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RESUMO

O manejo das formigas-cortadeiras € realizado mediante a utilizacdo do
controle quimico, com o uso de inseticidas considerados Poluentes Organicos
Persistentes, que podem contaminar o ambiente e ser prejudicial a saude
humana. Iscas formicidas que minimizem esses danos sao desejaveis. Nesse
sentido, o presente trabalho objetivou verificar se iscas granuladas formuladas
com extratos feromonais ou com farinha de gergelim (folha ou semente) podem
ser utilizadas no manejo das formigas cortadeiras Atta sexdens e Atta
laevigata. O primeiro trabalho foi dividido em trés bioensaios. No primeiro
bioensaio, investigou-se a impregnacao de iscas com extrato de glandula de
veneno e extrato cuticular de formigas, para verificar se os extratos modificam
a distribuicdo de iscas dentro do ninho. Um ninho de A. sexdens foi dividido em
duas subcolbnias distribuidas em camaras interligadas: uma subcol6énia com
rainha e outra sem. Iscas impregnadas com os extratos (tratamentos) ou com
solvente (controle) foram oferecidas e registrou-se durante duas horas o
numero de iscas transportadas e a distribuicdo de iscas nas camaras. O
numero de iscas transportadas foi analisado por teste de ANOVA e, a
frequéncia de distribuicdo das iscas entre as camaras foi analisada pelo teste
de 2 No segundo bioensaio buscou-se definir qual € o tempo de persisténcia
do extrato de glandula de veneno em iscas. Quatro ninhos de A. sexdens
receberam iscas impregnadas com extrato de glandula de veneno ou solvente
(controle) apés 0,5h, 24h, 48h e 72h da impregnagcao. O numero de iscas
transportadas foi analisado mediante ANOVA. No terceiro bioensaio verificou-
se qual a melhor formulagéo para utilizar o extrato de glandula de veneno em
iscas. Dois ninhos de A. sexdens receberam: (1) iscas com extrato; (2) iscas
com septo com extrato; (3) micro-porta-isca (MIPIl) com extrato; (4) iscas com
extrato em MIPI; (5) septo com extrato em MIPI; e um controle (iscas sem

extrato). As melhores formulagdes foram submetidas a um novo teste de



escolha. O primeiro teste de escolha foi analisado por teste de x* (esperado
versus observado) e por teste de Kruskall-Walis para o intervalo de tempo
gasto no transporte das iscas. O segundo teste foi analisado por ANOVA. A
subcolénia sem rainha transportou 50% mais iscas que a colénia com rainha e
iscas com feroménio de trilha foram mais transportadas independente da
colénia. A distribuicdo das iscas de todos os tratamentos foi homogénea entre
as camaras. Iscas com feromdbnio foram mais transportadas do que iscas
controle até 72 horas apos a impregnagédo, mas a diferenca foi maior até 24
horas da impregnacao. A formulagao do feroménio encontrada e transportada
primeiro foi a com aplicagao direta em iscas. Tanto iscas com feromdnio quanto
com septo foram mais transportadas que o controle. O feroménio de trilha pode
ser utilizado para incrementar a atratividade de iscas formicidas, pois persiste
por até 72 horas em iscas. A formulagdo recomendada seria impregnacao de
iscas com o feroménio. O segundo trabalho realizado buscou verificar se o
crescimento do fungo simbionte de A. laevigata é inibido por iscas formuladas
com farinha de sementes e de folhas de gergelim. Iscas foram preparadas com
50 ou 75% de farinha de gergelim (semente ou folha) e iscas controle (sem
gergelim) foram oferecidas em dose unica de 3g a quinze miniformigueiros.
Quatro tratamentos estiveram representados por diferentes formulagées: (1)
F50: iscas formuladas com 50% de farinha de folhas de gergelim; (2) F75: iscas
formuladas com 75% de farinha de folhas de gergelim; (3) S50: iscas
formuladas com 50% de farinha de sementes de gergelim; (4) S75: iscas
formuladas com 75% de farinha de sementes de gergelim. O controle esteve
representado por iscas com base de polpa citrica. Avaliaram-se os parametros:
incorporagdo de iscas, analisada utilizando testes de ANOVA e Tukey;
sobrevivéncia das operarias, verificada por ANOVA e analise de curvas pelo
Teste Log-Rank e Teste-t de Bonferroni; e o crescimento do jardim de fungo,
comparado por ANOVA, com comparacdes multiplas pelo Teste-t de Bonferroni
e analise descritiva. Iscas a base de gergelim tiveram aceitagdo similar ao
controle (ANOVA. p= 0,014), mas iscas a base de folhas de gergelim foram
mais aceitas para incorporagdo (Tukey. p< 0,02). A sobrevivéncia das
operarias foi afetada pelo tempo de avaliagdo dos bioensaios (ANOVA.
p<0,001) e pelos tratamentos (ANOVA. p= 0,002), que apresentaram diferenca

entre curvas de sobrevivéncia (Log-Rank. p<0,001), com iscas a base de 75%
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de farinha de folhas com menor probabilidade de sobrevivéncia de operarias
(Bonferroni. p<0,001). O crescimento do jardim de fungo foi influenciado pelos
tratamentos (ANOVA. p< 0,001). Houve inibicdo de crescimento até 35 dias
depois do inicio do teste para todas as iscas de gergelim oferecidas
(Bonferroni, p> 0,05). A formulagédo de folhas de gergelim a 75% apresentou
inibicdo ininterrupta e perda constante de massa de fungo. Logo, iscas
incrementadas com extrato de glandula de veneno ou formuladas com farinha
de gergelim demonstram potencial de utilizagdo no manejo alternativo de

formigas-cortadeiras.
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ABSTRACT

The management of leaf-cutting ants is accomplished through the use of
chemical control, with the use of insecticides considered as Persistent Organic
Pollutants, which can contaminate the environment and be harmful to human
health. Granulated baits that minimize such damages are desirable. In this
sense, the present work aimed to verify if granulated baits formulated with
pheromonal extracts or with sesame flour (leaf or seed) can be used in the
management of cuttlefish ants Atta sexdens and Atta laevigata. The first work
was divided into three bioassays. In the first bioassay, we investigated the
impregnation of baits with venom gland extract and cuticular extract of ants, to
verify if the extracts modify the distribution of baits inside the nest. A nest of A.
sexdens was divided in two subcolonies distributed in interconnected chambers:
one subcolony with queen and another without. Baits impregnated with extracts
(treatments) or with solvent (control) were offered and the number of baits
transported and the distribution of baits in the chambers were recorded for two
hours. The number of baits transported was analyzed by ANOVA test, and the
frequency of bait distribution between the chambers was analyzed by the y?
test. In the second bioassay it was tried to define the time of persistence of the
extract of venom gland in baits. Four nests of A. sexdens received baits
impregnated with venom gland extract or solvent (control) after 0.5h, 24h, 48h
and 72h of impregnation. The number of baits transported was analyzed by
ANOVA. In the third bioassay it was verified the best formulation to use the
extract of venom gland in baits. Two nests of A. sexdens received: (1) baits with
extract; (2) baits plus septum with extract; (3) micro-porta-bait (MIPI) with
extract; (4) baits with extract in MIPI; (5) septum with MIPI extract; and a control
(bait without extract). The best formulations were submitted to a new test of
choice. The first test of choice was analyzed by y* test (expected versus
observed) and by Kruskall-Walis test for the time interval spent in the transport
of the baits. The second test was analyzed by ANOVA. The sub-colony without
queen carried 50% more baits than the colony with queen and lures with
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pheromone of trail were more transported independent of the colony. The bait
distribution of all treatments was homogeneous between the chambers.
Pheromone baits were more transported than control baits up to 72 hours after
impregnation, but the difference was longer up to 24 hours from impregnation.
The formulation of the pheromone found and transported first was the one with
direct application in baits. Both pheromone and septum baits were more
transported than control. The trail pheromone can be used to increase the
attractiveness of formicidal baits, as it persists for up to 72 hours in baits. The
recommended formulation would be impregnation of baits with the pheromone.
The second work aimed to verify if the growth of the symbiotic fungus of A.
laevigata is inhibited by baits formulated with seed flour and sesame leaves.
Baits were prepared with 50 or 75% sesame meal (seed or leaf) and control (no
sesame) baits were offered in a single dose of 3 g to 15 miniformizers. Four
treatments were represented by different formulations: (1) F50: baits formulated
with 50% sesame leaf meal; (2) F75: baits formulated with 75% sesame leaf
meal; (3) S50: baits formulated with 50% sesame seed meal; (4) S75: baits
formulated with 75% sesame seed meal. The control was represented by baits
based on citrus pulp. The parameters were evaluated: bait incorporation,
analyzed using ANOVA and Tukey tests; survival of workers, verified by
ANOVA and analysis of curves by the Log-Rank Test and Bonferroni Test-t; and
fungus garden growth, compared with ANOVA, with multiple comparisons by
the Bonferroni t-Test and descriptive analysis. Sesame - based baits had similar
acceptance to control (ANOVA, p = 0.014), but baits based on sesame leaves
were more accepted for incorporation (Tukey, p <0.02). The survival of the
workers was affected by the time of evaluation of the bioassays (ANOVA, p
<0.001) and by the treatments (ANOVA, p = 0.002), which presented difference
between survival curves (Log-Rank p <0.001) based on 75% of leaf meal with a
lower probability of worker survival (Bonferroni, p <0.001). The growth of the
fungus garden was influenced by treatments (ANOVA, p <0.001). There was
inhibition of growth up to 35 days after the start of the test for all the sesame
lures offered (Bonferroni, p> 0.05). The formulation of 75% sesame leaves
showed uninterrupted inhibition and constant loss of fungus mass. Therefore,
increased baits enhanced with venom gland extract or formulated with sesame
flour demonstrate potential use in the alternative handling of leaf-cutting ants.
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1.  INTRODUGAO

As formigas-cortadeiras cortam uma gama diversa de vegetais e sao
consideradas herbivoros dominantes da Regido Neotropical. A grande capacidade
de explorar vegetais faz com que essas formigas sejam pragas importantes para
cultivos agricolas, pastagens e cultivos florestais (Della Lucia e Souza, 2011). No
Brasil, algumas espécies, sdo as principais pragas dos eucaliptais (Zanetti et al.,
2000; Zanuncio et al., 2002; Zanetti et al., 2003) e por serem insetos sociais, as
cortadeiras sado capazes de identificar e reagir quase que imediatamente a qualquer
agente estranho que interfira na rotina da coldnia, o que torna seu controle diferente
do aplicado para outras pragas, sendo o método quimico o unico eficiente contra
essas formigas (Grurzmacher et al., 2002).

Em 2009, o FSC (Forest Stewardship Council - Conselho de Manejo
Florestal), de acordo com a decisdo SC-4/17 da Convencao de Estocolmo realizada
no mesmo ano, publicou uma lista de agroquimicos com restricdo de uso, que
enquadrou como Poluentes Organicos Persistentes (POPs) os precursores de
ingredientes ativos formicidas, como a sulfluramida, fipronil, deltametrina, clorpirifés
e fenitrotion (United Nations Treaty Collection, 2009).

O FSC é o selo verde de certificagao florestal responsavel pela manutencao
dos produtos florestais nacionais no mercado externo, madeira e celulose, que
representam 3,5% do PIB total brasileiro, ou 27,8 bilhdes de ddlares, segundo dados
de 2005 (Della Lucia e Souza, 2011). A perda desta certificagédo traz consequéncias
financeiras ndo s6 as empresas florestais, mas a todo o pais.

O Brasil ainda pode produzir e utilizar os quimicos precursores de formicidas
classificados como POPs destinados ao controle de formigas-cortadeiras, desde que
se obedeca a recomendacgao de uso minimo e se realizem pesquisas com base de
informacéo cientifica, técnica, ambiental e econdmica na busca por novos principios
ativos e minimizacdo de riscos (Stockholm Convention on Persistent Organic
Pollutants, 2011).



No controle quimico, a formulagdo mais utilizada é a isca granulada, por ser
pratica e econdmica (Zanetti et al., 2014). Por este motivo, sugestdes de combate
que utilizem esta formulagdo sao mais viaveis e possuem maiores chances de éxito
comercial. Assim, o incremento da atratividade de iscas formicidas é tido como
desejavel, pois torna a formulagdo mais especifica e pode reduzir sua permanéncia
no ambiente, resultando em menor exposicdo a animais silvestres ou outro animal
nao alvo. Além disso, a busca por novos compostos que possam vir a substituir os
principios ativos atuais também deve ser investigada, para alcangar a minimizagao
do uso de quimicos.

A utilizagdo de semioquimicos € sugerida na realizagdo de pesquisas que
busquem métodos alternativos de controle para as formigas-cortadeiras, tais como
utilizacao de feromdnios e extratos vegetais (Isenring e Neumeister, 2010; Santos,
2013).

Tatagiba-Araujo et al. (2012) verificaram que iscas atoxicas formuladas com
polpa citrica se tornaram mais atrativas quando incrementadas com extrato de
glandula de veneno (feroménio de trilha), facilitando o encontro das iscas no campo
e sendo rapidamente aceitas e transportadas para o interior de ninhos de A.
sexdens, com recrutamento concentrado neste recurso até que o mesmo fosse
esgotado.

Uma das alternativas que tem motivado varias pesquisas € a busca por
principios ativos naturais com utilizacdo de plantas que apresentam toxicidade as
formigas-cortadeiras (Jaffé et al., 1994), sendo o Sesamum indicum (gergelim) o
mais estudado e com pesquisas relatadas desde o inicio do século passado, com
identificagdo das substancias nocivas ao fungo simbionte e as formigas (Bueno e
Bueno, 2011). Porém, uma menor escala de estudos envolve a utilizagdo de farinha
vegetal para formulagéo de iscas formicidas, o que pode conferir controle eficiente
via agao retardada do agente nocivo e evitar sua percepgao pelas formigas.

Desta forma, o presente trabalho objetivou verificar a utilizagdo de iscas
granuladas incrementadas com extratos feromonais e/ou formuladas com farinha de

S. indicum L. no manejo de Atta sexdens e Atta laevigata.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Forrageamento em formigas-cortadeiras

A tribo Attini compreende as formigas conhecidas como cortadeiras que se
agrupam nos géneros Afta e Acromyrmex (Hymenoptera: Formicidae: Myrmicinae).
As formigas-cortadeiras do género Atta, conhecidas popularmente no Brasil como
sauvas, sao consideradas insetos de grande impacto ecoldgico e econdmico devido
a sua atividade de cortar grande quantidade de folhas, flores e frutos (Fowler et al.,
1989).

As formigas-cortadeiras cortam partes macias e jovens de vegetais, como
flores e folhas novas e algumas espécies preferem cortar monocotiledoneas,
enquanto outras preferem dicotiledéneas (Castellani et al, 2007; Endringer, 2011)
(Tab. 01).

As formigas-cortadeiras selecionam a vegetagcdo que ira maximizar o
crescimento do fungo (Detrain, 2000), para isto exploram grande numero de
espécies de plantas e sdo consideradas como herbivoros polifagos (Della Lucia e
Oliveira, 1993). A polifagia acontece pela simbiose entre as formigas e o fungo. As
operarias depositam enzimas nos materiais vegetais coletados, o que facilita a
penetracao e o crescimento do fungo, que por sua vez metaboliza o material vegetal
(inclusive sustancias tdxicas) a medida que cresce e serve de alimento para a
colénia, principalmente as larvas (Erthal, 2004).

A formiga-cortadeira A. sexdens nao é especializada em alimento liquido,
ingerindo menos seiva vegetal que outras espécies (Paul e Roces, 2003). Silva et al.
(2003) questionaram o papel nutricional da seiva na dieta dos adultos e sugeriram
que as operarias obtém cerca de 50% de suas necessidades nutricionais lambendo

a superficie do fungo a qual é rica em glucose.



Tabela 01: Preferéncia quanto ao corte de plantas monocotiledbneas (M) e
dicotiledbneas (D) para espécies de Atta e Acromyrmex, registradas no Brasil.

PREFERENCIA POR PLANTAS
Atta Acromyrmex Planta Referéncias
A. capiguara (salva-parda) A. balzani M Castellani et al (2007)
A. bispaherica (salva-mata-pasto) A. landolti M Castellani et al (2007)
A. goiana M Castellani et al(2007)
A. vollenweideri M Castellani et al(2007)

A. ambiguus (quenquém-preta-

A. sexdens brilhante) D Castellani et al (2007)
A. cephalotes (salva-da-mata) A. aspersus (quenquém rajada) D Castellani et al (2007)
A. opaciceps (salva-do-sertao-do-
nordeste) A. coronatus (quenquém-de-arvore) D Castellani et al (2007)
A. crassipinus (quenquém-de-cisco) D Castellani et al (2007)
A. disciger (quenquém mirim) D Castellani et al (2007)
A. hispidus (formiga-mineira) D Castellani et al (2007)
A. hystrix (quenquém-de-cisco da
Amazbnia) D Castellani et al (2007)
A. laticeps laticeps (formiga-mineira-
vermelha) D Castellani et al (2007)
A. laticeps nigrosetosus (quenquém
campeira) D Castellani et al (2007)
A. lundi lundi (quenquém-mineira-
preta) D Castellani et al (2007)
A. muticinodus (quenquém-mineira-
de-duas-cores) D Castellani et al (2007)
A. niger (quenquém-mineira) D Castellani et al (2007)

A. nobilis(quenquém-mineira da
Amazbnia D Castellani et al (2007)
A. rugosus rugosus (formiga

mulatinha ou lavadeira) D Castellani et al (2007)
A. rugosus rochai (formiga quicaga) D Castellani et al (2007)
A. subterraneus subterraneus
(formiga caiap6) D Castellani et al (2007)
A. subterraneus brunneus
(quenquém-de-cisco-da-gradda) D Castellani et al (2007)
A. subterraneus molestans
(quengquém-caiapd-capixaba) D Castellani et al (2007)
A. lobicornis (formiga-de-monte-
A. laevigata (salva-cabega-de-vidro)  preta) MD Castellani et al (2007)
A. lundi MD Castellani et al (2007)
A. striatus (formiga-de-rodeio ou de
eira) MD Castellani et al (2007)
A. heyeri MD Castellani et al (2007)
A. robusta (sauva-preta) MD Endringer (2011)




O comportamento de forrageamento de formigas € um processo complexo,
que pode ser estudado em nivel individual, colonial ou ambos (Schlindwein, 2004).
Em cortadeiras esse comportamento envolve a selegédo, o corte e o transporte do
material vegetal para o ninho, que pode ser explicado por cinco hipoteses de
selegdo, segundo Della Lucia e Oliveira (1993). A primeira esta relacionada com a
presenca ou auséncia de compostos secundarios ou aleloquimicos téxicos as
formigas ou ao fungo simbionte. A segunda hipétese esta relacionada a compostos
secundarios que diminuem a digestibilidade do material vegetal pela formiga ou pelo
fungo (ex.: taninos). A terceira hipotese diz sobre as necessidades nutricionais
especificas do fungo e das formigas, por exemplo, proteinas, carboidratos, lipidios e
esteroides. A quarta hipotese esta associada as propriedades fisicas ou mecanicas
das plantas, como espessura das folhas, densidade de tricomas, seiva grossa (ex.:
latex) e dureza. A quinta hipétese refere-se ao teor de umidade do vegetal.

Durante a atividade de forrageamento as formigas utilizam estratégias para
encontrar e utilizar fontes energéticas de alimento. Isso resulta na interacdo de
comportamentos individuais das operarias e na construgao de trilhas (Schlindwein,
2004). As trilhas de recrutamento realizadas por formigas cortadeiras s&o os
caminhos percorridos pelas operarias quando saem a procura de alimento e quando
voltam com ele até os olheiros. Podem apresentar até 400 metros de comprimento e
20 centimetros de largura (Della Lucia e Oliveira, 1993).

Segundo Hoalldobler e Wilson (1990), cada espécie possui 0 seu horario de
forrageamento, e quanto maior a distancia percorrida pela formiga do ninho ao
recurso alimentar, mais seletiva ela devera ser na escolha do alimento. Geralmente,
as operarias de formigas cortadeiras sdao muito ativas durante a noite, mas o
forrageamento pode ocorrer pela manha, quando o sol ainda nao esta forte, pois a
temperatura influencia a atividade de forrageamento. Fowler e Robinson (1979)
observaram que A. sexdens apresenta limite de tolerancia de temperatura para
forragear entre 10 a 30°C.

Para a espécie A. sexdens a distancia do ninho ao recurso pode ser o fator
mais importante para a atividade de corte. Schlindwein (2004) constatou que plantas
preferidas, mas distantes, foram cortadas menos intensamente que plantas de
menor preferéncia, mas proximas do ninho e dos olheiros. Neste caso, as formigas
forrageadoras se deslocariam a uma longa distancia do ninho para obtencdo do

recurso alimentar e seriam mais seletivas em relacdo a qualidade e a quantidade do
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recurso recolhido, ou seja, investiriam no ganho energético do recurso adquirido pelo
tempo do percurso (Detrain, 2000).

Em A. vollenweideri a distancia do ninho a planta explorada influencia a
estratégia de forrageamento. Operarias maiores cortam os fragmentos de grama e
as menores 0s transportam até o ninho. Quando a distancia entre o ninho e a planta
€ maior que 28m ocorre o transporte em cadeias, ou seja, o transporte do fragmento
acontece com divisdo de tarefas entre duas a cinco operarias até chegar com a
carga ao ninho. Entretanto, quando o local da planta explorada esta até 10m do
ninho, a mesma operaria corta e transporta sua prépria carga (Rdschard e Roces,
2003).

A diferenca de tamanho de forrageadoras permite que individuos se
especializem em folhas de diferentes espessura e resisténcia (Cherrett, 1972).
Espécies de Acromyrmex cortam um numero menor de tipos de vegetagdo do que
espécies de Afta, por apresentar menor polimorfismo (Della Lucia e Oliveira, 1993).
Por outro lado, quando ha elevado polimorfismo, as operarias maiores apresentam
maior eficiéncia em termos de retorno energético para compensar o maior gasto na
producdo destas operarias (Holldobler e Wilson, 1990), como operarias grandes
(classes 3, 4 e 5) de A. robusta, que transportam frutos e sementes para o ninho
(Endringer et al., 2012).

2.2. Impacto econémico das formigas-cortadeiras

Muitas espécies de formigas-cortadeiras representam algumas das
principais pragas da agricultura, silvicultura e pastagem da regido Neotropical
(Fowler et al., 1989). No Brasil, nove de quinze espécies de Atta catalogadas e vinte
e uma das vinte e seis espécies de Acromyrmex ocorrem no pais (Della Lucia,
2003). Destas, as de maior importancia em florestas plantadas sédo A. sexdens, A.
laevigata, Ac. aspersus, Ac. crassispinus, Ac. disciger, Ac. niger e Ac.subterraneus
Subterraneus (Lima et al., 2001).

Estima-se que somente as espécies de Atta sdo responsaveis pelo corte de
aproximadamente 15% das folhas produzidas nas florestas tropicais da América
(Holldobler e Wilson, 1990, Wilson, 1980), podendo uma col6nia adulta de A.
sexdens desfolhar uma arvore em menos de 24 horas e consumir até uma tonelada

de folhas por ano (Attygalle e Morgan, 1985).



No Brasil, as formigas-cortadeiras s&o consideradas como principais pragas
de eucaliptais e de Pinus (Boaretto e Forti, 1997; Zanetti et al., 2000; Zanuncio et al.,
2002; Zanetti et al., 2003). Segundo Oliveira (1996), a desfolha total de arvores de
Eucalyptus grandis corresponde a 13% da perda de volume de madeira ao final do
ciclo da cultura, chegando a reduzir em 45% sua produ¢cdo em madeira (Freitas e
Berti Filho, 1994), com custo de até U$ 8,26/ arvore (Della Lucia e Souza, 2011).

Em reflorestamentos de Eucalyptus spp. as cortadeiras causam perdas
diretas ao provocar morte de mudas e redugdo no crescimento de arvores.
Matrangolo et al. (2010) relataram que quanto maior o numero de desfolhas
sucessivas, maior € a perda de mudas e da relacido entre diametro e altura. A perda
€ mais evidente em plantas que sofrem mais de trés desfolhas sucessivas. Além
disso, ha perdas indiretas como a reducao da resisténcia das arvores a agéo de
outras pragas ou patogenos (Zanetti, 2007).

Para abastecer quatro sauveiros adultos por hectare sao necessarias 344
arvores de Eucalyptus ou 644 arvores de Pinus por ano (Sousa, 1996), o que
representa prejuizo de 1,2 bilhdo de arvores/ano (tratando-se de madeira) e 3,6
bilhdes de arvores/ano (tratando-se de celulose) para o setor florestal brasileiro
(Della Lucia e Souza, 2011).

Estudos de danos em culturas agricolas e pastagens sdo escassos. Para
pastagens, além de danos indiretos, como erosao do solo ao redor dos formigueiros
e redugédo do valor de terras infestadas (Della Lucia, 1999), as cortadeiras sao
responsaveis por uma reducido superior a 50% da capacidade de pastoreio. O
consumo de 10 sauveiros adultos é equivalente ao consumo de um bovino adulto
(aproximadamente 21 kg de capim por dia) (Picango, 2000). Para o cultivo agricola,
lavouras de cana-de-agucar com um sauveiro por hectare podem perder 3,6t/ha/ano
de cana, que é o equivalente a perder 450kg de agucar ou 300L de alcool (Dow
Agrosciences, 1998), um prejuizo anual de US$ 60 milhdes para o pais (Della Lucia
e Souza, 2011).

2.3. Utilizacao de iscas granuladas no controle de formigas-cortadeiras
A isca granulada formicida compreende um substrato atrativo, geralmente

constituido de polpa citrica, em mistura com um principio ativo téxico diluido em 6leo
de soja (Oliveira, 2006).



Conforme Boaretto e Forti (1997), o emprego de iscas granuladas é
considerado um método eficiente, pratico e econdbmico, uma vez que oferece
seguranga ao operador, dispensa mao de obra e equipamentos especiais e
possibilita o tratamento de formigueiros em lugares de dificil acesso.

Os métodos de aplicagéo de iscas granuladas, segundo Laranjeiro (1994),
podem ser de dosagem unica ou porta-isca. No primeiro, com base na area de terra
solta (maior comprimento x maior largura) de cada colénia encontrada no terreno, a
dose de isca por olheiro ativo sera definida (6 a 10g/ m? de terra solta, dependendo
do fabricante do produto). Assim, a distribuicdo das doses sera realizada mantendo-
se uma distancia minima de 25cm entre elas. Contudo, este método apresenta
limitacdo de utilizagdo em periodos chuvosos e intoxicagao de espécies nao alvo
(Oliveira, 2006). Os porta-iscas, por sua vez, sdo saquinhos de polietileno, contendo
cerca de 20g de isca cada. Dois tipos de aplicagdo podem ser realizados:
sistematico, para uma area de grande infestagéo, variando entre cerca de 40 e 80
porta-iscas por hectare; e localizado, para infestagcées pontuais de formigueiros com
area de terra solta superior a 4,5m2. A aplicagao localizada de porta-isca € sempre
manual, mas a sistematica pode ser realizada com aplicadores, caminhando
regularmente na area, ou com a utilizagdo de trator (Laranjeiro, 1994).

Iscas transportadas para o interior dos ninhos sado fragmentadas e
distribuidas uniformemente por toda a colénia, sendo manipuladas pelas operarias
por “lambedura” (Moreira et al., 2003; Pretto e Forti, 2000). Apds seis a oito horas as
iscas, completamente fragmentadas, sédo incorporadas ao jardim de fungo sofrendo
maior fragmentagcdo e adquirindo humidade, o que impossibilita sua remocgao
posterior (Boaretto e Forti, 1997).

Na preparagao de iscas toxicas eficientes e economicamente viaveis para o
controle de formigas é fundamental conhecer a qualidade e a forma de agédo dos
ingredientes ativos. Além de ter agao lenta e ser rapidamente degradavel quando
exposto ao ambiente, o ingrediente ativo deve atender outros requisitos basicos: n&o
apresentar efeito repelente, agir em baixas concentracdes, ter agdo cumulativa por
ingestdo e apresentar baixa toxicidade aos mamiferos (Bueno e Campos-Farinha,
1999; Etheridge e Phillips, 1976; Forti et al., 1993).

A partir de 1970 teve inicio o uso da isca granulada a base de dodecacloro
(organoclorado) e na década de 80 surgiu o porta-isca, para minimizar danos

causados a fauna (Bansho et al., 1994). Em 1992, houve a proibicdo do uso dos
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organoclorados como defensivos agricolas no Brasil, o que culminou com a
substituicdo do principio ativo das iscas, dodecacloro por sulfluramida.

Atualmente, os ingredientes ativos mais utilizados em iscas sao sulfluramida
e fipronil (Sixel e Gomez, 2008), unicos produtos registrados e legalizados no
mercado, porém clorpirifés, deltametrina e diflubenzuron, entre outros, ainda séo
utilizados (Della Lucia et al., 2014).

Diversos estudos tém comprovado a elevada eficiéncia das iscas a base de
sulfluramida no controle de sauvas que cortam dicotiledéneas, com registros de 90 a
100% de mortalidade de ninhos. Esse sucesso de controle esta refletido em dados
de 1997, que revelam um consumo de 12 mil toneladas de iscas (Boareto e Forti,
1997).

Com a crescente utilizagdo de quimicos no controle de formigas-cortadeiras,
programas de manejo integrado foram iniciados na década de 90, para reduzir o
custo do controle e a intensidade de inseticidas e, também, atender exigéncias de

agéncias certificadoras (Silva et al., 2011).

2.4. Principios ativos alternativos para iscas formicidas

Inseticidas botanicos, produtos que utilizam compostos com agao inseticida
obtidos de diversos 6rgaos de vegetais (inclusive moidos e reduzidos a po)
(Wiesbrook, 2004), apesar de populares e importantes entre as décadas de 30 e 40
no Brasil(Menezes, 2005) foram gradativamente substituidos pelos sintéticos, pois
produtos naturais necessitavam de varias aplicacbes em periodos curtos, o que
despendia em mao de obra, enquanto os sintéticos apresentam alto efeito residual,
com agao mais rapida (Costa et al., 2004).

Atualmente, esta ocorrendo o oposto, pois 0 uso prolongado de produtos
quimicos de forma incorreta e indiscriminada levou ao acumulo de residuos téxicos
em alimentos e no ambiente, através da contaminagédo da agua e do solo, além da
intoxicagdo de produtores rurais, surgimento de resisténcia e reducdo de inimigos
naturais (Kim et al., 2003; Costa et al., 2004; Menezes, 2005). Logo, a busca por
compostos naturais que causem menor agressao a saude e ao ambiente se
intensificou.

Inseticidas boténicos sdo metabdlitos secundarios de plantas (Kim et al.,

2003) e podem derivar de toda a planta ou de partes dela. Seus principios ativos
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podem ser obtidos do proprio material vegetal moido e reduzido a p6 ou farinha, ou
através da extragdo aquosa ou com solventes orgénicos (Menezes, 2005).

Algumas espécies vegetais relatadas como eficientes no controle das
formigas-cortadeiras ou do fungo simbionte sédo: Canavalia ensiformis (Fabaceae)
(Heblinget al., 2000a), Ipomoea batatas (Convolvulaceae) (Hebling et al., 2000b),
Sesamum indicum (Pedaliaceae) (Ribeiro et al, 1998; Bueno et al., 2004a, 2004b;
Morini et al., 2005), Ricinus communis (Euphorbiaceae) (Acacio-Bigi et al., 1998,
2004), Ateleia glazioviana (Fabaceae) (Cantarelli et al., 2005); Cipadessa fruticosa
(Meliaceae) (Leite et al., 2005), Simarouba versicolor (Simaroubaceae) (Pefiaflor et
al., 2009), Eugenia florida e Eugenia handroana (Myrtaceae), Trichilia pallida
(Meliaceae) e Zanthoxylum pohlianum (Rutaceae) (Torres et al, 2014).

Hebling et al (2000a), mantendo colonias de laboratério de A. sexdens
rubropilosa diariamente com folhas de C. ensiformis (feijao de porco) ou eucalipto
(controle), observaram uma redugéo do jardim de fungo significativa apds a segunda
semana com folhas de feijao de porco e uma mortalidade de operarias significativa a
partir da quinta semana. Com onze semanas ocorreu a morte do formigueiro. Da
mesma forma, Hebling et al (2000b) verificaram a toxicidade de folhas de /. batatas
(batata-doce), com mortalidade de operarias e reducgéo significativa do jardim de
fungo apos a segunda semana e morte das colénias apds 5 semanas de tratamento.

Trabalhos realizados por Ribeiro et al. (1998), Bueno et al. (2004a, 2004b) e
Morini et al. (2005) identificaram compostos téxicos para as formigas e o fungo
simbionte de A. sexdens rubropilosa em extratos de S. indicum (gergelim). As folhas
desta planta possuem acidos graxos inibidores do fungo simbionte e agucares
nocivos as formigas. Extratos de sementes de gergelim também s&o nocivos as
formigas, devido aos triglicerideos, sesamina e sesamolina.

Acacio-Bigiet al. (1998), testando extratos foliares de R. communis
(mamona) contra A. sexdens rubropilosa, verificaram toxicidade nas operarias e
identificaram anos depois, que acidos graxos reprimem o crescimento do fungo
simbionte e que a ricinina apresenta efeito inseticida nas operarias (Acacio-Bigi et
al., 2004).

Leite et al. (2005) verificaram que extratos de frutos, ramos e folhas de C.
fruticosa reduziram a sobrevivéncia de operarias de A. sexdens rubropilosa e que

extratos de frutos e de ramos inibiram em 80% o desenvolvimento do fungo.
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Cantarelli et al. (2005) utilizaram isca comercial (Citromax) a base de A.
glazioviana (timbd), feitas a partir de extratos contendo o flavonoide rutina e
verificaram eficiéncia superior a 85% no combate de ninhos de Ac. lundi.

Penaflor et al. (2009) verificaram que extratos metandlicos brutos (fragédo
diclorometano) de S. versicolor ingeridos por operarias e via meio de cultivo para o
fungo, causaram mortalidade para as formigas e reducédo no crescimento do fungo
simbionte de A. sexdens. Alcaloides e triterpenoides seriam os responsaveis pela
toxicidade observada.

Torres et al. (2014) investigaram 70 extratos de plantas do cerrado de Minas
Gerais e quatro espécies apresentaram atividade inseticida apés 96 horas da
ingestao por operarias de A. sexdens rubropilosa: E. florida, E. handroana, T. pallida
e Z. pohlianum.

Oleos essenciais de plantas aromaticas também possuem agdo inseticida
(Isman, 2000), como o dleo da citronela, presente no capim-limao (Cymbopogon
citratus) e no eucalipto citriodora (Eucalyptus citriodora) (Menezes, 2005). Para
formigas-cortadeiras 6leos com efeitos inseticidas foram verificados em sementes de
Citrus sinensis, C. limon.ou C. reticulata (Fernandes et al., 2002).

Fernandes et al. (2002), verificaram o efeito de 6leos de citrus contra A.
sexdens rubropilosa. O extrato hexanico das sementes de limao siciliano foi o mais
ativo, resultando em 60% de inibigdo do crescimento do fungo na concentragcéo de
200 pg/mL, enquanto éleo da semente de tangerina foi 0 mais promissor para
possivel aplicacdao como inseticida.

Muitas plantas séo capazes de apresentar efeitos inseticidas e as pesquisas
com extratos vegetais visam buscar novos principios ativos. Esses principios atuam
via contato ou ingestdo e buscam atingir principalmente as jardineiras, que cultivam
o fungo simbionte, ao invés de atingir diretamente o fungo ou a rainha, que sao as
fontes vitais do formigueiro (Gandra et al, 2016).

Trabalhos com extratos vegetais na formulagdo de farinha (de raizes, de
ramos, de folhas, de flores, de frutos ou de sementes) devem ser incentivados por
apresentarem potencial de utilizagcdo contra as formigas-cortadeiras e conferirem

menor risco ao ambiente e operador.
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2.5. Feromonio de trilha e seu potencial de uso em iscas

Durante a atividade de forrageamento as formigas-cortadeiras marcam
percurso com tragcos de odores que possibilitam a outros individuos da mesma
colénia segui-lo (Morgan, 2009). Esses odores sdo produzidos pela glandula de
veneno, localizada na extremidade do gaster das formigas (Fig.1), e sua deposigéo
forma uma “nuvem de odor”’ que permite a orientagdo das formigas por movimentos
de antena em ziguezague a fonte alimentar (Jaffé, 2004). Esse odor depositado nas
trilhas sdo feromdnios que orientam individuos da colénia quanto a exploragao de
areas de forrageamento e localizacdo de nova fonte de alimento (Tumlinson et al.,
1972; Nascimento e Sant’Ana, 2001, Viana-Bailez et al., 2011). Para retornar devem
utilizar, além da marcagao da trilha, sinais visuais e gravitacionais (Moreira et al.,
1994).

Outra caracteristica das trilhas quimicas esta no poder de regulagdo da
intensidade de recrutamento, que se obtém alterando as concentragbes do

feromonio depositado na trilha (Jaffé e Howse, 1979).

Figura 1: Glandula de veneno (B) em Atta, localizada na extremidade do gaster (A).

Geralmente as trilhas de forrageamento sdo temporarias, sendo
abandonadas quando a fonte alimentar se esgota. O feroménio de trilha tem
persisténcia variavel segundo a espécie (Viana-Bailez et al., 2011) e permanece por
até 30 minutos, no caso do composto volatil do ferombnio de A. texana (Moser e
Silverstein, 1967 apud Viana-Bailez et al., 2011), permanece por até 96 horas, para

Ac. subterraneus subterraneus (Moreira e Della Lucia, 1993).
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O ferdmonio de trilha pode fornecer pistas de memoria positiva e negativa
para organizar a atividade de forrageamento da col6nia. Quando a busca pelo local
de forrageamento é bem-sucedida, o feromo6nio € depositado no caminho de volta
para o ninho e a pista feromonal se intensifica a medida que mais operarias
adicionam feroménio e ocorre uma memoria positiva. A pista decai quando o
alimento é executado fora do local de forrageamento, porque forrageadoras deixam
de reforga-lo em seu retorno e o feroménio existente evapora fornecendo uma
memoria negativa (Duncan, 2006).

As trilhas quimicas de formigas cortadeiras s&o multicomponentes e
dependem de dois componentes funcionais, um volatil que regula o recrutamento e
outro menos volatil, que orienta as formigas ao longo da trilha (Hoélldobler e Wilson,
2008). Os principais componentes do feroménio de trilha na maioria das espécies de
Acromyrmex e Atta séao M4MP2C (metil-4- metilpirrol-2-carboxilato) e 3M25DMP
(3-etil-2,5-dimetilpirazina). Na maioria das espécies do género Atta o pirrol € o
principal componente feromonal, mas em A. sexdens é a pirazina (Evershed e
Morgan, 1983; Cross et al., 1979).

Ao verificar a agcéo conjunta da pirazina (3E25DMP) e pirrol (M4MP2C),
Billen et al. (1992), comprovaram que a propor¢cdo 14:1 foi a que teve melhor
desempenho quanto ao seguimento de trilha por operarias médias de A. sexdens
sexdens e concluiram que esta é a propor¢cao existente no feroménio de trilha
natural da glandula de veneno das formigas-cortadeiras.

O ferombnio de trilha tem sido pesquisado para utilizacdo em iscas, por
poder promover o incremento da atratividade de iscas granuladas (Robinson e
Cherrett, 1978; Cross et al., 1979; Tatagiba-Araujo et al., 2012). O grande desafio
para aplicagao comercial do feroménio de trilha é encontrar uma uUnica mistura de
componentes feromonais capazes de obter resposta comportamental para as
principais espécies de formigas-cortadeiras (Vilela, 1994).

Em laboratério, Robinson e Cherrett (1978), incorporaram feroménio
sintético de trilha M4AMP2C em iscas formuladas com polpa citrica e ofereceram a
Ac. octospinosus, A. cephalotes e A. sexdens e verificaram que o encontro das iscas
pelas formigas foi facilitado, mas teve agao repelente em altas concentragdes.

Cross et al. (1979) verificaram que iscas impregnadas com 3E25DMP e
2E25DMP (2-etil-2-5 dimethyl pirazine), ndo foram atrativas para A. sexdens
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rubropilosa. Porém, Vilela e Howse (1988) incrementaram a atratividade de granulos
de vermiculita com pirazina 3E25DMP.

Morgan et al. (2006), verificaram que a quantidade da pirazina 3E25DMP
presente no feromoénio de trilha de A. sexdens sexdens esta diretamente relacionada
ao tamanho das operarias, variando de 0 a 35ng por individuo e que a concentragéo
otima do feromdnio sintético descrito por Billen et al. (1992), situa-se entre 15 e 150
pg/cm. Morgan et al. (2006) ainda relataram que trilhas quimicas homocoloniais,
feitas com extrato de glandulas de veneno seriam preferidas.

Tatagiba-Araujo (2011), utilizando ninhos de A. sexdens em laboratério,
verificou que iscas com polpa citrica sdo mais transportadas para o ninho quando
impregnadas com extrato de glandula de veneno. No campo, Tatagiba-Araujo et al.
(2012) verificaram que iscas granuladas de polpa citrica, junto a septo impregnado
com extrato de glandula de veneno foram percebidas e transportadas ao interior dos
ninhos mais rapido que iscas sem septo.

Em bioensaios de laboratério, Bastos (2014), impregnou iscas plasticas com
extrato de glandula de veneno e observou que elas sdo mais transportadas que
iscas sem extrato para os ninhos de A. sexdens e s&o distribuidas com maior
concentracdo na camara da rainha.

Esses trabalhos refletem o potencial do feroménio de trilha no incremento de
iscas granuladas, influenciando a aceitacdo delas e seu transporte para dentro do

ninho.
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3. TRABALHOS

UTILIZACAO DE FEROMONIOS EM ISCAS GRANULADAS: DISTRIBUIGAO,
PERSISTENCIA E FORMULAGAO

RESUMO

O controle de formigas-cortadeiras € realizado principalmente através de iscas
quimicas. Compostos que incrementem a atratividade dessas iscas, reduzindo o
tempo de exposi¢do no campo e modificando sua distribuicdo interna nos ninhos séo
desejaveis. O feroménio de trilha (extrato da glandula de veneno) e de
reconhecimento (hidrocarbonetos cuticulares) vem sendo estudado nesse sentido. O
presente trabalho buscou investigar se a impregnacao de iscas, com feromoénio
modifica a distribuicdo de iscas dentro do ninho; definir qual é o tempo de
persisténcia do feroménio de trilha em iscas; e verificar qual a melhor formulacao
deste ferombnio em iscas. Foram realizados trés bioensaios. (i) Para verificar a
distribuicdo de iscas impregnadas com extratos de um ninho de A. sexdens, este foi
dividido em duas subcolbnias, distribuidas em multiplas camaras interligadas, uma
subcolénia com rainha e outra sem. Iscas impregnadas com extratos de glandula de
veneno, de cuticula de operarias minimas ou solvente (controle) foram oferecidas.
Durante duas horas registrou-se o numero de iscas transportadas e a distribuicdo de
iscas nas camaras. O numero de iscas transportadas foi analisado por teste de
ANOVA e, a frequéncia de distribuicao das iscas entre as camaras foi analisada pelo
teste de y2. (ii) Para testar o tempo de persisténcia do feromdnio em iscas, quatro
ninhos de A. sexdens receberam iscas impregnadas com feroménio de trilha ou com
solvente (controle) apos 0,5h, 24h, 48h e 72h da impregnac¢do. O numero de iscas
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transportadas foi analisado mediante ANOVA. (iii)) Para comparar formulagdes do
feromdnio em iscas, dois ninhos de A. sexdens receberam: (1) iscas com feromonio;
(2) iscas com septo com feromdnio; (3) MIPI com feroménio; (4) iscas com feromdnio
em MIPI; (5) septo com feromodnio em MIPI; e um controle (iscas sem feroménio). As
melhores formulagbes foram submetidas a um novo teste de escolha. O primeiro
teste de escolha foi analisado por teste de y?*(esperado versus observado) e por
teste de Kruskall-Walis para o intervalo de tempo gasto no transporte das iscas. O
segundo teste de escolha foi analisado por ANOVA. A subcolbnia sem rainha
transportou 50% mais iscas que a colénia com rainha e iscas com feroménio de
trilha foram mais transportadas independente da colénia. A distribuicao das iscas de
todos os tratamentos foi homogénea entre as camaras. Iscas com feromonio foram
mais transportadas do que iscas controle até 72 horas apds a impregnag¢do, mas a
diferenca foi maior até 24 horas da impregnacdo. A formulacdo do feromdnio
encontrada e transportada primeiro foi a com aplicagao direta em iscas. Tanto iscas
com feromdnio quanto com septo foram mais transportadas que o controle. O
feroménio de trilha pode ser utilizado para incrementar a atratividade de iscas
formicidas, pois persiste por até 72 horas em iscas. A formulagcdo recomendada seria

impregnagao de iscas com o feroménio.

ABSTRACT

The control of leaf cutter-ants is carried out mainly through chemical baits.
Compounds that increase the attractiveness of these baits by reducing the exposure
time in the field and modifying their internal distribution in the nests are desirable.
The pheromone (poison gland extract) and recognition (cuticle hydrocarbons) have
been studied in this sense, and the present work has investigated whether the
impregnation of baits with pheromones modifies the distribution of baits within nests;
to define the time of persistence of the trail pheromone in baits; and check how best
to use this pheromone in baits. Three bioassays were performed. (i) To verify the
distribution of baits impregnated with extracts a nest of A. sexdens was divided into

two subcolonies in a system of multiple chambers. One subcolonie with queen and
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one without queen. Baits impregnated with poison gland extracts, the smallest
workers cuticle extracts and solvent (control) were offered. During two hours, the
number of baits transported and the distribution of the baits in the chambers were
observed. The bait transport data were analyzed by ANOVA test, followed by Tukey's
test, and the bait distribution frequency was analyzed by the y2 test. (ii) In order to
test the time of persistence of the pheromone in baits, four nests of Afta sexdens
received impregnated baits with trail pheromone or solvent (control) after 0.5h, 24h,
48h and 72h of impregnation and the number of baits transported to each of the
replicates was submitted to ANOVA and Bonferroni's t-Test for multiple comparisons.
(iii) In order to test the best way of using pheromone in baits, two nests of A. sexdens
received five formulations of pheromone with baits: (1) pheromone in free baits, (2)
pheromone in free sept, 3) pheromone in MIPI, (4) pheromone in protected baits, (5)
septum protected pheromone; and a control (pheromone without baits). The two best
forms of use were submitted to binary test of multiple choices analyzed by y? test for
number of expected versus observed events, Kruskal-Wallis test for the time interval
spent in the transport of the baits. The test of binary choices was analyzed by
ANOVA. Colony without queen carried 50% more baits than the colony with queen
and trail pheromone with baits was more transported independent of the colony. The
bait distribution was homogeneously performed for all types of bait. However, trail
pheromone with baits showed a trend of sectoral distribution, with a 30% higher
concentration of baits in the queen sector, while control or recognition pheromone
with baits was distributed in similar proportions, varying less than 10%. Up to 72
hours after impregnation, pheromone with baits was more transported than control
baits, however the difference in transport between control baits and treated baits was
higher for baits offered up to 24 hours of impregnation, with control baits being less
transported. The pheromone in free baits were found and transported more quickly
by the workers. . Both pheromone and septum baits were more transported than
control. Thus, it was verified that the trail pheromone has qualities to be used in
increasing the attractiveness of granulated baits, as it persists for up to 72 hours in
baits. And the recommended form of use would be impregnation of the pheromone

directly into the baits.
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INTRODUCAO

No manejo de formigas-cortadeiras sdo empregados meétodos mecanicos,
culturais e fisicos, mas o controle quimico € o método mais utilizado por apresentar
tecnologia disponivel para aplicagdo em escala comercial (Araujo et al., 2003;
Oliveira et al., 2011).

Devido aos efeitos adversos causados pelos agrotoxicos sobre o ambiente,
houve um aumento no numero de pesquisas que objetivam substituir agrotoxicos
tradicionais por outros de degradacado rapida, de maior especificidade e menos
danosos ao ambiente (Morini et al., 2005).

As iscas tdxicas destinadas ao controle de formigas-cortadeiras dos géneros
Acromyrmex e Atta sdo formulagcbes de inseticidas sintéticos, muito utilizadas no
Brasil (Zanetti et al., 2003). Por isso, a maioria das pesquisas sobre o manejo das
cortadeiras, envolve testes de campo e laboratério em busca de novas moléculas,
ou para verificar a eficacia dos inseticidas existentes, ou a procura de novas
formulacdes de iscas (Delabie et al., 2000). Iscas comerciais possuem 06leo de soja
como diluente para o principio ativo e polpa citrica, que mascara o inseticida,
conferindo atratividade e induzindo o transporte para o ninho (Boaretto e Forti,
1997).

As formulagdes comerciais de iscas ndao sao igualmente atrativas e ocorrem
diferengcas entre materiais usados nas formulagdes. Carlos (2008) investigou a
atratividade de iscas formuladas com diferentes tipos de polpa citrica de laranja pera
e diferentes graus de refinacdo de 6leos de soja e verificou que, o endocarpo
(bagaco e sementes) e o O6leo bruto degomado (rico em &cidos graxos e
hidrocarbonetos de cadeias longas) conferiram melhor atratividade as iscas. Essas
diferencas de atratividade existentes podem ser responsaveis por um controle
deficiente, que provoca a reducao da atividade da col6nia, mas nao sua supressao,
condi¢cao denominada de amuamento do ninho (Silva, 1972).

Para garantir a eliminagdo dos ninhos deve-se pensar no controle voltado
para a rainha, principalmente no caso de sauveiros, que s&o colbnias monoginicas.

Nessas coldnias ha s6 uma rainha responsavel pela producado de ovos e esta pode
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viver por até 22 anos em condigdes de laboratoério (Forti, 2000; Zanetti, 2010; Loeck,
2011).

Ingredientes que aumentem a atratividade e aceitagdo das iscas (Ramos e
Forti, 2007), poderiam equilibrar as diferencas de atratividade existentes. Do mesmo
modo, compostos que favorecam o transporte e direcionamento a camara da rainha
poderiam garantir a morte do ninho. Nesse sentido, Vilela (1994) sugere que iscas
podem ter sua atragao elevada com a adigao de feroménios especificos que também
ocultam o efeito nocivo das iscas.

Tatagiba-Araujo et al. (2012) verificaram que iscas formuladas com polpa
citrica foram mais atrativas para A. sexdens quando acompanhadas de septos de
borracha impregnados com extrato de glandula de veneno (feroménio de trilha). As
iscas no campo foram encontradas mais rapido, aceitas e transportadas para os
ninhos. Bastos (2014) observou que iscas feitas de canudos plasticos impregnadas
com extrato de glandula de veneno foram distribuidas préximas a rainha.

Outro feroménio que merece investigacao é o de reconhecimento parental.
Este feroménio € composto por hidrocarbonetos cuticulares (Lenoir et al., 1999), que
possibilitaram através de contatos antenais a identificacdo de companheiros de
ninho e rejeitar estrangeiros (Viana-Bailez et al., 2011).

Glancey et. al (1970), impregnaram graos de milho com extrato de larva
(hidrocarbonetos cuticulares) e observaram que operarias de Solenopsis saevissima
trataram-nos como prole por varias horas. Viana (1996) impregnou imitagbes de
larvas de material inerte com extrato cuticular de larva e verificou que operarias de
Ac. subterraneus subterraneus as manipularam como a imaturos de sua coldnia.
Tatagiba-Araujo (2011) impregnou iscas com extrato cuticular de larvas e observou
que estas foram distribuidas de forma homogénea dentro de ninhos de A. sexdens,
em laboratdrio.

Este trabalho teve como obijetivos: (1) verificar se iscas impregnadas com
extrato de glandula de veneno ou extrato cuticular de operarias minimas modificam a
distribuigéo das iscas nas camaras do ninho; (2) verificar a persisténcia do extrato de
glandula de veneno em iscas; e (3) avaliar a melhor formulagdo do extrato de

glandula de veneno como atrativo em iscas.
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MATERIAL E METODOS

Iscas

Iscas foram elaboradas em formato de peletes de 3mm de comprimento x
5mm de diametro e 5mm de comprimento x 1mm de didametro. Iscas tratamento e
controle foram coradas ou com tinta guache ou com corante alimentar de diferentes
cores (Fig.1).

Todas as iscas foram formuladas com polpa citrica: farinha de trigo, farinha
citrica, suco de laranja e 6leo de soja (4: 2: 2,5: 1,5). A fonte citrica utilizada foi
proveniente de laranja pera. Apds a extragao do suco das laranjas, todo o excedente
foi desidratado em forno convencional a 180°C por 6 horas, triturado em

liquidificador e peneirado para obtencao da farinha.

Figura 1: Peletes de iscas a base de polpa citrica com (A) 3mm de comprimento x
5mm de didmetro e (B) 5mm de comprimento x 1mm de didmetro.

Extratos
O extrato de glandula de veneno (EGV) foi preparado utilizando o método de

extragao por solvente a partir de dez glandulas de veneno em 1mL de diclorometano
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(DCM) (Tatagiba-Araujo et al., 2012), e o extrato cuticular (EC) foi obtido pelo
meétodo de lavagem de cuticula de cinco operarias minimas que foram submersas
em 1mL de pentano trés vezes durante 10 segundos (Tofolo et al., 2012). Apds a
evaporagao do pentano foi adicionado 1mL do solvente diclorometano. Os extratos

foram armazenados até sua utilizagao a 4°C.

Colbnias de Formigas
Ninhos adultos de A. sexdens coletados no campo foram mantidos a 80 %
10% UR e 25 £ 2°C (Della Lucia et al., 1993) e folhas de alfeneiro (Ligustrum sp.) ou

acalifa (A. wilkeziana) foram ofertadas diariamente para cultivo do fungo simbionte.

Bioensaio 1: Distribuicao de Iscas com Extratos nas Camaras do Ninho

Um ninho de A. sexdens foi dividido em duas subcolénias. Uma subcolbnia
manteve a rainha e outra subcol6nia ndo. Cada subcolbnia foi instalada em potes
plasticos transparentes de 250mL interligados por tubos de silicone entre si e a uma
arena de forrageamento (Fig.2). A rainha sempre foi mantida na mesma camara
(E2).

L p—
TN

4

Figura 2: Ninho de Atta sexdens com camaras de fungo interconectadas por tubos
de silicone (tuneis) a uma arena de forrageamento. (D) Camaras a direita da entrada
e (E) camaras a esquerda.
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Cinquenta iscas impregnadas com 10uL de extrato/isca e cinquenta
impregnadas com10uL solvente/isca (controle) foram oferecidas as col6nias 30
minutos apds a impregnagao, simultaneamente. As iscas foram colocadas na arena
de forrageamento em locais e com cor aleatorizados em cada teste. O transporte de
iscas foi registrado a partir da retirada da primeira isca e foi finalizado apés 30min.
Apos duas horas registrou-se a distribuigdo das iscas nas camaras das colbnias.

O numero de iscas transportadas e mantidas nas camaras foi analisado
mediante ANOVA. A distribuicdo de iscas nas camaras foi comparada por teste de y?
com a distribuicdo esperada. O numero de iscas de cada tratamento mantido na

mesma camara foi analisado por comparagao multipla com o teste de y? 2x2.

Bioensaio 2: Persisténcia do Extrato de Glandula de Veneno em Iscas

Para avaliar a persisténcia do extrato de glandula de veneno em iscas, foram
realizados testes de escolha colocando iscas impregnadas com feroménio (iscas
tratadas) e iscas impregnadas com solvente (iscas controle) em repouso depois de
impregnadas por tempos variaveis de utilizagao.

Nos testes avaliou-se em quatro colonias de A. sexdens o transporte de

iscas tratadas e n&o tratadas (10 repetigbes). Foram utilizadas iscas submetidas a
quatro tratamentos:

(1) '/, hora apds a impregnacao;

(2) 24 horas ap6s a impregnagao;

(3) 48 horas ap6s a impregnagao;

(4) 72 horas ap0s a impregnagao.

Os testes tiveram 30 minutos de duragcdo ou até que iscas (tratadas ou
controle) fossem completamente transportadas. Os ninhos permaneceram sem
substrato vegetal até 24 horas antes de cada teste.

Cada isca foi impregnada em 10uL de feroménio ou solvente. As iscas foram
oferecidas na arena de forrageamento, em duas placas de Petri (= 7cm)
contendo 50 iscas tratadas e 50 iscas com solvente (Fig.3).

Uma ponte de PVC permitiu o acesso das formigas a arena. O tempo de
teste foi registrado a partir da ocorréncia da primeira isca transportada. A posi¢ao

das placas tratamento e controle foi alternada a cada teste.
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Figura 3: Arena de teste para o bioensaio “persisténcia do feromdnio de trilha em
iscas”.

O numero de iscas transportadas foi registrado e os dados analisados por
meio de Analise de Variancia (ANOVA) para trés fatores: (A) iscas tratadas e iscas
controle; (B) persisténcia das iscas; e (C) ninhos. O teste de comparagao de médias

utilizado foi o Teste-t de Bonferroni.

Bioensaio 3: Formulacao de iscas com Extrato de Glandula de Veneno
Dois ninhos de A. sexdens foram conectados a arena de forrageamento

contendo seis opcdes de iscas:

(1) Iscas sem extrato (controle);

(2) Iscas impregnadas individualmente com extrato;

(3) Iscas junto a septo impregnado com extrato;

(4) Iscas em micro-porta-isca (MIPI), impregnadas com extrato;

(5) Iscas impregnadas com extrato em MIPI;

(6) Iscas junto a septo impregnado com extrato em MIPI.

Em cada opgao foram ofertadas cem iscas e a impregnacdo com extrato foi
realizada 30 minutos antes dos testes: 10uL de extrato por isca, ou 1000uL de
extrato por septo, ou 1000uL de extrato por MIPI.

As iscas foram colocadas no interior de potes plasticos (0,3L) com um
acesso na base para as formigas (Fig.4A) e dispostas em fileiras, em ambos os

lados da bandeja (Fig.4C). Apds jejum de 24 horas as col6nias foram conectadas na
23



bandeja com os tratamentos e registrou-se em qual camara coleta-se a primeira isca
e o tempo até a escolha. Os testes foram repetidos dez vezes em cada ninho e a

posicao das camaras foi alterada em cada teste. A arena foi lavada com alcool 70%.
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Figura 4. Disposi¢ao dos tratamentos (iscas impregnadas com extrato de glandula
de veneno de Atta sexdens). (A) Detalhe da abertura da camara para passagem de
formigas. (B) Camaras com os diferentes tratamentos. (C) Distribuigdo das camaras
na arena de forrageamento.

Utilizou-s o teste de y? para comparar o numero de vezes que o evento foi
observado com o numero de vezes que os eventos transporte da primeira isca e
transporte da ultima isca foram esperados. A ocorréncia esperada dos eventos foi
obtida dividindo o numero de repeticdes pelo numero de op¢des de formulacido de
iscas (10:6= 1,67 aproximadamente 2,0). O tempo gasto no transporte das iscas foi

comparado pelo teste de Kruskall-Walis.
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As formulacdes de iscas mais transportadas foram utilizadas para um novo
teste de preferéncia no qual foram utilizados quatro ninhos. Ofereceram-se as iscas
dos dois tratamentos na arena e os testes foram repetidos quatro vezes por ninho.

Os dados foram analisados por meio de ANOVA para tratamentos e ninhos.

RESULTADOS

Bioensaio 1: Distribuicao de Iscas com Extratos nas Camaras do Ninho

Iscas impregnadas com extrato de glandula de veneno foram mais
transportadas que as iscas impregnadas com extrato cuticular ou com solvente
(F(0,05,2= 9,402; p<0,001) (Fig.5).
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Figura 5: Numero de iscas impregnadas com solvente (controle), extrato cuticular
(EC) ou extrato de glandula de veneno (EGV), transportadas por operarias de Atta
sexdens em colbnia com rainha e sem rainha. Letras diferentes indicam diferenga
estatistica (Tukey, p<0,005).
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As iscas impregnadas com solvente, com extrato cuticular e com extrato de

glandula de veneno foram distribuidas de forma homogénea nas diferentes camaras

de fungo (x*>0,05) (Fig.6).
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Figura 6: Numero de iscas impregnadas com solvente (controle), com extrato
cuticular e com extrato de glandula de veneno, transportas as distintas camaras de
fungo de uma colbnia de Atta sexdens com rainha e sem rainha.
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Bioensaio 2: Persisténcia do Extrato de Glandula de Veneno em Iscas

Iscas impregnadas com extrato de glandula de veneno foram mais
transportadas que iscas com solvente, até 72 horas apds a impregnagéo (F,05:1)=
94,979, p<0,001) (Fig.7).
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Figura 7: Numero médio de iscas transportadas por operarias de Afta sexdens apos
Y2, 24, 48 e 72 horas da impregnacao com extrato de glandula de veneno (feroménio
de trilha) ou solvente (diclorometano). *Indica diferengca estatistica (ANOVA.
p<0,05). Barras indicam Desvio Padrao da Média.

Iscas impregnadas com extrato apresentaram transporte constante, com
50% de probabilidade de transportarem mais de 48 iscas (valor médio de
transporte), enquanto iscas impregnadas com solvente apresentaram 50% de
probabilidade de transportarem menos de 30 iscas até 24 horas apds a

impregnagao, com transporte ascendente de iscas até 72 horas (Fig.8).
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Figura 8: Numero de iscas, impregnadas com extrato de glandula de veneno ou
solvente (controle), transportadas por operarias de Atta sexdens apos: 0,5h da
impregnacgao; 24h da impregnagéo; 48h da impregnacéo; e 72h da impregnagado em
50% dos testes (mediana).

O transporte das iscas impregnadas com extrato de glandula de veneno com
diferentes tempos de impregnagéo foi diferenciado (Fo0s5; 3= 11,521, p<0,001). O
transporte de iscas oferecidas até 24h apds a impregnagao foi menor do que o de

iscas oferecidas a partir de 48h da impregnagéao (Bonferroni. p<0,008) (Fig.9).
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Figura 9: Numero médio de iscas transportadas por operarias de Afta sexdens apos
Y2, 24, 48 e 72 horas da impregnagédo com extrato de glandula de veneno. Letras
diferentes indicam diferenga estatistica (Bonferroni. p<0,05). Barras representam
Intervalo de Confianga da Média (95%).

Bioensaio 3: Formulacao de iscas com Extrato de Glandula de Veneno

Os tempos de transporte das diferentes formulagdes de iscas foram
similares para ambos os ninhos (N1 e N2) (N1: H,05. 5=3,813, p=0,577. N2: H(0,05; 5=
9,262, p=0,099), mas a formulagao utilizando a impregnacao de extrato de glandula
de veneno diretamente sobre as iscas foi a melhor, pois foi encontrada e
transportada primeiro em ambos os ninhos (N1: x%o0,05. 5= 13,0, p<0,02. N2: %?0,05;
5= 15,0, p<0,01) (Fig.10).
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Figura 10: Numero de observagbes em que cada formulacdo foi encontrada e
transportada primeiro para dois ninhos de Atta sexdens. Linha pontilhada indica
numero de observacdes esperadas para cada formulagcdo. Formulagdes (1) iscas
sem extrato (controle); (2) iscas impregnadas individualmente com extrato; (3) iscas
junto a septo impregnado com extrato; (4) iscas impregnadas com extrato em MIPI;
(5) iscas junto a septo impregnado com extrato em MIPI; e(6) iscas em micro-porta-
isca (MIPI), impregnadas com extrato. *Indica diferenga significativa (y2. p<0,05).

Para a formulagéo de iscas junto a septo impregnado com extrato observou-

se o transporte do préprio septo para o interior do ninho (Fig.11).

.

Figura 11: Operarias de Atta sexdens realizando tentativas para retirar septos
impregnados com feromdnio de trilha das cdmaras de escolha e transporta-los.

As formulagdes selecionadas para realizagdo de novo teste foram iscas
impregnadas individualmente com extrato e iscas junto a septo impregnado com

extrato, pois foram mais transportadas do que o esperado.
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Verificou-se que tanto iscas impregnadas individualmente com extrato (Fos;
1y= 60,488, p<0,01) quanto iscas junto a septo impregnado com extrato (F,0s. 1=

10,909, p= 0,03) provocaram transporte maior de iscas do que o controle (Fig.12).
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Figura 12: Numero de iscas (%) transportadas por quatro ninhos de Atta sexdens:
(A) iscas impregnadas individualmente com extrato de glandula de veneno versus
iscas controle; (B) iscas junto a septo impregnado com extrato de glandula de
veneno versus iscas controle. O controle utilizado em ambos os testes foram iscas
sem extrato.” Indica diferenga significativa (ANOVA. p<0,05).
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De 50 iscas oferecidas a cada repeticdo, 51% (25,5 + 4,637) iscas
impregnadas individualmente com extrato de glandula de veneno foram mais
transportadas do que iscas controle, enquanto iscas junto a septo impregnado com
extrato de glandula de veneno foram 25,27% (12,88 + 5,566) mais transportadas do
que iscas controle. Logo, iscas impregnadas individualmente com extrato foram
25,73% mais transportadas do que iscas junto a septo impregnado com extrato,

quando comparado com o controle (Tab.1).

Tabela 1: Numero de iscas (%) transportadas por operarias de Atta sexdens para
dois testes com diferentes formulagdes: controle versus iscas impregnadas
individualmente com extrato de glandula de veneno (iscas com EGV) e controle
versus iscas junto a septo impregnado com extrato de glandula de veneno (septo
com EGV). O controle utilizado em ambos os testes foram iscas sem extrato.

FORMULAGCAO DE ISCAS TRANSPORTADAS

NINHOS Controle Iscas com EGV Controle Septo com EGV
1 29,0% 85% 66,5% 84,5%
2 33,5% 75% 65,5% 82,5%
3 26,5% 72% 47,5% 77,0%
4 36,5% 97,5% 61,0% 99,5%
MEDIA 31,38% 82,38% 60,12% 85,88%
ERRO PADRAO + 4,637 + 5,566
DIFERENCA DE 51% 25,76%
MEDIAS
DISCUSSAO

Iscas impregnadas com extrato de glandula de veneno (feroménio de trilha)
foram mais transportadas do que iscas impregnadas com solvente (diclorometano)
ou com extrato cuticular. O feroménio de trilha é responsavel por comunicar o local,
a quantidade e a qualidade do recurso (Viana-Bailez et al., 2011), logo é
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compreensivel que um fluxo maior de forrageamento seja direcionado ao recurso
marcado, como verificado também por Tatagiba-Araujo et al (2012) e Bastos (2014),
que observaram aumento de atratividade de iscas quando incrementadas com
extrato de glandula de veneno.

Verificando a distribuicdo das iscas duas horas apos sua oferta, sugere-se
que o comportamento natural de distribuicdo seja concentrar o substrato nas
camaras iniciais e depois redistribui-lo, como verificado com as iscas controle tanto
para as subcolbnias com rainha e sem rainha, que obedeceram a um mesmo padrao
de distribuicdo independente do tipo de subcolbnia.

Iscas impregnadas com extrato cuticular foram distribuidas na subcol6nia
com rainha, com maior concentracdo para a camara inicial do lado direito (D1) e
para a camara com rainha do lado esquerdo (E2). Contudo, na subcolénia sem
rainha, as mesmas camaras apresentaram maior concentragéo de iscas (D1 e E2), 0
que impossibilita sugerir que iscas com extrato cuticular sdo direcionadas a camara
da rainha.

Iscas impregnadas com extrato de glandula de veneno foram distribuidas
seguindo o mesmo padrdo de distribuicdo de iscas controle (impregnadas com
solvente) na subcolénia sem rainha. Porém, na subcolbnia com rainha, ha uma
diferenciacao de distribuicdo entre iscas controle e iscas impregnadas com extrato
de glandula de veneno. As iscas controle sdo mais concentradas nas camaras
iniciais (D1 e E1), enquanto iscas impregnadas com extrato de glandula de veneno
se concentram mais nas camaras a esquerda (E2 e E3), onde se encontra a rainha
(E2).

Entretanto, todas essas diferencas de distribuicdo observadas nao foram
estatisticamente comprovadas, necessitando de maior numero de repeticdes e maior
quantidade de ninhos.

Outro fator que pode ter contribuido para a nao verificacdo de diferenca de
distribuigao foi o tempo de avaliagdo desta distribuicao. Bastos (2014) verificou que
ap6s 24 horas iscas impregnadas com feroménio de trilha foram estatisticamente
mais concentradas na camara com rainha. Contudo, a mesma autora utilizou iscas
confeccionadas com canudos plasticos, o que possibilitava a observacao visual de
forma segura por mais tempo. No presente trabalho, as iscas utilizadas foram
confeccionadas com farinha e polpa de laranja sendo rapidamente incorporadas ao
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fungo pelas operarias, o que impossibilitou a observagado por um tempo maior apds
serem transportadas pelas operarias.

Trabalhos de campo realizados para diferentes espécies de Atta (Mariconi et
al.,1981; Forti e Silveira Neto, 1989; Moreira e Forti, 1999; Pretto e Forti, 2000;
Moreira et al., 2003) demonstraram que iscas sao distribuidas de forma homogénea
nas camaras de fungo. Loeck e Nakano (1982) verificaram que substratos séo
distribuidos na colénia de A. sexdens com abastecimento setorial (mais
concentradas em algum setor colonial), enquanto Forti (1985) e Forti e Silveira Neto
(1989) observaram que substratos sdo distribuidos uniformemente em diferentes
setores de colbnias de A. capiguara, justificando que a distribuicdo néo setorial pode
ocorrer em épocas em que o material vegetal se torna escasso. Ja Moreira e Forti
(1999) constataram concentracdo maior de substratos em setores com maior
presenca de camaras de fungo, para ninhos de A. laevigata.

No presente trabalho, camaras de fungo foram uniformizadas, logo,
esperava-se que a distribuicdo fosse homogénea, devido a auséncia de setores no
ninho. No entanto, iscas impregnadas com extrato de glandula de veneno foram
mais distribuidas do lado esquerdo das subcolbnias, enquanto iscas controle e iscas
impregnadas com extrato cuticular foram distribuidas de forma uniforme em ambos
os lados (direita e esquerda). Logo, observa-se uma diferenga na distribuicdo das
iscas impregnadas com extrato de glandula de veneno, que deve ser investigada
para compreender 0os mecanismos envolvidos na sua distribuicao.

Nos teste para verificar a persisténcia do extrato de glandula de veneno em
iscas, independente do intervalo de tempo utilizado da impregnacéao até a oferta das
iscas (30 min, 24h, 48h ou 72h), iscas com extrato de glandula de veneno foram
sempre mais transportadas que iscas controle. Assim, o extrato foi persistente nas
iscas e permaneceu ativo por um tempo suficiente até as iscas serem localizadas e
levadas ao interior do ninho.

Segundo Delabie et al. (2000), iscas podem ser rejeitadas (devolvidas) apés
algumas horas da oferta, e a verificacdo da rejeicao deve ser feita apds 24 horas da
aplicagao das iscas. Desta forma, iscas que permanecem atrativas por mais de 24
horas, apresentam tendéncia de menor rejeicdo, o que aumenta a probabilidade de
contaminagao colonial quando por iscas formicidas.

Observou-se também que iscas com feroménio aplicadas apos 30 min e 24

horas, foram bem mais transportadas do que o controle, quando se compara com
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iscas com feromdnio aplicadas apds 48 e 72 horas. Entretanto, a quantidade de
iscas transportadas, seja do controle ou do tratamento, € maior para os tempos de
48 e 72 horas. Um dos fatores que podem atuar nessas diferengcas de transporte
pode ser a evaporagao do solvente. O diclorometano demora mais a evaporar e,
ap0s sua evaporagdo, as iscas se tornariam mais atrativas as formigas. Nesse
sentido, até 24 horas, o0 solvente ainda pode estar presente nas iscas, conferindo um
menor transporte geral de iscas, mas com maior percep¢ao do feromodnio,
representado pela maior diferenca de transporte entre iscas controle e iscas com
feroménio. Enquanto, de 48 a 72 horas, o solvente ja evaporou, o que intensifica o
transporte geral de iscas, mas reduz a diferenca de transporte entre iscas controle e
iscas com feromoénio.

A persisténcia do ferombnio nas iscas também pode ser afetada pela
temperatura do ambiente de deposi¢cdo, como verificado por Van Ondenhove et al.
(2012), que submeteram substratos impregnados com extrato de glandula de
veneno (feroménio de trilha) de Tapinoma nigerium e Aphaenogaster senilis a
diferentes temperaturas e observaram que a maioria dos componentes do extrato
evaporou a 25°C, para T. nigerium, e a 35°C, para A. senilis. No presente trabalho,
as iscas impregnadas com feroménio foram armazenadas no mesmo local, a
temperatura ambiente. Contudo, devido as iscas ficarem armazenadas por periodos
diferentes (de 30 min até 72 horas), a acdo da temperatura pode ter evaporado
compostos feromonais e do solvente e, assim, reduzido a diferenga de transporte
entre iscas impregnadas com solvente (controle) e de iscas impregnadas com
feromoénio.

Outro fator que pode ter influenciado nessa diferenga de transporte é a
formulagdo das iscas. Todas as iscas utilizadas foram confeccionadas
artesanalmente, sem adicdo de conservantes a formulagdo. Desse modo, a
deterioracdo natural das iscas pode mascarar o odor do feroménio, reduzindo a
diferenca de transporte entre iscas controle e iscas com feroménio, no decorrer do
tempo.

Na avaliagdo da formulagdo do extrato de glandula de veneno, sabe-se que
as formigas concentram seu forrageamento em recursos predominantemente
atrativos, buscam alimento e decidem sobre recrutar ou ndo companheiras até a

fonte, a depender da qualidade e quantidade do alimento (Silva, 2011).
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As formigas se orientam através de odores durante o forrageamento, desta
forma, segundo Ribeiro e Marinho (2011), operarias forrageadoras decidem o que
sera coletado, pois utilizam suas antenas e captam volateis das plantas, que geram
uma informagdo que sera comparada com memoérias positiva e negativa e, a
compatibilidade da informag&o atual com a armazenada indicara se aceita-se ou
rejeita-se o vegetal como substrato. Essa capacidade de escolha individual é
fortemente presente nas cortadeiras, sendo que as pioneiras nem sempre ditam o
que as operarias recrutas devem coletar. De acordo com Lopes et al. (2004), para
trés espécies de Acromyrmex testadas, quando a operaria pioneira decide por um
material vegetal de qualidade inferior, as recrutas rejeitam a informagao recebida e
buscam coletar materiais melhores, com base em suas memdrias proprias
aprendidas.

A formulagdo em que a impregnagéao do extrato de glandula de veneno foi
realizada diretamente nas iscas foi o primeiro a ser encontrado e transportado pelas
operarias, seguido pela formulagdo de septos impregnados com extrato e colocados
junto as iscas.

A intensidade de recrutamento a um recurso é estabelecida pela quantidade
de feroménio de trilha depositado pelas operarias (Holldobler, 1976) e a qualidade
nutricional do material forrageado, quando elevada, influencia em maior
recrutamento e transporte mais rapido de substrato (Roces & Nunes, 1993). Logo, o
feromdnio aplicado diretamente em iscas demonstra-se melhor, pois mesmo quando
as iscas impregnadas s&o colocadas em MIPI, o encontro destas pelas formigas foi
favorecido, ao passo que septos impregnados com o feroménio nao foram
encontrados quando colocados dentro de MIPI.

O mesmo ocorre ao oferecer somente duas opgdes de recursos (iscas com e
sem extrato; e iscas com septo com extrato e sem extrato). Observa-se que quando
o recurso alimentar e a distancia até o recurso foram os mesmos, o recurso mais
atrativo (com extrato) tem seu transporte favorecido, visto que a escolha individual
das formigas pelo alimento é influenciada por substancias atrativas as formigas (Leal
et al. 2012).

Verificou-se que o extrato em iscas e o extrato em septo foram mais
transportados que iscas controle, 0 que é uma caracteristica desejavel, pois reflete
que iscas impregnadas com extrato de glandula de veneno (feroménio de trilha)

podem representar menor perda no campo, com maior transporte. Além disso,

36



observou-se que o septo se tornou mais atrativo do que as iscas em si, o que pode
conferir em risco real, pois ja foi verificado em campo que septos impregnados com
extrato de glandula de veneno podem ser transportados para dentro de ninhos
(Tatagiba-Araujo et al., 2012). Nesse sentido, se o transporte do septo for realizado
antes das iscas, as formigas podem decidir abandonar o recurso, que ja nao estara
tao atrativo.

Outro fator a considerar quanto a utilizagdo do feroménio em iscas ou em
septos € a possibilidade real de aplicagdo destes em campo. A principio, a aplicagao
de iscas com feromdnio pode ser mais pratica, pois poderia ser realizada a granel ou
em MIPI, enquanto o septo, além de ter um custo maior, sé seria viavel com iscas a
granel.

Para melhor esclarecer a eficiéncia da aplicagao e utilizagdo do extrato de
glandula de veneno (ferombnio de trilha) em iscas, estudar metodologias de
impregnagao em massa e verificar se iscas formicidas disponiveis no mercado terdo

a atratividade incrementada com o feroménio sintético, sdo trabalhos a se explorar.

RESUMO E CONCLUSOES

O feromdnio de trilha demonstra-se um atrativo desejavel a investigagéao,
pois além de favorecer maior transporte de iscas, apresenta distribuicao diferenciada
do controle, o que deve ser mais explorado para verificar em que ponto essa
distribuicdo pode ser benéfica ao controle de sauveiros ou nao.

Apesar de nao poder afirmar que a rainha influenciou a distribuigdo das iscas
no ninho, os resultados desse trabalho mostram que estudos envolvendo a relagao
da distribuicdo de iscas impregnadas com extratos de formigas devem ser
incentivados.

O extrato de glandula de veneno de A. sexdens permaneceu ativo em iscas
por até 72 horas, tempo suficiente para sugerir sua utilizagdo em campo.

A formulacdo mais viavel, verificada nas condi¢cdes realizadas neste

trabalho, para o extrato de glandula de veneno em iscas foi sua aplicagao direta em
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iscas, pois apresentou melhor resposta de escolha, favorecendo o encontro e

transporte das iscas.
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INIBICAO DE CRESCIMENTO DO FUNGO SIMBIONTE DE ATTA LAEVIGATA
(SMITH, 1958) (HYMENOPTERA: FORMICIDAE) POR ISCAS FORMULADAS
COM Sesamum inpicum L. (PEDALIACEAE)

RESUMO

A simbiose obrigatdria entre formigas-cortadeiras e fungo mutualistico constitui um
dos fatores que dificultam o controle dessas formigas. O método mais eficiente
utiliza produtos quimicos, mas estes podem provocar contaminagcdo ambiental e
riscos a saude humana. Desta forma, a utilizacdo de principios ativos naturais
provenientes de plantas toxicas as formigas-cortadeiras torna-se uma alternativa de
controle a ser explorada. Neste trabalho, buscou-se verificar se o crescimento do
fungo simbionte de A. laevigata € inibido por iscas formuladas com farinha de
sementes e de folhas de gergelim. Para isso, iscas preparadas com 50 ou 75% de
farinha de gergelim (semente ou folha) e iscas controle (sem gergelim) foram
oferecidas em dose unica de 3g a quinze miniformigueiros. Quatro tratamentos
estiveram representados por diferentes formulagdes: (1) F50: iscas formuladas com
50% de farinha de folhas de gergelim; (2) F75: iscas formuladas com 75% de farinha
de folhas de gergelim; (3) S50: iscas formuladas com 50% de farinha de sementes
de gergelim; (4) S75: iscas formuladas com 75% de farinha de sementes de
gergelim. O controle esteve representado por iscas com base de polpa citrica.
Avaliaram-se os parametros: incorporacao de iscas, mortalidade de operarias e
crescimento do jardim de fungo. A incorporacdo das iscas foi analisada utilizando
testes de ANOVA e Tukey. A sobrevivéncia das operarias foi verificada por ANOVA
e uma analise descritiva de sobrevivéncia foi comparada por curvas pelo Teste Log-
Rank e Teste-t de Bonferroni. O crescimento do jardim de fungo foi comparado por
ANOVA, com comparagdes multiplas pelo Teste-t de Bonferroni e analise descritiva
dos dados. Iscas a base de gergelim tiveram aceitagdo similar ao controle (ANOVA.
p= 0,014), mas iscas a base de folhas de gergelim foram mais aceitas para

incorporagao (Tukey. p< 0,02). A sobrevivéncia das operarias foi afetada pelo tempo
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de avaliacdo dos bioensaios (ANOVA. p<0,001) e pelos tratamentos (ANOVA. p=
0,002), que apresentaram diferenga entre curvas de sobrevivéncia (Log-Rank.
p<0,001), com iscas a base de 75% de farinha de folhas com menor probabilidade
de sobrevivéncia de operarias (Bonferroni. p<0,001). O crescimento do jardim de
fungo foi influenciado pelos tratamentos (ANOVA. p< 0,001). Houve inibicdo de
crescimento até 35 dias depois do inicio do teste para todas as iscas de gergelim
oferecidas (Bonferroni, p> 0,05). A formulacédo de folhas de gergelim em 75%
apresentou inibicdo ininterrupta e perda constante de massa de fungo, o que
demonstrou que iscas de gergelim apresentam potencial de utilizagdo no controle
alternativo de A. laevigata, com resposta de inibigdo mais rapida quando formuladas

com 75% de farinha de folhas.

ABSTRACT

The obligatory symbiosis between leaf cutter ants and mutualistic fungus is one of
the factors that make it difficult to control of these ants, which is still efficient only with
the use of chemicals, which can cause environmental contamination and risks to
human health. Thus, the use of natural active principles with the use of toxic plants to
leaf-cutting ants becomes an alternative control to be explored. In this sense, we
tried to verify if the growth of the symbiotic fungus of A. laevigata is inhibited by baits
formulated with sesame seed flour and by baits formulated with sesame leaf flour in
high concentrations, as well as to verify if the best formulation tested may have its
attractiveness increased by the addition of trail pheromone. For this, baits were
pelleted with 50 or 75% sesame flour (seed or leaf) and baits were formulated with
citrus pulp (control). The baits were offered in a single dose of 3g to 15 mini nests.
Five treatments were performed, with three replicates each: (1) Control: baits based
on citrus pulp; (2) F50: baits formulated with 50% sesame leaf flour; (3) F75: baits
formulated with 75% sesame leaf flour; (4) S50: baits formulated with 50% sesame
seed flour; (5) S75: baits formulated with 75% sesame seed flour. The parameters
were evaluated: bait incorporation, worker mortality and fungus garden growth. The

incorporation of baits was analyzed using ANOVA and Tukey tests. The survival of
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the workers was verified by ANOVA and compared by the Dunnett Method, with
descriptive analysis of survival by comparing curves by the Log-Rank Test and
BonferroniTest-t. The fungus garden growth was verified by ANOVA, with multiple
comparisons by the Bonferroni Test-t and descriptive analysis of the data. All tests
performed considered a=0.05. Sesame baits had similar acceptance to control
(ANOVA, p = 0.014), but sesame leaves baits were more accepted for incorporation
(Tukey, p <0.02). The survival of the workers was affected by the time of evaluation
of the bioassays (ANOVA, p <0.001) and treatments (ANOVA, p = 0.002), with
difference between survival curves (Log-Rank, p <0.001) baits F75 was that higher
worker mortality occurred (Bonferroni, p <0.001). The growth of the fungus garden
was influenced by treatments (ANOVA, p <0.001), with inhibition of growth up to 35
days of evaluation, for all the sesame lures offered (Bonferroni, p> 0.05). The F75
baits presented uninterrupted inhibition and constant loss of fungus mass. Sesame
baits had potential of use in the alternative control of A. laevigata, with a faster

inhibition response when formulated with 75% of leaf meal.

INTRODUCAO

As formigas-cortadeiras s&o pragas severas, principalmente de cultivos
florestais, pois o ponto de equilibrio de sua densidade populacional se mantém
constantemente acima do nivel de dano econdmico ou do nivel de controle. Isto
porque estas formigas cortam grande quantidade de material vegetal fresco para
servir de substrato para o crescimento de um fungo basidiomiceto que vive em
simbiose com a colénia (Silva-Pinhati et al., 2004).

A relacado de simbiose formiga-fungo é tao singular que ambos os géneros,
Atta e Acromyrmex, cultivam a mesma espécie de fungo simbionte (Mueller, 2002,
Silva-Pinhati et al., 2004), Leucoagaricus gongylophorus (Singer, 1986), que é
responsavel por disponibilizar nutrientes de facil assimilagdo do material vegetal
para as formigas, além de auxiliar a manter a estrutura dos ninhos subterraneos

(Camargo et al., 2013). Esta simbiose obrigatoria constitui um dos fatores que
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dificultam o controle das formigas-cortadeiras, que ainda so6 é eficiente com a
utilizagao de produtos quimicos (Marinho et al., 2006).

Recentemente compostos sintéticos precursores dos principais ingredientes
ativos utilizados para o controle de formigas-cortadeiras tiveram seu uso restrito por
estarem classificados como Poluentes Orgéanicos Persistentes (POPs), como, por
exemplo, os precursores da sulfluramida (Della Lucia et al., 2014).

A utilizagdo de principios ativos naturais de plantas toxicas as formigas-
cortadeiras torna-se uma alternativa de controle que merece atengao. Plantas de
gergelim (Sesamum indicum L.) sao empiricamente utilizadas para combater
formigas-cortadeiras desde o século passado (Bueno e Bueno, 2011), o que motivou
estudos cientificos sobre os efeitos toxicos desta planta.

Silva et al. (1987) ofereceram folhas de Eucalyptus alba, Hibiscus rosa-
sinensis e S. indicum a col6nias jovens de A. sexdens e verificaram que folhas de
gergelim foram atrativas para as formigas, mas ocasionaram redug¢do da massa do
jardim de fungo simbionte e do numero de operarias. O que provocou a morte das
colénias. Os mesmos autores identificaram que operarias apresentavam taxa
respiratoria elevada devido a dieta com folhas de gergelim, o que foi confirmado por
Hebling-Beraldo et al. (1991), o que indica efeito nocivo das folhas as operarias.

Pagnocca et al. (1990), comprovaram que tanto extratos de folha como de
semente de gergelim inibiram o crescimento do fungo de A. sexdens “in vitro”. Os
extratos de semente causaram resposta de inibicdo com concentragdes menores.
Para Ribeiro et al. (1998), acidos graxos (fragdo hexano) presentes nas folhas de
gergelim seriam responsaveis pela inibigdo do crescimento do fungo simbionte de A.
sexdens.

Bueno et al. (2004a, 2004b) investigaram sobre a toxidez do gergelim as
operarias de A. sexdens com bioensaios “in vivo’ e verificaram que agucares
presentes em extratos de folhas de gergelim (fragdo metanol) (Bueno et al., 2004a) e
extratos de semente (fragao diclorometano) (Bueno et al., 2004b) sdo toxicos as
operarias por contato ou ingestdo. A toxidez das sementes as operarias verificada
por Morini et al. (2005) seria provocada pela agdo de triglicerideos, como a
sesamolina ou a combinacao de sesamolina com sesamina.

Peres-Filho e Dorval (2003) compararam iscas a base de folhas e a base de
sementes de gergelim com iscas a base de sulfluramida, fipronil ou clorpirifés, sobre
colénias de A. sexdens a campo. As iscas a base de folhas (15%) apresentaram
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controle mais eficiente apds 90 dias da aplicacdo de iscas que iscas a base de
clorpirifés. Giesel et al. (2011) utilizaram iscas a base de sementes de gergelim
contra ninhos de Acromyrmex spp. e observaram redu¢cdo do numero de formigas
nas trilhas apos quatro dias de aplicagdo consecutiva de iscas, mas nao escavaram
os ninhos para avaliar outros danos as colénias.

Desta forma, o presente trabalho buscou verificar, em laboratorio, se o
crescimento do fungo simbionte de A. laevigata é inibido por iscas formuladas com
farinha de sementes de gergelim e por iscas formuladas com farinha de folhas de

gergelim, em altas concentragdes.

MATERIAL E METODOS

Iscas

Iscas de gergelim foram preparadas em forma de peletes (5 mm de
comprimento x 1 mm de didmetro) com 50% e 75% de farinha de gergelim (semente
ou folha) na composicao. A proporgao utilizada nas iscas em 50% foi de 3 partes de
farinha de trigo, 3 partes de farinha de gergelim (semente ou folha), 2,5 partes de
suco de laranja e 1,5 parte de 6leo de soja, enquanto iscas em 75% tiveram a
propor¢cao de 1,5 parte de farinha de trigo, 4,5 partes de farinha de gergelim
(semente ou folha), 2,5 partes de suco de laranja e 1,5 parte de 6leo de soja. Como
controle, iscas foram confeccionadas com a mesma composi¢cao, porém a farinha de
gergelim foi substituida por farinha de laranja: 4 partes de farinha de trigo, 2 partes
de farinha de laranja, 2,5 partes de suco de laranja e 1,5 parte de dleo de soja (4: 2:
2,5:1,5) (Fig.1).
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F50 S50

Figura 1: Iscas confeccionadas com: 75% de farinha de folha de gergelim (F75);
75% de farinha de semente de gergelim (S75); 50% de farinha de laranja (controle —
C); 50% farinha de folha de gergelim (F50); 50% de farinha de semente de gergelim
(S50).

As folhas de gergelim foram cedidas pela Embrapa Algoddo e as sementes
de gergelim foram adquiridas comercialmente (Mendes e Amaral Industria e
Comeércio de Alimentos Ltda., lote 060, validade 12.2015).

Miniformigueiros

Miniformigueiros (Fig.2) sdo um método de criagcdo de formigas-cortadeiras
na auséncia de rainha (Loeck et al., 1994) utilizado em testes com principios ativos,
quando se deseja preservar a colbnia.

Para o primeiro bioensaio foram retirados quinze miniformigueiros de 300 mL
de fungo cada, contendo individuos adultos e imaturos de formigas, a partir de uma
colénia adulta de A. laevigata. Estes foram individualizados em bandejas plasticas
de 3L (6,5 x 19,5 x 31,0 cm). Da mesma forma, para o segundo bioensaio, foram
retirados quinze miniformigueiros de uma colonia de A. laevigata e dezesseis
miniformigueiros de quatro colbnias de A. sexdens (quatro miniformigueiros por

ninho).
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Figura 2: Miniformigueiro de Atta laevigata.

Bioensaio
A quinze miniformigueiros se aplicaram iscas com base de polpa citrica
(controle) e quatro tratamentos, com trés repeti¢cdes cada:
(1) F50: iscas formuladas com 50% de farinha de folhas de gergelim;
(2) F75: iscas formuladas com 75% de farinha de folhas de gergelim;
(3) S50: iscas formuladas com 50% de farinha de sementes de gergelim;
(4) S75: iscas formuladas com 75% de farinha de sementes de gergelim.

A massa inicial de cada miniformigueiro foi inferida mediante pesagem. A
alimentagado dos miniformigueiros foi suspensa 24 horas antes da aplicagdo das
iscas.

Apds 24 horas, 3 g de isca/ miniformigueiro foram oferecidas. Iscas nao
transportadas e/ou rejeitadas foram pesadas e, por diferenga, obteve-se a
quantidade de iscas incorporadas ao jardim de fungo, parametro utilizado para
verificar a aceitagéo das iscas. Em seguida, o alimento (Acalipha sp.) foi restituido a
todos os miniformigueiros.

O desenvolvimento do jardim de fungo simbionte foi monitorado mediante
pesagem dos miniformigueiros, com inicio 7 dias apdés a aplicagdo das iscas e
totalizando 9 medi¢cdes em 68 dias.
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A massa inicial do jardim de fungo foi fixada como zero, e as massas obtidas
apos a oferta das iscas foram transformadas para porcentagem a partir da seguinte

formula:

M, = massa inicial aferida antes da oferta das iscas

M, —M:- .
—— | *100 = M, (% . , . ,
( M. ) M, (%) { M, = massa aferida no dia n apds oferta das iscas

Além do efeito das iscas sobre o fungo, a sobrevivéncia de operarias
também foi observada. Para isso, individuos mortos foram retirados e contabilizados
semanalmente, até a finalizacdo dos testes, quando a populacdo sobrevivente de
cada miniformigueiro foi contabilizada. A partir do somatério desses dados,
mortalidade semanal e sobrevivéncia final e populagao inicial foi determinada para
cada miniformigueiro. Os dados de mortalidade semanal foram cumulativamente

descontados da populacgao inicial, que representou 100% dos individuos da coldnia.

Analise dos Dados

A massa de iscas incorporadas ao jardim de fungo simbionte e a
sobrevivéncia das operarias foram comparadas entre tratamentos mediante ANOVA.

A verificacao do tempo de sobrevida foi realizada por analise descritiva de
sobrevivéncia (Kaplan-Meier), através da comparacao de curvas utilizando o Teste
Log-Rank e Teste-t de Bonferroni para identificar curvas diferentes (eventos foram
categorizados como “1” para ocorréncia de morte).

O efeito das iscas sobre o desenvolvimento do jardim de fungo foi verificado
por ANOVA, com comparacdes entre médias realizadas pelo Teste-t de Bonferroni.

A analise descritiva dos dados também foi utilizada.
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RESULTADOS

Aceitacéo de Iscas

Iscas a base de gergelim tiveram aceitagdo similar ao controle (Fos;
4=5,408; p= 0,014). Entretanto, a formulagéo a base de 50% de folhas de gergelim
foi mais incorporada no jardim de fungo simbionte que formulagdes a base de

farinha de sementes (Tukey. p< 0,02) (Fig.3).

N
(6]
)

N

a{ w

-
(6]

o
(&)

Quantidade de isca (g)
o
-

o

T T T T

Controle F50 F75 S50 S75

Tratamentos

Figura 3: Quantidade de iscas (g) incorporadas no jardim de fungo simbionte de Atta
laevigata. Controle: iscas formuladas com polpa citrica. F50 e F75: iscas formuladas
com 50% ou 75% de farinha de folhas de gergelim. S50 e S75: iscas formuladas
com 50% ou 75% de farinha de sementes de gergelim (Tukey. p< 0,02).

Mortalidade de operarias

A sobrevivéncia das operarias foi afetada tanto pelo tempo de avaliagdo dos
bioensaios (ANOVA. F= 21,594; GL= 9; p<0,001), como pelos tratamentos
realizados (ANOVA. F=4,531; GL= 4; p= 0,002).

Ao Comparar a sobrevivéncia inicial com a semanal, a formulagao a base de
75% de farinha foliar de gergelim apresentou sobrevivéncia significativamente

inferior a inicial a partir de 42 dias de avaliacdo, provocando mortalidade mais rapida
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do que as outras formulagbes testadas, que causaram mortalidade significativa a
partir dos 49 dias (Dunnett. p< 0,043). Através da analise de sobrevivéncia descritiva
foi possivel confirmar que iscas com 75% de farinha de folhas de gergelim foi o
tratamento que teve maior mortalidade em menor tempo.

As curvas de sobrevivéncia apresentaram diferenga (Log-Rank= 166,244.
GL= 4. p<0,001) identificada na curva representativa de miniformigueiros que
receberam iscas a base de 75% de farinha de folhas, que apresentou menor
probabilidade de sobrevivéncia de operarias (Bonferroni. p<0,001), com mediana do

tempo de sobrevida atingida entre 56 e 63 dias (Fig.4).
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Figura 4: Analise de sobrevivéncia de operarias de Afta laevigata apos a aplicagéo
de iscas com diferentes formulag¢des: a base de polpa citrica (controle), farinha de
folhas de gergelim a 50 ou 75% (F50, F75) e farinha de sementes de gergelim a 50
ou 75% (S50, S75). *Indica a curva com diferenca significativa (Log-Rank, p<0,001.
Bonferroni, p<0,001).
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O tempo da mediana, na qual 50% da populacédo avaliada se encontra com
vida, so foi atingida para miniformigueiros que receberam iscas F75, o que ratifica
que esta populagdo amostral sobreviveu por menos tempo, visto que os
miniformigueiros que receberam as outras formulagbes de isca aplicadas

permaneceram com sobrevida superior a 50% durante todo o periodo de avaliacao.

Inibicao de Crescimento do Fungo Simbionte

O desenvolvimento do jardim de fungo dos miniformigueiros foi influenciado
pelos tratamentos (GL=4; F=130,052; p< 0,001) e pelo tempo decorrido da aplicagéao
(GL=9; F=2,707; p= 0,007).

Miniformigueiros que receberam iscas controle apresentaram ganho elevado
e constante de massa de jardim de fungo simbionte durante todo o periodo de
avaliacado experimental (Bonferroni. p<0,001). As formulagdes a base de farinha de
gergelim, com exceg¢do da formulagdo com farinha de folhas a 50%, inibiram o
crescimento do jardim de fungo simbionte até 68 dias apds a aplicagao das iscas
(Bonferroni. p> 0,164). A formulacdo com farinha de folhas a 50% provocou
crescimento do fungo similar ao controle (Bonferroni. p>0,403) a partir dos 35 dias
(Tab.1).

Até 21 dias apo6s aplicacao, iscas formuladas com farinha de folhas de
gergelim a 50% tiveram efeito de inibicdo do crescimento do fungo simbionte,
apresentando inicio de recuperagdo do jardim de fungo a partir deste periodo;
enquanto iscas formuladas com farinha de semente a 50 ou 75% apresentaram
resposta lenta de inibicdo e iscas formuladas com farinha de folhas de gergelim a
75% provocaram inibigao ininterrupta e perda constante de massa de fungo nesse
periodo. Visto que a formulagdo com folhas de gergelim a 50% apresentou perda
significativa do efeito de inibicdo do crescimento do jardim de fungo (Bonferroni. p<

0,05), considerou-se os dados de massa de fungo registrados até 35 dias (Fig.5).
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Tabela 1: Crescimento médio (%) do jardim de fungo simbionte de miniformigueiros
de Atta laevigata alcangado 63 dias apos o fornecimento de iscas formuladas com
polpa citrica ou farinha de folhas de gergelim em 50 ou 75% (F50, F75) ou farinha de
sementes de gergelim em 50 ou 75% (S50, S75) (n=3).

TEMPO MASSA MEDIA DO JARDIM DE FUNGO (%)

(dias) Controle F50 F75 S50 S75

00 0,00bA 0,00bA 0,00aA 0,00aA 0,00aA
07 451,87 aA -8,54 bB -56,25aB 24,99 aB 0,86 aB
14 453,46 aA -7,86 bB -57,90 aB 24,12 aB 5,05 aB
21 416,85 aA 149,99 abAB -58,28aC -3,75aBC -16,24 aBC
28 401,68 aA 111,65abAB -31,82aB -1,91 aB -14,72 aB
35 400,55 aA 263,36 aA -50,59aB -2,37 aB -16,14 aB
42 412,01 aA 270,45 aA -53,62aB -4,98 aB -20,31 aB
49 384,85 aA 264,47 aA -53,04 aB -10,73 aB -34,24 aB
56 402,79 aA 269,68 aA -56,30 aB -11,78 aB -33,50 aB
63 377,61 aA 252,43 aA -41,17aB -8,95aB -36,46 aB

Letras minusculas diferentes indicam diferenca entre médias por coluna.
Letras maitsculas diferentes indicam diferenga entre médias por linha.
Teste t de Bonferroni para comparagdes multiplas pareadas (p<0,05).
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Figura 5: Desenvolvimento do jardim de fungo simbionte de miniformigueiros de Atta
laevigata apos receberem dose unica de iscas de polpa citrica (controle), ou iscas a
base de folhas de gergelim a 50 ou 75% (F50 e F75), ou a base de sementes de
gergelim a 50 ou 75% (S50 e S75). *Indica diferenca significativa da massa inicial
(Bonferroni. p< 0,05).
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DISCUSSAO

A similaridade de aceitagao de iscas de gergelim com iscas a base de polpa
citrica, demonstra viabilidade de utilizagdo do gergelim em formulagdes de iscas.
Principalmente, a formulacdo a base de folhas de gergelim, que foi mais
transportada pelas formigas do que iscas a base de sementes. A maior incorporagéao
de iscas a base de folhas pode ser explicada pelo fato de as folhas de gergelim
serem atrativas as formigas (Silva et al., 1987, Bueno et al., 1995), enquanto que
iscas a base de sementes podem conter substancias diretamente toxicas a elas,
como triglicerideos, sesamolina e sesamina (Morini et al., 2005), isto possivelmente,
causou efeito repelente/deterrente, provocando a menor aceitacdo destas iscas.

As iscas a base de 75% de folhas de gergelim apresentaram aceitagao
similar as iscas formuladas com sementes de gergelim. Possivelmente, a maior
concentracado da farinha de folhas na isca tenha aumentado a toxicidade da isca
para as operarias, o que levou a sua menor aceitacdo comparado com as iscas a
base de 50% de folhas. Silva et al. (1987) e Hebling-Beraldo et al. (1991) verificaram
que colénias que receberam folhas de gergelim “in natura®” como substrato
apresentaram operarias com taxas respiratorias elevadas, este efeito de toxidez
também foi observado por Bueno et al. (2004a), apds oferecer extrato aquoso de
folhas de gergelim aplicado na dieta ou via contato direto nas formigas.

Para que uma isca seja eficiente no controle de formigas-cortadeiras, além
de ser atrativa, € fundamental que seu ingrediente ativo apresente acao tdxica
retardada (Boaretto e Forti, 1997), o que possibilita que as operarias a distribuam
por toda coldnia. A isca com 75% de farinha de folhas de gergelim resultou na menor
sobrevivéncia das operarias apos 42 dias de avaliacdo, apresentando acéao
retardada. Porém, este periodo foi demasiado longo para sugerir efeito de toxicidade
as formigas, pois uma isca ideal deveria causar mortalidade menor ou igual a 15%
apo6s 24h da oferta das iscas (Boaretto e Forti, 1997; Nagamoto, 2003) e maior que
85% apds 14 dias (Boaretto e Forti, 1997) ou maior ou igual a 90% apds 21 dias da
oferta das iscas (Nagamoto, 2003). Sugere-se que a mortalidade deve estar
relacionada com a menor disponibilidade de alimento para a colénia, a farinha de

gergelim afetou o desenvolvimento do jardim de fungo.
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Efeitos de inibicdo do crescimento do jardim de fungo foram verificados
desde a primeira avaliacdo, aos sete dias apds a aplicagdo, sendo observado o
crescimento elevado do jardim de fungo dos miniformigueiros que receberam iscas
controle, em contraste aos miniformigueiros que receberam iscas contendo gergelim.
Iscas a base de 50% de folhas apresentaram periodo curto de inibicdo, que
possibilitou a recuperagcdo do jardim de fungo aos 35 dias. A recuperagdo do
crescimento do fungo simbionte representa um aspecto comum aos defensivos
botanicos, que apresentam a vantagem de possuir principios ativos que se
degradam mais rapido no ambiente (Aguiar-Menezes, 2005). Desta forma,
considerando que ambas as iscas a base de folhas (50% e 75%) contém os mesmos
compostos inibitérios de crescimento, sugere-se que a formulacdo de maior
concentracéo (75%) seja mais eficiente em inibir o desenvolvimento do fungo, visto
que mesmo quando o fungo retoma seu crescimento, apos 21 dias, ndo consegue
recuperar nem superar sua massa inicial.

Além disso, a formulagéo a base de 75% de farinha de folhas de gergelim
apresentou redugcdo na massa do jardim de fungo simbionte superior a 50%, aos
sete dias de avaliagcdo, que representa um resultado bastante promissor quando se
compara com pesquisas envolvendo extratos botéanicos. Leite (2015), verificou para
0 mesmo periodo de avaliagéo (sete dias), reducédo de 43% do jardim de fungo de A.
sexdens rubropilosa para iscas a base de extrato etandlico de alecrim (4%) e Souza
et al. (2011) verificaram mais de 50% na reducéo do jardim de fungo de colénias de
A. sexdens rubropilosa, aos cinco dias apds aplicagdo de diferentes extratos
botanicos (Nim, timbd, cerejeira e ipé-amarelo-liso) diretamente sob o fungo.

Iscas a base de sementes também foram eficientes em inibir o jardim de
fungo, pois os miniformigueiros que receberam estas iscas ndo conseguiram
recuperar significativamente seu crescimento, mas, assim como para iscas a base
de folhas, a formulagdo com 75% de sementes demonstrou melhor efeito de inibi¢ao
expressa em maior perda de massa do que formulagcdes de sementes a 50%.

O efeito toxico demonstrado pelas iscas, principalmente pela formulacao
com 75% de farinha de folhas de gergelim demonstrou ser a mais promissora, por
conferir aceitagdo de isca similar ao controle; manter o jardim de fungo com massa
abaixo da inicial; provocar efeito de inibicdo mais rapido; e causar mortalidade mais
rapida de operarias. Fatos que proporcionaram a escolha desta isca para sua

impregnagao com feromonio de trilha.
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A impregnacédo do feroménio de trilha em iscas a base de gergelim ndo
incrementou a atratividade das iscas, somente aumentou a investigacdo das iscas
pelas formigas. Porém, sugerimos que mais testes sejam feitos com diferentes
feroménios. Vilela (1994) sugere que iscas podem ter sua atragao elevada com a
adicao de feromdnios especificos que também ocultam o efeito nocivo das iscas.

Em outra via, considerando que iscas a base de gergelim s&o toxicas as
formigas, sugere-se que alguns compostos ativos toxicos sejam mais faceis de
mascarar do que outros, fazendo com que o feroménio de trilha ndo seja adequado
em mascarar o gergelim. Link et al (1995), utilizaram iscas a base de trés diferentes
ingredientes quimicos ativos, contra 130 ninhos de Ac. heyeri e observaram que
duas iscas (a base de sulfluramida e fipronil) apresentaram aceitagdo superior a
80%, enquanto a outra (a base de clorpirifés) apresentou aceitagédo de 30 a 70%,
sugerindo que ha diferengas na aceitacdo de iscas conforme o principio ativo
utilizado.

Desta forma, a isca a base de gergelim, independente da formulagéo, ainda
precisa ser mais investigada, pois geralmente defensivos botanicos necessitam de
reaplicagédo para atingir resultado satisfatério, sugerindo-se trabalhos que avaliem os
efeitos da reaplicagdo dessa isca, bem como a busca por algum composto capaz de

aumentar sua atratividade.

RESUMO E CONCLUSOES

Iscas a base de sementes de gergelim inibem o crescimento do fungo
simbionte de A. laevigata e iscas a base de folhas de gergelim apresentam resposta
de inibicdo mais rapida quando formuladas em maior concentragao.

A isca que demonstrou maior potencial para utilizagdo no campo foi a base
de farinha de folhas de gergelim a 75%, pela maior aceitagao e inibicdo da massa de
jardim de fungo, o que contribuiu para uma queda na sobrevivéncia das operarias.

A reaplicagéo da isca com folhas de gergelim a 75% deve ser experimentada
em laboratério para melhor avaliar o potencial de toxidez desta isca e o

comportamento das formigas frente a uma segunda dose dessas iscas, e assim,
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verificar sua viabilidade de aplicagdo no campo. Paralelamente, deve-se explorar
também a investigacdo sobre compostos que possam incrementar a atratividade

dessas iscas, o que possibilitaria reaplicagbes com menores chances de rejeigcéo.
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4. RESUMOS E CONCLUSOES

A busca por métodos alternativos ao controle de formigas-cortadeiras €
urgente, devido ao enquadramento dos principais ingredientes ativos disponiveis no
mercado como POPs.

O controle por comportamento, através da utilizagao de semioquimicos, vem
sendo sugerido para manejo integrado dessa praga, podendo visar a
desorganizagao da colbnia ou a atratividade de iscas formicidas.

O presente trabalho podera servir de base para trabalhos futuros que
poderao aprimorar as metodologias propostas, realizar experimentagées de campo e
comprovar se ha real potencial do feromdnio de trilha e da farinha de gergelim para
recomendacgdes praticas.

O feromoénio de trilha (extrato de glandula de veneno) foi estudado com a
finalidade de responder a algumas questdes inerentes a sua utilizacdo em iscas: (1)
além de atrativo, o feromdnio pode influenciar na uniformidade de distribuicido de
iscas no ninho? (2) Qual o tempo de persisténcia do feromonio? (3) Qual a melhor
forma de utilizagao do feromdnio para incrementar a atratividade de iscas?

Verificou-se que iscas impregnadas com feromonio de trilha sao distribuidas
de forma heterogénea em todas as cémaras de jardim de fungo, mas com
concentracdo maior no setor com rainha. Contudo, devido ao numero de repeticdes
e de ninhos utilizados ndo se pode afirmar que a rainha foi fator determinante nesta
distribuic&o.

Além de conferir distribuicdo diferenciada de iscas dentro dos ninhos, o
feromonio persiste atrativo por até 72h em iscas granuladas. Também foi observado
que iscas impregnadas diretamente com o feroménio sdo encontradas e
transportadas primeiro pelas formigas. Logo, o feromdnio de trilha possui
caracteristicas desejaveis a serem incrementadas em iscas, que podem melhorar a

eficiéncia das iscas em campo.
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Iscas a base de sementes de gergelim inibiram o crescimento do fungo
simbionte de A. laevigata e iscas a base de folhas de gergelim apresentaram
resposta de inibicdo mais rapida quando formuladas em maior concentragéo. A isca
que demonstrou maior potencial para utilizagdo no campo foi a base de farinha de
folhas de gergelim a 75%, que provocou reducdo de 60% na massa do jardim de
fungo dentro dos primeiros 21 dias. Desta forma, podem constituir boa alternativa
aos principios ativos sintéticos, principalmente para agricultura familiar e organica.

Contudo, os resultados demonstrados nesta tese exprimem que o tema

abordado merece atencgédo e incentivo a pesquisa.
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