -

(P) operarias pequenas; (M) operarias médias; (C1) transporte do pellet para o jardim de fungo; (C2)
segurar o pellet; (C3) lamber o pellet; (C4) repicar o pellet em fragmentos menores; (C5) incorporacao
no jardim de fungo; (C6) deposicdo de hifas sobre fragmentos incorporados.

(*) significativo a 5%; (ns) néo significativo.

O comportamento mais frequentemente observado para o tratamento 5, foi o
de lamber o pellet, que representou 37,80% de todos os comportamentos executados,
seguidos de segurar o pellet com o valor de 26,19%; repicar o pellet, 18,45 %;
incorporacao, 8,20%; transporte, 5,09% deposicao de hifas, 4,27%, conforme a Figura
10.

Figura 10. Atos comportamentais T5 (%).
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Onde: (C1) transporte do pellet para o jardim de fungo; (C2) segurar o pellet; (C3) lamber o pellet; (C4)
repicar o pellet em fragmentos menores; (C5) incorporacédo no jardim de fungo; (C6) deposicdo de hifas

sobre fragmentos incorporados.

Para o tratamento 5, observou-se valores ainda maiores do comportamento de
lamber o pellet em relacédo aos tratamentos 1,2,3 e 4. Isto pode ser explicado pela
particula do pellet ter maiores dimensdes, sendo necessario neste caso, maior tempo
para lamber e hidratar a superficie do substrato. Também se observou menor
guantidade de formigas envolvidas no carregamento dos pellets, isto é explicado pois
a quantidade de iscas aplicadas apesar de possuir os mesmos 1,5 g dos outros
tratamentos, o niumero de particulas disponiveis para o carregamento era menor.

Um teste de Kruskal-Wallis foi realizado para verificar se houve diferenca de
frequéncia entre os seis atos comportamentais estudados. O teste ndo paramétrico
de Kruskal-Wallis rejeitou a hipotese de que todos os comportamentos teriam a
mesma distribuicdo, houve, portanto, diferenca estatistica significativa entre os atos
comportamentais realizados pelas operarias pequenas (Kruskal-Wallis, H = 29,5432,
GL =7, (p) = 0,05). Os comportamentos como: lamber os pellets, repicar os pellets,
incorporar pellets e deposicéo de hifas diferiram estatisticamente (Tabela 6). E para o
grupo de operarias médias, houve diferenca estatistica significativa entre os atos
comportamentais realizados pelas operarias (Kruskal-Wallis, H = 61,3314, GL = 7, (p)
= 0,05), analisando os comportamentos de transporte, segurar, lamber e repicar os
pellets, pelo pos-teste utilizado, obteve-se a Tabela 6.

Tabela 6 - Comparacao pareada de atos comportamentais realizados por
pequenas e médias operarias de A. sexdens —T5.
C1 C2 C3 C4 C5 C6

Comportamentos P M P M P M P M P M P M

C1 - -
C2 ns * - -
C3 ns ns * * - -

C4 ns * ns ns * * - -
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C5 NS NS nSs nSs * ns ns ns - -

C6 NS NS NS NS * NS NS NS NS ns - -

(P) operérias pequenas; (M) operarias médias; (C1) transporte do pellet para o jardim de fungo; (C2)
segurar o pellet; (C3) lamber o pellet; (C4) repicar o pellet em fragmentos menores; (C5) incorporacéo
no jardim de fungo; (C6) deposicdo de hifas sobre fragmentos incorporados.

(*) significativo a 5%; (ns) n&o significativo.

O comportamento mais frequentemente observado para o Tratamento 6, foi 0
de lamber o pellet, que representou 36,40% de todos os comportamentos executados,
seguidos de segurar o pellet com o valor de 30,94%; repicar o pellet, 22,03%;
transporte, 5,71%; incorporacdo, 3,40%; deposicdo de hifas, 1,52%, conforme a
Figura 11.

Figura 11. Atos comportamentais T6 (%).
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Onde: (C1) transporte do pellet para o jardim de fungo; (C2) segurar o pellet; (C3) lamber o pellet; (C4)
repicar o pellet em fragmentos menores; (C5) incorporacéo no jardim de fungo; (C6) deposicéo de hifas

sobre fragmentos incorporados.
Um teste de Kruskal-Wallis foi realizado para verificar se houve diferenca de
frequéncia entre os seis atos comportamentais estudados. O teste ndo paramétrico

de Kruskal-Wallis rejeitou a hipotese de que todos os comportamentos teriam a
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mesma distribuicdo, houve, portanto, diferenca estatistica significativa entre os atos
comportamentais realizados pelas operarias pequenas (Kruskal-Wallis, H = 22,1233,
GL =7, (p) = 0,05). Os comportamentos como: lamber e segurar os pellets diferiram
estatisticamente (Tabela 7). E para o grupo de operarias meédias, houve diferenca
estatistica significativa entre os atos comportamentais realizados pelas operarias
(Kruskal-Wallis, H = 30,1349, GL = 7, (p) = 0,05), analisando os comportamentos

transporte, segurar o pellet, lamber os pellets, e repicar os pellets (Tabela 7).

Tabela 7 - - Comparacao pareada de atos comportamentais realizados por
pequenas e médias operarias de A. sexdens —T6.
C1 C2 C3 C4 C5 C6

Comportamentos P M P M P M P M P M P M

C1 - -

C2 ns * - -

C3 ns ns * * - .

C4 ns ns nsns ns * - -

C5 NS NSNS NS NS NS ns ns - -

C6 NS NS NS NS NSNS nsS nsns ns - -

(P) operérias pequenas; (M) operarias médias; (C1) transporte do pellet para o jardim de fungo; (C2)
segurar o pellet; (C3) lamber o pellet; (C4) repicar o pellet em fragmentos menores; (C5) incorporacdo
no jardim de fungo; (C6) deposicao de hifas sobre fragmentos incorporados.

(*) significativo a 5%; (ns) n&o significativo.

O comportamento mais frequentemente observado para o Tratamento 7, foi o
de lamber o pellet, que representou 32,90% de todos os comportamentos executados,
seguidos de segurar o pellet com o valor de 22,55 %; repicar o pellet, 14,94 %;
transporte, 5,19%; incorporacdo, 2,50%; deposicao de hifas, 0,91%, conforme a
Figura 12.
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Figura 12. Atos comportamentais T7 (%)
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Onde: (C1) transporte do pellet para o jardim de fungo; (C2) segurar o pellet; (C3) lamber o pellet; (C4)
repicar o pellet em fragmentos menores; (C5) incorporacao no jardim de fungo; (C6) deposicao de hifas

sobre fragmentos incorporados.

Um teste de Kruskal-Wallis foi realizado para verificar se houve diferenca de
frequéncia entre os seis atos comportamentais estudados. O teste ndo paramétrico
de Kruskal-Wallis rejeitou a hipotese de que todos os comportamentos teriam a
mesma distribuicdo, houve, portanto, diferenca estatistica significativa entre os atos
comportamentais realizados pelas operarias pequenas (Kruskal-Wallis, H = 54,2812,
GL=7,(p)=0,05). Oscomportamentos como: lamber os pellets e incorporar pellets
diferiram estatisticamente e segurar o pellet. (Tabela 8). E para o grupo de operarias
médias, houve diferenca estatistica significativa entre os atos comportamentais
realizados pelas operarias (Kruskal-Wallis, H = 26,1294, GL = 7, (p) = 0,05),
analisando os comportamentos transporte, segurar o pellet e lamber o pellet (Tabela
8).

Tabela 8 - - Comparacéao pareada de atos comportamentais realizados por
pequenas e médias operérias de A. sexdens —T7
C1 C2 C3 Cc4 C5 C6

Comportamentos P M P M P M P M P M P M

C1 - -

C2 ns * - -

C3 ns ns * * - -
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C4 NS NS NS NS NS ns - -
C5 NS nNns ns ns * ns ns ns - -
C6 NS NS NS NS NS NS NS NS NS ns - -

(P) operarias pequenas; (M) operarias médias; (C1) transporte do pellet para o jardim de fungo;
(C2) segurar o pellet; (C3) lamber o pellet; (C4) repicar o pellet em fragmentos menores; (C5)
incorporacgdo no jardim de fungo; (C6) deposi¢céo de hifas sobre fragmentos incorporados.
(*) significativo a 5%; (ns) n&o significativo

O comportamento mais frequentemente observado para o Tratamento 8, foi 0
de lamber o pellet, que representou 38,64% de todos os comportamentos executados,
seguidos de segurar o pellet com o valor de 32,34%; repicar o pellet, 18,45 %;
transporte, 7,45%; incorporacdo, 2,20%; deposicao de hifas, 0,92%, conforme a
Figura 13.

Figura 13. Atos comportamentais T8 (%)
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Onde: (C1) transporte do pellet para o jardim de fungo; (C2) segurar o pellet; (C3) lamber o pellet; (C4)
repicar o pellet em fragmentos menores; (C5) incorporacéo no jardim de fungo; (C6) deposicao de hifas

sobre fragmentos incorporados.

O Tratamento 8 apresentou baixas frequéncias de incorporacao e deposi¢cao
de hifas, principalmente pelas caracteristicas do inseticida indoxacarbe.

Um teste de Kruskal-Wallis foi realizado para verificar se houve diferenga de
frequéncia entre os seis atos comportamentais estudados. O teste ndo paramétrico
de Kruskal-Wallis rejeitou a hipotese de que todos os comportamentos teriam a

mesma distribuicdo, houve, portanto, diferenca estatistica significativa entre os atos
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comportamentais realizados pelas operarias pequenas (Kruskal-Wallis, H = 20,9874,
GL =7, (p) = 0,05). Os comportamentos como: lamber os pellets e segurar os pellets
diferiram estatisticamente (Tabela 9). E para o grupo de operarias médias, houve
diferenca estatistica significativa entre os atos comportamentais realizados pelas
operérias (Kruskal-Wallis, H = 75,1618, GL = 7, (p) = 0,05), analisando o0s
comportamentos de transporte, segurar, lamber os pellets e repicar os pellets (Tabela
9).

Tabela 9 - - Comparacéo pareada de atos comportamentais realizados por
pequenas e meédias operarias de A. sexdens —T8
C1 C2 C3 C4 C5 C6

Comportamentos P M P M P M P M P M P M

C1 - -

C2 ns * - -

C3 ns ns * * - -

C4 ns ns nsns ns * - -

C5 nNs NS NS NS NS NS ns ns - -

C6 NS NS NS NS NS NS NS nsns ns - -

(P) operérias pequenas; (M) operéarias médias; (C1) transporte do pellet para o jardim de fungo; (C2)
segurar o pellet; (C3) lamber o pellet; (C4) repicar o pellet em fragmentos menores; (C5) incorporagéo
no jardim de fungo; (C6) deposicao de hifas sobre fragmentos incorporados.

(*) significativo a 5%; (ns) ndo significativo.

O polimorfismo das operarias da colonia rege os atos comportamentais
desempenhados. Percebe-se que as operarias pequenas estdo mais envolvidas em
atividades com lamber o substrato e deposi¢cdo de hifas no jardim de fungo, ja as
operarias médias desempenham funcdes de transporte e manipulacdo do substrato.

Notou-se que a frequéncia mais observada no periodo de avaliacdo os
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comportamentos C3 e C4., as menores frequéncias observadas foram C1 e C6., isto
é explicado pois o numero de individuos envolvidos no transporte dos pellets € menor
que o numero de individuos atuantes no processamento do substrato. Ja o ato
comportamental de lamber o pellet e repicar o pellet foi o mais observado
provavelmente pelo tempo gasto. Os tratamentos contento o inseticida indoxacarbe
apresentaram menor incorporacao e deposic¢ao de hifas no jardim de fungo.

1.3.1 Carregamento das iscas

Nesta avaliacéo foi avaliada a taxa de carregamento das iscas, 0 cronograma
de observacdo durou um periodo total de 12 horas. A avaliacdo deste ato
comportamental € muito importante pois indica a atratividade da isca toxica granulada
utilizada. Fatores como o carregamento e a devolucédo de particulas podem indicar se
0 substrato utilizado € aceitavel para o controle. Se por alguma razdo as formigas
cortadeiras perceberem alguma anormalidade na isca carregada isso pode prejudicar
o0 processo de carregamento. No periodo total de 12 horas, todas as iscas foram
carregadas. Foi aferido o tempo médio carregamento das iscas, conforme a Figura
14.

Figura 14. Tempo médio de carregamento das iscas
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Nota-se na Figura 14, que os tratamentos "T5 e T8 (maiores diametros de
particula, foram os tratamentos que tiveram menor tempo meédio de carregamento,
isto, pode ser explicado pelo tamanho do pellet desses dois tratamentos e
apresentava maiores dimensoes, foi necessario um menor nimero de deslocamentos

para realizar o transporte dos pellets, situacdo contraria ao tempo de carregamento
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dos tratamentos T3 e T6 (menores didmetros de particula respectivamente). De forma
pratica 0 menor tamanho da particula exige um maior recrutamento de individuos da
colonia para auxiliar na atividade do transporte, o que implica em mais formigas
envolvidas nesta tarefa, o que € importante ressaltar € que o menor diametro acaba
gerando maior exposicao das formigas no processo de forrageamento, desta forma
ficando mais vulneraveis a predadores e inimigos naturais. De acordo com Stefanelli
et al. (2018) o carregamento representa um fator importante para a formulacdo de
iscas formicidas e devem ser realizadas pesquisas com outros compostos de melhor
atratividade e menor repeléncia ao inseto, para que desta forma, o controle continue

efetivo.

1.3.2 Carregamento das folhas
O carregamento das folhas foi descrito conforme a Figura 15, para cada

tratamento ao longo dos 21 dias de avaliagéo.

Figura 15 - Carregamento de folhas.

100
9
8
7
6
5
4
3
2
1
LI
1 2 3 5 7 9 11 14 17 21

Dias

(%) de Carregamento
O O O O O O o o o

o

BTl mT2 mT3 mT4 mT5 W76 mT7 mMT8

Nota-se que o carregamento das folhas diminui com o passar dos dias de
avaliacdo, esta queda da atividade de forrageamento é explicada principalmente

pela acao do inseticida.
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1.3.3 Corte das folhas.

Para avaliar o corte de folhas, foi escolhida a mesma proposta por Silva (2012).
Neste caso foi utilizada uma escala de notas que variavam de 0 até 4 conforme a
Figura 16, para analisar o corte das folhas de Acalypha sp. oferecidas para as
operarias das colbnias estudadas. As avalia¢des foram feitas aos 2, 3, 5, 7, 9, 11, 14,
17 e 21 dias (DAA - dias apds aplicagéo). A partir do material vegetal consumido era
possivel avaliar o desempenho de corte da colonia. No final do dia as folhas eram
retiradas e realizada a quantificacdo de area foliar por meio do equipamento LI-
3100C® Area meter.

Figura 16 - Escala descritiva das notas atribuidas ao corte de folhas.

ESCALA DE NOTA

Corte em porcentagem (%) 0 25 50 75 100-
Corte em area foliar (cm?) 0 17,40 34,76 52,14 69,50

Fonte: Luis Eduardo Pontes Stefanelli

O corte de folhas é um fator € muito importante de ser abordado, em se tratando
de controle de formigas cortadeiras, pois a diminui¢cdo da atividade de forrageamento
pode indicar neste caso, a presenca de algum desarranjo na colénia. A qualidade do
corte pode desta forma representar um bom indicador sobre a sanidade da colonia,

as notas dos cortes de folhas foram exemplificadas na Tabela 10.

Tabela 10 - Notas médias de corte de folhas para todos os

fratamentos.

Tratamentos Nota média de corte de folhas

T1 3,80 +0,20 a
T2 3,80+0,20 a
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T3 2,15+0,32b
T4 2,15+0,32Db
T5 2,15+0,32b
T6 1,11+0,32d
T7 0,12+0,32¢
T8 0,15+0,32¢
CV (%) 12,05

Média geral 1,92

(*) Médias seguidas por letras distintas diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (P<
0,05).

Os tratamentos que apresentaram melhores notas médias de corte de folhas
foram T1 e T2, os tratamentos contendo o ingrediente ativo sulfluramida (T3, T4 e T5)
apresentaram notas intermediarias no corte de folhas e os tratamentos contendo
indoxacarbe (T6, T7 e T8) foram anotados as piores médias no corte de folhas, isto
pode ser explicado pela diferenca dos modos de agédo de cada um dos ingredientes
ativos utilizados, o indoxacarbe de acédo rapida, acabou por reduzir a atividade do
corte de folhas, provavelmente por algum problema de sanidade da colénia, como
citado anteriormente, ja a sulfluramida um inseticida de acao lenta, proporcionou o
corte por um periodo um pouco maior, aumentando assim seus valores médios.
1.3.4 Incorporagéo

Na incorporacdo da isca granulada tdxica, que € uma etapa posterior ao
carregamento e processamento primario do material coletado, as operarias comecam
a hidratar e em seguida repicar o substrato vegetal coletado, ap0s esses atos
comportamentais as formigas cortadeiras comegam a incorporar o substrato no jardim
de fungo. Alguns aspectos sao importantes nesse processo pois como é enfatizado
por Forti et al. (1998), um inseticida com caracteristicas formicidas eficientes nao ser
perceptivel as operarias da colbdnia, pois caso contrario ndo apresentara o efeito letal
esperado. Nota-se que quando este tipo de acdo nao acontece, ocorre a reducao da
taxa de carregamento das iscas toxicas, e menor da incorporacao no jardim de fungo,
além do aumento de comportamentos como autolimpeza, liberacdo de ferdbmonios e
devolucdo do material coletado e consequentemente menor eficiéncia no controle.

Além disso, quando o material for exposto ao calor e luz do meio ambiente,

deve ser estavel por tempo suficiente para que seja carregado para a o interior das
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colénias. Alguns fatores como a elevada fotodegradacédo sofrida pelo ingrediente
ativo, pode afetar sua eficiéncia (CAMERON, 1990), e também ndo pode apresentar
alta volatilizacdo, o que acabaria em perdas recorrentes no processo de aplicacao,
além de outras caracteristicas intrinsecas do inseticida como hidrdlise e reacfes de
oxi-reducdo. Diante dessa grande importancia na incorporacao ela foi observada para
cada tratamento conforme a Figura 17.

Figura 17 - Incorporacéo dos tratamentos.

Fonte: Luis Eduardo Pontes Stefanelli

Para avaliar a incorporacao foi elaborada uma escala de notas de 1 a 4. Sendo a
nota 1, a taxa de incorporacgéo na faixa de 0-25%; nota 2, 26 -50%; nota 3, 51-75%; e
a nota 4, 76-100 %, respectivamente. A avaliacdo foi feita por meio de observacao

nas primeiras 24 horas do experimento, conforme a Tabela 11.
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Tabela 11- Notas médias de incorporacado dos tratamentos.

Tratamentos Nota media da incorporagéo(*)
T1 40a
T2 39a
T3 38a
T4 3,6a
T5 3,8a
T6 2,4 b
T7 1,8¢
T8 1,0d
CV (%) 12,24
Média geral 3,03

(*) Médias seguidas por letras distintas diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (P<
0,05).

Neste caso, T8 apresentou as piores notas de incorporacao, isto pode ser
explicado principalmente pela dose do ativo utilizada e o tamanho da particula. Um
pellet com alta toxidade foi dificil de ser processado pelas operarias, os tamanhos
menores de das iscas indoxacarbe, apresentaram problemas semelhantes, no entanto
devido a menor superficie de contato, as operarias conseguiram realizaram uma
melhor incorporacdo. T3, T4, T5, todos os tratamentos compostos por sulfluramida
apresentaram desempenhos similares, ndo importando o tamanho da particula na
incorporacao, estatisticamente nao diferiram, e tiveram a mesma incorporacéo de T1

e T2 (testemunha e testemunha + corante, respectivamente).

1.3.5 Andlise da glandula pés-faringea

Acreditava-se que as estruturas como as glandulas pdés-faringeas eram uma
exclusividade da familia Formicidae, independentemente da casta pertencente ao
inseto ou sua sexualidade (DELAGE-DARCHEN, 1976; HOLLDOBLER;
WILSON,1990; WHEELER, 1926). No entanto, recentes estudos verificaram a

presenca dessas glandulas em outras espécies da ordem Hymenoptera, onde
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algumas espécies de vespas foram categorizadas com a presenca dessas glandulas.
(STROHM et al., 2010).

No caso das formigas cortadeiras, elas possuem um par de glandulas pos-
faringeas que se localizam dorsalmente em uma regido de transicdo entre duas
estruturas: a faringe e o eséfago (CAETANO, 1998; HOLLDOBLER; WILSON, 1990).

As glandulas pos- faringeas sao de origem ecdodérmica e sdo formadas no
periodo do desenvolvimento pos-embrionario a partir da evaginacéo dorsal do epitélio
faringeal (CRUZ-LANDIM; MOTA, 1990; GAMA, 1985). Sado compostas por um par de
cachos de lobos ramificados, os quais terminam em uma estrutura sacular que se
afunila em um canal formado por quitina e termina na parte inicial do intestino anterior.
Os lobos no formato achatado se distribuem na regido frontal do cérebro. (ALMEIDA-
TOLEDO, 1967).

Em se tratando de A. sexdens rubropilosa, a espécie estudada em gquestéo, as
glandulas pés-faringeas apresentam a mesma constituicAo anatdbmica e
ultramorfolégica, nas castas reprodutivas e nas operarias, no entanto nas rainhas
essas estruturas sdo maiores (BUENO, 2005), o que faz bastante sentido,
principalmente pelo polimorfismo da col6nia. Acredita-se que as glandulas pos-
faringeas estdo envolvidas na producdo de enzimas digestivas e especializadas na
nutricdo lipidica de formigas adultas, absorvendo, armazenando, metabolizando e
mobilizando lipidios para a hemolinfa. Embora existam varios estudos tenham
avaliado a atividade toxica de substancias em formigas, apenas alguns descreveram
a morfologia das alteragbes em tecidos dos insetos causadas por esses compostos
(SUMIDA et al. 2010). Os dados morfolégicos obtidos nas pesquisas de Décio et al.
(2013), indicam a translocacao de lipidios nas glandulas pés-faringeas de A. sexdens

rubropilosa

Conhecendo todas essas caracteristicas, e sabendo da notdria importancia
dessas glandulas e sua afinidade lipidica, caracteristica essa muito importante para a
dispersdo de substancias, observou-se a quantidade de operérias coradas conforme

a Figura 18, e os dados compilados na Tabela 12.
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Figura 18 - Operéria dissecada com glandula pos-faringea corada.

Fonte: Luis Eduardo Pontes Stefanelli

Tabela 12. Valores médios (%) de glandula corada de operérias de A. sexdens
com o cortante tracador.

Tamanho da cpsula cefélica

Tratamentos Muito Pequena Média Grande
Pequena

T2 0,53 bB 0,68 aB 0,78 abA 0,80 aA
T3 0,68 aC 0,76 aB 0,83 Aab 0,86 aA
T4 0,51 bC 0,70 aB 0,74 Bab 0,78 aA
T5 0,52 bC 0,70 aB 0,74 Bab 0,78 aA
T6 0,41 cC 0,50 bB 0,61 Ca 0,64 bA
T7 0,37 cC 0,42 bcBC 0,48 Dab 0,51 cA
T8 0,24 dC 0,34 cBC 0,30 Eab 0,41 dA

CV (%) 7,76

Letras minlUsculas na coluna diferenciam cada tamanho da cabeca do inseto em funcdo dos
tratamentos, letras mailsculas na linha diferenciam cada tratamento em fungdo do tamanho de inseto,
de acordo com o teste de Tukey (p<0,05). CV: Coeficiente de Variagéo.
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Os resultados demonstram que os tratamentos T6, T7, T8, apresentaram menor
proporcao de individuos com a glandula pos-faringea tingida. Esse resultado pode ter
acontecido pelo fato de que esses trés tratamentos eram compostos pelo inseticida
indoxacarbe. A concentracdo de ativo neste caso pode ter gerado a morte dos
individuos por contato, ndo existindo muito tempo para que ocorresse a ingestao do
inseticida. O Tratamento 3, apresentou grande quantidade de individuos corados, o
qgue pode indicar que o diametro do pellet e a natureza do ativo influenciaram na
dispersdo. Notou-se que para os tratamentos T4 e T5 que as operarias também
tiveram contato consideravel com o principio ativo, uma vez que as estruturas internas
de seus corpos estavam coradas pelo corante lipossoluvel nas primeiras 72 horas.
Além disso, os tratamentos T2, T3, T4 e T5 apresentam uma semelhanca quanto a
contaminacdo das operarias, provavelmente devido ao seu comportamento
especializado realizado durante o processo de cultivo do jardim de fungos com as
iscas granuladas. Este resultado esta em conformidade com as pesquisas realizadas
por Forti et al. (2019) que identificou que o ato comportamental das operarias para o
cultivo do fungo simbionte foi o principal meio de dispersdo de uma substancia

lipossolavel.

Neste caso foi interessante notar que algumas classes de tamanho de operarias
podem ser mais importantes para o controle de colénias do que outras, porque
observou-se que nos tratamentos com IA de acédo rapida a taxa de rejeicao de isca foi
maior, sugerindo que as operarias menores foram potencialmente menos
contaminadas e nas operarias maiores o IA apresentou um caracterisca de inseticida
de contato, onde nas primeiras horas da aplicacdo os individuos ja apresentavam
sintomas como paralisagéo, tremor e lentiddo, além do aumento de comportamentos

como allogromming e selfgrooming.

Outros pesquisadores como Camargo et al. (2017), atentam que o conhecimento
sobre a dispersao de inseticidas € imprescindivel para compreender melhor as rotas
contaminacgao das operarias e desta forma ser possivel definir padrdes seletivos para

substancias quimicas com potencial inseticida.
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Os resultados demostraram que as operarias das coldnias tratadas com iscas sem
a presenca do ingrediente ativo, obtiveram valores semelhantes ao tratamento com
sulfluramida (diametro de 2,0 mm). Nesta situacéo, o inseticida comercializado se
apresenta com caracteristicas satisfatérias para a continuidade da sua utilizacdo. O
tratamento que apresentou maior quantidade de glandulas coradas nas operarias
muito pequenas e pequenas foi o tratamento sulfluramida (didametro de 1,5 mm). Isto
pode ser explicado pela hipétese de que o menor tamanho da particula, € mais
rapidamente processado e incorporado ao jardim de fungo, como nao existe a grande
necessidade de hidratar e repicar a isca em fragmentos menores, as jardineiras

podem se dedicar em atividades como a deposic¢ao de hifas no jardim.

Para as iscas contendo indoxacarbe, a concentracdo do ingrediente ativo, néo foi
muito adequada, causando a morte de muitos individuos da col6nia no primeiro e
segundo dia. Muitas formigas ndo conseguiram processar o material, apesar de ter
ocorrido o bom carregamento das iscas granuladas, a irrisoria incorporagéo contribuiu
muito para que os valores de glandulas coradas fossem baixos. Aqui levanta-se a
hipétese de que provavelmente no processo de repicagem e hidratacdo das iscas, as
operérias identificaram a substancia téxica, parando quase que imediatamente de
manipular a isca.

E outro ponto fundamental é que no processamento da isca, existe uma grande
possibilidade de que as operarias que ingeriram o corante também acabaram
ingerindo o principio ativo concomitantemente como sugerem autores como Forti et
al. (2019). Em se tratando de fluidos ingeridos, € sabido que lipidios atravessam as
estruturas como a cavidade infrabucal e as glandulas pés-faringeas, mas sao
absorvidas nas glandulas pos-faringeas (Bueno, 2005). Apos este procedimento de
captacdo de microparticulas, as substancias ingeridas acabam por serem envolvidas
nos processos digestivos segundo Forbes e McFarlane (1961), entdo muito
provavelmente o aumento da intoxicagao do inseto esta relacionada com esta e outras
glandulas .

Os dados obtidos das glandulas coradas estdo um pouco acima dos encontrados
por Forti et al. (2007), no entanto ndo se aproximam tanto dos econtrados por Echols
(1966) e Camargo et al. (2017), onde mais de 80 % das operarias amostradas

apresentavam o corante lipossolivel nas glandulas pés-faringeas, caracterizando um
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processo de ingestdo. Os resultados de Silva (2012), também apontam para a maior
porcentagem de glandulas coradas para as operarias maiores, provalvemente por
maior contato e tempo de exposi¢cdo ao substrato. A dispersdo do ingrediente aitvo
provavelmente esta relacionada com as distintas tarefas executadas pelas diferentes
castas. No entanto alguns fatores podem ter influenciado os resultados como o
periodo para a coleta das operérias de 72 horas e os ingredientes ativos utilizados.

1.3.6 Sintomas de intoxicacgéao:

Em relacdo a evolucdo dos sintomas de intoxicagdo apds as iscas granuladas
serem oferecidas, os tratamentos contento indoxacarbe ja apresentaram sintomas de
intoxicacdo nas primeiras horas do experimento, indicando que a concentracdo do
ativo estava muito elevada, principalmente para o tratamento com maior diametro de
particula. Em se tratando dos sintomas de intoxicacdo, operdrias expostas ao
indoxacarbe apresentaram: lentiddo, desorientacdo, tremor e o par de pernas
posteriores levantadas.

Os sintomas relativos a exposicdo e intoxicacdo por sulfluramida foram
acentuados no 5° dia ap6s a aplicacéo, além da lentidao e reducao no corte de folhas.

Ndo se observou algum sintoma de intoxicacdo para as operarias que
pertencentes ao grupo controle (testemunha e testemunha + corante), indicando desta
forma a polpa citrica e o corante ndo eram toxicos.

Aspectos referentes a intoxicacdo de operarias sdo representados por:
quantidade de formigas mortas (especialmente na area contendo a esponja fungica),
formigas mortas no alimentador (arena de forrageamento) e formigas mortas no
recipiente de descarte de residuos (camara de lixo). Além disso o0 aumento da

intoxicacdo, ocasiona o crescimento de fungos contaminantes.

1.3.7 Fungos Contaminantes:

E muito importante avaliar o crescimento de fungos contaminantes no jardim
de fungo da colbnia, pois a presenca de alguns desses fungos pode indicar a falta de
sanidade da col6nia. Na Figura 19 € apresentada a evolugédo do crescimento destes
fungos por todo periodo de 21 de avaliagéo para cada tratamento. O desempenho do
seu crescimento foi quantificado numa escala de notas de O até 4, onde O representa

a auséncia de crescimento e 4 o maior crescimento.
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Figura 19. Crescimento de fungos contaminantes
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Na Figura 19, é possivel notar a evolucdo do crescimento do fungo
contaminante para os cinco tratamentos. Percebe-se que o Tratamento 4, assim como
a testemunha ndo apresentou o surgimento deste tipo de fungo, provavelmente isto é

explicado pela baixa concentracdo do ingrediente ativo indoxacarbe.

1.3.8 Mortalidade de formigas

Os tratamentos sem ingredientes ativos (grupo controle) ndo apresentaram
mortalidade significativa de operarias durante os 21 dias de avaliagdo do experimento.
Os tratamentos com pellets contendo indoxacarbe e sulfluramida mataram todas as
colénias no periodo final de 21 dias de avaliacao.

Os dados gerais dos tratamentos sao descritos na Tabela 13.

Tabela 13 — Dados gerais das colbnias de Atta sexdens apds os 21 dias.

Estado das colbnias

. . Crescimento A
Tratamentos  |ntoxicacéo Formigas Coldnia

;. do fungo
das operéarias mortas . morta
contaminante

T1 N&ao ocorreu Morte natural N&o ocorreu N&o ocorreu

T2 N&ao ocorreu Morte natural N&ao ocorreu N&o ocoreu



Ocorreu a Em todas as Ocorreu a Colonia
T3 partir do 3° N partir do 5°
DDA camaras DDA* morta
Ocorreu a Ocorreu a .
T4 partir do 3° EmAtodas as partir do 5° Colonia
DDA camaras DDA* morta
Ocorreu a Ocorreu a .
. Em i [6n
T5 partir do 3° Atodas as partir do 7° Colonia
DDA camaras DDA* morta
Ocorreu em Em todas Ocqrreu a Colbnia
T6 . A partir do 3°
até 24 h as camaras DDA morta
T7 Ocorreu em Emtodasas  ©correu ao Colénia
até 24 h camaras par[t)lE)dAz 3 morta
Ocorreu a .
T8 Ocorreu em EmAtodas as partir do 3° Colbnia
até 24 h camaras DDA* morta
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DAA: dias ap6s aplicacao.

Observou-se nestas situagfes que o didmetro da isca ndo influenciou na
mortalidade final das col6nias, apenas na quantidade de individuos que apresentaram
a presenca da glandula pos-faringea corada. Para os tratamentos com ingrediente
ativo sulfluramida a morte das colonias ocorreu entre 0 14° e 17° dia de avaliagao para
os tratamentos T3, T4 e T5. Para o ingrediente ativo indoxacarbe a mortalidade

ocorreu no 7° dia da avaliagao para os tratamentos T6, T7 e T8.
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A partir destes estudos percebe-se que O diametro da particula interfere na
incorporacdo e contaminacdo das operarias de A. sexdens, contribuindo para a
dispersdo de uma substancia lipossoltvel ou um ingrediente ativo, neste caso a partir
dos resultados obtidos, dentre os diametros estudos, a recomendacao seria utilizar o
pellet com menor diametro (1,5 mm) pois fatores como o maior recrutamento de
individuos da col6nia, indica que mais formigas estardo envolvidas nesta tarefa, além
de ocasionar maior disperséo do ingrediente ativo, e a excelente vantagem de ter uma
isca pelletizada com menores dimensdes mas sem perder a eficiéncia, pois apesar do
tamanho da particula ser mais diminuto, a concentracdo de ativo continua a mesma,
uma das desvantagens seria a possivel perdas por deriva em decorréncia das
particulas serem muito leves e a facilidade de serem dispersas no ambiente.

A vantagem da isca com maior didmetro seria principalmente utilizar uma
guantidade de pellets menor por area de formigueiro. Uma desvantagem da isca com
maior didmetro € a menor contaminacdo dos individuos. Notou-se com este estudo
gue a ingestdo dos ingredientes ativos € dependente da toxicidade, diametro de
particula utilizada e tamanho da formiga. O indoxacarbe provoca grande toxicidade as

operarias de A. sexdens , principalmente em concentracfes iguais a 0,15%.

1.4 CONCLUSAO
A partir deste estudo foi possivel concluir que sulfluramida e indoxacarbe
apresentam diferentes distribuicdo na colénia em termos de contaminacdo; as
dimensbes da isca interferem na contaminacdo das operarias das diferentes
castas. E por fim, ndo existiu diferenca significativa do tamanho da isca e
mortalidade final da colonia, além das iscas contendo indoxacarbe se
apresentaram como candidatas potenciais para o controle de formigas

cortadeiras.
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CAPITULO 2: APLICACAO DE ISCAS GRANULADAS COM MENORES
CONCENTRACOES DE INDOXACARBE PARA AVALIAR SUA POTENCIALIDADE
NO CONTROLE DE FORMIGAS CORTADEIRAS

RESUMO
Este estudo buscou obter uma concentracdo ideal do inseticida indoxacarbe para o
controle de formigas cortadeiras da espécie Atta sexdens rubropilosa, a partir das
diferentes concentracdes utilizadas na confeccéo das iscas toxicas granuladas. Neste
caso também estudar um pouco mais sobre a contaminacdo das operarias de
formigas cortadeiras com este ingrediente ativo de acdo rapida. A hipotese abordada
tentar ajustar uma concentracdo que seja altamente recomendada para o controle
destes insetos. Para analisar a contaminacdo das operéarias foi adicionado na
formulacdo, um corante tracador lipossolavel (Sudam lll, 5%), afim de avaliar a
proporcao de operérias coradas de acordo com a capsula cefalica, e suas estruturas
morfologicas internas coradas, neste estudo a estrutura analisada foi a glandula da
pés-faringe. As iscas formicidas foram fornecidas para colonias da espécie Atta
sexdens rubropilosa (com volume aproximado de 1L de esponja flungica) em
condi¢bes de laboratorio. Foram utilizados cinco tratamentos: controle (2,0 mm);
controle + corante (2,0mm); sulfluramida [0,30%] (2,0 mm) e indoxacarbe [0,025%;
0,05% e 0,10%]. Os tratamentos foram divididos em trés grupos: i) controle; ii)
sulfluramida [0,3%], (padrdo) e iii) indoxacarbe (diferentes concentracfes). As iscas
granuladas foram aplicadas na dose de 1,5 g /colonia. Para cada grupo de tratamento
avaliado foram retiradas 200 operarias das col6nias para dissecacado e observagao a
partir do corante. As concentracdes de indoxacarbe inferiores a 0,10% nao geraram

controle efetivo de formigas cortadeiras em condi¢cfes de laboratorio.

Palavras-chave: isca toxica. indoxacarbe. sulfluramida.
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CHAPTER 2: APPLICATION OF GRANULATED ISCAS WITH MINOR
INDOXACARBE CONCENTRATIONS TO EVALUATE ITS POTENTIALITY IN THE
CONTROL OF LEAF CUTTING ANTS

ABSTRACT
This study aims to obtain an ideal concentration of the indoxacarb insecticide for the
control of cutter ants of the species Atta sexdens rubropilosa, from the different
concentrations used in the manufacture of granulated toxic baits. In this case also to
study a little more about the contamination of the workers of leaf-cutting ants with this
active ingredient of fast action. The hypothesis addressed attempts to adjust a
concentration that is highly recommended for the control of these insects. A liposoluble
tracer dye (Sudam Ill, 5%) added to the formulation in order to evaluate the proportion
of workers stained according to the cephalic capsule and their internal morphological
structures stained, in this study the analyzed structure was the post-pharyngeal gland.
Formicidal baits supplied to colonies of the species Atta sexdens rubropilosa (with an
approximate volume of 1L of fungal sponge) under laboratory conditions. Five
treatments were used: control (2.0 mm); control + dye (2.0mm); sulfluramide [0.30%]
(2.0 mm) and indoxacarbe [0.025%; 0.05% and 0.10%]. The treatments divided into
three groups: i) control; ii) sulfluramide [0.3%)], (standard) and iii) indoxacarb (different
concentrations). The granulated baits applied at a dose of 1.5 g / colony. For each
treatment group evaluated, 200 workers removed from the colonies for dissection and
observation from the dye. The concentrations of indoxacarb of less than 0.10% did not

generate effective control of leaf-cutting ants under laboratory conditions.

Keywords: toxic bait. indoxacarb. sulfluramid.
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2.1 INTRODUCAO

As formigas cortadeiras sdo pragas de muita importancia no reflorestamento
brasileiro (ANJOS et al, 1993), os géneros Atta spp. € Acromyrmex Spp. causam
intensa desfolha de espécies florestais nativas ou exéticas, podendo ocasionar
grandes perdas econdmicas. A dificuldade no controle das formigas cortadeiras pode
afetar drasticamente a produtividade e rentabilidade florestal, gerando grandes perdas
econOmicas, em vista de que as formigas do género Atta, conhecidas popularmente
como “sauvas” e as pertencentes ao género Acromyrmex as “quenquéns” apresentam
grande distribuicdo no territério brasileiro.

Sao reconhecidas por carregarem materiais vegetais para as camaras
internas de seus ninhos, que servem de substrato para o desenvolvimento do fungo
simbionte do qual retiram seu alimento e que representa fonte primaria de energia
para os individuos da col6nia (DELLA LUCIA, 2011; BRITTO et al., 2016).

Devido a essa caracteristica & necessario realizar o monitoramento e controle
destes insetos, que apesar de também desempenharem funcdes benéficas nos
ecossistemas como a ciclagem de nutrientes, aeracdo do solo e conservagao da
biodiversidade, podem causam intensas desfolhas nos cultivos agricolas e florestais.
Diante do ataque das formigas cortadeiras, € necessario a adocdo de algumas
estratégias, técnicas especificas e métodos de controle adequados para que as
densidades populacionais destes insetos permanecam em niveis populacionais onde

nao ocorram grandes perdas econdmicas.

As iscas toxicas granuladas sdo o método de controle mais empregado e
difundido para formigas cortadeiras devido a sua grande eficacia, baixo risco de
contaminacdo ao aplicador, facilidade de aplicacdo e economicamente viavel, visto
gque poucas gramas de isca sdo capazes de realizar o controle do formigueiro, além
de nado exigir uma mao de obra extremamente treinada para realizar a operacao de
controle.

As iscas toxicas sao aplicadas diretamente no solo préximas as areas de
forrageamento e olheiros dos ninhos, para serem transportadas e distribuidas dentro

da colbnia, que representa um superorganismo, contaminando as operarias da colénia
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por contato e ingestdo do ingrediente ativo (LARANJEIRO & ZANUNCIO, 1995;
GRANDA et al., 2016).

Considerando a importancia das formigas cortadeiras como pragas,
principalmente do setor florestal, o conhecimento sobre o processo pelo qual a
disperséo do ingrediente ativo (IA) ocorre dentro das coldnias é fundamental.

O desenvolvimento da isca formicida ideal deve preencher alguns requisitos
como: 0s principios ativos devem ser letais concentracdes baixas e ndo exterminar
rapidamente as formigas em elevadas concentracdes, para que desta forma exista um
tempo para a disseminacao do produto; ser um inseticida que atue por ingestdo, com
acao lenta, com pouca ou nenhuma acao de contato; nao ser repelente; facilmente
difundido pelas operérias; rapida degradacdo e baixa de baixa toxidade para
vertebrados e ambientalmente aceito (NAGAMOTO et al.,1998), além de paralisar a

atividade do corte em um periodo posterior a aplicacéo.

Atualmente a sulfluramida preenche todos esses requisitos, no entanto
recentemente, o FSC (Forest Stewardship Council — Conselho de Manejo Florestal)
publicou uma lista considerando quais s@o0 esses pesticidas classificados como
“altamente perigosos”, considerando seus riscos ao ambiente e a saude humana.
Nessa Ultima lista estavam inclusos deltametrina, fipronil e sulfluramida como
Poluentes Orgéanicos Persistentes (POP), (FSC, 2017) sendo a sulfluramida o
ingrediente ativo mais aplicado e difundido no controle de formigas cortadeiras pelos
produtores e empresas florestais.

Diante deste cenario, onde o FSC representa um selo de certificacdo mundial,
as industrias e centros de pesquisa ja estdo se mobilizando pela busca por alternativas
no controle de formigas cortadeiras, no entanto encontrar novos inseticidas sintéticos
menos téxicos ndo € uma tarefa facil, em alguns casos a molécula pode nado ser
adequada ao tipo de formulacéo utilizada, entre outros fatores. Além de que esse tipo
de pesquisa € dispendioso em termos de recursos humanos e financeiros.

Considerando toda essa problematica envolvendo o controle quimico, a
prospeccédo de novos ingredientes ativos, é fundamental para que exista uma menor
dependéncia da sulfluramida, desta forma este estudo visa a formulacéo de iscas

toxicas granuladas a base de indoxacarbe com diferentes concentra¢des avaliando



71

sua potencialidade de acdo no combate de formigas cortadeiras, representando assim

uma nova alternativa no atual método de controle utilizado.

2.2 MATERIAIS E METODOS

As colbnias usadas neste experimento foram coletadas em na cidade de
Botucatu e armazenadas no Laboratorio de Insetos Sociais-Praga (LISP), integrante
do Departamento de Producéo Vegetal (DPV) da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas
(FCA) - UNESP, Campus Botucatu-SP.

Para as observacoes, 25 colonias com volume aproximado de 1000 mL de
esponja fungica foram utilizadas. As coldnias estudadas foram armazenadas em
recipientes cilindricos de plastico transparente e mantidas a uma temperatura (T °C)
de 22 + 2 °C e umidade relativa (UR%) em torno de 70 + 10%.

Para manutencdo da umidade do jardim de fungo, 0s recipientes de
armazenamento continham uma camada de 1,0 cm de gesso na sua base inferior; foi
necessario furar dois lados opostos dos recipientes (diametro do furo = 1,8 cm) para
realizar as conexdes com os compartimentos referentes a arena de forrageamento e
descarte de residuos. Esses dois compartimentos, eram compostos por recipientes
plasticos de 250 mL e foram conectados a col6nia utilizando um tubo pléstico
(comprimento total = 30 cm)

E importante neste caso que existam recipientes distintos para fornecimento do
substrato (folha ou isca) e residuos (formigas mortas, substratos contaminados e etc).
Como substrato vegetal para manutencéo da esponja fingica, utilizou-se Acalypha sp.

Para as avaliacOes, as castas das formigas foram definidas de acordo com
aguela proposta em Wilson, (1980), onde os individuos séo classificados de acordo
com o tamanho da cépsula encefalica. As jardineiras, que continham largura de
cabeca entre 0,8 e 1,2 mm e as generalistas que apresentavam largura de cabeca
entre 1,3 e 1,6 mm. Esses dois tamanhos de capsula encefalica foram categorizados
como pequenas e médias respectivamente.

O sistema de observagcdo seguiu como uma proposta adaptada de
escaneamento descrito por Martin & Bateson, (1986), em que um grupo de individuos
€ analisado rapidamente e o comportamento de cada um deles é registrado. As

observacdes foram realizadas em intervalos regulares de vinte minutos.
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Os comportamentos realizados pelas operarias durante o crescimento da
espoja fungica foram categorizados como: Onde: (C1) transporte do pellet para o
jardim de fungo; (C2) segurar o pellet; (C3) lamber o pellet; (C4) repicar o pellet em
fragmentos menores; (C5) incorporacao no jardim de fungo; (C6) deposicao de hifas
sobre fragmentos incorporados. Esses comportamentos foram quantificados pela
frequéncia das operarias envolvidas em cada um deles.

Para verificacdo da normalidade dos dados foi realizada uma analise estatistica
de Shapiro-Wilk, teste W, foi conduzida de forma preliminar. Como a analise néo
identificou uma normalidade, os dados comportamentais foram submetidos a um teste
ndo parameétrico — neste caso foi aplicado um teste de Kruskal-Wallis - e, se o indice
de significancia fosse alcancado, cada grupo seria comparado pelo pos-teste de

Student-Newman-Keuls, com 5% de significancia.

2.2.1 Preparagdos das iscas

As iscas foram formuladas de acordo com a metodologia de Boaretto (2000).
O substrato atrativo foi o pé de polpa citrica e 0Oleo refinado de soja foram utilizados
para a obtencdo de uma matriz de caracteristicas semelhantes a comercial, seguindo
a premissa quanto a composicao e a forma peletizada, neste caso a formulacéo da
isca deveria ter um aspecto muito proximo da qualidade industrial. A polpa citrica foi
seca em forno a 50 ° C por um periodo de 24 h, depois moida, colocada em peneira
de malha fina. As iscas foram preparadas seguindo os procedimentos de pesagem
dos materiais, mistura manual até a homogeneizacéo, em propor¢des semelhantes as
iscas comerciais de toxicas. Foram feitas iscas com corante e sem ingrediente ativo
além do tratamento controle que foi representado pela auséncia de corante e
ingrediente ativo.

Sendo o controle composto por: 80% de polpa citrica em po6; 15% de
carboximetilcelulose (CMC) e 5% de oOleo de soja. O grupo controle mais adicao do
corante tragador: 75% de polpa citrica em pé; 15% de CMC; 5% do Sudam Il (Sigma
Aldrich); e 5% de O6leo de soja, este tratamento foi realizado para verificar se a
presenca do corante poderia de alguma forma interferir na mortalidade dos insetos.
As Ultimas formulacdes das iscas foram utilizando: 74,7% de polpa citrica em p6; 15
% de CMC; 5 % de 6leo de soja; 5% do Sudam Il (Sigma Aldrich); e 0,3% de n-etil-
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perfluoro-octana-sulfonamida (ingrediente ativo - 1A), e finalmente a fomulacéo para o
indoxacarbe que era composta por: 0,10 % 0; 0,05% e 0,025 % de IA. Para facilitar
homogenizacéo foi adicionada agua destilada até o na mistura, deixando material
com consisténcia pastosa, para ser possivel utilizar o picador de carne.

Depois que todos esses ingredientes foram misturados, a solucao pastosa foi
colocada em um picador de carne modelo CAF 5 INOX, com as seguintes
caracteristicas técnicas: motor (1/4 cv) e dimensdes: 370 mm de comprimento, 220
mm de largura e 245 mm de altura. Foi utilizado um disco com a furacao de 2,0 mm.

Apds o material passar pelo disco (anel), essa matriz sofreu uma secagem
pelo peridodo de 24 horas, posteriormente os pellets foram cortados em iscas de
aproximadamente 0,3 cm de comprimento. Apos as iscas ficarem secas os diametros
correspondentes a cada tratamento ficaram com as seguintes medidas:
T1--1,74+£0,12 mm,;

T2--1,79 £ 0,15 mm;
T3-1,80+ 0,19 mm.
T4 --1,75+ 0,21 mm
T5--1,76 £ 0,24 mm,

2.2.2 Delineamento experimental

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, constituido por oito
tratamentos com cinco colénias da espécie Atta sexdens rubropilosa onde cada
colbnia representava uma repeti¢cdo. Estas colonias tinham aproximadamente 1000
mL de cultura fangica, e houve uma provisao de 1,5 g de isca para cada tratamento
no dia da aplicacdo, As iscas foram ofertadas no recipiente referente ao alimentador
(arena de forrageamento) somente no 1° dia do experimento e os tratamentos foram
definidos conforme disciriminados na Tabela 1.

Tabela 1 - Tratamentos e formulagdes utilizadas.

Tratamentos Formulacédo utilizada

Tratamento 1 (T1) Isca sem toxico + corante + Polpa Citrica + corante

Tratamento 2 (T2) Isca 0,10% indoxacarbe + corante + Polpa Citrica
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Tratamento 3 (T3) Isca 0,05% indoxacarbe + corante + Polpa Citrica
Tratamento 4 (T4) Isca 0,025% indoxacarbe + corante + Polpa Citrica
Tratamento 5 (T5) Isca 0,30 % sulfluramida + corante + Polpa Citrica

Foram realizadas avaliacdes aos 2, 3, 5, 7, 9, 11, 14, 17 e 21 dias (DAA -dias
apos aplicacdo), para mensurar o desempenho de cada tratamento, avaliando os
seguintes parametros: taxa de carregamento, taxa de incorporagdo das iscas no
jardim de fungos, corte de folhas, sintomas de intoxicacédo e finalmente mortalidade.

Os principais comportamentos realizados pelas operérias de Atta sexdens
rubropilosa foram categorizados e, em seguida, as frequéncias de ocorréncia desses
atos comportamentais e suas porcentagens foram calculadas. Esses célculos foram
também feitos em concordancia com a categoria de tamanho das operarias que
realizaram os comportamentos.

Onde: (C1) transporte do pellet para o jardim de fungo; (C2) segurar o pellet;
(C3) lamber o pellet; (C4) repicar o pellet em fragmentos menores; (C5) incorporacéo

no jardim de fungo; (C6) deposicdo de hifas sobre fragmentos incorporados.

2.2.3 Andlise da glandula pés-faringea
Nesta andlise seguiu-se a mesma proposta adotada no Capitulo |, para a
realizacdo desta etapa do experimento, foram utilizados os 5 tratamentos. Todos 0s
tratamentos continham o corante tracador (Sudam Ill), e a expectativa era encontrar
essa substancia depois do processo de dissecacdo. Apos 72 horas da aplicagdo dos
pellets, as colbnias foram abertas e 50 operarias de cada col6nia foram coletadas,
totalizando 250 operarias (5 repeticdes para cada tratamento).
As cabecas das operarias foram dissecadas com tesoura, pinga e forceps
entomoldgicos em soro fisiolégico sob um microscopio estereoscopico. As operarias
foram categorizadas de acordo com a presenca ou auséncia de uma glandula pos-

faringea corada.
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2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O comportamento mais frequentemente observado para o Tratamento 1, foi o
de lamber a superficie do pellet, que representou 38,39% de todos o0s
comportamentos executados, seguidos de segurar o pellet com o valor de 29,65%;
repicar o pellet, 18,04 %; incorporacao, 6,4%; transporte, 5,18% deposicao de hifas,
2,34%, conforme a Figura 1.

Figura 1. Atos comportamentais T1 (%).
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Da mesma forma que o experimento anterior o comportamento mais observado
foi de lamber a superficie do pellet.

Um teste de Kruskal-Wallis foi realizado para verificar se houve diferenca de
frequéncia entre os seis atos comportamentais estudados. O teste nao paramétrico
de Kruskal-Wallis rejeitou a hipotese de que todos os comportamentos teriam a
mesma distribuicdo, houve, portanto, diferenca estatistica significativa entre os atos
comportamentais realizados pelas operarias pequenas (Kruskal-Wallis, H = 28,6441,
GL =7, (p) = 0,05). Os comportamentos como: lamber os pellets, incorporar os pellets
e deposicao de hifas diferiram estatisticamente (Tabela 2). E para o grupo de operarias
médias, houve diferenca estatistica significativa entre os atos comportamentais
realizados pelas operarias (Kruskal-Wallis, H = 36,1277, Graus de liberdade = 7, (p) =
0,05), os comportamentos transporte e segurar o pellet diferiram estatisticamente

segurar o pellet, aléem lamber os pellets, repicar os pellets e incorporacéo (Tabela 2).
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Tabela 2 - - Comparacao pareada de atos comportamentais realizados por
pequenas e meédias operérias de A. sexdens -T1
C1 C2 C3 C4 C5 C6

Comportamentos P M P M P M P M P M P M

C1 - -

C2 ns * - -

C3 ns ns * * - .

C4 ns ns ns* * ns - -

C5 ns ns ns ns * nNns ns ns - -

C6 nNs ns ns ns * NS ns nsns ns - -

(P) operérias pequenas; (M) operarias médias; (C1) transporte do pellet para o jardim de fungo; (C2)
segurar o pellet; (C3) lamber o pellet; (C4) repicar o pellet em fragmentos menores; (C5) incorporac¢éo
no jardim de fungo; (C6) deposicao de hifas sobre fragmentos incorporados.

(*) significativo a 5%; (ns) néo significativo.

O comportamento mais frequentemente observado para o Tratamento 2, foi 0
de lamber a superficie do pellet, que representou 35,52% de todos o0s
comportamentos executados, seguidos de segurar o pellet com o valor de 26,43%;
repicar o pellet, 22,06 %; incorporacao, 5,80%; transporte, 7,15% deposicao de hifas,
3,04%, conforme a Figura 2. Notou-se ainda, neste tratamento, que a presenca do
corante tracador na formulacédo do substrato, ndo interferiu nas etapas de transporte
e processamento do pellet, ndo causando efeitos antagdnicos para as operarias deste

tratamento.
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Figura 2. Atos comportamentais T2 (%).
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Novamente o ato de lamber o pellet ocupou posicdo de destaque nos
comportamentos exibidos, o ato de lamber substratos € extremamente importante,
como explica Andrade et al. (2002), pois € a partir deste tipo de comportamento que
as operarias podem estar se alimentando, além do processo de microrganismos
indesejaveis.

Um teste de Kruskal-Wallis foi realizado para verificar se houve diferenca de
frequéncia entre os seis atos comportamentais estudados. O teste ndo paramétrico
de Kruskal-Wallis rejeitou a hipotese de que todos os comportamentos teriam a
mesma distribuicdo, houve, portanto, diferenca estatistica significativa entre os atos
comportamentais realizados pelas operarias pequenas (Kruskal-Wallis, H = 66,3175,
GL =7, (p) = 0,05). Os comportamentos como: lamber os pellets, segurar os pellets,
incorporar os pellets e deposicdo de hifas diferiram estatisticamente (Tabela 3). E para
0 grupo de operarias médias, houve diferenca estatistica significativa entre os atos
comportamentais realizados pelas operarias (Kruskal-Wallis, H = 74,2391, Graus de
liberdade = 7, (p) = 0,05), analisando os comportamentos de transporte, segurar o
pellet, lamber os pellets, e repicar os pellets (Tabela 3).

Tabela 3 - Comparacao pareada de atos comportamentais realizados por
pequenas e médias operarias de A. sexdens -T2.

C1 C2 C3 C4 C5 C6

Comportamentos P M P M P M P M P M P M
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C1 - -

Cc2 ns * - -

C3 ns * * * - -

C4 ns ns ns* * ns - -

C5 ns nsns ns * ns ns ns - -

C6 ns NS ns ns * nNns nNns nsns ns - -

(P) operarias pequenas; (M) operarias médias; (C1) transporte do pellet para o jardim de fungo; (C2)
segurar o pellet; (C3) lamber o pellet; (C4) repicar o pellet em fragmentos menores; (C5) incorporagéo
no jardim de fungo; (C6) deposicao de hifas sobre fragmentos incorporados.

(*) significativo a 5%; (ns) néo significativo.

O comportamento mais frequentemente observado para o Tratamento 3, foi o
de lamber a superficie do pellet, que representou 37,12% de todos o0s
comportamentos executados, seguidos de segurar o pellet com o valor de 30,42%;
repicar o pellet, 13,05 %; incorporacao, 8,66%; transporte, 7,21 % deposicéo de hifas,
3,54%, conforme a Figura 3.

Figura 3. Atos comportamentais T3 (%)
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No tratamento 3, foi observada uma boa incorporacédo do substrato (pellet),
além do destaque novamente para o ato comportamental de lamber a superficie do
pellet.

Um teste de Kruskal-Wallis foi realizado para verificar se houve diferenca de
frequéncia entre os seis atos comportamentais estudados. O teste ndo parameétrico
de Kruskal-Wallis rejeitou a hipotese de que todos os comportamentos teriam a
mesma distribuicdo, houve, portanto, diferenca estatistica significativa entre os atos
comportamentais realizados pelas operarias pequenas (Kruskal-Wallis, H = 43,3174,
GL =7, (p) = 0,05). Os comportamentos como: lamber os pellets, incorporar pellets e
deposicao de hifas diferiram estatisticamente (Tabela 4). E para o grupo de operarias
meédias, houve diferenca estatistica significativa entre os atos comportamentais
realizados pelas operarias (Kruskal-Wallis, H = 75,5611, GL = 7, (p) = 0,05),
analisando os comportamentos de transporte, segurar o pellet, lamber os pellets, e
repicar os pellets (Tabela 4).

Tabela 4 - Comparacao pareada de atos comportamentais realizados por
pequenas e médias operarias de A. sexdens —T3.
Ci1 C2 C3 C4 C5 C6

Comportamentos P M P M P M P M P M P M

C1 - -

C2 ns * - -

C3 ns ns * ns - -

C4 ns ns ns* * ns - -

C5 ns nsns * * ns ns ns - -

C6 ns ns ns * ns* ns nsns ns - -

(S) operarias pequenas; (M) operarias médias; (C1) transporte do pellet para o jardim de fungo; (C2)
segurar o pellet; (C3) lamber o pellet; (C4) repicar o pellet em fragmentos menores; (C5) incorporacdo
no jardim de fungo; (C6) deposicdo de hifas sobre fragmentos incorporados.

(*) significativo a 5%; (ns) ndo significativo.
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O comportamento mais frequentemente observado para o Tratamento 4, foi 0
de lamber a superficie do pellet, que representou 35,91% de todos os
comportamentos executados, seguidos de segurar o pellet com o valor de 29,33%;
repicar o pellet, 20,45 %; incorporacao, 5,20%; transporte, 5,20% deposicao de hifas,
2,91%, conforme a Figura 4.

Figura 4. Atos comportamentais T4 (%).
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Um teste de Kruskal-Wallis foi realizado para verificar se houve diferenca de
frequéncia entre os seis atos comportamentais estudados. O teste ndo paramétrico
de Kruskal-Wallis rejeitou a hipotese de que todos os comportamentos teriam a
mesma distribuicdo, houve, portanto, diferenca estatistica significativa entre os atos
comportamentais realizados pelas operarias pequenas (Kruskal-Wallis, H = 63,3331,
GL =7, (p) = 0,05). Os comportamentos como: lamber os pellets, incorporar pellets e
deposicao de hifas diferiram estatisticamente (Tabela 5). E para o grupo de operarias
meédias, houve diferenca estatistica significativa entre os atos comportamentais
realizados pelas operarias (Kruskal-Wallis, H = 55,9213, GL = 7, (p) = 0,05),
analisando os comportamentos de transporte, segurar o pellet, lamber os pellets, e
repicar os pellets (Tabela 5).

Tabela 5 - Comparacao pareada de atos comportamentais realizados por
pequenas e médias operarias de A. sexdens -T4.

C1 C2 C3 C4 C5 Co6
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Comportamentos P M P M P M P M P M P M

C1 - -

Cc2 ns * - -

C3 ns ns * * - -

C4 ns ns nsns * * - -

C5 ns nsns ns * * ns ns - -

C6 ns ns ns ns * ns nSs nsns ns - -

(P) operarias pequenas; (M) operarias médias; (C1) transporte do pellet para o jardim de fungo; (C2)
segurar o pellet; (C3) lamber o pellet; (C4) repicar o pellet em fragmentos menores; (C5) incorporacdo
no jardim de fungo; (C6) deposicéo de hifas sobre fragmentos incorporados.

(*) significativo a 5%; (ns) ndo significativo.

O comportamento mais frequentemente observado para o Tratamento 5, foi o
de lamber a superficie do pellet, que representou 33,91% de todos os
comportamentos executados, seguidos de segurar o pellet com o valor de 31,53%;
repicar o pellet, 19,45 %; incorporacao, 6,30%; transporte, 5,10% deposicao de hifas,
2,71%, conforme a Figura 5.

Figura 5. Atos comportamentais exibidos T5 (%).
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Um teste de Kruskal-Wallis foi realizado para verificar se houve diferenca de
frequéncia entre os seis atos comportamentais estudados. O teste ndo paramétrico
de Kruskal-Wallis rejeitou a hipotese de que todos os comportamentos teriam a
mesma distribuicdo, houve, portanto, diferenca estatistica significativa entre os atos
comportamentais realizados pelas operarias pequenas (Kruskal-Wallis, H = 74,2391,
GL =7, (p) = 0,05). Os comportamentos como: lamber os pellets, incorporar pellets e
deposicao de hifas diferiram estatisticamente (Tabela 6). E para o grupo de operarias
meédias, houve diferenca estatistica significativa entre os atos comportamentais
realizados pelas operarias (Kruskal-Wallis, H = 81,3411, GL = 7, (p) = 0,05),
analisando os comportamentos de transporte, segurar o pellet, lamber os pellets, e
repicar os pellets (Tabela 6).

Tabela 6 -- Comparacéao pareada de atos comportamentais realizados por
pequenas e meédias operérias de A. sexdens —T5.
C1 C2 C3 C4 C5 C6

Comportamentos P M P M P M P M P M P M

Ci1 - -

Cc2 ns * - -

C3 ns ns * * - .

C4 ns ns nsns * * - -

C5 ns nsns ns * * ns ns - -

C6 ns ns nNs ns * NS ns nsns ns - -

(P) operérias pequenas; (M) operarias médias; (C1) transporte do pellet para o jardim de fungo; (C2)
segurar o pellet; (C3) lamber o pellet; (C4) repicar o pellet em fragmentos menores; (C5) incorporagéo
no jardim de fungo; (C6) deposicdo de hifas sobre fragmentos incorporados.
(*) significativo a 5%; (ns) ndo significativo.

Notou-se grande similaridade nos valores encontrados para os diferentes
tratamentos; comportamentos com lamber o pellet e segurar o substrato foram os mais

frequentes e o tratamento T3 apresentou os maiores valores de incorporagao.
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2.3.1 Carregamento das iscas

Nesta avaliagéo foi avaliada a taxa de carregamento das iscas, 0 cronograma
de observacdo durou um periodo total de 12 horas. A avaliacdo deste ato
comportamental € muito importante pois indica a atratividade da isca toxica granulada
utilizada. Fatores como o carregamento e a devolugéo de particulas podem indicar se
0 substrato utilizado € aceitavel para o controle. Se por alguma razédo as formigas
cortadeiras perceberem alguma anormalidade na isca carregada isso pode prejudicar
0 processo de carregamento. De acordo com Stefanelli (et al. 2018) o carregamento
representa um fator importante para a formulagéo de iscas formicidas e devem ser
realizadas pesquisas com outros compostos de melhor atratividade e menor
repeléncia ao inseto, para que desta forma, o controle continue efetivo. No periodo
total de 12 horas, todas as iscas foram carregadas e ndo houve devolucdo nas
primeiras 24 horas. Na Figura 6, € demonstrado o tempo médio de carregamento para
cada tratamento.

Figura 6. Tempo médio de carregamento das iscas.
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2.3.2 Carregamento das folhas
O carregamento das folhas foi descrito conforme a Figura 7, para cada tratamento ao
longo dos 21 dias de avaliagéo.
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Figura 7. Carregamento das folhas.
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Nota-se que o carregamento das folhas diminui com o passar dos dias de
avaliacao, para os tratamentos principalmente para T3 e T5, esta queda da atividade
de forrageamento é explicada principalmente pela acédo do inseticida.

2.3.3 Corte das folhas.

Para avaliar o corte de folhas, foi escolhida a mesma proposta por Silva (2012).
Neste caso foi utilizada uma escala de notas que variavam de 0 até 4 conforme a
Figura ,8 para analisar o corte das folhas de Acalypha sp. oferecidas para as operarias
das colbnias estudadas. As avaliagbes foram feitas aos 2, 3, 5, 7, 9, 11, 14, 17 e 21
dias (DAA - dias ap6s aplicacao). A partir do material vegetal consumido era possivel
avaliar o desempenho de corte da colénia. No final do dia as folhas eram retiradas e
realizada a quantificacdo de area foliar por meio do equipamento LI-3100C® Area

meter.
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Figura 8 - Escala descritiva das notas atribuidas ao corte de folhas.

ESCALA DE NOTA
0 1 2 3 4

Corte em porcentagem (%) 0 25 50 75 100-
Corte em drea foliar (cm?) 0 17,40 3476 52,14 69,50

Fonte: Luis Eduardo Pontes Stefanelli

O corte de folhas é um fator € muito importante de ser abordado, em se tratando
de controle de formigas cortadeiras, pois a diminuicdo da atividade de forrageamento
pode indicar neste caso, a presenca de algum desarranjo na colénia. A qualidade do
corte pode desta forma representar um bom indicador sobre a sanidade da colbnia,

as notas dos cortes de folhas foram exemplificadas na Tabela 7.

Tabela 7 - Notas médias do corte de folhas.

Tratamentos Nota média do corte de folhas (*)
T1 3,80 +0,15a

T2 2,25+£0,20b

T3 2,80+£0,30b

T4 3,40+0,30a

T5 2,60+£0,20b

CV (%) 13,08

Média geral 2,97

(*) Médias seguidas por letras distintas diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey
(P<0,05).

Notou-se que T1 e T4, ndo diferiram estatisticamente, isto sugere que a baixa

concentracdo do ingrediente ativo indoxacarbe, ndo prejudicou as atividades das



86

operérias. No entanto para o T5 (sulfluramida) e T2 e T3 (indoxacarbe, nas maiores
concentragdes), ocorreu uma redugdo substancial na nota média do corte de folhas,
podendo indicar algum desarranjo na colonia.
2.3.4 Incorporacéao

Na incorporagdo da isca toxica, que € uma etapa posterior ao carregamento e
manipulacdo do material coletado, as operarias comec¢am a hidratar e posteriormente
repicar o substrato vegetal coletado, ap0s esses atos comportamentais as formigas
cortadeiras comecam a incorporar o substrato no jardim de fungo. Na Tabela 8 foram
descritas as notas médias de incorporacao para os tratamentos do experimento.

Tabela 8 - Notas médias de incorporacao para cada tratamento.

Tratamentos Nota média da incorporacao(*)
T1 4,0a
T2 39a
T3 3,5a
T4 35a
T5 3,6a
CV (%) 10,21
Média geral 3,70

(*) Médias seguidas por letras distintas diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey
(P<0,05).

Todos os tratamentos se aproximaram da nota maxima de incorporacéo, neste
estudo em particular ndo diferiram estatisticamente. O indicador da incorporacéao,
demonstra que a isca foi bem confeccionada e as operarias, principalmente as
menores, ndo foram capazes de reconhecer substéncias com caracteristicas
deterrentes ou deletérias, neste caso os IA’s.

Os valores médios das percentagens das operarias que apresentavam glandula
pos faringea corada foram descritos na Tabela 9.
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Tabela 9 - Valores médios da percentagem de glandula corada de operarias de
A. sexdens com o cortante tracador.

Tamanho da capsula cefalica

fratamentos Pglﬂ(taona Pequena Média Grande
T1 0,53 abC 0,68 aB 0,78 aA 0,80 abA
T2 0,58 aC 0,68 aB 0,78 aA 0,84 Aa
T3 0,40 cC 0,43 bC 0,55 cB 0,66 Ba
T4 0,48 bcC 0,64 aB 0,65 bB 0,74 Ba
T5 0,54 abC 0,67 aB 0,72 abAB 0,79 abA

CV (%) 7,01

Letras minUsculas na coluna diferenciam cada tamanho de inseto em funcdo dos tratamentos, letras
mailsculas na linha diferenciam cada tratamento em funcéo do tamanho de inseto, de acordo com o
teste de Tukey (p<0,05). CV: Coeficiente de Variagéo.

O corante tracador € uma ferramenta importante no estudo de dispersdo dos
inseticidas dentro da coldnia, pois como afirma Forti et al. (2012), o mesmo é
rapidamente absorvido pelas glandulas poés-faringeas. O namero significativo de
individuos com a glandula corada indica que de alguma forma as formigas tiveram
contato com o inseticida. Neste experimento os dados apresentaram grande
similaridade indicando que as baixas concentracbes do ativo indoxacarbe nao
demonstraram caracteristicas de repeléncia, neste caso as formigas acabaram nao
identificando a substéncia toxica, no entanto em nenhum dos tratamentos compostos
por indoxacarbe, a taxa de mortalidade foi superior a 60%. No experimento do Capitulo
1, a concentracao utilizada foi de 0,15 %, entdo provavelmente a concentracao ideal
para o indoxacarbe para o controle de formigas cortadeiras esta numa faixa que varia
de 0,10 - 015%.

2.3.5 Fungos Contaminantes

E muito importante avaliar o crescimento de fungos contaminantes no jardim
de fungo da colbnia, pois a presenca de alguns desses fungos pode indicar a falta de
sanidade da colbnia. Na Figura 9, é apresentada a evolucdo do crescimento destes
fungos ao longo de 21 dias. Seu crescimento foi quantificado numa escala de notas

de O até 4, onde O representa a auséncia de crescimento e 4 0 maior crescimento.
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Figura 9. Crescimento de fungos contaminantes.
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Observou-se que T1 (testemunha) e T4 (indoxacarbe na menor concentracao),
nao apresentaram crescimento de fungos contaminantes na espoja fungica,

permitindo assim, que estas col6nias permanecessem saudaveis.

2.3.6 Mortalidade de formigas

Este indicativo € muito importante para avaliar o potencial formicida da substancia,
as colonias tratadas com os pellets sem ingrediente ativo ndo apresentaram
mortalidade significativa de formigas durante os 21 dias de experimento. Os
tratamentos com iscas contendo indoxacarbe apresentaram 80%, e 40% de
mortalidade nas concentracdes 0,10% e 0,05%, respectivamente. A concentracéao de
0,025 % de indoxacarbe na isca pastosa ndo gerou mortalidade nas coldnias apos 21
dias de avaliacdo. O tratamento contendo sulfluramida se mostrou eficiente, com 100
% das colonias mortas apoés 21 dias, conforme a Figura 10, sobre a mortalidade total

dos tratamentos.
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Figura 10. Porcentagem total de col6nias mortas.
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Os dados gerais dos tratamentos foram descritos na Tabela 10.

Tabela 10 - Dados gerais das coldnias de Atta sexdens apos os 21 dias.

Estado das colbnias

Crescimento de

Tratamento Intoxicacdao de Formigas .
o fungo Colbnia morta
operarias mortas .
Contaminante
. Mortalidade . x
T1 N&o ocorreu N&o ocorreu N&o ocorreu
Natural
Ocorreu em até Na maior Ocorreu a partir
T2 o . 80% das
24 h parte das do 5° DAA o
cAMaras coldnias mortas
Ocorreu em até Na maior . % d
T3 24 h parte das Ocorreuoa partllr 40 Ié) das
CAMaras do 5° DAA coldnias
mortas
N&o ocorreu Mortalidade . .
T4 Nao ocorreu Né&o ocorreu
Natural
Ocorréncia no Em todas as . lani
T5 cAmaras Ocorreu a partir Colonia morta

3° DAA*

do 5° DAA*

(*) DAA: dias ap6s aplicacéo.
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2.4 CONCLUSAO

Concentragdes de indoxacarbe inferiores a 0,10% n&o promoveram o controle
efetivo de formigas cortadeiras nas condicdes de laboratério avaliadas.

As baixas concentracbes de indoxacarbe favoreceram o processo de
incorporacdes, desta forma, ndo € recomendado a utilizagdo de altas concentracdes
desse ingrediente ativo para o controle de formigas cortadeiras.

O indoxacarbe futuramente pode representar uma alternativa no controle de
formigas cortadeiras desde que utilizado em concentracbes adequadas, em se

tratando de iscas formicidas.
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CAPITULO 3: ATIVIDADE FORMICIDA DO I.A INDOXACARBE EM DIFERENTES
CONCENTRACOES PARA OPERARIAS DE Atta sexdens rubropilosa.

RESUMO

A busca por novos ativos no controle de formigas cortadeiras é uma constante,
e para isto, muitas empresas e centros de pesquisa concentram seus esfor¢cos para a
sintese de substancias. Dentre as muitas etapas realizadas para o lancamento de um
produto comercial, € necessario a realizacao de testes toxicoldgicos, essa premissa é
fundamental para avaliar o desempenho e eficacia de uma substancia. Estes testes
sdo realizados para definir uma concentracdo adequada, para que o0s produtos
comercializados sejam ambientalmente seguros.

Para os testes toxicolégicos, foram selecionados seis tratamentos com
diferentes concentracdes de ativos sendo: indoxacarbe (0,017%; 0,033%; 0,0083%;
0,05%), sulfluramida (padrdo) e testemunha (polpa citrica desidratada) onde cada
repeticdo era composta por um conjunto de 20 operarias. Foram formuladas iscas
pastosas e ofertadas para os insetos, seguindo o protocolo da IN n® 42, do MAPA
(Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento) para formigas cortadeiras. As
avaliacOes foram realizadas a cada 24 horas até os 21 dias apos a aplicacdo. Foi feita
a correcado de mortalidade de individuos que foram submetidos as concentragfes pela
férmula de Abbott. As concentra¢des de 0,017% e 0,033% tiveram taxa de mortalidade
média na ordem de 60%. A sulfluramida matou todos os individuos no final dos 21
dias de avaliagdo. Os resultados obtidos mostraram que as iscas pastosas contendo
indoxacarbe ndo foram eficientes no controle apesar do potencial inseticida deste

ingrediente ativo, sendo necessario o0 ajuste da concentracao.

Palavras chave: isca pastosa. indoxacarbe. inseticida
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CHAPTER 3: FORMIC ACTIVITY OF THE INDOXACARBE I|.A IN DIFFERENT
CONCENTRATIONS FOR WORKERS OF Atta sexdens rubropilosa.

ABSTRACT

The search for new assets in the control of leaf-cutting ants is a constant, and for this,
many companies and research centers concentrate their efforts on the synthesis of
substances. Among the many steps taken to launch a commercial product, it is
necessary to perform toxicological tests, this premise is fundamental to evaluate the
performance and effectiveness of a substance. These tests performed to define an
adequate concentration so that the products marketed are environmentally safe.

For the toxicological tests, six treatments with different active concentrations selected:
indoxacarb (0.017%, 0.033%, 0.0083%, and 0.05%), sulfluramide (standard) and
control (dehydrated citrus pulp) where each replicate was composed of a group of 20
workers. Paste and insect baits formulated following the protocol of IN No. 42 of MAPA
(Ministry of Livestock and Supply) for leaf-cutting ants. Evaluations performed every
24 hours up to 21 days after application. Mortality corrected for subjects who we
submitted to concentrations using the Abbott formula. The concentrations of 0.017%
and 0.033% had an average mortality rate of around 60%. Sulfluramide killed all
subjects at the end of the 21-day evaluation. The results showed that the indoxacarb-
containing pasty baits were not efficient in the control despite the insecticidal potential

of this active ingredient, being necessary the adjustment of the concentration

Keywords: pasty bait. indoxacarb. insecticide
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3.1 INTRODUCAO

As formigas cortadeiras sdo temas recorrentes de estudo, estes insetos
pertencem a familia Formicidae, subfamilia Myrmicinae e tribo Attini. As formigas
dessa tribo séo exclusivas do Novo Mundo e ocorrem desde o norte-leste dos Estados
Unidos latitude 40°N (RABELING et al.,2007) até o centro da Argentina, latitude 41°S.
(FARJI-BRENER; CORLEY, 1998), com excecdo do Chile e algumas ilhas das
Antilhas.

De maneira especifica, 0 género Atta esta situado entre as latitudes 32°N e
33°S e 0 género Acromyrmex € distribuido entre as latitudes 34°N e 41°S
(MEHDIABADI; SCHULTZ,2009), Atualmente a tribo Attini € composta de um nimero
superior a 250 espécies catalogadas, (SOSA-CALVO et al., 2013). Esses dois géneros
representam importantes pragas agricolas e florestais na regido Neotropical. Em se
tratando de Brasil, a espécie Atta sexdens é apontada como a que apresenta maior
distribuicao territorial e a maior causadora prejuizos as lavouras dentre as cortadeiras
de espécies vegetais (GONCALVES, 1963), e devido a esta importancia agricola, as
espécies do género Atta estdo entre as mais estudadas dentre os insetos tropicais
(MUELLER; RABELING, 2008), em decorréncia das formigas cortadeiras atacarem
muitas espécies vegetais, ainda existe o fator de destaque que é preferéncia de
plantas cultivadas para utiliza-las como substrato (CHERRETT, 1968).

Diante deste cenario a busca por produtos efetivos para o controle destes
insetos é fundamental, s6 que a prospeccdo de novas substancias € um processo
demorado, principalmente pois os compostos testados devem apresentar uma
toxicidade menor do que a comumente utilizada pelas industrias, pois néo faria sentido
desenvolver uma formulacdo ambientalmente pior. Para avaliar o desempenho dos
ingredientes ativos testados séo realizados testes toxicologicos em condicdes de
controladas de laboratorio.

Os bioensaios de toxicidade sdo compostos geralmente de duas etapas. A
primeira etapa é constituida na sele¢cdo dos tratamentos (novas moléculas
sintetizadas, com caracteristicas inseticidas, fungicidas ou herbicidas, além dessas
moléculas podem ser testados extratos vegetais, microrganismos entomopatogénicos
e etc. que proporcionem mortalidade ao inseto-praga alvo. A segunda etapa apoés a

selecdo das substancias utilizadas, € estimar dentre os produtos selecionados quais
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serdo as concentragdes letais para o organismo alvo. (CARVALHO et al, 2017). Este
estudo buscou identificar a efetividade da utilizacdo do indoxacarbe no controle de
formigas cortadeiras, através de um bioensaio toxicolégico avaliando a taxa de

mortalidade de formigas como resultado da ingestéao oral dessa substancia.

3.2 MATERIAIS E METODOS

3.2.1 Coldnia estudada

A colbnia utilizada neste experimento foi coletada na cidade de Botucatu e
armazenada no Laboratério de Insetos Sociais-Praga (LISP), integrante do
Departamento de Producdo Vegetal da Faculdade de Ciéncias Agronémicas -
UNESP, Botucatu-SP. A colbnia selecionada possuia volume aproximado de 5L e foi
utilizada para a retirada das operarias da espécie Atta sexdens rubropilosa. Para a
manutenc¢ao da col6nia até a data do experimento foram ofertadas folhas de Acalypha
spp. como substrato para manutencao da esponja fungica e mantidas a 22 + 2°C sob

umidade relativa de 70 £ 10%
3.2.2 Formulacéo e aplicacéo

A formulacéo na forma de isca pastosa e analise da taxa de mortalidade das
operérias em decorréncia da ingestdo oral das formulacfes foi avaliada seguindo a
Instrucdo Normativa n°® 042, do protocolo desenvolvido por Nagamoto et al. (2004) e
estabelecido pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento / Controle de
Pragas (Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento / Secretaria de Defesa
Agropecuéria - MAPA / SDA) (Brasil, 2011).

Neste protocolo, as sele¢des dos tratamentos foram compostas por: um controle
negativo (formulacéo de pasta de polpa citrica), um controle padréo ou positivo (0,1%
sulfluramida; 1000 ug/g)) e trés concentracbes de indoxacarbe 0,05% (500 ug/qg),
0,033%, 0,017% e 0,0083%), totalizando seis tratamentos em quatro repeticdes (onde
cada repeticdo foi representada por um recipiente plastico com 20 operarias de A.
sexdens, segundo Nagamoto et al. (2004). As operarias selecionadas para o
experimento tinham a capsula encefalica com largura média de 2,0 mm.

No experimento foram realizadas as seguintes etapas: Primeiramente cada
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ingrediente ativo (indoxacarbe e sulfluramida) foi dissolvido em solvente p.a. e em
seguida foi misturado com p6 de polpa citrica; realizou-se o processo de
homogeneizacdo da mistura através de um bastdo de vidro e aguardou-se a
evaporacao do solvente; nesta mistura foi adicionada uma solucéo de sacarose (10%)
até a obtencdo de uma pasta; Todas as formulacdes foram preparadas como p / p
(peso / peso), da mesma forma feita por Sousa et al. (2018). Foi oferecida 2,0g da
pasta formulada por repeticdo (conjunto de 20 operarias) e as operarias
permaneceram 24 h em contato com a isca pastosa, a qual apos esse periodo foi
retirada. Em seguida, foi oferecida para cada repeticdo um volume aproximado de 2,0
cm? de esponja fungica, contendo 20 jardineiras (operarias pequenas) para auxiliar no
cultivo do fungo simbionte. A avaliagcdo da mortalidade foi realizada nos dias 1, 2, 3,
5,7,9,11, 14, 17 e 21 ap0s a adicao da isca pastosa.

Com a finalidade de mensurar a mortalidade natural ou decorrente do manuseio
experimental utilizou-se um tratamento controle ou testemunha negativa. Para esse
tipo de tratamento a isca pastosa referente ao controle negativo foi preparada

seguindo o mesmo procedimento, no entanto, sem adi¢ao de ingredientes ativos.

3.3.4 Preparacdao e uso da isca pastosa com operérias de A. sexdens.

Recipientes plasticos transparentes medindo 101 mm de diametro x 61 mm de
altura com tampas herméticas foram usados nos experimentos. O fundo de cada
recipiente foi coberto por uma fina camada de gesso (1 cm de espessura) e seco por
24 horas a 50 ° C, antes da pasta ser oferecida para as operarias, o gesso foi
umedecido com agua destilada.

A taxa de mortalidade das operérias foi corrigida utilizando a féormula proposta
por Abbot (1925), para reduzir a influéncia de fatores como a idade do inseto e
mortalidade natural. O valor médio desse tratamento é utilizado na obtencdo da
mortalidade corrigida dos demais tratamentos. Usualmente esse calculo é realizado

com a formula representada pela Equacgéo 1 (E1).

Sobrevivéncia = [(St-Str)]/(St)]* 100 (E1)
Onde: St: sobrevivéncia da testemunha (%);

Str: sobrevivéncia do tratamento (%).
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Quanto a mortalidade gerada em cada tratamento individualmente, apenas o
controle negativo nao apresentou diferenca significativa, levando-se em consideracéo
o0 aumento de dias apos a aplicacdo. Com este resultado é possivel afirmar que a
mortalidade ocorrida na testemunha (controle negativo) pode ser considerada natural,
permitindo a constatacéo do efeito de I1A's sobre as operarias.

Em se tratando da taxa de sobrevivéncia dos individuos de cada tratamento,
apos os 21 dias de avaliacdo, a sulfluramida ndo apresentou nenhuma operaria
sobrevivente, desta forma a sua curva de sobrevivéncia convergiu para zero.
Percebeu-se que o tratamento 0,033% de indoxacarbe apresentou as menores taxas
de sobrevivéncia (aproximadamente 40%) e as concentracdes de 0,017%, 0,0083% e

0,05% apresentaram taxa de sobrevivéncia semelhantes na ordem de 60% conforme

a Figura 1.
Figura 1. Taxa de sobrevivéncia dos tratamentos (%).
100,00 =
90,00 e
80,00
70,00
60,00
X 50,00
40,00
30,00
20,00
10,00
0,00
1 2 3 5 7 9 11 14 17 21
Dias
Testemunha Sulfluramida (0,1%) Indoxacarbe (0,05%)
Indoxacarbe (0,033%) e====|ndoxacarbe (0,017%) Indoxacarbe (0,0083%)

A partir da curva de sobrevivéncia € possivel calcular a mortalidade corrigida
para cada tratamento, logicamente a mortalidade € inversamente proporcional a taxa
de sobrevivéncia, como é demonstrado na neste caso a Figura 2, onde € demonstra

a evolucao da mortalidade apés a aplicacdo da isca pastosa.
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Figura 2. Taxa de mortalidade dos tratamentos (%).
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60,00

40,00
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0,00
1 2 3 5 7 9 11 14 17 21
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Testemunha Sulfluramida
Indoxacarbe (0,05%) Indoxacarbe (0,033%)
e |ndoxacarbe (0,017%) Indoxacarbe (0,0083%)

Na Figura 2, notou-se que a sulfluramida (0,1%), que neste caso € o ingrediente
ativo padrao alcancou a mortalidade de 100% ap6s o periodo de 21 dias, também foi
observado que para o indoxacarbe de forma geral, as mortalidades dos insetos
ocorrem na sua maioria até o 11° dia, talvez isso seja explicado por ser uma inseticida
de contato e acao rapida. No caso da sulfluramida, percebe-se o efeito da mortalidade
aumentando progressivamente em funcdo do tempo, isso pode ser explicado
principalmente pelo seu modo de acéo lento, essa a¢ao retardada € muito interessante
no caso das formigas cortadeiras, permitindo desta forma que o ingrediente ativo seja
atue ao longo do tempo. Pesquisadores como Nagamoto et al., (2004), ainda apontam
para a dificuldade das operéarias de Atta sexdens realizarem a desintoxicacdo de
sulfluramida e outros autores como Silva (2012) avaliaram a acdo téxica de
ingredientes ativos em operdrias da espécie A. sexdens, como: diafentiuron,
imidaclopride e indoxacarbe.

Na interpretacdo dos resultados foi possivel verificar quais tratamentos podem
ser promissores. Para tal, adotou-se como critério valores de mortalidade iguais ou
superiores a 80%. Neste caso, somente a sulfluramida atingiu valores de mortalidade
média superior ao limite estabelecido, neste caso é necessario o ajuste da
concentracdo para do indoxacarbe para estudos futuros, porém nos estudos
anteriores foi possivel aferir seu potencial de utilizacdo do ingrediente atico

indoxacarbe como isca formicida.
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3.4 CONCLUSAO

O indoxacarbe apresenta atividade inseticida para formigas A. sexdens, No
entanto as concentragcdes nao foram suficientes para causar a mortalidade maior que

80% das operarias, neste caso a concentracdo deve ser ajustada em estudos futuros.
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CONSIDERACOES FINAIS

A utilizacdo de iscas formicidas representam um método eficiente de controle,
e de acordo com este estudo o diametro do pellet e o ingrediente ativo utilizados
podem exercer influéncias significativas no processamento, dispersédo e
contaminacdo de operarias. Neste caso, a ingestdo dos ingredientes ativos €
dependente da toxicidade e tamanho de particula utilizada. E ainda existiram
diferencas no processamento em relacdo a classe de tamanho das formigas. Os
menores diametros de particula podem ser altamente recomendaveis para a
formulacéo de iscas formicidas, podendo desta forma impactar de forma sinérgica no
controle de formigas cortadeiras.

O indoxacarbe provoca grande toxicidade as operarias de A. sexdens
rubropilosa, principalmente em concentracdes superiores a 0,10%. Este ingrediente
ativo apresentou potencial para sua utilizacdo na formulagéo de iscas formicidas, no
entanto ainda néo foi encontrada a concentracdo adequada para o controle. As iscas
contendo indoxacarbe sdo candidatas potenciais para o controle colbnias
de A. sexdens rubropilosa, no entanto ainda nao devem ser indicadas para o controle
de formigas cortadeiras.

As glandulas pés-faringeas séo estruturas que devem ser melhores estudas,
mas podem representar uma boa alternativa para a avaliacdo dos ingredientes ativos
e sua interacdo com a populacéo da coldnia.

Mais estudos com a prospeccao de novos ativos devem ser incentivados para
existir menor dependéncia da utilizacdo da sulfluramida por parte principalmente do
setor florestal, este estudo pode contribuir de forma relevante para proporcionar
novas alternativas de pesquisa para a comunidade cientifica e uma soluc¢éo para os

produtores.
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