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FORMIGAS

Homem malvado, o que te fizemos?

Por que nos persegues com chama e veneno?
Embora alguma la do tronco de embauba
Com a venenosa picada talvez te derruba,
Somos n6s uma colonia pacifica e calma,
Nao fazemos mal a nenhuma pobre alma.

Tarde e cedo,

Com empenho, trabalhamos sem medo.
Temos folhas a cortar,
Caminhos por fazer e cargas a levar,
Tratar os filhotes e construir o ninho,
Nao temos tempo de olhar os vizinhos!

E agora vens com agua envenenada nas maos
E em nosso ninho puseste fogo e aflicao,
Destruiste o que em semanas erguemos,

Homem malvado, o que te fizemos?

O qué voceés fizeram? Escutem, vou lhes contar.
Muito me agrada vé-las dedicadas, a carregar,
Mas ndo deveriam as minhas plantas devorar.

Junto ao riacho ha folhas e flores mimosas,
Grama e ervas de espécies volumosas,

O bastante para vocés e suas filhotinhas;
Mas ndo satisfazem suas linguas daninhas!
Tarde e cedo,

Trabalho sem medo,

Semeio, planto e cultivo a minha terra,

E, inutilmente, gasto suor sem reserva.
Mal uma folhinha nova nascia,

Logo era ceifada e desaparecia.
Uma jovem arvorezinha plantei
E com seu crescimento me alegrei.
E hoje volto ao lugar de partida
E ai estd minha arvore, desfolhada e despida.
Perdeu-se todo o meu cuidado e trabalho,
Restando apenas um tnico galho.
E olhe, 14 estdo vocés, unidas,
E mordem em duas as folhinhas compridas
E carregam, muito dispostas,
Os pedacinhos sobre as costas
E os levam embora. Eu as sigo no carreiro
E encontro, finalmente, o formigueiro.
Voceés querem arruinar a minha plantagao;
Mas, sem perdao, todas sumirdo

Historia Natural de Sonhos (1859) - poemas infantis de Fritz Mdiller.
Traducdo de Lia Carmen Puff e Dennis Radiinz (Editora Nauemblu, 2004).
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RESUMO

Desde 2009, quando a sulfluramida foi incluida no anexo B da Convencdo de
Estolcomo sobre Poluentes Organicos Persistentes, ha uma procura por ingredientes ativos
substitutos para uso em iscas no controle de formigas-cortadeiras no Brasil. Considerando que
os ingredientes ativos responsdveis pela inibicdo da respiracdo celular dos insetos tém
apresentado resultados satisfatérios no controle de formigas, o presente trabalho objetivou
avaliar os efeitos do diafentiurom e do tolfenpyrad em operarias de Atta sexdens rubropilosa,
por meio de bioensaios toxicoldgicos e da analise morfologica do ventriculo, dos tibulos de
Malpighi e das glandulas pos-faringeas para o desenvolvimento de iscas toxicas. Os
ingredientes ativos dissolvidos em acetona e em uma solu¢do de acetona + 6leo de soja foram
incorporados em dieta artificial nas concentracdes 1 pg/mL, 5 pg/mL, 10 pg/mL, 50 pg/mL,
100 pg/mL, 500 pg/mL e 1000 pg/mL. Para a realizagdo dos bioensaios, operarias com massa
corporea entre 15 a 25 mg foram distribuidas em lotes de 50 formigas para cada tratamento,
divididas em grupos de 10 e mantidas em 5 placas de Petri. Para cada ingrediente ativo, foram
montadas duas baterias de testes, uma para analise de toxicidade e outra para analise
morfolégica. As placas foram colocadas em estufa para B.O.D com temperatura de 24°C = 1°C
e umidade relativa acima de 70%. A bateria relativa a andlise de toxicidade foi examinada
diariamente para anotacdo da mortalidade durante um periodo de 25 dias. Para a andlise
morfologica, 5 operarias de cada tratamento foram coletadas no 4° dia de experimento,
dissecadas e os 6rgdos removidos foram fixados e processados para inclusdo em historesina.
As secgoes histologicas foram coradas com Hematoxilina—Eosina e fotodocumentadas em
fotomicroscopio Motic BA 300. De acordo com os resultados obtidos nos testes de
toxicidade, o diafentiurom nas concentragdes 5.000 pg/g (0.5%), 10.000 pg/g (1%) e 50.000
ng/g (5%) e o tolfenpyrad nas concentragdes 500 pg/g (0.05%), 1.000 pg/g (0.1%) e 5.000
png/g (0.5%) foram incorporados em iscas e testados em colonias incipientes mantidas em
laboratorio. As operarias alimentadas diariamente com dieta contendo diafentiurom a partir da
concentracdo 5 ug/mL e tolfenpyrad em todas as concentracdes testadas apresentaram
redugdo significativa na sobrevivéncia em relagdo aos controles, principalmente para os
ingredientes ativos dissolvidos em 6leo de soja. As analises a0 microscopio de luz revelaram
alteragdes morfologicas nas glandulas pos-faringeas, no ventriculo e nos tibulos de Malpighi
das operarias tratadas com diafentiurom e tolfenpyrad. Entretanto, as iscas contendo
diafentiurom e tolfenpyrad nao foram eficientes no controle das colonias incipientes de A.
sexdens rubropilosa.

Palavras-chave: Controle de formigas-cortadeiras. Inibidor da respiracdo celular.
Diafentiurom. Tolfenpyrad.



ABSTRACT

Since 2009 when sulfluramid was listed in annex B of the Stockholm Convention's
Persistent Organic Pollutants, effort has been made to search for other active ingredients to
use in baits for controlling leaf-cutting ants in Brazil. Considering active ingredients that
inhibit insect cellular respiration have been shown to be effective in controlling ants, the
current work aimed at assessing the effects of diafenthiuron and tolfenpyrad to Atta sexdens
rubropilosa workers through toxicological bioassays and morphological analysis of the
ventricle, Malpighian tubules and the post-pharyngeal glands to develop toxic baits with new
active ingredients. Diafenthiuron and tolfenpyrad were dissolved in acetone and in a solution
of acetone + soy oil then incorporated in artificial diet at concentrations of 1 pg/mL, 5 pg/mL,
10 pg/mL, 50 pg/mL, 100 pg/mL, 500 pg/mL and 1000 ug/mL. Workers with body mass
between 15 and 25 mg were distributed in 50 ants for each treatment, divided into groups of
10 and maintained in 5 Petri dishes. For each active ingredient, two test batteries were
performed, one for analysis of toxicity and other for morphological analysis. The Petri dishes
were placed in a BOD incubator at 24 ° C £ 1 ° C and relative humidity above 70%. The
battery of toxicity analysis was examined daily for mortality annotation over a period of 25
days. For morphological analysis, five workers from each treatment were collected on the 4"
day, dissected and removed organs were fixed and processed for inclusion in historesin.
Histological sections were stained with hematoxylin-eosin and documented in light
microscope Motic BA 300. According to toxicity tests, diafenthiuron in concentrations of
5.000 pg/g (0.5%), 10.000 pg/g (1%) and 50.000 ug/g (5%) and tolfenpyrad in concentrations
of 500 pg/g (0.05%), 1.000 pg/g (0.1%) and 5.000 pg/g (0.5%) were incorporated into baits
and tested in incipient colonies. The treatments where ants were daily fed on the diet
containing diafenthiuron from the concentration 5 pg/mL and tolfenpyrad at all
concentrations tested, especially those dissolved in soy oil, exhibited high mortality in
comparison to the controls. Light microscopy revealed morphological alterations in the
ventricle, Malpighian tubules and post-pharyngeal glands of workers treated with
diafenthiuron and tolfenpyrad. However, the baits containing diafenthiuron and the baits
containing tolfenpyrad were not efficient to control the colonies of leaf-cutting ants.

Keywords: Leaf-cutting ant control. Inhibitor of cellular respiration. Diafentiuron.
Tolfenpyrad.
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1. INTRODUCAO

Presentes em quase todos os habitats da Terra, as mais de 12 mil espécies de formigas
desempenham importantes atividades, atuando na estabilidade do ambiente, nas condigdes do
solo, na poliniza¢do das plantas e na dispersdao das sementes (AGOSTI; JOHNSON, 2013;
BROWN Jr., 2000; HOLLDOBLER; WILSON, 1990). Entretanto, quando o ambiente ¢é
alterado, principalmente pela atividade humana, esses insetos podem tornar-se pragas.

Entre as espécies economicamente importantes, as formigas-cortadeiras, pertencentes
aos geéneros Atta e Acromyrmex, destacam-se devido ao desfolhamento que causam nas
plantas. Estas formigas atacam a maioria das monoculturas, onde cortam e transportam
fragmentos vegetais para seus ninhos, cultivando o fungo simbionte, Leucoagaricus
gongylophorus Singer (Mdller), que constitui a base de alimentag@o da colonia.

Alguns métodos mecanicos, culturais e biolégicos sdo empregados no manejo, mas
nem todos apresentam critérios de utilizacdo bem definidos e adequadamente mensuraveis.
Assim, o controle quimico, apesar de algumas limitagdes, ainda € o método mais utilizado por
apresentar tecnologia disponivel para aplicagio em escala comercial (ARAUJO et al., 2003;
OLIVEIRA et al., 2011).

O controle quimico de pragas de plantas cultivadas, entre as quais se incluem as
formigas-cortadeiras, sempre foi uma das principais preocupacdes ecologicas devido aos
efeitos maléficos causados pelos agrotdxicos sobre o ambiente, o0 homem e outros animais
(WILLIAMS, 1990). Em consequéncia disso, tem ocorrido um aumento no nimero de
pesquisas que objetivam substituir os agrotoxicos tradicionais por outros de degradagdo
rapida, de maior especificidade e menos danosos ao ambiente (MORINI et al., 2005). Outro
aspecto importante e pouco analisado ¢ a otimizacao do uso dos ingredientes ativos atuais,
conhecendo o modo de agdo de cada um deles, a concentragdo mais adequada e a melhor
forma de atingir o alvo (BUENO, 2005a).

A maioria das estratégias de controle quimico causa a morte das formigas-cortadeiras
por contato, o que ndo ¢ suficiente para o controle da populacio em uma determinada area. O
controle eficiente envolve a eliminacdo da colonia como um todo e ndo de apenas alguns
individuos. Atualmente, o uso de iscas toxicas ¢ o método mais adequado, pois as iscas sao
incorporadas no ciclo alimentar da colonia e permitem a agdo do inseticida por ingestdo
(LOECK; NAKANO, 1984; NAGAMOTO et al., 2004).

Desde a proibi¢do do uso do dodecacloro em 1993, a sulfluramida passou a ser o

ingrediente ativo mais utilizado na confecc¢do de iscas toxicas no Brasil. Entretanto, no ano de
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2009, o acido perfluorooctano sulfonico, utilizado na producdo da sulfluramida, foi incluido
no anexo B da Convencdo de Estolcomo sobre Poluentes Organicos Persistentes com
restricdes de producdo e uso somente para o controle de formigas-cortadeiras no Brasil até
que um ingrediente ativo substituto seja encontrado (STOCKHOLM CONVENTION, 2009).

No desenvolvimento de iscas toxicas eficientes e economicamente viaveis para o
controle de formigas, ¢ fundamental que o ingrediente ativo apresente acao lenta para que as
operarias vivam o suficiente para distribui-lo a outras formigas, aja por ingestdo, ndo cause
repeléncia as operarias, seja letal em baixas concentragdes e seja ambientalmente aceito
(BUENO; CAMPOS-FARINHA, 1999; ETHERIDGE; PHILLIPS, 1976; FORTI et al.,
1993). Analises toxicologicas recentes de ingredientes ativos empregados no controle de
pragas em geral revelaram que os inibidores da respiragdo celular apresentam tais
caracteristicas para uso em iscas no controle de formigas-cortadeiras (BUENO et al., 2013;
CECCATO, 2010; DECIO et al., 2013; NAGAMOTO et al., 2004).

Apesar de haver inimeros trabalhos avaliando a atividade toxica de ingredientes ativos
em formigas, poucos relatam as alteracdes morfologicas provocadas nos 6rgaos desses insetos
(DECIO et al., 2013; SUMIDA et al., 2010). O ventriculo ¢ os tabulos de Malpighi estdo
relacionados, respectivamente, com a absor¢do e a excre¢ao de compostos quimicos € a
avaliacdo da morfologia desses 6rgdos pode revelar alteragdes ultra estruturais induzidas por
substancias toxicas (BRAECKAMAN et al., 1999; HABES et al., 2006; SOROUR, 2001). De
acordo com Sumida et al. (2010), o ingrediente ativo absorvido pelo intestino € ndo excretado
adequadamente pelos tibulos de Malpighi pode permanecer na hemolinfa e, indiretamente,
interferir em glandulas que absorvem os precursores dos produtos glandulares a partir da
hemolinfa. Assim, as glandulas pds-faringeas, realizam intensa sintese dos produtos
glandulares e podem também apresentar alteragdes morfologicas induzidas pela presenca de
agentes toxicos na hemolinfa.

Considerando que os ingredientes ativos responsaveis pela inibicdo da respiragdo
celular dos insetos sdo os que apresentam resultados satisfatorios no controle de formigas-
cortadeiras, o objetivo do presente trabalho foi avaliar os efeitos do diafentiurom e do
tolfenpyrad em operarias de Atta sexdens rubropilosa Forel, por meio de bioensaios
toxicologicos e da analise morfologica do ventriculo, dos tibulos de Malpighi e das glandulas

pos-faringeas para o desenvolvimento de iscas toxicas com novos ingredientes ativos.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Formigas-cortadeiras

As formigas pertencentes a tribo Attini, subfamilia Myrmicinae, familia Formicidae
caracterizam-se por serem simbiontes obrigatorias de fungos especificos que servem de
alimentos para elas. Compreendem 297 espécies dentro de 16 géneros (BOLTON, 2003,
2006; BRANDAO et al., 2011), dos quais Atta Fabricius, 1804 (sativas) e Acromyrmex Mayr,
1865 (quenquéns) representam as formigas cortadeiras de folhas, cultivando seu fungo
predominantemente sobre fragmentos vegetais frescos (HOLLDOBLER; WILSON, 1990).

A tribo Attini € endémica do Novo Mundo e ocorre desde o norte-leste dos Estados
Unidos (40°N) (RABELING et al, 2007) at¢ a Argentina (41°S) (FARJI-BRENER;
CORLEY, 1998). Especificamente, o género Atta estd distribuido entre as latitudes 32°N e
33°S e o género Acromyrmex entre as latitudes 34°N e 41°S (MEHDIABADI; SCHULTZ,
2009). Com excecao do Chile e do Caribe, as formigas-cortadeiras podem ser encontradas
tanto em ambientes nativos quanto em areas antropizadas, principalmente de uso intenso por
atividades agricolas ou mesmo em ambientes estritamente urbanos (DELABIE et al., 2011).

No Brasil, a espécie Atta sexdens ¢ considerada a mais amplamente distribuida ¢ a que
causa maiores prejuizos as lavouras (GONCALVES, 1963), composta de trés subespécies: A.
sexdens sexdens Linnaeus, 1758, A. sexdens rubropilosa Forel, 1908 e A. sexdens piriventris
Santschi, 1919. A subespécie A. sexdens rubropilosa, conhecida popularmente como “satva
limao”, esta distribuida nos estados de Sao Paulo, Minas Gerais, Espirito Santo, Rio de
Janeiro, Mato Grosso do Sul, Goias e Parana (ANJOS et al., 1998; KEMPF, 1972) e ¢
bastante estudada pelo fato de ser a maior responsavel por danos na agricultura e em
reflorestamentos de eucalipto (MARICONI, 1970).

Segundo Brandao et al. (2011), a auséncia de revisdes recentes sobre a taxonomia da
maioria dos Attini torna a identificacdo das espécies tarefa dificil até mesmo para os
especialistas, inclusive no caso de Atta e Acromyrmex, que possuem suas espécies entre as
mais citadas na literatura, porém, muitas vezes os espécimes testemunhos ndo sao depositados
em colecdes tornando impossivel na pratica a associagdo da informagdo publicada a

determinada espécie.
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2.2. Importancia econémica das formigas-cortadeiras

O fato das formigas-cortadeiras atacarem muitas espécies vegetais resulta em grandes
prejuizos, ndo s6 pela competicdo por esses produtos com o homem e seus animais
domésticos (AMANTE, 1972), como também pela preferéncia desses insetos para a utilizagao
de plantas cultivadas (CHERRETT, 1968). Além disso, o efeito pode ser indireto, em
decorréncia da contaminag¢do ambiental pelos agrotdxicos utilizados no seu controle (DELLA
LUCIA; FOWLER, 1993; DELLA LUCIA; SOUZA, 2011).

A capacidade de colonizacao e forrageamento dessas formigas aliada ao desequilibrio
ecoldgico provocado pelo desmatamento e a introdu¢ao de monoculturas agricolas e florestais
propiciaram condi¢oes ideais de proliferacdo e o estabelecimento de suas colonias, o que
levou a caracteriza-las como pragas (CHERRETT, 1986a).

As formigas-cortadeiras representam uma das principais pragas da Regido
Neotropical, principalmente na América do Sul, e sdo responsaveis por danos econdémicos em
reflorestamentos (ANJOS et al.,, 1998; OLIVEIRA et al, 1998; PEREIRA et al., 1999;
VASCONCELOS; CHERRETT, 1997; VILELA, 1986), na agricultura (CHERRETT;
PEREGRINE, 1976, CHERRETT, 1986a,b,c; MARICONI, 1970) e em pastagens
(AMANTE, 1967; FOWLER et al., 1986).

Uma das principais causas de fracasso na conducao de reflorestamentos ¢ a presenca
de formigas-cortadeiras. Ao contrario de outras pragas, elas ocorrem o ano inteiro, atacam
florestas de todas as idades e, quando ndo controladas, impedem a sobrevivéncia de qualquer
tipo de planta (ANJOS et al., 1998). Os prejuizos causados pela atividade de A. sexdens
rubropilosa, para uma densidade de quatro colonias/ha foram calculados em 14% para
plantagdes de eucalipto e em 14.5% para plantacdes de pinos (AMANTE, 1972). Com relagdo
a produgdo de madeira, a presenga de mais de 30 colonias de Atta laevigata Smith, 1858 por
hectare em plantacdes de pinos pode reduzir em até 50% o volume de madeira produzido
(HERNANDEZ; JAFFE, 1995) e, em plantacdes de eucalipto, o desfolhamento de 100% das
arvores causa reducdo de 45% da produgdo de madeira (FREITAS; BERTI FILHO, 1994).

A densidade de colonias dessas formigas pode aumentar de 5 a 10 vezes quando
florestas tropicais sdo convertidas em areas de pastagens ou campos agricolas (MOUTINHO,
1995). Segundo Amante (1967), 10 sauveiros adultos/ha cortam 21 quilos de forragem por
dia, reduzindo em mais de 50% a capacidade de pastagem. Além dos danos diretos, cujas
estimativas sdo praticamente inexistentes, podem provocar danos indiretos como a erosdo do

solo ao redor dos formigueiros em desenvolvimento, a possibilidade de causarem danos
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fisicos aos animais e aos equipamentos mecanicos ¢ a possivel redug¢do no valor das terras de
pastagens infestadas (DELLA LUCIA, 1999).

Os prejuizos provocados pelo ataque de formigas-cortadeiras em cultivos de cana-de-
acucar também sdo de grande magnitude. Nesse tipo de monocultura, a presenca de um tinico
sauveiro adulto de Atta bisphaerica Forel, 1908 por hectare pode provocar a perda de 3.6
toneladas de cana-de-agticar por ano. Isso significa, aproximadamente, 450 Kg de acucar ou
300 litros de alcool perdidos. Contudo, na maioria das vezes, ha mais de um sauveiro por
hectare, elevando o prejuizo para aproximadamente 50 t/ha em todo o ciclo da cana (DELLA
LUCIA; SOUZA, 2011; DOW AGROSCIENCES, 1998).

Além dos prejuizos ocasionados na area agricola, Mariconi (1970) também se refere as
formigas-cortadeiras causando danos as construcdes (prédios, represas, pontes e tumulos),
bem como nas estradas de rodagem e de ferro pelo fato das galerias e panelas poderem ceder
ao peso das paredes de uma casa ou de outra construgao.

De acordo com Fowler et al. (1990) e Della Lucia (2003), muitos desses célculos
podem estar super ou subestimados, sendo dificil identificar a verdadeira magnitude dos
prejuizos. Ainda assim, sdo inegaveis as perdas ocasionadas por estas formigas, relatadas

desde o século XVI no Brasil (MARICONI, 1970).

2.3. Métodos atuais de controle de formigas-cortadeiras

Em razdo de sua importancia econdmica, as formigas-cortadeiras t€ém sido alvo das
mais diversas tentativas de controle que incluem desde as receitas caseiras, que passam de
geragdo em geracao, até recursos de alta tecnologia, tudo isso sem grande sucesso (DELLA
LUCIA; VILELA, 1993).

Viérios métodos culturais, mecanicos, fisicos, bioldégicos e quimicos tém sido
estudados para o controle de formigas-cortadeiras, sendo que alguns deles podem ser
utilizados para o controle de colonias iniciais € sdo viaveis, principalmente, em pequenas
propriedades. Entretanto, desde os anos 50, com o desenvolvimento dos inseticidas sintéticos,
os métodos quimicos tém sido efetivamente utilizados no controle destes insetos (OLIVEIRA
et al., 2011).

O controle cultural pode ser realizado através de métodos de ara¢do e gradagem do
solo para formigueiros com até quatro meses de idade, pois, nesta fase, a inica cAmara da

colonia ainda se localiza a aproximadamente 20 centimetros de profundidade do solo e ha
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grande probabilidade das ladminas do equipamento atingirem a rainha e mata-la (DELLA
LUCIA; VILELA, 1993; OLIVEIRA et al., 2011). Porém, para formigueiros adultos, o efeito
pode ser prejudicial, uma vez que a mecanizacao do solo pode desestruturar parcialmente a
colonia, cessando temporariamente sua atividade, dando a falsa impressdo de que foi
controlada e dificultando sua localizagdo (FORTI; BOARETTO, 1997).

Outro método de controle cultural que tem sido empregado é o uso de culturas
armadilhas na borda da cultura principal. Essas plantas podem ser atrativas ou provocarem
efeitos toxicos ou repelentes para as formigas-cortadeiras, desviando-as da cultura principal
por algum tempo (DELLA LUCIA; VILELA, 1993; FORTI; BOARETTO, 1997).

O controle mecanico de formigas-cortadeiras consiste na escavacdo dos formigueiros
até que a rainha seja localizada e morta. E uma alternativa razoavel em pequenas areas sempre
que os ninhos estiverem superficiais, ou seja, com até quatro meses de idade, pois a partir
dessa fase a rainha localiza-se a uma profundidade superior a 1.5 metros (DELLA LUCIA;
VILELA, 1993). Na pratica, este método ¢ invidvel em areas de plantios comerciais, em
reflorestamentos e sistemas de pastagens devido a grande extensao das areas e ao tamanho
dos formigueiros (FORTI; BOARETTO, 1997).

O uso de barreiras para proteger a copa das plantas ¢ um método de controle fisico
muito antigo e um dos mais utilizados em pomares para se evitar o ataque das formigas, sendo
que cones plasticos invertidos e tiras plasticas cobertas com graxa ou vaselina colocados nos
troncos das arvores sdo as barreiras mais utilizadas. Este ¢ um método eficiente, porém,
vistorias e reparos constantes devem ser feitos para que a protecdo das arvores seja
prolongada (JUSTI Jr. et al., 1996).

O controle biolégico com predadores, parasitdides e micro-organismos patogénicos ¢
importante na regulacdo das populagdes de formigas-cortadeiras, principalmente, durante o
periodo da revoada e da fundagdo de novas coldnias. Os inimigos naturais juntamente com as
condigdes ambientais sdo responsaveis pelo controle de 99.95% das rainhas, antes mesmo que
elas tenham fundado suas colonias (FORTI; BOARETTO, 1997). No entanto, a introdugao de
inimigos naturais no ambiente, sejam eles microrganismos, outros invertebrados e vertebrados
ainda ndo pode ser visualizada como estratégia de controle para as formigas-cortadeiras
devido aos poucos estudos nesta area. Ainda assim, o controle biologico deve ser sempre
lembrado como técnica dentro da filosofia do manejo integrado de pragas e algumas medidas
como restri¢do a caga de animais e ao uso de produtos fitossanitarios e plantagdo de vegetacdo
nativa entre a cultura principal sdo importantes para a preservagao dos inimigos naturais das

formigas (DELLA LUCIA; VILELA, 1993; ZANETTI et al., 2000).
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O controle quimico, apesar de varias restricdes, ¢ o Unico que apresenta tecnologia
disponivel para ser utilizado em larga escala comercial no controle de formigas-cortadeiras.
As estratégias de controle quimico diferem, principalmente, pelo tipo de formulagdo e modo
de aplicagdo dos inseticidas.

Os formicidas pos sdo formulados em veiculos solidos a base de clorpirifos,
deltametrina, malation ou fention e aplicados com equipamento manual denominado
polvilhadeira. A morte das formigas ocorre pelo contato direto com o produto, que ¢ aplicado
nos olheiros visando atingir o interior do formigueiro. Apesar de muito utilizado, esse método
apresenta fortes limitacdes de uso, como a necessidade de remoc¢do da terra solta 24 a 48
horas antes da aplicacdo, a baixa penetracao do produto nas cdmaras de ninhos adultos dada a
sua complexidade estrutural e a aderéncia do produto as paredes dos canais dos ninhos devido
a umidade, prejudicando sua eficiéncia. Além disso, apresenta riscos elevados para o
ambiente e para o aplicador (DELABIE, 1989; OLIVEIRA et al., 2011).

A termonebulizagdo implica na produ¢do de uma fumaca toxica, a partir da queima de
6leo diesel ou querosene que fornece a veiculagdo do formicida. A aplicagdo se da
diretamente nos orificios sobre o monte de terra solta através de equipamentos denominados
termonebulizadores. Geralmente o método de aplicagdo mais utilizado ¢ por saturagdo, ou
seja, a fumaca ¢ injetada num dos orificios, aguardando-se sua saida pelos demais orificios e,
quando a fumaca torna-se densa, os orificios sdo fechados. O método apresenta desvantagens
operacionais ¢ econdmicas, sendo a manuten¢ao de equipamentos um dos maiores entraves a
sua viabilidade. Além disso, apresenta alto risco de intoxicagdo para os trabalhadores e
necessita de pessoal treinado para operar o equipamento. Entretanto, destaca-se como um
método eficiente para o controle de grandes ninhos em areas extensas, sendo atualmente uma
das formas mais empregadas no controle de formigas-cortadeiras (ANJOS et al., 1998;
DELLA LUCIA; ARAUJO, 2000; FORTI; BOARETTO, 1997; OLIVEIRA et al., 2011).

A isca toxica consiste na mistura de um ingrediente ativo dissolvido em 6leo de soja e
incorporado a um substrato atrativo, geralmente polpa citrica desidratada, prensados na forma
de pellets. Os pellets sdo distribuidos proximos as trilhas de forrageamento, sendo,
posteriormente, transportados pelas proprias formigas para o interior da colonia. Trata-se de
um método eficiente, pratico e econdmico, embora apresente limitacdes de uso em dias
chuvosos e em areas muito extensas, bem como a possibilidade de intoxicacdo de animais
silvestres. No entanto, isto pode ser minimizado com a escolha correta da forma de aplicacao.

No Brasil, os ingredientes ativos registrados para uso em iscas no controle de formigas-
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cortadeiras sdo o fipronil, o clorpirifés e a sulfluramida (DELLA LUCIA; ARAUIJO, 2000;
FORTI; BOARETTO, 1997; OLIVEIRA et al., 2011).

2.4. Controle de formigas-cortadeiras com iscas toxicas

A isca toxica ideal para o controle de formigas deve apresentar as seguintes
caracteristicas: 1) ser atrativa as formigas, se possivel a certa distancia do ninho; 2) ser
carregada sempre que encontrada; 3) ter agdo lenta o suficiente para ser conduzida para longas
distancias; 4) ser distribuida amplamente pela colonia antes que aparecam o0s primeiros
sintomas de intoxicagdo; 5) apresentar especificidade as espécies alvos; 6) apresentar baixa
toxicidade aos vertebrados; 7) permanecer efetiva em condicdes adversas e; 8) conter um
ingrediente ativo biodegradavel (BUENO; CAMPOS-FARINHA, 1999; ETHERIDGE,;
PHILLIPS, 1976; FORTI et al., 1993).

Apesar de ser um método relativamente pratico, o emprego de iscas toxicas deve ser
feito com muito critério e requer uma série de conhecimentos para a obtengdo de resultados
satisfatorios. Para tal, ¢ muito importante realizar a vistoria da area a ser tratada para localizar
os formigueiros e identificar as espécies de formigas presentes (ANJOS et al., 1993).

Uma vez localizado o formigueiro e constatado que a colonia estd ativa, a area de terra
solta deve ser medida para o estabelecimento da dose de isca, multiplicando-se a maior
largura pelo maior comprimento do monte de terra solta. Embora o estabelecimento da dose
de isca por unidade de area seja um método empirico, ndo hé outra alternativa até o presente
momento. As doses recomendadas pelos fabricantes para o controle de sauvas variam de 6 a
10 g/m? de terra, de acordo com o modo de agdo e a concentracdo do ingrediente ativo. Para
quenquéns, a dose recomendada ¢ de 10 gramas por ninho (FORTI; BOARETTO, 1997).

As iscas podem ser aplicadas a granel ou em pequenos recipientes, denominados
porta-iscas ou micro-porta-iscas, em fun¢do da quantidade de isca presente na embalagem. As
iscas a granel devem ser aplicadas diretamente das embalagens, sem o contato manual, ao
lado do maior nimero de trilhas que possuem olheiros ativos, proximos ao murundu. No
entanto, os porta-iscas ou micro-porta-iscas devem ser distribuidos sistematicamente sobre a
area, sem levar em consideracdo o local em que cada formigueiro esta situado, evitando a
necessidade de localiza¢ao e medi¢ao dos ninhos (ANJOS et al., 1993).

Uma vez transportadas para o interior do ninho, as iscas que contém um ingrediente

ativo de acdo lenta sdo distribuidas uniformemente por toda a colonia, sendo fragmentadas e
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lambidas pelas operarias por repetidas vezes (MOREIRA et al.,, 2003; PRETTO; FORTI,
2000). Em um periodo entre 6 e 8 horas as iscas ja estdo totalmente fragmentadas e sdo
incorporadas no jardim de fungo, onde sofrem hidratacdo, incham e se fragmentam ainda mais

em pedagos muito pequenos, impossibilitando sua remog¢ao (FORTI; BOARETTO, 1997).

Transporte de iscas e distribui¢do no jardim de fungo | ———> | Distribui¢do uniforme de granulos na colonia

J

Operarias seguram os granulos no jardim de fungo

J

Operarias lambem os granulos |

ll

Granulos ficam hidratados e as operarias retiram . Inicio da contaminagio das operarias
pequenos pedagos

11

Inicio da incorporagdo 6 h apds a oferta, continuando —>| Aumento da contaminagdo das operérias
até 24 h

J

Operarias iniciam a propria limpeza e das outras —>
operarias

J

Depois de 3 a 4 dias as operarias param de cortar e ha — Operarias com pouca mobilidade cessando o

Maior parte das operarias contaminadas

grande mortalidade de operarias corte de folhas
As operdrias cessam o cuidado com a cria — Mortalidade da cria

J

Ap6s 4 dias: desorganizacdo do jardim de fungo —> | Geralmente aparecem fungos filamentosos

J

Apos 13 dias somente a rainha esta viva e pode —
sobreviver até 40 dias

Extingue mais rapido o formigueiro

Figura 1: Processamento de iscas toxicas contendo ingrediente ativo de ag@o lenta em colonias de

Atta sexdens rubropilosa (modificado de FORTI; BOARETTO, 1997).
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A partir de 24 horas do contato com as iscas, aproximadamente 50% das operarias ja
estdo contaminadas. Essa contamina¢do ocorre por ingestdo direta do ingrediente ativo
durante o processamento da isca e através da limpeza individual e coletiva das operarias na
tentativa de remover pequenos fragmentos de iscas de seus corpos. A trofalaxia ocorre com
uma frequéncia muito baixa entre as operarias e, portanto, ndo deve ser considerada como
fator responsavel pela contaminagdo (ANDRADE et al., 2002; BUENO et al., 2008).

As operarias generalistas e jardineiras sdo as que se contaminam mais rapido devido a
atividade que desempenham na limpeza em geral e no cuidado com o fungo. Com a crescente
mortalidade das operarias ocorre uma desorganizagdo geral da colonia e o jardim de fungo
deixa de ser cuidado, facilitando a contaminagdo por microrganismos e, consequentemente, o
formigueiro € extinto em poucos dias (Figura 1) (FORTI; BOARETTO, 1997).

Na preparacao de iscas toxicas eficientes € economicamente viaveis para o controle de
formigas ¢ fundamental conhecer a qualidade e a forma de acdo dos ingredientes ativos. Além
de ser de acdo lenta e rapidamente degradavel quando exposto ao ambiente, o ingrediente
ativo deve atender outros requisitos basicos como: ndo apresentar efeito repelente, agir
mesmo quando em baixas concentragdes, ter acdo cumulativa por ingestao e apresentar baixa
toxicidade aos mamiferos (BUENO; CAMPOS-FARINHA, 1999; ETHERIDGE; PHILLIPS,
1976; FORTI et al., 1993).

Analises toxicoldgicas recentes da acdo de compostos utilizados no controle de pragas
em geral foram realizadas com o piriproxifen (BUENO, 2005a), a hidrametilnona (BUENO et
al., 2013; DECIO et al., 2013), a rotenona (CECCATO, 2010), o acido borico (SUMIDA et
al., 2010), o fipronil e a sulfluramida (TAKAHASHI-DEL-BIANCO, 2002; NAGAMOTO,
2003) em busca de novos ingredientes ativos para o controle de formigas-cortadeiras e os que
se mostraram promissores para uso em iscas foram os inibidores da respiracao celular
sulfluramida, hidrametilnona e rotenona.

Os inibidores da respiragdo celular tém sido utilizados no manejo de acaros em
diversas culturas, devido a sua eficiéncia no controle e ao seu mecanismo de acgdo
diferenciado. Atuam em diversas etapas da respiragdo celular comprometendo,
principalmente, a geracdo de energia (adenosina tri-fosfato - ATP) e sdo divididos de acordo
com o seu provavel modo de acdo (CORBETT et al., 1984; DEKEYSER, 2005; IRAC, 2012):

» Inibidores da ATP sintase mitocondrial: as moléculas afetam a funcdo dessa enzima, mas

ndo ¢ claro se isso ¢ o que provoca a atividade bioldgica. Os ingredientes ativos que possuem
esse modo de agdo sdo o diafentiurom, os organoestadmicos (azociclotina, cihexatina e 6xido

de fembutatina), o propargito e a tetradifona.
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» Desacopladores da fosforilacdo oxidativa via disrupcdo do gradiente de préton H: os

translocadores de protons entram em curto circuito no gradiente de protons mitocondrial de
modo que o ATP ndo possa ser sintetizado. O clorfenapir, o DNOC e a sulfluramida possuem
esse modo de acdo.

» Inibidores do transporte de elétrons no complexo I: inibem o complexo I da cadeia de

transporte de elétrons na mitocondria, impedindo a utilizagdo de energia pela célula. Os
inseticidas e acaricidas do sub grupo quimico METI (fenazaquin, fenpiroximato, pyrimidifen,
piridabem, tebufenpirade e tolfenpyrad) e a rotenona (Derris) atuam no complexo 1.

» Inibidores do transporte de elétrons no complexo II: inibem o complexo II da cadeia de

transporte de elétrons na mitocondria, impedindo a utilizacdo de energia pela célula. No
momento, apenas o cyenopyrafen e o cyflumetofen possuem esse modo de acao.

» Inibidores do transporte de elétrons no complexo III: inibem o complexo III da cadeia de

transporte de elétrons na mitocondria, impedindo a utilizagdo de energia pela célula. Os
ingredientes ativos que possuem esse modo de a¢cdo sdo a hidrametilnona, o acequinocil € o
fuacrypyrim.

» Inibidores do transporte de elétrons no complexo IV: inibem o complexo IV da cadeia de

transporte de elétrons na mitocondria, impedindo a utilizacdo de energia pela célula. Os sub
grupos quimicos fosfina (fosfeto de aluminio, fosfeto de calcio, fosfeto de zinco e fosfina) e
cianeto (cyanide) atuam no complexo IV.

Os ingredientes ativos diafentiurom e tolfenpyrad analisados no presente trabalho
estdo caracterizados a seguir. As informagdes basicas foram obtidas do Compendium of
Pesticide Common Names (2013) e das monografias depositadas na Agéncia Nacional de

Vigilancia Sanitaria - ANVISA (2013).

Nome comum: Diafentiurom/ Diafenthiuron

Sinonimia: CGA - 106630

Nimero CAS: 80060-09-9

Nome quimico: 1-tert-butyl-3-(2,6-di-isopropyl-4-phenoxyphenyl) thiourea

Formula molecular: C,3H3;,N,OS

Grupo Quimico: Feniltiouréia

Classe: Acaricida e inseticida

Classificacio toxicolégica: Classe III (mediamente toxico)

Modalidade de emprego no Brasil: Uso agricola autorizado para aplicagdo foliar nas

culturas de algodao, café, citros, feijao, melancia, meldo, repolho, rosa, soja e tomate.
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I
CH,—CH 3
| CHa
A,
0 P|\J M—0C—10CH,

Formula Estrutural: H H CH,
CHS—(|3H
CH,

Solubilidade a 25° C: agua = 0.06 mg/L, acetona = 43 g/ e em tolueno, n-hexano 9.6,
octanol-n-26 = 330 g/L.

Nome comum: Tolfenpyrad

Sinonimia: ---

Numero CAS: 129558-76-5

Nome quimico: 4-chloro-3-ethyl-1-methyl-N-[4-(p-tolyloxy)benzyl]pyrazole-5-carboxamide
Foéormula molecular: C,;H,,CIN;O,

Grupo Quimico: Pirazol

Classe: Inseticida

Classificacao toxicoldgica: Nao possui monografia na ANVISA

Modalidade de emprego no Brasil: Nao possui monografia na ANVISA e, portanto, seu uso

ainda ndo ¢ permitido no Brasil.

Férmula Estrutural: CHSOO

T
CH, ”
PTERCN
7 N
H /
Cl ZH;—CH,4

Solubilidade a 25° C: 4dgua = 0.0087 mg/L, em hexano = 7.41 g/L, em tolueno = 366 g/L e
em metanol = 59,6 g/L.
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2.5. Sistema digestorio de formigas

O sistema digestorio das formigas adultas ¢ semelhante ao encontrado em outros
insetos e estd dividido em 3 regides: intestino anterior (estomodeo), intestino médio
(ventriculo) e intestino posterior (proctodeo). Os intestinos anterior e posterior t€ém origem
ectodérmica e o intestino médio, endodérmica. Tais regides podem apresentar-se anatomica
ou fisiologicamente modificadas de acordo com a fungdo especifica e habitos alimentares
desenvolvidos por cada espécie (CAETANO; OVERAL, 1984; CAETANO; CRUZ-
LANDIM, 1983; CHAPMAN, 1975; JANET, 1902; RICHARDS; DAVIES, 1977; ROSS,
1965; SNODGRASS, 1935; TOMOTAKE, 1996; WIGGLESWORTH, 1974).

No presente trabalho, o enfoque estd direcionado ao ventriculo, principal regido do
trato digestorio responsavel pela absorcao dos produtos da digestdo, entre outras fungdes
(CAVALCANTE; CRUZ-LANDIM, 1999).

Segundo Caetano (1977), o ventriculo € a regido do trato digestorio que apresenta
maior variagao histoldgica. Seu epitélio inicia-se em continuacdo ao da valvula cardiaca, onde
terminam as partes de origem ectodérmica ou estomodeal e inicia-se a parte de origem
endodérmica. Esta transicdo constitui uma zona especial, que alguns autores atribuem a
funcao de formar a membrana peritrofica nos insetos que a possuem (CAETANO, 1981). Esta
membrana contém quitina e protege as células epiteliais contra atritos do alimento
(principalmente do tipo solido) e microrganismos presentes no trato digestorio, regula o fluxo
de enzimas da célula para a luz do ventriculo e também regula os produtos da digestdo no
caminho inverso (CHAPMAN, 1975, 1985; RICHARDS; RICHARDS, 1977; SMITH, 1968;
WIGGLESWORTH, 1974).

O ventriculo possui basicamente dois tipos de células, as digestivas e as regenerativas.
As células digestivas, denominadas também de células colunares, principais ou enterocitos,
constituem o epitélio ventricular, apresentam-se em grande numero e sdo muito longas. Essas
células realizam multiplas fungdes que envolvem a absor¢do e o armazenamento de produtos
organicos e inorganicos e a secrecdo da membrana peritrofica e de enzimas e glicoproteinas
(CAETANO, 1977, MARTOJA; BALLAN-DUFRANCALIS, 1984).

Ha trés regides na célula digestiva que podem ser reconhecidas morfologicamente:
apical, mediana e basal. A regido apical ¢ geralmente recoberta por microvilosidades, mas
algumas vezes a membrana plasmatica forma uma série de lamelas. As células dessa regido
apresentam reticulo endoplasmatico rugoso, lisossomos, além de granulos de secrecdo,

vesiculas de micropinocitose e microfilamentos procedidos de microvilosidades do
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citoesqueleto, formando uma rede terminal de actina. A regido mediana contém células com
nucleos, reticulos endoplasmaticos rugosos, complexos golgianos, mitocondrias e granulos
imaturos de secrecdo (CRUZ-LANDIN, 1985). Algumas estruturas lisossomais aparecem em
abundancia, consistindo de corpos densos e vacuolos heterofagicos em quantidade varidvel
(PRIESTER, 1971). A regido basal apresenta mitocondrias ligadas a dobras da membrana
plasmatica, indicando possivel envolvimento com transporte de dgua e ions. As células dessa
regido possuem granulos com organizagdo lamelar concéntrica, principalmente na parte
posterior do ventriculo (CAVALCANTE; CRUZ-LANDIN, 1999). Esses granulos, também
chamados de esferocristais (OLAVARRIETA, 2000), podem estocar e absorver ions
(BILLINGSLEY; DOWNE, 1989) para serem langados dentro do conteudo do intestino e,
apds um periodo de acimulo, podem esvaziar ou aparentemente desaparecer como uma
consequéncia da utilizagdo dos conteudos estocados (CHAPMAN, 1985).

As células regenerativas apresentam um citoplasma relativamente pequeno, com
abundantes ribossomos livres € pequeno numero de outras organelas (CHAPMAN, 1985).
Podem ser encontradas isoladas ou reunidas em grupos de células diminutas na base do
epitélio ventricular e sdo responsaveis pela reposicdo das células do intestino médio,
substituindo células velhas ou com danos funcionais (MARTOJA; BALLAN-
DUFRANCALIS, 1984).

2.6. Sistema excretor de formigas

Os tubulos de Malpighi, principal 6rgdo excretor dos insetos, sdo responsaveis por
manter o meio interno ionicamente constante e assim, tornar as atividades celulares mais
eficientes. Excretam amonia, acido urico e outros catabolitos, além de varios ions, como
calcio e potassio (MARTINELLI, 1998). Além disso, sdo capazes de segregar substancias
presentes no sangue e reabsorver componentes uteis ao organismo (CAETANO, 1988;
CHAPMAN, 1975; GILLOTT, 1980; MELLO, 1979; WIGGLESWORTH, 1974).

Nas formigas, os tibulos de Malpighi estdo distribuidos entre a regido de inser¢do do
ventriculo e do intestino posterior e se apresentam como filamentos simples, delgados e
longos, de fundo cego, com a regido distal livre da hemocele (CAETANO, 1988). A excec¢do
ocorre para o género Solenopsis (lava-pés), onde a extremidade distal fica aderida a parede do

reto (CAETANO et al., 2002).
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Transversalmente, os tubulos de Malpighi apresentam-se como anéis formados de trés
a oito células, dependendo da espécie (CAETANO, 1981; CAETANO; MACHADO, 1982;
CHAPMAN, 1975; MARTINELLI; TABOGA, 1993). Em formigas, sdo dotados de fibras
musculares, dispostas helicoidalmente, que aumentam o contato da hemocele com a
hemolinfa e cuja funcdo mais provavel seja promover o fluxo do conteido do limen
(CAETANO et al,, 2002). As células epiteliais que constituem os tubulos estdo unidas por
juncdo do tipo gap (MARTOJA; BALLAN-DUFRANCAIS, 1984). No entanto, podem
ocorrer outras estruturas de adesdo como desmossomos (MARTINELLI, 1998). Além da
funcao aderente das jungdes, estas também podem permitir a passagem de moléculas de peso
molecular variavel desde a hemolinfa até o limen dos tubulos (BRADLEY, 1985).

A regido basal das células dos tubulos de Malpighi apresenta numerosas invaginacoes
da membrana plasmatica que estao ligadas a 1amina basal por contatos focais (MARTINELLI,
1998). As invaginacdes aumentam a superficie de contato da membrana para o transporte de
ions e adgua para o interior das células. Na regido apical existem microvilosidades alongadas
que aumentam a superficie de transporte de dgua e ions entre o citoplasma e o limen. Ambas
podem estar associadas a mitocondrias, indicando alta demanda energética para o transporte
de substancias entre a hemolinfa e o limen dos tibulos (BRADLEY, 1985; MARTOJA;
BALLAN - DUFRANCALIS, 1984).

Os tabulos de Malpighi das formigas sdao bastante uniformes. Apresentam uma unica
camada de células ctibicas ou piramidais, entretanto, hd diferencgas nos detalhes estruturais das
células em espécies diferentes e também ao longo de um tnico tabulo (SMITH, 1968).

Por meio de testes histoquimicos e analise de microscopia eletronica, Martinelli (1998)
observou que os tubulos de A. sexdens rubropilosa sdo divididos em trés regides: proximal,
distal e intermediaria. A regido proximal apresenta aspectos ultra-estruturais relacionados a
sintese protéica intensa, representada por complexos de Golgi, porgdes de reticulo
endoplasmatico rugoso extremamente desenvolvidas e grande quantidade de ribossomos
livres. Além disso, apresenta grande aciimulo de célcio e auséncia de granulos mineralizados.
A regido distal apresenta caracteristicas tipicas de células transportadoras de ions, com grande
quantidade de mitocondrias distribuidas na célula, além de grande quantidade de granulos
mineralizados (esferocristais). Finalmente, a regido intermediaria apresenta caracteristicas de
ambas as regides citadas. Sendo assim, a regido proximal apresenta células com
caracteristicas secretoras (de proteinas ou substancias lipidicas) (OLAVARRIETA, 2000) e a
regido distal apresenta células com caracteristicas excretoras. Segundo Wigglesworth (1974),

hé evidéncias de que pode ocorrer reabsor¢ao na regido proximal dos tubulos.
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A origem embriologica dos tubulos de Malpighi ¢ controversa. Para Mohamed (1986),
os tubulos possuem origem ectodérmica, entretanto, para Chapman (1975) e Tsai (1993) a

origem ¢ endodérmica.

2.7. Glandulas poés-faringeas

Até certo tempo atras, as glandulas pos-faringeas eram exclusivas dos Formicidae,
independente de casta ou sexo (DELAGE-DARCHEN, 1976; HOLLDOBLER; WILSON,
1990; WHEELER, 1926). Entretanto, recentemente, essas glandulas foram descritas em
algumas espécies de vespas (STROHM et al., 2007; STROHM et al., 2010).

As formigas apresentam um par de glandulas pos-faringeas que se localizam
dorsalmente na transi¢do entre a faringe e o esdfago (CAETANO, 1998; HOLLDOBLER;
WILSON, 1990). Elas sdao de origem ectodérmica e formam-se durante o desenvolvimento
poOs-embrionario a partir de duas evaginagdes dorsais do epitélio faringeal (CRUZ-LANDIM;
MOTA, 1990; GAMA, 1985; JANET, 1905).

Em A. sexdens rubropilosa, as glandulas pos-faringeas apresentam a mesma
constituicao anatomica e ultramorfolégica tanto para as rainhas como para as operarias, sendo
maiores nas primeiras (BUENO, 2005). Sao formadas por dois cachos de lobos ramificados,
0s quais terminam em uma estrutura sacular que se estreita em um canal levemente
quitinizado e desemboca na parte inicial do intestino anterior. Os lobos sdo achatados e se
espalham na regido frontal do cérebro, localizando-se entre o cérebro e a tampa quitinosa da
cabeca (ALMEIDA-TOLEDO, 1967). As paredes dos lobos sdo formadas por um epitélio
simples de células achatadas ou cilindricas com reentrancias entre elas (BUENO, 2005). O
nucleo ¢ distinto e grande, enquanto que o citoplasma € rico em organelas, contém vesiculas e
possui granulagdes (ALMEIDA-TOLEDO, 1967). O limen ¢ revestido internamente por
cuticula (BILLEN; SCHOETERS, 1996).

As funcdes das glandulas pos-faringeas sdo passiveis de discussdo. Para Holldobler e
Wilson (1990), sao fontes de alimento para a rainha e cria, corroborando com a proposta de
Peregrine ¢ Mudd (1974) sobre a transferéncia do conteudo dessas glandulas entre os
membros da colonia. Anteriormente, Ayre (1963) ja4 havia observado a presenca de
nematodides parasitas no limem das glandulas, um indicio da existéncia de material alimentar
completo, o qual seria regurgitado para os demais membros da colonia (trofalaxia). Diante

disso, concluiu que o contetido das glandulas pode ser um tipo de reserva alimentar para
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operarias e larvas, porém que ndo parece estar associado a digestdo. Finalmente, Febvay e
Kermarrec (1986) detectaram baixa atividade enzimatica de a-glucosidase e esterase nas
glandulas de Acromyrmex octospinosus, sugerindo que elas ndo estao relacionadas a digestao.

A presenga de lipidios no interior das glandulas po6s-faringeas tem sido observada em
varias espécies de formigas. Para alguns autores, os lipidios teriam origem a partir do
alimento ingerido e para outros, seriam resultados de secre¢des do proprio epitélio glandular.
Phillips e Vinson (1980) observaram que ndo ocorre passagem de &cidos graxos e
trigliceridios injetados na hemolinfa para o interior dessas glandulas em Solenopsis invicta.
Diante disso, admitiram que os lipidios presentes no limen das glandulas deveriam ser
originarios do alimento ingerido. Vinson et al. (1980) também sugeriram que as glandulas
pos-faringeas atuam como cecos cefalicos em S. invicta, realizando a absor¢do de acidos
graxos e trigliceridios. Entretanto, Bagnéres e Morgan (1991) verificaram que os
hidrocarbonetos sdo predominantes entre os lipidios presentes no interior das glandulas de S.
invicta, semelhantes aqueles encontrados na cuticula das operarias, com a funcdo de
reconhecimento especifico e intra-colonial. Em vista disso, sugeriram que o papel nutritivo
das glandulas fosse reavaliado. Fato também reforcado por Soroker et al. (1994), em formigas
que apresentam altos niveis de trofalaxia.

Apesar das contradigdes apresentadas, as glandulas pos-faringeas sempre apresentam
lipidios em seu interior. Quando a quantidade de alimento ingerido ¢ pequena, 0s compostos
lipossoluveis e hidrossoluveis sdo separados na porcao final da faringe, percorrendo caminhos
distintos. Os lipidios se deslocam para as glandulas pos-faringeas, onde sdao absorvidos,
enquanto que os compostos hidrossoluveis vao para o papo e depois para o ventriculo.
Entretanto, se a ingestdo de lipidios for alta e as glandulas pos-faringeas nao forem capazes de
armazenad-los, estes passam pela faringe e pelo es6fago, atingindo o papo. Uma vez no papo,
os lipidios ndo passam para o ventriculo e, apds algum tempo, retornam para as glandulas
pos-faringeas (BUENO, 2005; BUENO et al., 2008; JESUS, 2006; PHILLIPS; VINSON,
1980).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Testes “in vitro” com operarias de Atta sexdens rubropilosa

3.1.1. Origem das formigas utilizadas nos bioensaios

As operarias de A. sexdens rubropilosa, com massa corpdrea variando de 15 a 25 mg,
foram coletadas de formigueiros mantidos no laboratério do Centro de Estudos de Insetos
Sociais, Instituto de Biociéncias de Rio Claro, Universidade Estadual Paulista — UNESP
(Figura 2). Para a manuteng@o desses formigueiros, diariamente foram oferecidos folhas de
Eucaliptus sp., flocos de aveia e, ocasionalmente, outras plantas palataveis as saivas como

Hibiscus sp., Ligustrum sp. ou folhas e pétalas de roseiras.

=5 i

Figura 2: Vista geral de formigueiro de Atta sexdens rubropilosa mantido no laboratorio do Centro de

Estudos de Insetos Sociais, UNESP, Rio Claro / SP.
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3.1.2. Dieta artificial

Para a manuten¢ao das formigas isoladas do formigueiro foi utilizada uma dieta sélida,
preparada com 5 g de glicose, 1 g de peptona bacteriologica, 0.1 g de extrato de levedura e 1.5
g de agar bacteriologico, dissolvidos em 100 mL de dgua destilada (BUENO et al., 1997). A
dieta foi aquecida em forno de micro-ondas para melhor solubilizacdo e autoclavada a 120° C
e 1 atm por 15 minutos. Em seguida foi vertida, ainda quente, em placas de Petri (10 cm de
diametro), previamente esterilizadas em estufa a 180° C por 2 horas.

Ap0s o resfriamento e a solidificagdo das dietas as placas foram embrulhadas em filme
de PVC e mantidas em geladeira para evitar a contaminagdo por micro-organismos, sendo

utilizadas nos dias subsequentes, durante o periodo do experimento (BUENO et al., 1997).

3.1.3. Bioensaios para determinacio da toxicidade e analise morfolégica

Os ingredientes ativos diafentiurom e tolfenpyrad foram pesadwos em balanga
analitica, dissolvidos em acetona ou em mistura de acetona e 6leo de soja (9:1) e incorporados
na dieta artificial ainda quente (logo ap0s a retirada da autoclave).

Para cada ingrediente ativo foram realizados 3 bioensaios, sendo dois para a
determinacdo da toxicidade e um para andlise morfologica. Em todos os bioensaios, as
formigas foram retiradas dos formigueiros e colocadas em placas de Petri (10 cm de didmetro)
forradas com papel filtro, sendo mantidas em estufa tipo B.O.D com temperatura de 24° + 1°
C e umidade relativa acima de 70%. Cada grupo experimental foi composto por 50 operarias
distribuidas em 5 placas de Petri, totalizando 10 formigas por placa. A dieta para a
manutencdo das formigas ou a dieta acrescida de ingrediente ativo foi oferecida em papel
aluminio na quantidade aproximada de 0.5 g/placa. A cada 24 horas a dieta foi renovada e o
papel filtro foi trocado para evitar o desenvolvimento de microrganismos contaminantes
(Figura 3) (BUENO et al., 1997).

Para a certificacdo de que os resultados obtidos nao sofreriam influéncia do solvente
utilizado, trés grupos controles foram estabelecidos: o primeiro recebeu somente dieta
artificial (controle dieta pura), o segundo recebeu dieta artificial com adigdo de acetona
(controle acetona) e o terceiro recebeu dieta artificial com adicdo da mistura de acetona e 6leo

de soja na proporcao 9:1 (controle acetona + 6leo).
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Figura 3. Operarias de Atta sexdens rubropilosa submetidas ao tratamento com o ingrediente ativo

incorporado em dieta artificial.

3.1.3.1. Bioensaios para determinacio da toxicidade

Os bioensaios permitiram a avaliacdo da toxicidade do diafentiurom e do tolfenpyrad
através da retirada didria e anota¢do do niimero de formigas mortas durante um periodo de 25
dias. Além disso, também permitiram a observagao do periodo inicial de intoxicagdo das
operarias e a definicdo da menor concentracdo toxica de cada ingrediente ativo a ser utilizada
nos bioensaios de andlise morfologica. Além dos grupos controle (dieta pura, acetona ou
acetona + 0leo), sete concentragdes foram avaliadas para cada um dos ingredientes ativos
(Tabela 1).

A andlise grafica foi realizada através da determinagdo das porcentagens acumuladas
de formigas vivas por dia para cada tratamento. Posteriormente, a mediana do tempo de
sobrevivéncia foi determinada e as curvas de sobrevivéncia foram comparadas por meio do
teste ndo paramétrico “log rank”, com nivel de significancia de 5% (ELANDT-JOHNSON et

al., 1980), utilizando-se o software Graph-Pad, aplicativo Prisma 3.0.
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Tabela 1. Bioensaios para a determinagdo da toxicidade do diafentiurom e do tolfenpyrad em

operarias de Atta sexdens rubropilosa

BIOENSAIO I

TRATAMENTO

CONCENTRACAO

Controle dieta pura

Controle acetona

Diafentiurom dissolvido em acetona

1 pg/mL (0.0001%)

Diafentiurom dissolvido em acetona

5 pg/mL (0.0005%)

Diafentiurom dissolvido em acetona 10 pg/mL (0.001%)
Diafentiurom dissolvido em acetona 50 pg/mL (0.005%)
Diafentiurom dissolvido em acetona 100 pg/mL (0.01%)
Diafentiurom dissolvido em acetona 500 pg/mL (0.05%)

Diafentiurom dissolvido em acetona

1000 pg/mL (0.1%)

BIOENSAIO II

TRATAMENTO

CONCENTRACAO

Controle dieta pura

Controle acetona + 6leo

Diafentiurom dissolvido em acetona + 6leo

1 pg/mL (0.0001%)

Diafentiurom dissolvido em acetona + 6leo

5 pug/mL (0.0005%)

Diafentiurom dissolvido em acetona + 6leo

10 pg/mL (0.001%)

Diafentiurom dissolvido em acetona + 6leo 50 pg/mL (0.005%)
Diafentiurom dissolvido em acetona + 6leo 100 pg/mL (0.01%)
Diafentiurom dissolvido em acetona + 6leo 500 pg/mL (0.05%)

Diafentiurom dissolvido em acetona + 6leo

1000 pg/mL (0.1%)

BIOENSAIO III

TRATAMENTO

CONCENTRACAO

Controle dieta pura

Controle acetona

Tolfenpyrad dissolvido em acetona

1 pg/mL (0.0001%)

Tolfenpyrad dissolvido em acetona

5 pg/mL (0.0005%)

Tolfenpyrad dissolvido em acetona 10 pg/mL (0.001%)
Tolfenpyrad dissolvido em acetona 50 pg/mL (0.005%)
Tolfenpyrad dissolvido em acetona 100 pg/mL (0.01%)

Tolfenpyrad dissolvido em acetona

500 pg/mL (0.05%)

Tolfenpyrad dissolvido em acetona

1000 pg/mL (0.1%)

BIOENSAIO 1V

TRATAMENTO

CONCENTRACAO

Controle dieta pura

Controle acetona + 6leo

Tolfenpyrad dissolvido em acetona + dleo

1 pg/mL (0.0001%)

Tolfenpyrad dissolvido em acetona + dleo

5 pg/mL (0.0005%)

Tolfenpyrad dissolvido em acetona + dleo 10 pg/mL (0.001%)
Tolfenpyrad dissolvido em acetona + dleo 50 pg/mL (0.005%)
Tolfenpyrad dissolvido em acetona + dleo 100 pg/mL (0.01%)

Tolfenpyrad dissolvido em acetona + dleo

500 pg/mL (0.05%)

Tolfenpyrad dissolvido em acetona + 6leo

1000 pg/mL (0.1%)
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3.1.3.2. Bioensaios para analise morfologica

Baseando-se nos resultados obtidos nos bioensaios para a determinagdo da toxicidade,
as menores concentracdes dos ingredientes ativos que causaram intoxicagao nas operarias no
4° dia de experimento foram selecionadas para a analise morfologica (DECIO et al., 2013).

As operarias foram alimentadas com dieta artificial durante trés dias, sendo coletadas e
dissecadas no 4° dia de experimento. Além dos grupos controle, dois tratamentos foram

avaliados para cada um dos ingredientes ativos (Tabela 2).

Tabela 2. Bioensaios para a analise morfologica em operarias de Atta sexdens rubropilosa tratadas

com diafentiurom e tolfenpyrad

BIOENSAIO I
TRATAMENTO CONCENTRACAO
Controle acetona —_—

Controle acetona + 6leo _—

Diafentiurom dissolvido em acetona 500 pg/mL (0.05%)
Diafentiurom dissolvido em acetona + 6leo 500 pg/mL (0.05%)
BIOENSAIO II
TRATAMENTO CONCENTRACAO

Controle acetona —_—

Controle acetona + 6leo -
Diafentiurom dissolvido em acetona 50 pg/mL (0.005%)
Diafentiurom dissolvido em acetona + 6leo 5 pg/mL (0.0005%)

Para cada tratamento, cinco operarias de A. sexdens rubropilosa foram anestesiadas
por resfriamento e dissecadas em solug@o salina 0.6% (cloreto de sddio e 4gua destilada) com
o auxilio de pin¢a e 1amina de barbear, sob um estereomicroscopio Leica MZ-APO.

O ventriculo, os tibulos de Malpighi e as glandulas pos-faringeas foram retirados e
fixados com paraformoldeido 4% em tampao fosfato de s6dio 0.1 M (pH 7.4) por 2 horas a
temperatura ambiente, lavados no tampao fosfato de s6dio 0.1 M (pH 7.4), desidratados em
uma série crescente de alcoois (70% a 95%) com duragdo de 15 minutos cada banho e,
posteriormente, transferidos para a resina de embebigao (overnight) a 4° C.

Apds a embebigdo, os 6rgios foram incluidos em historesina. Com o auxilio de um
microtomo, foram feitas sec¢des histologicas de 3 um de espessura, as quais foram coradas
com hematoxilina-eosina (JUNQUEIRA & JUNQUEIRA, 1983). Depois de secas, as 1aminas
contendo as sec¢des foram cobertas com balsamo do Canada e laminula. Posteriormente, o

material foi analisado e documentado em fotomicroscopio Motic BA 300.
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3.2. Testes com iscas em colonias mantidas em laboratorio

3.2.1. Origem e manutenc¢io das colonias

As colonias de A. sexdens rubropilosa foram coletadas na Fazenda Corumbatai,
municipio de Corumbatai — S3o Paulo, Brasil (22°18’S ¢ 47°39°W), em mar¢o de 2010 e
mar¢o de 2011. Cada coldnia foi acondicionada em recipiente plastico transparente de 1000
mL contendo uma camada de gesso no fundo para manter a umidade do jardim de fungo.
Posteriormente, outros dois recipientes plasticos de 500 mL foram interligados ao primeiro
por tubos plasticos transparentes, sendo um para fornecimento do substrato vegetal (camara
de forrageamento) e outro para deposi¢do de lixo pelas formigas (cdmara de lixo) (Figura 4).

As colonias foram mantidas em sala climatizada e abastecidas diariamente com folhas
de Eucaliptus sp. e flocos de aveia até que o jardim de fungo atingisse o volume ideal (1000

mL de jardim de fungo) para a realizagao dos testes.

Figura 4: Vista geral de uma colonia incipiente de Atta sexdens rubropilosa mantida em laboratorio.

(A - camara de lixo, B - cdmara de fungo e C — cAmara de forrageamento).

3.2.2. Preparaciao das iscas

Os ingredientes ativos foram adicionados em uma mistura de polpa citrica em pé e
6leo de soja na propor¢dao 9:1, contendo 0.005% de aglomerante Carboxi Metil Celulose
(CMC). Para o diafentiurom, as concentragdes finais utilizadas foram 5.000 pg/g (0.5%),
10.000 pg/g (1%) e 50.000 pg/g (5%) e para o tolfenpyrad foram 500 pg/g (0.05%), 1.000



33

ng/g (0.1%) e 5.000 pg/g (0.5%). A isca controle foi preparada apenas com polpa citrica, 6leo
de soja e CMC, sem adicdo de ingrediente ativo. As misturas foram processadas em uma
peletizadora comercial de pequeno porte, obtendo-se pellets de 0.5 cm de diametro e 1 cm de
comprimento. Apos a peletizacdo as iscas foram colocadas em peneiras e resfriadas com o
auxilio de um ventilador. Para melhor conservacdo, foram embaladas em sacos plasticos e

armazenadas em local seco até a realizacdo dos experimentos (BUENO et al., 2005a).

3.2.3. Avaliacao das iscas

As colonias incipientes de A. sexdens rubropilosa foram distribuidas em quatro
colonias para cada tratamento. Além dos tratamentos com as trés concentragdes de cada
ingrediente ativo, utilizou-se um grupo controle que recebeu somente isca sem ingrediente
ativo e um controle positivo com a isca comercial Mirex — S Max® (sulfluramida 0.3%) para
comparacao da eficacia das iscas.

O lixo e os restos de folhas foram retirados das camaras de lixo e de forrageamento e
as colonias ficaram sem receber o substrato vegetal por um dia. Apos esse periodo, cada
colonia recebeu 3 g de isca do respectivo tratamento que ficou disponivel para coleta das

operarias por 24 horas (Figura 5).

Figura 5: Colonia de Atta sexdens rubropilosa submetida ao tratamento com iscas contendo

ingrediente ativo.
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Apds 24 horas do oferecimento das iscas, a sobra do material foi retirada e pesada para
estimar o carregamento. Além disso, a incorporacao da isca no jardim de fungo e a ocorréncia
de devolugdo de iscas também foram avaliadas.

As colonias voltaram a receber o substrato vegetal e durante trés semanas
subsequentes foram realizadas avaliagdes didrias, baseadas nas observacdes de intoxicagao
das formigas, corte de folhas, mortalidade de formigas, mudanca de panela, presenga de fungo
filamentoso, presenca de pedagos de fungo no lixo, desorganizacdo do fungo simbionte,
mortalidade da rainha e condi¢des da colonia (FORTI et al., 1993). Além disso, todo material
presente nas camaras de lixo e de forrageamento foi retirado semanalmente.

Para os itens avaliados foram utilizadas as seguintes escalas de quantificagdo:

¢ Carregamento da isca pelas formigas: 0 - sem carregamento; 1 - carregamento de 25%; 2 -

carregamento de 50%; 3 - carregamento de 75%; 4 - carregamento de 100%.

¢ Incorporagdo da isca no jardim de fungo: 0 - sem incorporagao; 1 - incorporacao de 25%; 2

- incorporagdo de 50%; 3 - incorporagdo de 75%; 4 - incorporagao de 100%.
¢ Devolucdo da isca: 0 - sem devolugao; 1 - devolugao de 25%; 2 - devolugao de 50%; 3 -

devolugao de 75%; 4 - devolugao de 100%.

¢ Intoxicacdo de formigas: 0 - sem sintomas de intoxicacdo; 1 - 25% das formigas

intoxicadas; 2 - 50% das formigas intoxicadas; 3 - 75% das formigas intoxicadas e; 4 - 100%
das formigas intoxicadas.

¢ Corte de folhas: 0 - sem corte de folhas; 1 - corte de 25% das folhas; 2 - corte de 50% das
folhas; 3 - corte de 75% das folhas; 4 - corte de 100% das folhas.

¢ Mortalidade de formigas: 0 - sem mortalidade; 1 - 25% das formigas mortas; 2 - 50% das

formigas mortas; 3 - 75% das formigas mortas e; 4 - 100% das formigas mortas.

¢ Coldnia com mudanca de panela de fungo: 0 - sem mudanga ¢; 1 - com mudanca.

¢ Corte de fungo: 0 - sem corte de fungo e; 1 — com corte de fungo.

¢ Colbnia com reducao no jardim de fungo: 0 - sem reducao; 1 - com redugao.

¢ Colonia com presenca de fungo filamentoso: 0 - sem ocorréncia de contaminagao ¢; 1 -

com ocorréncia de contaminagao.

¢ Rainha morta: 0 - rainha viva; 1 - rainha morta.

¢ Condicdes da colonia: 0 - colonia morta; 1 - regressdo de 75% da coldnia; 2 - regressdo de
50% da coldnia; 3 - regressao de 25% da colonia e; 4 - colonia em perfeitas condigdes.
A andlise grafica de cada item observado foi realizada através dos valores acumulados

das 4 repeticdes (colonias).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Toxicidade para operarias de Atta sexdens rubropilosa

Os resultados obtidos para cada bioensaio estdo apresentados através das andlises
graficas das curvas de sobrevivéncia e das tabelas que resumem as porcentagens acumuladas
de mortalidade diaria, o tempo de sobrevivéncia mediana e a interpretagao do teste “log rank”.

Os controles acetona e acetona + 6leo ndo apresentaram diferenca significativa em
relacdo ao controle dieta pura, indicando que o solvente utilizado e o 6leo de soja ndo

influenciaram na mortalidade das operarias de A. sexdens rubropilosa (Tabelas 3, 4, 5 ¢ 6).

4.1.1. Diafentiurom

O diafentiurom dissolvido em acetona provocou diminui¢do na sobrevivéncia das
operarias de A. sexdens rubropilosa, com redu¢do mais acentuada para a concentragdo 100
ug/mL (Figura 6). A andlise estatistica revelou que as concentragdes 5 pg/mL, 10 pg/mL, 50
pug/mL, 100 pg/mL, 500 pg/mL e 1000 pg/mL apresentaram valores significativos quando
comparados com o controle acetona. A mortalidade total das operarias ocorreu no 20° dia para
a concentracdo 50 pg/mL, no 16° dia para a concentragao 100 pg/mL, no 17° dia para a
concentracdo 500 pg/mL e no 21° dia para a concentragdo 1000 pg/mL. Nao ocorreu
mortalidade total das operarias até o término do experimento para as concentragdes 1 pg/mL,
5 ug/mL e 10 ug/mL (Tabela 3).

As formigas mantidas com dieta artificial contendo diafentiurom dissolvido em
acetona apresentaram sintomas de intoxicagdo, principalmente dificuldade de locomogado e
imobilidade (lentiddo), a partir do 4° dia de experimento para as concentragdes 500 pg/mL e
1000 pg/mL, a partir do 6° dia para a concentragdo 100 pg/mL e a partir do 10° dia para as
concentragdes 10 pg/mL e 50 pg/mlL. As formigas tratadas com diafentiurom nas
concentragdes 1 pg/mL e 5 pg/mL ndo apresentaram sintomas de intoxicacdo. Diante dos
primeiros sintomas de intoxicagdo observados no 4° dia de experimento, o diafentiurom
dissolvido em acetona na concentracdo 500 pg/mL foi selecionado para a realizacdo da
analise morfologica.

O diafentiurom dissolvido em mistura de acetona + 6leo de soja também provocou
diminuicdo na sobrevivéncia das operarias de A. sexdens rubropilosa, com redu¢do mais

acentuada para as concentragcdes 500 pg/mL e 1000 pg/mL (Figura 7). A andlise estatistica
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revelou que as concentragdes 5 pg/mL, 10 pg/mL, 50 pg/mL, 100 pg/mL, 500 pg/mL e 1000
pg/mL apresentaram valores significativos quando comparados com o controle acetona +
6leo. A mortalidade total das operarias ocorreu no 25° dia para a concentragdo 10 pg/mL, no
19° dia para a concentragdo 50 ug/mL, no 14° dia para a concentragdo 100 pg/mL, no 12° dia
para a concentragdo 500 pg/mL e no 13° dia para a concentragdo 1000 pg/mL. Nao ocorreu
mortalidade total das operarias até o término do experimento para as concentracdes 1 pg/mL e
5 ng/mL (Tabela 4).

As formigas mantidas com dieta artificial contendo diafentiurom dissolvido em
acetona + 6leo também apresentaram sintomas de intoxicacao, principalmente dificuldade de
locomocgao e imobilidade (lentiddo), a partir do 2° dia de experimento para a concentragdao
1000 pg/mL, a partir do 4° dia para a concentracao 500 pg/mL, a partir do 5° dia para a
concentracdo 100 pg/mL, a partir do 9° dia para as concentragdes 10 pg/mL e 50 pg/mL e a
partir do 15° dia para as concentragdes 1 pg/mL e 5 pg/mL. Diante dos sintomas de
intoxicacdo observados no 4° dia de experimento, o diafentiurom dissolvido em acetona +
6leo na concentracao 500 pg/mL foi selecionado para a realizagdo da analise morfologica.

A toxicidade do diafentiurom nos testes de incorporagao em dieta artificial aumentou
com a presenca do dleo de soja. A mediana do tempo de sobrevivéncia das operarias foi
reduzida de 17 dias para 9 dias na concentracdo 10 pg/mL, de 14 dias para 10 dias na
concentracdo 50 pg/mL, de 10 dias para 9 dias na concentragdo 100 ug/mL, de 12 dias para 7
dias na concentracao 500 pg/mL e de 11 dias para 6 dias na concentragao 1000 pg/mL O
tempo de mortalidade total das formigas também foi reduzido de 20 dias para 19 dias na
concentragdo 50 ug/mL, de 16 dias para 14 dias na concentracao 100 pg/mL, de 17 dias para
12 dias na concentracao 500 pg/mL e de 21 dias para 13 dias na concentragdao 1000 pg/mL.

A partir dos resultados obtidos nos bioensaios toxicologicos foi possivel selecionar as
concentragdes de diafentiurom para o desenvolvimento de iscas. Baseando-se na metodologia
de Bueno (2005), as concentracdes consideradas toxicas (50 pg/mL, 100 pg/mL e 500 pg/mL)
foram aumentadas em 100 vezes pelo fato das iscas serem oferecidas uma Unica vez as
colonias. A concentracdo 1000 pg/mL foi descartada por apresentar toxicidade muito
semelhante a concentracdo 500 pg/mL, sendo apenas selecionadas as menores concentragdes

que apresentaram toxicidade.
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Tabela 3. Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias de Atta sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporagdo em dieta

artificial com diafentiurom dissolvido em acetona

% acumulada de mortalidade por dia

Tratamentos Md *
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
Controle dieta pura 0 2 2 2 2 2 2 2 4 4 4 6 6 8 8 10 10 12 14 16 18 18 18 24 32 >25a
Controle acetona 0 0 0 0 0 0 0 2 4 10 10 10 10 10 12 14 14 16 16 18 18 24 24 >25a
Diafentiurom 1pg/mL 0 2 4 4 4 4 4 4 6 6 6 6 8 12 12 12 18 20 22 22 28 36 36 >25a
Diafentiurom Spg/mL 0 2 2 2 4 6 6 6 8 12 18 28 34 42 52 66 68 76 80 88 88 88 92 96 9% 15b
Diafentiurom 10pg/mL 0 2 2 2 2 4 4 6 6 8 16 22 26 34 38 46 56 64 72 78 82 82 90 98 98 17b
Diafentiurom 50pg/mL 0 0 0 0 0 0 6 8 10 10 20 26 40 56 70 78 82 94 98 100 - - - - - 14b
Diafentiurom 100pg/mL 0 2 2 2 2 6 12 20 44 52 58 78 90 98 98 100 - — - - - e - - 10b
Diafentiurom 500pg/mL 0 0 0 0 0 2 8 12 20 36 44 54 72 84 98 98 100 - - - - e e - - 12b
Diafentiurom 1000pg/mL 0 0 2 2 2 2 6 6 14 34 50 58 72 78 &4 88 92 92 94 98 100 - - - - 11b
* Letras distintas em relag@o ao controle indicam diferenca significativa de acordo com o teste “log rank” (P < 0.05).
Tabela 4. Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias de Atta sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorpora¢do em dieta
artificial com diafentiurom dissolvido em acetona + 6leo
% acumulada de mortalidade por dia
Tratamentos Md *
1 2 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

Controle dieta pura 0 0 4 8 10 10 12 12 18 18 18 24 24 24 24 28 28 30 36 44 >25a
Controle acetona + 6leo 0 4 4 4 4 8 8 8 8 12 14 16 16 16 18 18 18 22 24 28 30 >25a
Diafentiurom 1pg/mL 2 10 12 14 14 14 14 16 22 22 22 22 34 34 34 34 34 34 34 40 40 40 46 48 50 25a
Diafentiurom 5pg/mL 0 12 16 18 20 22 22 22 26 28 32 36 44 46 50 50 56 56 62 68 68 70 70 74 78 16b
Diafentiurom 10pg/mL 6 16 18 22 22 38 44 48 62 68 76 84 90 94 94 98 98 98 98 98 98 98 98 98 100 9b
Diafentiurom 50pug/mL 2 4 8 16 22 26 30 34 56 74 86 94 96 9% 9 96 96 100 - - - - - - 10D
Diafentiurom 100pg/mL 2 6 6 10 14 20 24 36 58 76 82 90 96 100 - - - - - N - 9b
Diafentiurom 500pg/mL 2 6 14 22 30 48 62 72 88 92 94 100 - - — e = - -—- N - 7b
Diafentiurom 1000pg/mL 0 4 6 10 42 66 70 74 80 90 94 98 100 - — e = - - N - 6b

* Letras distintas em relagdo ao controle indicam diferenca significativa de acordo com o teste “log rank” (P < 0.05)
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Figura 6: Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio

de incorporagdo em dieta artificial com diafentiurom dissolvido em acetona.
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4.1.2. Tolfenpyrad

O tolfenpyrad dissolvido em acetona provocou diminuicdo na sobrevivéncia das
operarias de A. sexdens rubropilosa, com redugdo mais acentuada para as concentragdes 50
pug/mL, 100 pg/mL, 500 pg/mL e 1000 pg/mL (Figura 8). A analise estatistica revelou que
todas as concentragdes testadas apresentaram valores significativos quando comparados com
o controle acetona. A mortalidade total das operarias ocorreu no 24° dia para a concentragao
10 pg/mL, no 14° dia para a concentracdo 50 pg/mL, no 10° dia para a concentragdo 100
pug/mL, no 7° dia para a concentragao 500 pg/mL e no 8° dia para a concentracao 1000 pg/mL.
Nao ocorreu mortalidade total das operarias até o término do experimento para as
concentragdes 1 pg/mL e 5 pg/mL (Tabela 5).

As formigas mantidas com dieta artificial contendo tolfenpyrad dissolvido em acetona
apresentaram sintomas de intoxicagdo, principalmente tremores, a partir do 3° dia de
experimento para as concentragdes 100 pg/mL, 500 ug/mL e 1000 ug/mL, a partir do 4° dia
para a concentracdo 50 ug/mL, a partir do 5° dia para a concentragdo 10 ug/mL, a partir do 7°
dia para a concentracdo 5 pg/mL e a partir do 10° dia para a concentracdo 1 pg/mL. Diante
dos sintomas de intoxicagdo observados no 4° dia, o tolfenpyrad dissolvido em acetona na
concentragdo 50 ug/mL foi selecionado para a realizacao da analise morfologica.

O tolfenpyrad dissolvido em acetona + oOleo também provocou diminuicdo na
sobrevivéncia das operarias de A. sexdens rubropilosa, com redugdo mais acentuada para as
concentragdes 5 ug/mL, 10 pg/mL, 50 pg/mL, 100 pg/mL, 500 pg/mL e 1000 pg/mL (Figura
9). A analise estatistica revelou que todas as concentra¢des testadas apresentaram valores
significativos quando comparados com o controle acetona + dleo. A mortalidade total das
operarias ocorreu no 21° dia para a concentragdo 1 pg/mL, no 10° dia para a concentragao 5
pg/mL, no 7° dia para a concentracdo 10 pg/mL, no 6° dia para a concentragcdo 50 pg/mL, no
3° dia para as concentragdes 100 pg/mL e 500 pug/mL e no 4° dia para a concentragdo 1000
pg/mL (Tabela 6).

As formigas mantidas com dieta artificial contendo tolfenpyrad dissolvido em acetona
+ 0leo também apresentaram sintomas de intoxicag¢ao, principalmente tremores, a partir do 1°
dia para as concentragdes 50 pg/mL, 100 pg/mL, 500 ug/mL e 1000 pg/mL, a partir do 2° dia
para a concentragdo 10 pg/mL, a partir do 4° dia para a concentragdo 5 pg/mL e a partir do 7°
dia para a concentragdo 1 pg/mL. Diante de tais sintomas, o tolfenpyrad dissolvido em

acetona + 6leo na concentracdo 5 pg/mL foi selecionado para a analise morfologica.
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A toxicidade do tolfenpyrad aumentou com a presenca do 6leo de soja. A mediana do
tempo de sobrevivéncia das operarias foi reduzido de 24 dias para 9.5 dias na concentragdo 1
pg/mlL, de 10 dias para 4 dias na concentragdo 5 pg/mL, de 7.5 dias para 3 dias na
concentragdo 10 pg/mL, de 4 dias para 1 dia na concentragdao 50 pg/mL, de 3 dias para 1 dia
na concentracdo 100 pg/mL, de 2 dias para 1 dia na concentragdo 500 pg/mL e de 5 dias para
1 dia na concentragao 1000 pg/mL. O tempo de mortalidade total das formigas também foi
reduzido de 24 dias para 7 dias na concentracdo 10 ug/mL, de 14 dias para 6 dias na
concentracdo 50 pg/mL, de 10 dias para 3 dias na concentragao 100 ug/mL, de 7 dias para 3
dias na concentragdo 500 ug/mL e de 8 dias para 4 dias na concentragdao 1000 pg/mL.

A partir dos resultados obtidos nos bioensaios toxicologicos foi possivel selecionar as
concentragoes de tolfenpyrad para o desenvolvimento de iscas. Baseando-se na metodologia
de Bueno (2005), as concentragdes consideradas toxicas (5 pug/mL, 10 pg/mL e 50 pg/mL)
foram aumentadas em 100 vezes pelo fato das iscas serem oferecidas somente uma tnica vez
as colonias. As concentragoes 100 pg/mL, 500 pg/mL e 1000 pg/mL foram descartadas por
apresentar toxicidade muito semelhante a concentragao 50 pg/mL. Assim, foram selecionadas

as menores concentragdes que apresentaram toxicidade.

Uma das caracteristicas fundamentais para que uma isca seja eficiente no controle de
formigas ¢ a presenca de um ingrediente ativo de agdo lenta, possibilitando que as operarias
vivam o suficiente para distribui-lo por toda a colonia. O conceito de toxicidade lenta foi
utilizado primeiramente para selecao de ingredientes ativos para o controle de formigas lava-
pés (STRINGER et al, 1964; WILLIAMS, 1983; VANDER MEER et al., 1985) e,
posteriormente, foi adaptado por Nagamoto (1998, 2003) para formigas-cortadeiras. Envolve
a selecdo de ingredientes ativos que causam baixa mortalidade 24 horas apds a aplicagdo
(menor que 15%) e alta mortalidade ao término do experimento (acima de 90%).

Os bioensaios toxicoldogicos com operarias de A. sexdens rubropilosa isoladas do
formigueiro apresentaram resultados promissores para os inibidores da respiragdo celular
diafentiurom e tolfenpyrad, ou seja, baixa mortalidade nas primeiras 24 horas apos a aplicacao
e alta mortalidade ao término do experimento, principalmente na presenga do 6leo de soja.
Utilizando-se de metodologia semelhante, Takahashi-del-Bianco (2002) comprovou a
toxicidade da sulfluramida na concentragdo 3 pug/mL para operarias de A. sexdens rubropilosa
isoladas do formigueiro. Posteriormente, a rotenona (CECATTO, 2010) e a hidrametilnona
(BUENO et al., 2013; DECIO et al., 2013) também foram testadas e ambos os ingredientes

ativos apresentaram resultados satisfatorios. A rotenona dissolvida em acetona apresentou
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toxicidade as operarias de A. sexdens rubropilosa na concentragdo 500 pg/mL. Contudo,
quando dissolvida em mistura de acetona e dleo de soja, todas as concentragdes testadas
apresentaram resultados satisfatorios (10 pg/mL, 50 pg/mL, 100 pg/mL e 500 pg/mL). A
hidrametilnona dissolvida em acetona provocou diminui¢do na sobrevivéncia das operarias de
A. sexdens rubropilosa, com redugdo mais acentuada para a concentragdo 1000ug/mL, sendo
que na presenca do 6leo de soja também apresentou resultados satisfatdrios na concentracao
200 pg/mL.

A descoberta de novos ingredientes ativos para serem utilizados em iscas toxicas no
controle de formigas-cortadeiras ndo ¢ um processo facil e deve ser conduzido com o maior
rigor cientifico. De acordo com FORTI et al. (1993), no periodo entre 1989 a 1993, 90% das
substancias testadas para o controle de espécies do género Atta apresentaram 0% de eficiéncia
e outros 10% apresentaram eficiéncia menor que 40%, ou seja, insatisfatoria. Somente nos
ultimos trés anos, o Centro de Estudos de Insetos Sociais do Instituto de Biociéncias de Rio
Claro, Universidade Estadual Paulista — UNESP testou mais de 40 ingredientes ativos para
empresas particulares por meio de bioensaios toxicologicos com operarias de A. sexdens
rubropilosa isoladas do formigueiro ¢ nenhum deles apresentou toxicidade (BUENO, O.C.,
informagao pessoal).

A andlise da toxicidade para operarias isoladas do formigueiro ¢ apenas uma primeira
etapa para a avaliagdo da eficacia de um ingrediente ativo e nao ¢ fator determinante para
avaliar se a molécula ¢ eficiente ou ndo para o controle de colonias de formigas-cortadeiras.
Esse tipo de bioensaio onde as formigas sdo mantidas exclusivamente com a dieta alimentar
contendo ingrediente ativo, sem oportunidade de escolha de alimento, permite o controle de
muitas varidveis para analisar somente a toxicidade. Entretanto, muitas davidas surgem em
relacdo ao efeito repelente que o ingrediente ativo possa estar causando nas operarias,
impedindo que elas se alimentem. Neste caso, as formigas morreriam por falta de nutrientes e
ndo pela acdo toxica do ingrediente ativo. Quando um ingrediente ativo apresenta resultados
satisfatorios em testes com operarias isoladas do formigueiro € necessario que os testes em
colonias incipientes sejam realizados para comprovacdo da eficdcia. Por este motivo, o
diafentiurom e o tolfenpyrad foram incorporados em iscas para avaliagdo em colOnias

incipientes de A. sexdens rubropilosa.
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Tabela 5. Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias de Atta sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporagdo em dieta

artificial com tolfenpyrad dissolvido em acetona

% acumulada de mortalidade por dia

Tratamentos Md *
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
Controle dieta pura 2 4 6 6 8 10 12 14 14 14 14 14 14 14 16 18 20 20 20 20 22 26 28 30 32 >25a
Controle acetona 0 0 0 0 0 0 0 0 4 4 4 4 6 6 6 8 12 14 14 16 20 22 24 30 32 >25a
Tolfenpyrad 1pg/mL 0 2 2 2 4 4 4 4 10 12 14 14 14 18 20 22 24 24 28 32 34 36 46 54 56 >24b
Tolfenpyrad Spg/mL 0 2 4 4 8 20 30 38 48 54 60 60 68 70 74 80 82 84 84 92 94 93 98 98 98 10b
Tolfenpyrad 10pg/mL 0 0 4 8 22 38 50 66 8 9 92 9% 9 9 96 96 9 96 96 96 96 96 98 100 100 7.5b
Tolfenpyrad 50pg/mL 2 10 34 54 638 8 90 92 96 98 98 98 98 100 - - - o e e e e o 4]
Tolfenpyrad 100pg/mL 6 30 60 74 8 94 96 98 98 100 - - = o= o= o e e e e e e e = . 3D
Tolfenpyrad 500pg/mL 30 58 78 90 94 98 100 100 - - o em e e e e e e e e e e e . 2D
Tolfenpyrad 1000pg/mL 4 10 32 42 66 78 94 100 - - = = = o e e e e o e e e . . 5D
* Letras distintas em relagdo ao controle indicam diferenca significativa de acordo com o teste “log rank” (P < 0.05).
Tabela 6. Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias de Atta sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorpora¢do em dieta
artificial com tolfenpyrad dissolvido em acetona + éleo
% acumulada de mortalidade por dia
Tratamentos Md *
1 2 3 4 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

Controle dieta pura 0 2 2 4 4 6 10 14 18 24 24 26 28 30 34 36 40 44 46 50 52 54 56 58 62 2la
Controle acetona 0 0 0 4 4 6 10 14 16 18 22 26 30 34 36 40 42 48 52 54 56 58 60 62 64 19a
Tolfenpyrad 1pg/mL 0 0 8 18 24 32 36 40 50 60 62 66 68 74 8 78 92 96 96 98 100 -~ - -—- -— 95b
Tolfenpyrad Spg/mL 4 16 22 52 68 76 84 98 98 100 - o cm e e e ek ekl el el e m o . 4D
Tolfenpyrad 10pg/mL 4 18 52 74 84 96 100 100 - - oo o e o et etk eh kel el el o . 3D
Tolfenpyrad 50pg/mL 80 94 94 96 96 100 - - - e e e e e - - — - e e e e — 1b
Tolfenpyrad 100pug/mL 92 9 100 - - e - e ¥ ¢
Tolfenpyrad 500pug/mL 86 98 100 - - e e - T e § ¢
Tolfenpyrad 1000pg/mL 82 96 96 100 --- e e e e e e e e - - — - e e e e — 1b

* Letras distintas em relagdo ao controle indicam diferencga significativa de acordo com o teste “log rank” (P < 0.05).
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4.2. Analise morfologica — Microscopia de luz

4.2.1. Glandulas pos-faringeas

As glandulas pos-faringeas de A. sexdens rubropilosa sao constituidas de dois cachos de
lobos ramificados que terminam em uma estrutura em forma de ‘saco’, a qual se estreita
formando um canal levemente quitinizado. Os lobos sdo formados por epitélio simples com
células cilindricas e nucleo volumoso. Além disso, o epitélio glandular apresenta cuticula em
contato com o lumen (Figuras 10A-B e 11A-B).

Nos grupos controle acetona e acetona + 6leo, as glandulas pos-faringeas de A. sexdens
rubropilosa nido apresentam alteragdes morfologicas (Figuras 10A-B e 11A-B). O epitélio
glandular apresenta-se lobulado (Figuras 10A e 11A) e os nucleos celulares encontram-se
intactos, com a presenca de nucléolos tipicos (Figuras 10A-B e 11A-B). A cuticula (Figuras
10B e 11A) e o citoplasma (Figuras 10A-B e 11A-B) também se apresentam regulares.

No tratamento com diafentiurom dissolvido em acetona na concentragao 500 pg/mL as
células apresentam morfologia distinta ao controle, com nucleos com cromatina
marginalizada (Figura 10C-E), nucleos picnoticos (Figura 10C-D) e vacuolizagdes
citoplasmaticas (Figura 10D-E). Além disso, o lamen encontra-se reduzido (Figura 10C-D).

No tratamento com diafentiurom dissolvido em acetona + 6leo na concentragao 500
ug/mL € possivel observar acimulo de gotas lipidicas no citoplasma das células (Figura 10H).
Hé também a presenca de ntcleos (n) com cromatina marginalizada (Figura 10F), ntcleos
picnéticos (Figura 10F-G), além de regides citoplasmaticas contendo vacuolizagdo (Figura
10G-H).

No tratamento com tolfenpyrad dissolvido em acetona na concentragao 50 ug/mL ha a
presenca de nucleos picnoéticos (Figura 11E) e vacuolizagdo citoplasmatica (Figura 11C-E).

No tratamento com tolfenpyrad dissolvido em acetona + 6leo na concentracdo 5 pg/mL
podem ser observados nicleos picndticos (Figura 11F-G), nucleos com cromatina
marginalizada (Figura 11F) e vactolos citoplasmaticos nas células glandulares (Figura 11G-

H).

4.2.2. Ventriculo

O ventriculo de A. sexdens rubropilosa apresenta basicamente dois tipos celulares: as

células digestivas e as células regenerativas. As células digestivas sdo longas e aparecem em
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grande nimero formando o epitélio ventricular, o qual possui uma unica camada de células
colunares funcionais ou células principais. Entre as células digestivas, as goblet cells possuem
funcdo secretora (CAETANO et al., 1994) e apresentam secrecdo no seu interior, aqui
definidas como vesiculas de secrecdo. Essas células estdo unidas por seu apice, formando uma
cavidade que se abre para o limen do ventriculo. As células regenerativas aparecem isoladas
ou em ninhos de células diminutas proximas a base do epitélio ventricular (Figuras 12A-B e
13A-B). O epitélio ventricular estd sobre a membrana basal e encontra-se recoberto por
musculatura longitudinal (Figuras 12A-B e 13A).

Nos grupos controle acetona e acetona + 6leo, o epitélio ventricular de A. sexdens
rubropilosa nio apresenta alteragcdes morfologicas (Figuras 12A-B e 13A-B). Ocorre grande
quantidade de goblet cells entre as células digestivas distribuidas por todo o epitélio e os
nucleos dessas células encontram-se intactos. Além disso, ha ninhos de células regenerativas
junto as células digestivas, indicando intensa renovacao do epitélio ventricular. Os nucleos
das células regenerativas também se apresentam intactos (Figuras 12A-B e 13A-B).

No tratamento com diafentiurom dissolvido em acetona na concentracdo 500 pg/mL ha
no numero de goblet cells e vesiculas de secregdo entre as células digestivas (Figura 12C-E)
em comparagao aos grupos controle. Adicionalmente, observa-se vacuolizagao citoplasmatica
em células digestivas (Figura 12C e E), além de picnose nuclear (Figura 12C-E) e nucleos
com cromatina marginalizada (Figura 12E). Também ha significante redu¢do no niimero de
células regenerativas (Figura 12C-E).

No tratamento com diafentiurom dissolvido em acetona + 6leo na concentragdo 500
pug/mL também ocorre diminui¢ao do numero de vesiculas de secre¢ao (Figura 12F e H) e as
goblet cells encontram-se praticamente ausentes (Figura 12F-H). Nota-se grande quantidade
de vacuolizagdo citoplasmatica das células digestivas (Figura 12F e H), picnose nuclear
(Figura 12F-H) e nlcleos com cromatina marginalizada (Figura 12F e G). Além disso,
também ha reducdo no numero de células regenerativas (Figura 12F-H).

No tratamento com tolfenpyrad dissolvido em acetona na concentracdo 50 pg/mL ha
diminui¢do no nimero de células regenerativas e digestivas (Figura 13D-E), bem como no
numero de vesiculas de secre¢do (Figura 13C-E) e goblet cells (Figura 13E). Adicionalmente,
observa-se vacuoliza¢do citoplasmatica das células digestivas (Figura 13C-E), além de
picnose nuclear (Figura 13C-D).

No tratamento com tolfenpyrad dissolvido em acetona + dleo na concentragdo 5 pg/mL
também ha redu¢cdo no nimero de células regenerativas e digestivas (Figura 13F-H), bem

como no numero de vesiculas de secrecao (Figura 13F e H) e goblet cells (Figura 13F). Nota-
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se pouca vacuolizagdo citoplasmatica das células digestivas (Figura 13F e H) e poucos
nucleos picnoéticos (Figura 13F-H), além da presenca de oleo de soja em contato com as

goblet cells (Figura 13G).

4.2.3. Tubulos de Malpighi

Os tubulos de Malpighi de A. sexdens rubropilosa apresentam-se tubulares como nas
demais espécies de formigas e sdo constituidos por tecido epitelial simples (Figuras 14A-B e
15A-B) envolvendo o lumen (Figura 14B). Em corte transversal aparecem como anéis, com as
c€lulas altas e o lamen pequeno (Figuras 14B e 15B).

Nos grupos controle acetona e acetona + dleo, os tubulos de Malpighi ndo apresentam
alteracdoes morfologicas (Figuras 14A-B e 15A-B). As células epiteliais apresentam nucleos e
nucléolos intactos, bem como grande quantidade de granulos mineralizados (Figuras 14A-B e
15A-B).

No tratamento com diafentiurom dissolvido em acetona na concentragdao 500 pg/mL as
células epiteliais dos tubulos de Malpighi apresentam picnose nuclear (Figura 14D-E) e
nacleos com cromatina marginalizada (Figura 14D), além de inumeras vacuoliza¢des
citoplasmaticas (Figura 14C-E). Nota-se ainda, aumento na quantidade ¢ no tamanho dos
granulos mineralizados (Figura 14C ¢ E).

No tratamento com diafentiurom dissolvido em acetona + 6leo na concentragdo 500
ug/mL € possivel notar a presenca de muitos nucleos intactos (n) e de alguns nucleos
picnéticos (Figura 14G), bem como de alguns nicleos com cromatina marginalizada (Figura
14F). Porém, ndo ocorrem vacuolizagdes citoplasmaticas. Além disso, ha um aumento
consideravel na quantidade e no tamanho dos granulos mineralizados (Figura 14F-H).

No tratamento com tolfenpyrad dissolvido em acetona na concentracdo 50 pg/mL as
células epiteliais apresentam niicleos picnéticos (Figura 15C) e vacuolizagdes citoplasmaticas
(Figura 15C-E). Nota-se ainda, aumento na quantidade e no tamanho dos granulos
mineralizados (Figura 15C-E).

No tratamento com tolfenpyrad dissolvido em acetona + 6leo na concentragdo 5 pg/mL
observa-se muitos nucleos intactos e poucos nucleos picndticos (Figura 15F). Ha também

muitas vacuolizagdes citoplasmaticas e poucos granulos mineralizados (Figura 15F-H).
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As analises morfologicas das glandulas pds-faringeas, do ventriculo e dos tibulos de
Malpighi das operarias tratadas com diafentiurom na concentracdo 500 pg/mL (dissolvido em
acetona € em uma mistura de acetona + o6leo), tolfenpyrad dissolvido em acetona na
concentragdo 50 pg/mL e tolfenpyrad dissolvido em acetona + 6leo na concentragdo 50
pg/mL revelaram alteragdes morfoldgicas em todos os 6rgdos estudados. Nas glandulas pds-
faringeas foi possivel observar caracteristicas indicativas de morte celular, evidenciada pela
presenca de picnose nuclear (BOWEN; BOWEN, 1990; BOWEN et al., 1998), nlicleos com
marginalizagao cromatinica (BOWEN et al., 1998) e regides citoplasmaticas vacuolizadas
(SILVA-ZACARIN, 2007) para os dois ingredientes ativos avaliados. No ventriculo ocorreu
diminui¢do no numero de cé€lulas regenerativas e digestivas, indicando reducao na renovagao
do epitélio ventricular, além de picnose nuclear, nicleos com marginalizacdo cromatinica e
regides citoplasmaticas vacuolizadas em ambos os ingredientes ativos. E, nos tibulos de
Malpighi também foi possivel observar picnose nuclear, nucleos com marginalizacdo
cromatinica e regides citoplasmaticas vacuolizadas para os dois ingredientes ativos.

As alteragdes morfologicas ocorreram nos trés orgaos avaliados, independente do
ingrediente ativo estar dissolvido em 6leo de soja ou ndo. Portanto, a presenga do 6leo de soja
nao indicou uma via alternativa de ingestdo para o diafentiurom e para o tolfenpyrad, como
relatado para a hidrametilnona. Segundo Decio et al., (2013), o fato da hidrametilnona
dissolvida em acetona + Oleo promover drasticas alteragdes morfologicas somente nas
glandulas pos-faringeas de operarias de A. sexdens rubropilosa, poderia estar relacionado a
acdo do oleo no transporte e acimulo no interior desses 0rgaos. Essa hipotese baseia-se no
fato de que a glandula pos-faringea estaria envolvida no metabolismo de lipidios (BUENO,
2005b; SCHOETERS; BILLEN, 1997). Dessa forma, a presenca do o6leo poderia ter
promovido o transporte da maior parte do alimento para o limen das glandulas pos-faringeas,
diminuindo a quantidade de hidrametilnona a ser absorvida pelo intestino e, posteriormente, a
ser excretada pelos tubulos de Malpighi. Em testes preliminares utilizando a sulfluramida
dissolvida em mistura de acetona e 6leo de soja na concentracdo 200 pg/mL, Sumida (2007)
encontrou resultados semelhantes aos de Decio et al. (2013), ou seja, as operarias de A.
sexdens rubropilosa tratadas com sulfluramida também apresentaram alteragdes morfologicas
apenas nas glandulas pos-faringeas.

Os ingredientes ativos solliveis em agua aparentemente apresentam outra via de agao.
Operarias de A. sexdens rubropilosa isoladas dos formigueiros e tratadas com acido borico
apresentaram alteragdes morfologicas progressivas nas células digestivas do epitélio

ventricular, provavelmente porque esse ingrediente ativo forma complexos com grupos
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funcionais organicos nas células digestivas, as quais sdo metabolicamente ativas na secrecao
enzimatica, comprometendo a sintese e/ou liberacdo de secrecdo. Os tubulos de Malpighi
apresentaram alteracdes morfologicas evidentes somente na regido proximal, indicando que a
regido distal é capaz de excretar o ingrediente ativo sem sofrer a interferéncia do mesmo em
suas células. Como o acido borico € solivel em 4gua, a quantidade ingerida pelas formigas foi
facilmente absorvida pelas células do ventriculo e transportada para a hemolinfa, diluindo-a
neste fluido. A porg¢ao distal dos tubulos de Malpighi, ao filtrar o &4cido borico diluido na agua
constituinte da hemolinfa, excreta-o para o seu limen sem comprometer as células dessa
regido tubular. A medida que as células excretoras transferem o acido borico da hemolinfa
para o limen dos tubulos, a concentracdo desse ingrediente ativo aumenta. Dessa forma, a
quantidade de acido borico que pode estar sendo reabsorvida na regido tubular proximal
compromete as células desse local. Finalmente, a vacuolizagdo citoplasmatica também pode
ser observada nas glandulas pos-faringeas. Esse 6rgao absorve compostos da hemolinfa como
precursor do produto produzido pela mesma e, provavelmente, foi a via de entrada do &cido
borico nas células secretoras glandulares (SUMIDA et al., 2010).

Apesar do 6leo de soja ndo ter indicado uma via alternativa de ingestdo para o
diafentiurom e para o tolfenpyrad ¢ evidente que sua presenca potencializou a agdo do
tolfenpyrad, pois as mesmas alteragdes morfologicas observadas no tratamento com
tolfenpyrad dissolvido em acetona na concentracdo 50 upg/mL foram observadas no
tratamento com tolfenpyrad dissolvido em acetona + 6leo em uma concentragdo dez vezes
menor (5 pg/mL) no mesmo periodo de tempo (apds trés dias do oferecimento do ingrediente
ativo). Entretanto, o 6leo de soja nao potencializou a a¢do do diafentiurom, pois os primeiros
sintomas de intoxica¢ao foram observados no mesmo periodo de tempo para o ingrediente
ativo dissolvido apenas em acetona e dissolvido em acetona + 6leo na concentragao 500

pg/mL.
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Figura 10: Fotomicrografia de sec¢des histologicas da glandula poés-faringea de operarias de Atta
sexdens rubropilosa tratadas com diafentiurom.

A-B - Grupo Controle: A- dieta dissolvida em acetona, B - dieta dissolvida em acetona + o6leo.
Epitélio glandular lobulado (ep) normal, com nucleos intactos (n) e nucléolos normais (seta escura).
Citoplasma, cuticula (cut) e lamen (I) sem alteracdes morfologicas. Escala =20 pm.

C, D e E - Grupo tratado com diafentiurom dissolvido em acetona na concentracdo 500 pg/mL.
Epitélio glandular (ep) mais espesso, além da presenca de nucleos (n) com cromatina marginalizada
(seta branca), nucleos picndticos (p) e poucas vacuolizacdes citoplasmaticas (seta escura). Cuticula
(cut) sem altera¢des morfologicas, porém, o limen (I) encontra-se reduzido. Escala = 20 um.

F, G e H — Grupo tratado com diafentiurom dissolvido em acetona + 6leo na concentracio 500
pg/mL. Epitélio glandular (ep) mais espesso, além da presenca de nucleos (m) com cromatina
marginalizada (seta branca), nucleos picnéticos (p) e aumento consideravel da quantidade de
vacuolizagoes citoplasmaticas (v). Presenca de gotas lipidicas (seta escura) no interior do citoplasma

das células glandulares. Escala = 20 um.
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Figura 11. Fotomicrografia de secc¢des histologicas da glandula pds-faringea de operarias de Atta
sexdens rubropilosa tratadas com tolfenpyrad.

A-B - Grupo Controle. A- dieta dissolvida em acetona, B - dieta dissolvida em acetona + oleo.
Epitélio glandular lobulado (ep) normal, com citoplasma celular e ntcleos intactos (n), bem como
cuticula (cut) e lamen (1) sem alteragdes morfoldgicas. Escala =20 pm.

C, D e E - Grupo tratado com tolfenpyrad dissolvido em acetona na concentracdo 50 pg/mL.
Epitélio glandular (ep) mais espesso, além da presenca de nucleos (nm) picnéticos (p) e de poucas
vacuolizagoes citoplasmaticas (v). Lumen (I) sem contetido. Escala =20 pm.

F, G e H — Grupo tratado com tolfenpyrad dissolvido em acetona + 6leo na concentracio 5
pg/mL. Epitélio glandular (ep) mais espesso, aumento consideravel da quantidade de nticleos (n) com
cromatina marginalizada (seta branca) e de nucleos picnoéticos (p), bem como da quantidade de

vacuolizagdes citoplasmaticas (v). Escala =20 um.
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Figura 12. Fotomicrografia de secgdes histoldgicas do ventriculo de operarias de Atta sexdens
rubropilosa tratadas com diafentiurom.

A-B — Grupo Controle. A- dieta dissolvida em acetona, B - dieta dissolvida em acetona + oleo.
Epitélio ventricular (ep) com suas células regenerativas (ninhos de células regenerativas) (rc), células
digestivas (dc¢) com nucleos intactos (n) e presenga das globet cells (ge) e das vesiculas de secregdo
(ve). O circulo tracejado mostra o 6leo de soja proximo as globet cells (gc) e vesiculas de secregdo
(ve) do epitélio ventricular, proximos ao limen (I). O epitélio ventricular esta sobre a membrana basal
(seta branca) e encontra-se recoberto por musculatura longitudinal (seta escura). Escala = 20 pm.

C, D e E — Grupo tratado com diafentiurom dissolvido em acetona na concentragcio 500 pg/mL.
Epitélio ventricular (ep) com quantidade reduzida de células regenerativas (rc) e células digestivas
(dc). Ntcleos com picnose nuclear (p) e cromatina marginalizada (seta branca), poucas globet cells
(ge) e vesiculas de secrecao (ve). Presenga de vacuolos (v) no epitélio ventricular. Escala =20 pm.

F, G e H — Grupo tratado com diafentiurom dissolvido em acetona + 6leo na concentracio 500
pg/mL. Epitélio ventricular (ep) com quantidade reduzida de células regenerativas (rc) e células
digestivas (dc). Nucleos com picnose nuclear (p) e cromatina marginalizada (seta branca), poucas
globet cells (ge) e vesiculas de secregdo (ve). Por outro lado, ha grande quantidade de vactolos (v) no

epitélio ventricular. Escala = 20 pm.
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Figura 13. Fotomicrografia de sec¢des histoldgicas do ventriculo de operarias de Atta sexdens
rubropilosa tratadas com tolfenpyrad.

Grupo Controle. A- dicta dissolvida em acetona, B - dieta dissolvida em acetona + 6leo. Epitélio
ventricular (ep) com suas células regenerativas (ninhos de células regenerativas) (rc), células
digestivas (dc¢) com nucleos intactos (n) e presenga das globet cells (ge) e das vesiculas de secregdo
(ve). O epitélio ventricular estd sobre a membrana basal (seta branca) ¢ encontra-se recoberto por
musculatura longitudinal (seta escura). Escala =20 pm.

C, D e E — Grupo tratado com tolfenpyrad dissolvido em acetona na concentraciao 50 pg/mL.
Epitélio ventricular (ep) com quantidade reduzida de células regenerativas (rc) e células digestivas
(dc). Nucleos com picnose nuclear (p), poucas vesiculas de secrecdo (ve) e de globet cells (gc).
Presenca de vacuolos (v) no epitélio ventricular. Escala = 20 pm.

F, G e H — Grupo tratado com tolfenpyrad dissolvido em acetona + 6leo na concentracio 5
pg/mL. Epitélio ventricular (ep) com reducgdo acentuada na quantidade de células regenerativas (rc) e
células digestivas (dc). Nucleos com picnose nuclear (p). Pouca quantidade de vesiculas de secrecao
(ve), globet cells (ge) e de vactiolos (v) no epitélio ventricular. Presenga de dleo de soja (circulo
tracejado) proximo as globet cells (ge) e vesiculas de secreg@o (ve) do epitélio ventricular. Observa-

se a membrana basal (seta branca) e a musculatura longitudinal (seta escura). Escala= 20 pm.
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Figura 14. Fotomicrografia de secc¢des histologicas dos tubulos de Malpighi de operarias de Atta
sexdens rubropilosa tratadas com diafentiurom.

A-B — Grupo Controle. A- dieta dissolvida em acetona, B - dieta dissolvida em acetona + oleo.
Nucleos (n) e nucléolos intactos (seta escura), além de granulos mineralizados (seta branca) no
interior das células epiteliais. Em corte transversal ¢ possivel notar o limen (I). Escala = 20 pm.

C, D e E — Grupo tratado com diafentiurom dissolvido em acetona na concentra¢io 500 pg/mL.
Presenga de nucleos picndticos (p), nicleos com cromatina marginalizada (seta escura) e
vacuolizagoes citoplasmaticas (v). Aumento da quantidade e do tamanho dos granulos mineralizados
(seta branca). Escala =20 pm.

F, G e H — Grupo tratado com diafentiurom dissolvido em acetona + 6leo na concentracio 500
pg/mL. Presenca de muitos nucleos intactos (n) e alguns nucleos picndticos (p), bem como nucleos
com cromatina marginalizada (seta escura). Aumento consideravel da quantidade e do tamanho dos

granulos mineralizados (seta branca). Escala =20 pm.
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Figura 15 Fotomicrografia de seccdes histologicas dos tubulos de Malpighi de operérias de Atta
sexdens rubropilosa tratadas com tolfenpyrad.

A-B — Grupo Controle. A- dieta dissolvida em acetona, B - dieta dissolvida em acetona + oleo.
Nucleos (n) e nucléolos intactos (seta escura), além de granulos mineralizados (seta branca) no
interior das células epiteliais. Em corte longitudinal € possivel notar o limen (I). Escala =20 pm.

C, D e E — Grupo tratado com tolfenpyrad dissolvido em acetona na concentraciao 50 pg/mL.
Presenca de nucleos picnéticos (p) e vacuolizagdes citoplasmaticas (v), além de aumento da
quantidade e do tamanho dos granulos mineralizados (seta branca). Escala =20 pm.

F, G e H — Grupo tratado com tolfenpyrad dissolvido em acetona + 6leo na concentracio 5
pg/mL. Em cortes realizados proximos a regido de inser¢do do ventriculo é possivel notar niicleos
intactos (n), nicleos picnoticos (p) e poucos granulos mineralizados (seta branca). Além disso, ha

também muitas vacuolizagOes citoplasmaticas (v). Escala = 20 pm.
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4.3. Avaliagao de iscas em colonias de Atta sexdens rubropilosa mantidas em laboratério

4.3.1. Diafentiurom

4.3.1.1. Aceitacao das iscas

A aceitagdo das iscas pelas colonias incipientes de A. sexdens rubropilosa mantidas
em laboratorio estd representada na figura 16 através das porcentagens de carregamento,
incorporagdo no jardim de fungo e devolugdo das iscas apos um periodo de 24 horas de seu
oferecimento.

O carregamento das iscas contendo diafentiurom nas concentragdes 0.5% e 1% foi
total e todo material carregado foi incorporado no jardim de fungo. Para a isca na
concentracdo 5%, o carregamento foi de 93.75% e ndao houve devolugdo do material. O
mesmo ocorreu para a isca controle, que apresentou carregamento de 97.5% e incorporacao
total do material no jardim de fungo. A isca Mirex-S Max® foi carregada totalmente, porém,
apenas 68.75% do material carregado foram incorporados no jardim de fungo e 31.25% foram

devolvidos.
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Figura 16: Carregamento, incorporacdo no jardim de fungo e devolucdo de iscas em colonias
incipientes de Atta sexdens rubropilosa mantidas em laboratorio e tratadas com iscas contendo

diafentiurom.
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4.3.1.2. Intoxicaciio das formigas

As formigas que receberam isca controle (sem ingrediente ativo) ndo apresentaram
sintomas de intoxicacdo durante os 21 dias de experimento. Comportamento semelhante foi
observado para as formigas tratadas com iscas contendo diafentiurom nas concentragdes
0.5%, 1% e 5%.

Os sintomas de intoxicagdo das formigas tratadas com iscas Mirex-S Max® foram
observados a partir do segundo dia de experimento e a intoxicagdo total das formigas ocorreu
em 5 dias. Os principais sintomas de intoxicacdo apresentados pelas formigas foram
dificuldade de locomog¢do devido aos tremores nas pernas e imobilidade, com o ultimo par de

pernas estendido para cima.

4.3.1.3. Corte de folhas

Nao houve reducdo no corte de folhas para o tratamento com a isca controle. As
formigas tratadas com iscas contendo diafentiurom também nao interromperam o corte e mais
de 87% das folhas foram cortadas diariamente em todas as concentragdes testadas. Contudo,
as formigas tratadas com iscas Mirex-S Max® interromperam o corte de folhas

imediatamente.

4.3.1.4. Mortalidade de formigas

As colonias tratadas com isca controle ndo apresentaram mortalidade de formigas
durante os 21 dias de experimento. O mesmo ocorreu para os tratamentos com as iscas
contendo diafentiurom, onde ndo foram observadas formigas mortas em nenhuma das
concentragdes testadas. As colonias que receberam as iscas Mirex-S Max® apresentaram
mortalidade de formigas a partir do terceiro dia de experimento e a mortalidade total ocorreu

no sexto dia.

4.3.1.5. Corte de fungo

As colonias tratadas com isca controle, iscas contendo diafentiurom e iscas Mirex-S

Max® ndo apresentaram corte do jardim de fungo.
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4.3.1.6. Mudanca de panela de fungo
Nas colonias tratadas com isca controle, iscas contendo diafentiurom e iscas Mirex-S

Max® as formigas ndo mudaram o jardim de fungo de panela (cAmara).

4.3.1.7. Reducio no jardim de fungo

Nao ocorreu redugdo no jardim de fungo nas coldnias tratadas com isca controle, iscas

contendo diafentiurom e iscas Mirex-S Max®.

4.3.1.8. Rainha morta

Nao houve mortalidade de rainha nas coldnias tratadas com isca controle, iscas

contendo diafentiurom e iscas Mirex-S Max® durante o periodo observado.

4.3.1.9. Presenca de fungos filamentosos

Nenhuma coldnia tratada com isca controle e iscas contendo diafentiurom apresentou
fungos filamentosos. As colonias tratadas com iscas Mirex-S Max® apresentaram 50% de

suas colonias contaminadas no 3° dia de experimento, atingindo sua totalidade no 5° dia.

4.3.1.10. Condicoes das colonias

A avaliacdo das condigdes gerais das colonias foi baseada nas observagdes de
formigas mortas, mudangas no aspecto do jardim de fungo e presenga de goticulas de dgua
nas tampas dos recipientes. As colonias que receberam isca controle e iscas contendo
diafentiurom incorporaram o material no jardim de fungo e ndo sofreram nenhuma regressao
até o término do experimento. As colonias tratadas com iscas Mirex-S Max® apresentaram
regressao a partir do 2° dia de experimento e se extinguiram no 6° dia.

Os resultados obtidos mostraram que as iscas contendo diafentiurom ndo foram
eficientes no controle de colonias incipientes de A. sexdens rubropilosa mantidas em

laboratdrio e, portanto, os testes com iscas em coldnias de campo ndo foram realizados.
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4.3.2. Tolfenpyrad

4.3.2.1. Aceitacao das iscas

A aceitagdo das iscas pelas colonias incipientes de A. sexdens rubropilosa mantidas
em laboratorio estd representada na figura 17 através das porcentagens de carregamento,
incorporag¢do no jardim de fungo e devolugdo das iscas ap6s um periodo de 24 horas de seu
oferecimento.

O carregamento da isca controle foi de 97.5% e todo o material carregado foi
incorporado no jardim de fungo. Para as iscas contendo tolfenpyrad, o carregamento variou
entre 56.25% a 76.25%, sendo que quanto maior a concentra¢do testada menor foi o
carregamento € a incorporagdo no jardim de fungo, indicando que a presenca do ingrediente
ativo pode ter reduzido a atratividade das iscas as operarias.

A isca Mirex-S Max® foi carregada totalmente, porém, apenas 68.75% do material

carregado foram incorporados no jardim de fungo e 31.25% foram devolvidos.
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Figura 17: Carregamento, incorporacdo no jardim de fungo e devolucdo de iscas em colonias
incipientes de Atta sexdens rubropilosa mantidas em laboratério e tratadas com iscas contendo

tolfenpyrad.
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4.3.2.2. Intoxicacio das formigas

As formigas que receberam isca controle (sem ingrediente ativo) ndo apresentaram
sintomas de intoxicacdo durante os 21 dias de experimento. Comportamento semelhante foi
observado para as formigas tratadas com iscas contendo tolfenpyrad na concentragio 0.05%.

As formigas tratadas com iscas contendo tolfenpyrad nas concentragdes 0.1% e 0.5%
apresentaram sintomas de intoxica¢do (imobilidade) no 2° e 3° dias de experimento.
Entretanto, os sintomas desapareceram a partir do 4° dia.

Os sintomas de intoxicagdo das formigas tratadas com iscas Mirex-S Max® foram
observados a partir do segundo dia de experimento e a intoxicacao total das formigas ocorreu
em 5 dias. Os principais sintomas de intoxicacdo apresentados pelas formigas foram
dificuldade de locomog¢do devido aos tremores nas pernas e imobilidade, com o ultimo par de

pernas estendido para cima (Figura 18).
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Figura 18: Intoxicacdo de formigas em colonias incipientes de Atta sexdens rubropilosa mantidas em

laboratdrio e tratadas com iscas contendo tolfenpyrad.

4.3.2.3. Corte de folhas

Nao houve reducdo no corte de folhas para o tratamento com a isca controle. As

formigas tratadas com iscas contendo tolfenpyrad também ndo interromperam o corte e 100%
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das folhas foram cortadas diariamente em todas as concentragdes testadas. Contudo, as

formigas tratadas com iscas Mirex-S Max® interromperam o corte de folhas imediatamente.

4.3.2.4. Mortalidade de formigas

As colonias tratadas com isca controle ndo apresentaram mortalidade de formigas
durante os 21 dias de experimento. Os tratamentos com iscas contendo tolfenpyrad
apresentaram pequena mortalidade no segundo dia: 7.5% para a concentragdao 0.05%, 18.75%
para a concentragdo 0.1% e 6.25% para a concentracao 0.5%. Entretanto, a mortalidade nao
aumentou nos demais dias de experimento.

As colonias que receberam as iscas Mirex-S Max® apresentaram mortalidade de
formigas a partir do terceiro dia de experimento e a mortalidade total ocorreu no sexto dia

(Figura 19).
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Figura 19: Mortalidade de formigas em colonias incipientes de Atta sexdens rubropilosa mantidas em

laboratdrio e tratadas com iscas contendo tolfenpyrad.

4.3.2.5. Corte de fungo
As colonias tratadas com isca controle, iscas contendo tolfenpyrad e iscas Mirex-S

Max® ndo apresentaram corte do jardim de fungo.
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4.3.2.6. Mudanca de panela de fungo

Nas colonias tratadas com isca controle, iscas contendo tolfenpyrad e iscas Mirex-S

Max® as formigas ndo mudaram o jardim de fungo de panela (cAmara).

4.3.2.7. Reducio no jardim de fungo
Nao ocorreu reducdo no jardim de fungo nas colonias tratadas com iscas contendo

tolfenpyrad e iscas Mirex-S Max®.

4.3.2.8. Rainha morta
Nao houve mortalidade de rainha nas colonias tratadas com isca controle, iscas

contendo tolfenpyrad e iscas Mirex-S Max® durante o periodo observado.

4.3.2.9. Presenca de fungos filamentosos
Nenhuma colonia tratada com isca controle e iscas contendo tolfenpyrad apresentou
fungos filamentosos. As colonias tratadas com iscas Mirex-S Max® apresentaram 50% de

suas colonias contaminadas no 3° dia de experimento, atingindo sua totalidade no 5° dia.

4.3.2.10. Condicoes das colonias

A avaliacdo das condigdes gerais das colonias foi baseada nas observacgdes de
formigas mortas, mudancas no aspecto do jardim de fungo e presenga de goticulas de agua
nas tampas dos recipientes. As colonias que receberam isca controle e iscas contendo
tolfenpyrad incorporaram o material no jardim de fungo e ndo sofreram nenhuma regressao
até o término do experimento. As coldnias tratadas com iscas Mirex-S Max® apresentaram
regressao a partir do 2° dia de experimento e se extinguiram no 6° dia.

Os resultados obtidos mostraram que as iscas contendo tolfenpyrad ndo foram
eficientes no controle de colonias incipientes de A. sexdens rubropilosa mantidas em

laboratério e, portanto, os testes com iscas em colonias de campo ndo foram realizados.

O diafentiurom e o tolfenpyrad apresentaram toxicidade as operarias de A. sexdens
rubropilosa isoladas do formigueiro. Contudo, quando foram incorporados em iscas ndo

apresentaram resultados satisfatorios no controle de colonias incipientes de A. sexdens
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rubropilosa. As colonias que receberam as iscas incorporaram todo o material no jardim de
fungo e ndo sofreram regressdo até o término do experimento. Além disso, foi possivel
observar que as iscas contendo tolfenpyrad nao foram atrativas as operarias, sendo que quanto
maior a concentragao testada, menor foi o carregamento. Contudo, o fato do diafentiurom e do
tolfenpyrad ndo apresentarem resultados satisfatorios para o uso em iscas ndo descarta o
potencial desses ingredientes ativos para o uso na termonebulizagdo e esses resultados devem
ser avaliados.

Poucas sdo as pesquisas que visam o desenvolvimento de iscas com novos
ingredientes ativos para o controle de formigas-cortadeiras. A maioria dos trabalhos
publicados utiliza-se de iscas ja comercializadas para a realizagdo de testes em colonias
incipientes mantidas em laboratdrio e, principalmente, em colonias de campo (LINK et al.,
1995; ZANETTI et al., 2003; ZANUNCIO et al., 1993).

Bueno (2005a) confeccionou iscas a base de polpa citrica e 6leo de soja contendo
hidrametilnona nas concentragdes 0.5%, 0.75%, 1% e 2% e testou em coldnias incipientes de
A. sexdens rubropilosa mantidas em laboratorio. As iscas nas concentragdes 1% e 2%
apresentaram resultados semelhantes aos do controle positivo Mirex-S Max, mostrando-se
promissoras para serem testadas em colonias de campo. Como os resultados entre as
concentragdes 1% e 2% foram muito semelhantes, apenas a concentragdo 1% foi testada em
campo ¢ os resultados obtidos demonstraram que a hidrametilnona foi tao eficiente quanto a
sulfluramida (Mirex-S Max) no controle de colonias adultas de A. sexdens rubropilosa, com
eficiéncia superior a 80%, considerada satisfatoria para testes de eficdcia (BRASIL, 2013).
Porém, por se tratar de uma molécula antiga e que necessita de revisdo nas avaliagdes
toxicologicas para modificacdo do registro na Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), as empresas produtoras de iscas formicidas ndo apresentaram interesse em
registra-la e ainda continuam em busca de moléculas mais atuais para substituir a

sulfluramida.
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5. CONCLUSOES

& O diafentiurom ¢ do tolfenpyrad provocam toxicidade as operarias de A. sexdens

rubropilosa, principalmente na presenca do 6leo de soja.

& A ingestdo dos ingredientes ativos diafentiurom e tolfenpyrad provoca alteragdes
morfoldgicas nas glandulas pds-faringeas, no ventriculo e nos tubulos de Malpighi de

operarias de A. sexdens rubropilosa.

& As iscas contendo diafentiurom e tolfenpyrad ndo sdo eficientes no controle de colonias
incipientes de A. sexdens rubropilosa e ndo devem ser indicadas para o controle de

formigas-cortadeiras.
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