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RESUMO

As formigas-cortadeiras sdo consideradas pragas por causarem diversos danos e
prejuizos em diversas culturas agricolas, por isso existe um grande interesse na
descoberta de novos produtos e métodos que sejam eficientes no controle desses insetos.
O objetivo deste trabalho foi selecionar fungicidas, em diferentes formulagdes, que
sejam toéxicos ao fungo simbionte Leucoagaricus gongylophorus e, verificar o
comportamento das col6nias de Atta sexdens apds a aplicagdo dos produtos. O teste de
toxicidade in vitro foi realizado em operarias de Atta sexdens para os fungicidas com
potencial de controle; aplicacdo dos fungicidas, foi por meio de iscas formuladas e
nebulizagdo, em coldnias de Atta sexdens, em condicOes de laboratorio, e registrado as
alteracbes comportamentais das colonias frente ao tipo de formulagdo. Os fungicidas
Piraclostrobina, Metconazole e Epoxiconazole mostraram ser potenciais para o controle
do fungo simbionte das formigas-cortadeiras, apresentando 100% de inibicdo do
crescimento micelial in vitro do fungo simbionte nas concentracGes de 1, 10 e 100 ppm.
No teste de toxicidade in vitro em operérias, Piraclostrobina e Metconazole
apresentaram efeito toxico por ingestdo das operarias na maior concentracdo avaliada
(0,1%), nas demais concentracOes avaliadas esse efeito ndo foi observado, assim como
para o fungicida Epoxiconazole, que ndo foi toxico para as operarias. A mistura dos
fungicidas Piraclostrobina + Metconazole apresentaram efeito téxico por ingestdo em
formigas operarias de Atta sexdens nas concentracdes 0,025, 0,05, 0,075, 0,1 e 0,2%.
No bioensaio de nebulizacdo houve alteracdo na dinamica das coldnias logo apos a
aplicacdo dos fungicidas Piraclostrobina, Metconazole e Epoxiconazole nas
concentracgdes de 0,5, 1,0 e 2,0%, e mortalidade de um formigueiro em cada tratamento.
No bioensaio de iscas contendo mistura de Piraclostrobina + Metconazole nas
concentragdes 0,1, 0,3, 0,5 e 0,75% ndo apresentaram mortalidade e alteracdes na
dindmica das coldnias de Atta sexdens mantidas em laboratério. Portanto, os fungicidas

avaliados, mesmo apresentando resultado satisfatérios em fungo isolado L.



gongylophorus in vitro e em operarias isoladas de Atta sexdens, mostraram nao ser
eficientes com aplicacGes de nebulizacdo e iscas impregnadas em colénias mantidas em
laboratérios tornando os mesmos invidveis para utilizacdo no controle da formiga

cortadeira Atta sexdens.

PALAVRAS-CHAVE: formigas-cortadeiras, controle, fungicidas
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ABSTRACT

Leaf-cutting ants are considered pests because they cause damages in several
agricultural crops, so there is a great interest in the discovery of new products and
methods that are efficient in the control of these insects. The objective of this work was
to select fungicides, in different formulations, that were toxic to the symbiotic fungus
Leucoagaricus gongylophorus and to verify the behavior of the colonies of Atta sexdens
after the application of the products. In vitro toxicity test was performed on Atta sexdens
workers with fungicides with potential control. Application of fungicides with potential
control, in the formulations of bait and fogging, in colonies of Atta sexdens under
laboratory conditions, and record of the behavioral changes of the colonies versus the
type of formulation, were also registered. The fungicides Piraclostrobin, Metconazol
and Epoxiconazol showed potential for the control of the symbiotic fungus of the leaf-
cutting ants, showing 100% inhibition of the mycelial growth of the fungus symbiont at
the concentrations of 1, 10 and 100 ppm. In the in vitro toxicity test on workers,
Piraclostrobin and Metconazol showed toxic effect by ingestion of the workers in the
highest concentration evaluated (0.1%). In the other concentrations evaluated, this effect
was not observed, as was the fungicide Epoxiconazole. The mixture of the fungicides
Piraclostrobin + Metconazol showed toxic effect by ingestion on workers of Atta
sexdens at the concentrations of 0.025, 0.05, 0.075, 0.1 and 0.2%. In the fogging
bioassay, there was a change in the dynamics of the colonies shortly after the
application of the fungicides Piraclostrobin, Metconazol and Epoxiconazol in the
concentrations of 0.5, 1.0 and 2.0%, and mortality of one nest in each treatment.
Bioassays of baits containing mixture of Piraclostrobin + Metconazol in the
concentrations 0.1, 0.3, 0.5 and 0.75% did not present mortality and changes in the
dynamics of the colonies of Atta sexdens kept in the laboratory. Therefore, the
fungicides evaluated, even if they showed satisfactory results in L. gongylophorus

isolated fungi in vitro and in isolated workers of Atta sexdens, were not efficient with



fogging applications and baits impregnated in colonies kept in laboratories, making

them unviable for use in the control of leaf-cutting ants Atta sexdens.

KEYWORDS: leaf- cutting ants, control, fungicides
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1. INTRODUCAO

As formigas pertencem & ordem Hymenoptera e a familia Formicidae, s&o
encontradas em quase todo o ambiente terrestre e sdo conhecidas por serem insetos de
comportamento social bem complexo. As distintas espécies apresentam caracteristicas
préprias de comportamento e de morfologia (MARICONI, 1970). As sociedades das
formigas sdo consideradas as mais complexas do reino animal. Algumas espécies
formam colonias de até 300 milhdes de individuos em um sO ninho, onde cada
individuo desempenha o seu papel especifico na casta (CAETANO et al., 2002).

Estima-se que existam cerca de 24.000 espécies de formigas pertencentes a 23
subfamilias (BOLTON, et al., 2005; AGOSTI; JOHNSON, 2003), nos quais 15.411
(www.antiwiki.org) descritas (AGOSTI; JOHNSON, 2005; BRITTO et al., 2016).
Existem cerca de 2.500 espécies no Brasil (BRANDAO, 1991). Dentre as espécies
encontradas no territorio brasileiro, apenas algumas dezenas sdo consideradas pragas
(BUENO; CAMPOS-FARINHA, 1999).

Considerada um grupo monofilético, a tribo Attini compreende 45 géneros, das
quais 15 sdo representadas pelas formigas cultivadoras de fungos (WARD et al., 2015),
dentre as quais destacam-se as formigas-cortadeiras, que utilizam folhas e flores frescas
para o cultivo do fungo Leucoagaricus gongylophorus. As formigas-cortadeiras sdo
encontradas apenas nas Américas, mas cobrindo uma ampla area geografica, do norte da
Argentina ao sul Estados Unidos. Dentro desta faixa, ocorrem em biomas mais diversos,
por exemplo, a Floresta Amazonica e em ambientes extremos, tais como como o deserto
(SOLOMON et al., 2008; BRANDAO; MAYHE-NUNES; SANHUDO, 2011; BRITTO
etal., 2016).

Das 19 espécies do género Atta descritas, oito sdo encontradas no Brasil sendo
quatro de grande importancia agricola para o Estado de Sdo Paulo: Atta sexdens, Atta
capiguara, Atta laevigatta e Atta bisphaerica (GALLO et al., 2002; OLIVEIRA, 2011).
Estas espécies apresentam uma relacdo simbidtica com o fungo L. gongylophorus,
dependendo dele como alimento para o desenvolvimento larval (CARLOS, 2008
WEBER, 1972; MARICONI, 1970; HOLLDOBLER; WILSON, 1990).

As principais pragas agricolas sdo as formigas-cortadeiras dos géneros Acromyrmex e
Atta (SOUZA-SILVA; ZANETTI, 2007). As colonias dessas formigas produzem
individuos alados, machos e fémeas, que se afastam de sua col6nia original para formar

novas colbnias. A dispersdo dos individuos sexuais ocorre pouco depois do inicio da
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estacdo chuvosa e quente em diferentes regides do pais. Durante 0s meses de setembro a
dezembro no Centro do Brasil, de setembro a abril no Norte, de dezembro a abril no
Nordeste, e de junho a dezembro no Sul (FORTI; BOARETTO, 1997). As fémeas
aladas das sauvas sao chamadas popularmente por “i¢cas” ou “tanajuras”, e 0s machos
sdo chamados por "bitus”. O voo de acasalamento ou voo nupcial ocorre quando fémeas
aladas e os machos voam e copulam no ar. Mais tarde, 0 macho morre e a fémea, depois
de ter sido fertilizada por 3-8 machos, aterrissa e perde suas asas, comegando a escavar
0 novo ninho. A atividade de perfuracdo do solo para formar a nova colénia dura entre 6
a 10 horas (AUTUORI, 1942), com a construcdo de um tunel com uma profundidade
variando de 8 a 25 cm e uma camara inicial hemisférica (FORTI; BOARETTO, 1997,
CAMARGO et al., 2011). Apos a escavacao, o canal é selado com solo escavado pela
propria rainha. Antes do voo nupcial, a rainha leva consigo uma pequena porcao do
jardim de fungo da coldnia original, e o aloja dentro de sua cavidade infrabucal. Apos
48 horas, regurgita a por¢do de fungo, que, por sua vez, é cultivada com secrecdes e
fezes até as primeiras operarias aparecem, num periodo de 80 a 100 dias. Logo depois
disso, as operarias removem o solo que sela o estreito tanel e vai para fora para cortar
plantas comecando a trazer folhas para o fungo simbionte (FORTI; BOARETTO,
1997).

A relacdo simbiotica entre o fungo e as formigas proporciona beneficios a ambos
(SCHULTZ et al., 2005), pois elas se beneficiam do fungo por meio da quebra de
enzimas, possibilitando a desoxidacdo de compostos secundarios oriundos dos vegetais
e gue poderiam agir como inseticidas naturais as formigas (NORTH et al., 1999). Ja o
fungo se beneficia, entre outras razbes, pela manutencdo do ambiente livre de
microrganismos competidores, por meio da aplicacdo de compostos antibioticos
produzidos pelas formigas (CURRIE et al., 1999a).

As formigas-cortadeiras integram um dos mais importantes grupos de insetos
daninhos as culturas, conhecidos por atacarem intensamente e constantemente as plantas
e causarem importantes danos a agricultura nacional (SANTOS, 2010). Séo
consideradas a praga numero um das lavouras, mesmo com o aperfeicoamento de
muitos métodos para seu controle (LOUREIRO; MONTEIRO, 2005; SANTOS, 2010).
Os processos de controle de formigas-cortadeiras incluem diferentes métodos e podem
ser classificados de acordo com a formulacdo do formicida aplicacdo (NOGUEIRA et

al., 1981). Entre os métodos de controle estdo o controle mecanico, cultural, bioldgico e



quimico. O controle quimico ¢ feito por meio de iscas granuladas, termonebulizacéo,
nebulizacdo e po seco, que envolvem altos custos (SANTOS, 2010).

Em estudos realizados pelo grupo de produtos naturais da UFSCar e o Centro de
Estudos de Insetos Sociais da UNESP-Rio Claro, foi observada a agédo toxica de extratos
de plantas, seus &cidos graxos, assim como a associacdo de acidos graxos com
triglicerideos sobre as operarias das formigas-cortadeiras e sobre o seu fungo simbionte.
A busca por compostos com maior especificidade dirigidos ao controle de formigas-
cortadeiras por acdo fungicida, formicida ou ambos sdo bastante desejaveis
(FERNANDES et al., 2002). Existem diversos fungicidas presentes no mercado
agricola, porém até o momento nenhum deles foi avaliado no controle do fungo

mutualista L. gongylophorus cultivados pelas col6nias de formigas-cortadeiras.



2. OBJETIVOS

Diante deste cenario, o presente trabalho teve como objetivo selecionar
fungicidas, em diferentes formulacdes, que sejam toxicos ao fungo simbionte
Leucoagaricus gongylophorus e verificar o comportamento das col6nias de Atta sexdens
apos a aplicagdo dos produtos.

Especificamente:

1). Selecionar dentre os diferentes grupos de fungicidas com potencial de toxicidade no
controle in vitro do fungo simbionte Leucoagaricus gongylophorus.

2). Realizar teste de toxicidade in vitro em operéarias de Atta sexdens dos fungicidas com
potencial de controle.

3). Aplicar os fungicidas com potencial de controle, nas formulacdes isca e nebulizacéo,
em col6nias de Atta sexdens em condicdes de laboratdrio.

4). Registrar as alteracfes comportamentais das colonias de Atta sexdens frente ao tipo
de formulagéo.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Formigas-cortadeiras como pragas

Um desequilibrio ecoldgico fornece condi¢Ges ideais de proliferacdo e
estabelecimento das colonias de formigas-cortadeiras, e este fenbmeno pode ocorrer
com a introducdo de monoculturas agricolas e florestais. Estas formigas causam danos a
diversas culturas como café, cana-de-agUcar, laranja, eucalipto, pinheiro, entre outras
(CHERRETT, 1986). Além dos prejuizos na area agricola, tais formigas podem causar
danos a prédios, pontes, estradas de rodagem e de ferro, pois 0s tdneis e camaras das
colbnias sdo susceptiveis ao peso dessas construgcdes. Assim, sdo inegaveis as perdas
ocasionadas por estas formigas (MARICONI, 1970).

Os géneros Atta e Acromyrmex sdao considerados pragas em varias regides do
Brasil e da América e as perdas econdmicas causadas por essas formigas atingem
milhdes de dblares por ano no Texas e cerca de US $ 130 milhdes por ano no Estado de
Sdo Paulo, Brasil (CAMERON; RIGGS, 1985; BRITTO, et al., 2016).

A espécie A. sexdens € considerada uma das principais pragas nas plantacdes de
Eucalyptus spp., juntamente com A. laevigata causam 14% dos prejuizos na producao
de Eucalyptus spp. e Pinus spp. (BOARETTO; FORTI, 1997; ZANUNCIO et al., 1999;
CARLOQOS, 2008 apud AMANTE, 1967).

Dados mais realistas sobre a perda de produgdo de madeira de eucalipto causada
por Atta spp. em diferentes locais foram obtidos por ZANETTI et al. (2000, 2003b) e
SOUZA et al. (2011). Esses estudos mostraram que as col6nias de Atta diminuiram a
producdo de madeira, pela desfolha que causam ao eucalipto. Densidades superiores a
80 ninhos por hectare (&rea de terra solta de 2,76 m2) podem reduzir mais de 50% de
producdo de madeira de eucalipto (ZANETTI et al., 2003b; OLIVEIRA et al., 2011).

As formigas-cortadeiras sdo responsaveis por 75% dos custos e do tempo total
gasto no controle de pragas nos reflorestamentos (VILELA, 1986). A caracterizagdo
dos ninhos das formigas-cortadeiras € também uma dificuldade e impacta diretamente
na implantacdo de novas técnicas de controle. Os ninhos subterrdneos apresentam

muitas camaras interligadas, e conectadas com a superficie através de longas galerias, o



que pode prejudicar a ampla disseminacédo de produtos dentro das col6nias, bem como a

determinacéo das dosagens apropriadas (MARINHO et al., 2006).

3.2 Metodos de controle de formigas-cortadeiras

O controle mecanico de formigas-cortadeiras consiste na destruicdo dos ninhos
da &rea por meio da escavacdo do formigueiro, que é efetuado até que a rainha seja
localizada e morta. Essa alternativa de controle é aceitdvel quando realizada em
pequenas areas, sempre que 0s ninhos estiverem superficiais; porém na pratica, o
controle mecanico torna-se inviavel em areas de plantios comerciais, em
reflorestamento e sistemas de pastagens (DELLA LUCIA et al.,, 1993; FORTI;
BOARETTO, 1997).

O controle cultural consiste na aracdo e gradagem da area, dentro do prazo de
quatro meses do inicio do formigueiro. Esse método é efetivo se a lamina do arado
matar a rainha. Esse controle ndo € utilizado para formigueiros adultos, porque a
mecanizacdo do solo pode descaracterizar parcialmente o formigueiro, cessando
temporariamente a sua atividade e dando a falsa impressao de controle (DELLA LUCIA
etal., 1993; FORTI; BOARETTO, 1997).

O controle bioldgico consiste no uso de predadores, parasitoides e micro-
organismos que utilizam as formigas-cortadeiras como hospedeiro, porém a dificuldade
nesse tipo de controle deve-se a vigilancia social, base do controle higiénico do ninho
de da colonia das formigas-cortadeiras e deteccdo de micro-organismos por meio das
suas antenas (KERMARREC et al., 1993; FORTI; BOARETTO, 1997;). Desta forma, 0
controle biologico pela introducéo de inimigos naturais ainda ndo pode ser considerado
uma estratégia de controle para as formigas-cortadeiras (DELLA LUCIA et al., 1993).

O controle quimico atualmente é o Unico que apresenta tecnologia disponivel
para utilizacdo pratica no controle de formigas-cortadeiras (JUSTI JUNIOR et al.,
1996). Os inseticidas em po seco sdo formulados em veiculos solidos (por exemplo,
talco em po) e sdo aplicados com equipamento de mao denominados polvilhadeiras.
Portanto, é recomendavel seu uso, somente quando o solo esta seco. Além disso, ha a
necessidade de remover solos soltos antes da aplica¢do do produto, o que torna a técnica
impraticavel operacionalmente. Outra limitagdo é o risco de contaminagdo ao meio
ambiente e operador (FORTI; BOARETTO, 1997). Os inseticidas em formulacdo em po



seco sdo recomendados para uso complementar em situacfes especificas, por exemplo,
para controlar algumas espécies de Acromyrmex e ninhos iniciais de Atta spp. No
entanto, as formulagGes em p6 ndo podem ser recomendadas como o principal e nem
mesmo como o Unico método de controle, especialmente em grandes areas, porque esta
formulacédo apresenta baixa eficiéncia (BRITTO et al., 2016).

Entre os principais métodos de controle quimico, um dos considerados mais
efetivos é o uso de iscas granuladas. Em areas florestais, as iscas granuladas sdo as
preferidas para o controle de formigas-cortadeiras por serem as que apresentam menor
custo, maior facilidade de aplicacédo e baixo risco de toxicidade aos humanos e ambiente
do que os outros métodos de controle (ZANETTI et al., 2003; BRITTO et al., 2016).

A isca ideal deve ser atrativa a distancia; carregada rapidamente para dentro do
ninho; ter acdo toxica retardada, paralisando a atividade da colénia em alguns dias (para
evitar a ativacdo dos mecanismos que impedem a intoxicacdo de toda col6nia);
especifica e apresentar baixa toxidez a mamiferos e aves (FORTI et al., 1998; BRITTO,
et al., 2016). Para formigas-cortadeiras de dicotiledéneas a polpa citrica desidratada é o
substrato atrativo mais efetivo e amplamente utilizado, embora ja tenham sido utilizados
outros materiais organicos, como milho, folha de eucalipto, farinha de mandioca, farelo
de soja, farinha de trigo, bagaco e melaco de cana-de-aglcar. A polpa citrica parece ser
0 substrato apropriado para o desenvolvimento do fungo simbionte por ser levemente
acida e ter alto contetdo de carboidratos, nitrogénio, vitaminas e microelementos
(BOARETTO; FORTI, 1997).

Os dois principios ativos de agdo inseticida usados na producdo de iscas
granuladas encontrados no mercado sdo: a sulfluramida e o fipronil, porém, o primeiro é
o ingrediente ativo mais utilizado nestas iscas (TOFOLO, 2007; BRITTO et al., 2016).

Diversos estudos tém comprovado a elevada eficiéncia das iscas a base de
sulfluramida no controle de salvas que cortam dicotiled6neas, com registros de 90 a
100% de mortalidade de ninhos. No entanto, por ser uma substéncia do grupo dos
perfluorooctano sulfonato, foi classificada como poluente organico em 2005 na
Convencéo de Estocolmo (ARAUJO, 2011). Na area de domissanitarios, a sulfluramida
foi excluida na formulacdo isca para controle de cupins, pasta para controle de baratas e
pasta para controle de formigas (BRASIL, 2015). Desta forma, a procura por novos
produtos € necessaria, uma vez que 0 mesmo possa ocorrer na area agricola e logo a

sulfluramida pode ndo ser mais autorizada para o controle de formigas-cortadeiras.



Uma quantidade das iscas usadas no controle das formigas € perdida durante a
aplicacdo no campo, pois nem todas sdo carregadas e parte das transportadas € rejeitada.
Isto tem levado as empresas a investirem na melhoria do rendimento operacional das
técnicas de controle quimico e na experimentacdo de novas tecnologias, objetivando
minimizar os impactos ao meio ambiente (FORTI et al., 2003; LOUREIRO;
MONTEIRO, 2005).

A termonebulizacdo e nebulizagdo podem ser empregadas como um
complemento ao uso de iscas, principalmente em periodos chuvosos (CRUZ et al.,
1984). Apesar de apresentarem alguns fatores que explicam o baixo uso destas técnicas,
como, manuten¢do de equipamentos, aumento de pessoas trabalhando e exposi¢do dos
trabalhadores aos inseticidas, a termonebulizagdo pode apresentar alta eficiéncia para
formigueiros grandes, especialmente nas operacdes de controle inicial, durante a
implantacdo de florestas cultivadas. Além disso, esse método de controle pode ser
utilizado em qualquer época do ano, em terrenos encharcados ou secos e ndo requer o
preparo e medicdo dos formigueiros (ZANETTI et al., 2002; ANJOS et el. 1998;
BRITTO et al., 2016). Nas plantacbes comerciais de Eucalyptus (Myrtaceae) e Pinus
(Pinaceae) no Brasil e em outras culturas (cana-de-agUcar, citrino, pastagem) esses
métodos de controle foram colocados em segundo plano, sendo usados em situagdes
especificas. Por outro lado, atualmente existem poucos produtos registrados no MAPA
para aplicacbes por termonebulizacdo. Apenas o produto Gemini (permetrina -
piretroide) comercialmente acessivel, e para nebulizacdo apenas o produto Bisfar UBV
(bifentrina - piretréide), que hoje em dia ndo esta sendo comercializado (BRITTO et al.,
2016). A falta de opgdes de produtos para esse tipo de aplicacdo também pode ter sido

um fator que ocasionou a colocacéo desse método em segundo plano.

3.3 Controle do fungo mutualista Leucoagaricus gongylophorus

Na busca por novas formas de controle, alguns autores tém realizado trabalhos
visando fornecer subsidios sobre inibicdo ou beneficiamento no crescimento in vitro do
fungo mutualista L. gongylophorus, porém o seu comportamento € complexo e de dificil
entendimento, ja que apresenta um crescimento lento em laboratério (SOUZA et al.,
2011).



Alguns pesquisadores tém adicionado extratos vegetais em meios de cultura com
0 objetivo de catalisar o crescimento ou inibir o desenvolvimento in vitro do fungo, pois
ele cresce eficientemente em componentes encontrados nas folhas das arvores
(SIQUEIRA et al., 1998), ou pode ser prejudicado pelos metabolitos secundarios
(RIBEIRO et al., 1998). Estas substancias, do ponto de vista evolutivo, seriam uma das
estratégias utilizadas pelas plantas para se defenderem da herbivoria (ROCKWOOD,
1976).

Vérias espécies vegetais ja foram estudadas visando o controle de formigas-
cortadeiras e algumas apresentaram efeitos satisfatorios, demonstrando regresséo
gradual tanto no numero de formigas quanto na esponja do fungo. Tais resultados foram
observados nas espécies Sesamum indicum (Pedaliaceae) (BUENO et al., 1994;
MORINI et al., 2005) e Cedrela fissilis (Meliaceae) (BUENO et al., 2005).

Currie et al. (1999b) descobriram que fungos do género Escovopsis
(Ascomycota: Hypocreales) sdo parasitas especificos do fungo mutualista e somente
foram encontrados nos jardins de fungo das formigas Attini. Escovopsis sp. é
responsavel por inibir o crescimento do fungo mutualista, atuando como um fungo
micoparasita de L. gongylophorus. Aparentemente, ele é capaz de detectar substancias
quimicas secretadas por L. gongylophorus e provocar a morte da hifa do hospedeiro sem
a necessidade de contato direto (REYNOLDS; CURRIE, 2004; FOLGARAIT et al.,
2011).

3.4 Fungicidas utilizados nos bioensaios

3.4.1 Piraclostrobina — Estrobilurinas

O fungicida Piraclostrobina pertence ao grupo das estrobilurinas, que
compreende inimeras moléculas. Esses fungicidas apresentam como modo de agdo em
fungos, a transferéncia de elétrons no sitio Qo no complexo Il nas mitocondrias
(FRAC, 2013). Estas moléculas vém sendo utilizadas desde os anos 90 para uma

diversidade de patogenos fungicos desde entéo.

3.4.2 Epoxiconazole e Metconazole — Triazois
Os triazdis Epoxiconazole e Metconazole pertencem ao grupo dos inibidores de

biossintese de esterois, o qual constitui 0 maior e 0 mais importante grupo de compostos



ja desenvolvidos para o controle de doencas fingicas de plantas e animais, exibindo
varios graus de sistemicidade e, frequentemente, altissima poténcia antifungica
(BALARDIN, 2015).

3.4.3 Fluxapyroxad e Boscalida — Carboxamida

Os fungicidas fluxapiroxade e boscalida, pertencem a classe das carboxamida, ele
atua no Complexo Il, por meio da inibicdo da enzima succinato desidrogenase. Esse
complexo, utiliza o aceptor de elétrons FAD para efetuar a transferéncia de elétrons
FADH2 para a Coenzima. Através da inibicdo do complexo Il, os fungicidas deste
grupo inibem o crescimento do fungo desprovendo suas células de sua fonte de energia
e eliminando a disponibilidade de blocos para a sintese de componentes essenciais nas
células (ZAMBOLIM, et al. 2007).

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencéo de coldnia pura do fungo

Para a selecdo dos fungicidas toxicos para L. gongylophorus, inicialmente foi
necessaria a obtencdo da colbnia pura do fungo. Para isso foram isoladas pequenas
porc¢des de fungo (£10g) com presenca de sete operarias medias-pequenas com capsula
cefalicade 1a 1,4 mm,

Foram montados dez grupos de fungos com operarias, em placas de Petri
(90x15mm) por 24 horas em incubadora B.O.D. (Biochemical Oxygen Demand) sob
temperatura controlada de 25 +1°C e na auséncia de luz constante (Figura 1). Apés 24
horas as placas foram refrigeradas a 4 £1°C por 5 minutos para auxiliar na remocgéo das
operarias. Em seguida, fragmentos de 8 mm dos fungos passaram por um processo de
desinfeccéo superficial, submetidos a 30 minutos em alcool 70%, 30 minutos em NaCL
2% e 30 minutos em agua autoclavada. Apos o processo de desinfeccdo, os fragmentos
de fungos por meio da técnica de esfregaco, foram inoculados em meio Agar 2% e
mantidos em incubadora B.O.D & 25 +1°C na auséncia de luz constante (PAGNOCCA
etal., 1990; BORBA et al., 2006) (Figura 1).
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Figura 1. (A) Isolamento do fungo Leucoagaricus gongylophorus com presenca de operaria de Atta
sexdens, (B) Esfregaco do fungo Leucoagaricus gongylophorus em meio Agar 2%.

Ap0s o crescimento, para confirmacédo se o fungo isolado nas placas de Petri era
0 mesmo cultivado pelas formigas, foram efetuadas observa¢Ges ao microscopio para
comprovar a presenca das estruturas denominadas gongilideos, que sdo Unicas do fungo
L. gongylophorus (CASTELLANI et al. 2007; MIYASHIRA et al. 2010; SOUZA et al.
2011) (Figura 2).

Figura 2. Gongilideos maduros do fungo Leucoagaricus gongylophorus (objetiva 350x).

A repicagem para a manutencdo da colénia fangica foi realizada por meio do
implante de fragmentos do fungo de 0,8mm em meio de cultura Batata Dextrose e Agar
(BDA) contido no interior de placas de Petri, numa cadmara de fluxo laminar e com os
devidos procedimentos de assepsia adotados para 0 manuseio do material (Figura 3). As
placas foram mantidas em incubadora B.O.D. entre 25°C = 1°C na auséncia de luz
constante (PAGNOCCA et al., 1990; BORBA et al., 2006).
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Figura 3. Desenvolvimento micelial do fungo Leucoagaricus gongylophorus em meio Agar 2%.

4.2 Selecdo de fungicidas toxicos ao fungo simbionte

Neste bioensaio foram avaliados cinco fungicidas, Boscalida, Epoxiconazole,
Fluxapyroxad, Metconazole e Piraclostrobina. As concentracfes avaliadas de cada
fungicida foram 0,01; 0,1; 1; 10 e 100 ppm com quatro repeticbes para cada
concentracdo em cada tratamento (Tabela 1).

Tabela 1. Delineamento experimental com fungicidas e concentrac@es avaliadas no teste de toxicidade in
vitro para controle do fungo simbionte Leucoagaricus gongylophorus.

DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Tratamentos Concentrac6es (ppm) Repeticbes
Testemunha 0
Piraclostrobina 100-10-1-0,1-0,01
Fluxapyroxad 100-10-1-0,1-0,01 A
Boscalida 100-10-1-0,1-0,01
Metconazole 100-10-1-0,1-0,01
Epoxiconazole 100-10-1-0,1-0,01

Para o preparo dos tratamentos, foi realizado o preparo de meio de cultura BDA.

Ap0ds o resfriamento os fungicidas foram incorporados no meio de cultura e vertidos em
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placas de Petri 90x15mm e mantidas em incubadora B.O.D 25 £1°C na auséncia de luz
constante. Para o tratamento controle foi utilizado apenas o meio de cultura BDA.

ApoOs 24 horas do preparo das placas de Petri com os tratamentos, foram
inoculados discos de 0,8mm provenientes das culturas puras do fungo L.
gongylophorus. As placas foram seladas com parafilme e mantidas em incubadora

B.0.D. 25 £1°C na auséncia de luz constante (Figura 4).

Figura 4. Discos (8mm) do meio de cultura de Leucoagaricus gongylophorus inoculados ao centro da
placa do tratamento Controle.

Para a avaliacdo do crescimento micelial foi avaliado macroscopicamente com
base no didmetro da coldnia, em milimetros, com avaliacdes aos 7, 14, 28, 35 e 42 dias
apos a inoculacéo. Apds 42 dias, foram tracadas duas retas perpendiculares com ponto
de cruzamento coincidindo com o centro do disco do indculo e realizada as medidas a
partir da borda do in6culo até a extremidade do crescimento do fungo, sendo, em
seguida, calculado o valor médio dos diametros para cada placa (BORBA et al. 2006;
SOUZA et al. 2011) (Figura 5). A partir dos dados obtidos foi realizada analise
estatistica com o Programa SASM-Agri 8.2 (2004) e as médias comparadas pelo teste
de Tukey em nivel de 5% de probabilidade de erro. A partir destes resultados foram

selecionados os fungicidas potenciais para controle do fungo L. gongylophorus.
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Figura 5. (A) Linhas tragadas perpendicularmente ao centro do inoculo, (B) Mensuramento do
crescimento com o auxilio de um paquimetro digital.

4.3 Coleta de colbnias de Atta sexdens em campo e manutencdo em laboratério

Duzentas colbnias de Atta sexdens foram coletadas nos municipios de
Itirapina/SP e Mogi Guagu/SP, no més de mar¢o de 2016 e levadas para o laboratério de
P&SS da BASF S.A., localizado na cidade Santo Antonio de Posse, SP.

Os ninhos coletados apresentavam uma Unica camara de fungo de
aproximadamente 10 a 15 cm de didmetro, localizada a poucos centimetros da
superficie, facilitando sua escavacdo (Figura 6) (AUTUORI, 1941). A idade aproximada

das col6nias era de 3 a 4 meses.

Figura 6. Ninho de formiga cortadeira Atta sexdens coletado em campo.

Cada col6nia foi acondicionada em recipiente plastico transparente de 1000 mL
contendo uma camada de gesso no fundo para manter a umidade do jardim de fungo.

Posteriormente, outros dois recipientes plasticos de 500 mL foram interligados ao
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primeiro por tubos plasticos transparentes, sendo um para fornecimento do substrato
vegetal (cdmara de forrageamento) e outro para deposicdo de lixo pelas formigas
(cAmara de lixo) (Figura 7). A alimentacdo ofertada foi a base de folhas de Eucalyptus
sp., Acalypha sp., e periodicamente milho moido (Zea mays) e flocos de aveia (Avena
sp.). No laboratorio, as colénias foram acondicionadas em uma sala com condicgdes
controladas de temperatura e umidade, 25°C e 70% de UR, respectivamente (FREITAS,
2010; MARIN, 2014).

Figura 7. Coldnias de formiga cortadeira Atta sexdens mantida em laboratério.

4.4 Bioensaios in vitro de toxicidade em operarias de Atta sexdens mantidas em

laboratorio.

As operarias de A. sexdens utilizadas no bioensaio, foram de tamanho médio com
massa corpdrea variando de 15 a 25 mg, obtidas de ninhos artificiais adultos (Figura 8),
mantidos em salas climatizadas com temperatura de 24 + 1° C e U.R de 70%, no
Laboratorio de Insetos Sociais (CEIS) da Unesp em Rio Claro/SP.

Para a manutencdo destes formigueiros, foi oferecido, diariamente, folhas de
Eucalyptus sp., Acalypha sp., flocos de aveia, farinha de milho, e, ocasionalmente,

pétalas de roseiras, folhas de mangueira e eucalipto.
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Figura 8. Ninho artificial de formiga cortadeira Atta sexdens mantido em laboratério no Centro de
Insetos Sociais (CEIS) da Unesp- Rio Claro/SP.

4.5 Dieta artificial para manutencéo das formigas

Para manutencdo das formigas in vitro, foi preparada uma dieta artificial solida
com 0,25 g de peptona bacterioldgica, 0,25 g de agar bacterioldgico, 0,025 g de extrato
de levedura e 1,25 g de glicose, dissolvidos em 25 mL de &gua destilada. Juntamente
com essa mistura, nas placas dos tratamentos, foram adicionados os fungicidas
selecionados Piraclostrobina, Metconazole e Epoxiconazole. As concentragdes
avaliadas para cada fungicida foram 1, 10, 100 e 1000 ppm.

Ap0s a realizacdo deste bioensaio, foi feito um segundo bioensaio in vitro com a
mistura dos fungicidas Piraclostrobina + Metconazole nas concentragdes de 0,01, 0,025,
0,05, 0,075, 0,1 e 0,2%.

A mistura foi homogeneizada e em seguida autoclavada a 120° C e 1 atm, por
aproximadamente 20 minutos. Depois, a dieta foi vertida em placas de Petri de 90x15
mm de didmetro previamente esterilizadas na autoclave e, apds o resfriamento, foram
feitos discos de 4 mm e as placas foram envolvidas com filme PVC e mantidas na
geladeira para melhor conservacdo durante o periodo do bioensaio (Figura 9) (BUENO
etal., 1997).
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Figura 9. A- Preparo da dieta artificial s6lida para bioensaio in vitro. B- Dieta sendo vertida em placas de
Petri de 90x15mm. C- Ap0s solidificagdo foram marcados discos de 4 mm para utilizagdo no bioensaio.

4.6 Bioensaio de toxicidade

Para a realizacdo do bioensaio, as formigas foram coletadas do formigueiro e
colocadas em uma bandeja pléastica, com as paredes laterais revestidas com Teflon-30 e
no interior da bandeja foi mantido algoddo embebido em agua.

As formigas foram agrupadas em dez individuos e colocadas em placas de Petri
descartaveis, de 10 cm de diametro, forradas com papel filtro. Cada placa recebeu,
diariamente, um disco de 4 mm (aproximadamente 0,5 g) de dieta artificial que foi
colocado sobre um pedaco de papel aluminio. Para o controle, foi utilizada a dieta pura,
ou seja, sem os fungicidas (Figura 10).

Foram utilizadas cinco placas para cada tratamento do primeiro bioensaio com
os fungicidas isolados e para o segundo bioensaio com a mistura dos fungicidas, que
equivalem a um lote de 50 formigas. Essas placas foram colocadas ao acaso nas
prateleiras de uma incubadora B.O.D., com temperatura média de 24+1°C e umidade
relativa acima de 70%. Foram examinadas diariamente, para retirada e anotacdo do

numero de formigas mortas e para a troca da dieta artificial e do papel filtro (Figura 11).
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O bioensaio foi avaliado por 25 dias, periodo méaximo de sobrevivéncia das
operarias submetidas a essas condi¢cbes (BUENO et al., 1997; BUENO, 2013).

Figura 10. Repeticdo do tratamento de dieta artificial com Piraclostrobina 0,001% em placa de Petri com
operarias de Atta sexdens.

Figura 11. Tratamentos durante avaliagdo do bioensaio armazenados em incubadora BOD com
temperatura média de 24+1°C e umidade relativa acima de 70%.

4.7 Analise de dados

Para a analise dos dados, foi utilizado o “software” Graph-Pad, aplicativo Prisma
5.04. Inicialmente foram tracadas as curvas de sobrevivéncia para cada tratamento a

partir das porcentagens de formigas vivas, por dia, no conjunto de cinco placas.
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Para a analise estatistica dos resultados obtidos apds o periodo de 25 dias, foi
empregado o teste ndo paramétrico “long-rank”. As curvas de sobrevivéncia dos

tratamentos foram comparadas com a do controle.

4.8 Bioensaio de nebulizacdo em colénias mantidas em laboratério

ApoOs a estabilizacdo das colbnias coletadas em campo e crescimento dos
formigueiros até cerca de 1 litro de fungo, ideal para a realizacdo dos bioensaios
(FREITAS, 2010), foi realizado o bioensaio de nebulizagdo. Foram utilizadas trés
coldnias para cada tratamento avaliado, além do grupo testemunha, que também teve
trés coldnias de formigas.

Para a realizacdo do bioensaio, foi utilizado um equipamento composto por
compressor portatil, acoplado a um nebulizador pequeno que é utilizado para inalacao.
A panela de forrageamento foi removida do ninho e o equipamento foi acoplado para a
aplicacédo da nebulizacdo. Para a diluigdo dos ingredientes ativos foi utilizado acetona e
para homogeneizacdo dos componentes foi utilizado o emulsificante Tween 80. Os
tratamentos com os ingredientes ativos Piraclostrobina, Epoxiconazol e Metconazole
foram diluidos e avaliados nas concentragfes de 0,5, 1 e 2%. Cada coldnia recebeu 5
mL da diluicdo e apds a aplicagdo foi recolocada a panela de forrageamento
(KENNARD,1965; SANTOS-OLIVEIRA, 2006; FREITAS, 2010) (Figura 12).

Figura 12. Aplicacdo dos tratamentos com fungicidas em método de nebulizagdo nos formigueiros de
Atta sexdens.
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No dia anterior a realizacdo do bioensaio, todo o resto de folhas ndo cortadas e
lixo foram removidos das panelas de alimentacdo e de lixo, respectivamente. As
coldnias ficaram sem receber nenhum tipo de alimentacdo por 24 horas. Isso foi feito
para que o corte das folhas oferecidas as formigas apds a nebulizacdo fosse estimulado.
Ap0s 24 horas da aplicacdo da nebulizagdo, todas as coldnias voltaram a receber a
alimentacdo de trés folhas de Eucalyptus sp. diariamente e, durante sete dias, foram
realizadas avaliacGes diérias por meio de avalia¢fes visuais, observando-se: intoxicagdo
de formigas, mortalidade de formigas, corte de folhas, fungo cortado na camara de
fungo ou de lixo, condi¢cdes do sauveiro, alteracdo no jardim de fungo, mudanca de
panela, contaminacgdo de fungo filamentoso Escovopsis, reducdo no jardim de fungo e
rainha morta (Figura 13).

¢
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Figura 13. Formigueiros de Atta sexdens apés nebulizagdo com fungicidas durante avaliagbes de
comportamento.

Para a avaliagdo dos comportamentos foi utilizada a escala de quantificagdo
segundo Freitas (2010):

Intoxicacdo de formigas: 0- sem sintomas de intoxicacdo; 1- até 25% das
formigas com sintomas; 2 — 50% das formigas com sintomas; 3- 75% das formigas com
sintomas; 4- 100% das formigas com sintomas ou mortas.

Mortalidade das formigas: 0- sem mortalidade; 1- até 25% das formigas mortas;
2- 50% das formigas mortas; 3- 75% das formigas mortas; 4- 100% das formigas

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

Colbnias com mudanca de panela: 0- sem mudanca de panela; 1- com mudanca
de panela. A mudanca de panela pode indicar que as formigas perceberam alguma
ameaca, como alguma substancia toxica (fumaca) e por isso esse comportamento de
levar o fungo e as crias para outro lugar mais seguro, ou seja, para a panela de
alimentacéo.

Presenca de fungo filamentoso: 0 — sem ocorréncia de contaminacdo; 1- com
ocorréncia de contaminacao.

Corte de fungo: 0 — sem corte de fungo; 1 — 25% do fungo cortado; 2 — 50% do
fungo cortado; 3- 75% do fungo cortado; 4- 100% do fungo cortado.

Mortalidade da rainha: avaliacdo da sobrevivéncia da rainha. Observacéo
realizada diariamente e classificada como: O - rainha viva; 1 - rainha morta.

A anélise gréafica de cada um dos comportamentos observados foi realizada
através dos valores acumulados das trés repeticoes.

4.9 Bioensaio de iscas em coldnias mantidas em laboratorio

Para a realizagdo do bioensaio, foram selecionadas as colonias coletadas em
campo e mantidas no laboratdrio. Foram utilizadas trés coldnias para cada tratamento
avaliado, além do grupo testemunha, que também foi composto por trés col6nias de
formigas.

As colbnias foram mantidas em sala climatizada e abastecidas diariamente com
trés folhas de Eucalyptus sp. (MARIN, 2014). No laboratério, as colénias foram
acondicionadas em uma sala com condic¢Bes controladas de temperatura e umidade, a
25°C e 70% de UR, respectivamente, até que o jardim de fungo atingisse o volume ideal
para a realizacdo dos testes, com 1 L (FREITAS, 2010; MARIN, 2014). Para a
realizacéo deste bioensaio, foram utilizados os fungicidas Piraclostrobina e Metconazole
em mistura, ja que apresentaram resultados promissores nas primeiras etapas do projeto.
As iscas peletizadas com tamanhos variando de 5 a 7 mm, foram formuladas no
laboratério do CEIS da UNESP em Rio Claro, SP utilizando a polpa citrica desidratada
como atrativo e a mistura dos fungicidas nas concentragdes 0,1%; 0,3%; 0,5% e 0,75%.

No dia anterior a realizacdo do bioensaio, todo o resto de folhas ndo cortadas e
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lixo foram removidos das panelas de alimentacdo e de lixo, respectivamente. As
coldnias ficaram sem receber nenhum tipo de alimentacdo por 24 horas, sendo entao.
pesadas em balanca semi-analitica A seguir foi oferecido 3g das iscas peletizadas nas
camaras de forrageamento em cada tratamento (Figura 14). No tratamento controle foi

oferecido a isca peletizada sem ingrediente ativo.

Figura 14. A- Pesagem de isca em balanca semi-analitica. B- Isca sendo oferecida em cdmara de
forrageamento nos formigueiros de Atta sexdens.

Depois de 24 horas de apresentacdo, a sobra do material foi retirada e pesada,
estimando-se o carregamento da isca peletizada. Além disso, a incorporacdo da isca no
jardim de fungo e a ocorréncia de devolugdo também foram avaliadas ap6s 24 horas.

As col6nias voltaram a receber o suprimento usual apds 24 horas (trés folhas de
Eucalyptus sp.) e durante as trés semanas subsequentes foram realizadas avaliacGes
diarias, baseadas nas observacfes de: intoxicacdo das formigas, corte de folhas,
mortalidade de formigas, mudanca de panela, presencga de fungo filamentoso, presenca
de pedacos de fungo no lixo, diminui¢do do fungo simbionte, mortalidade de rainha e
condicBes da colénia (FORTI et al., 1993). Além disso, todo material presente nas

panelas de lixo e de alimentacao foi retirado semanalmente (Figura 15).
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Figura 15. Formigueiros de Atta sexdens apOs insercdo de iscas impregnadas com fungicidas durante
avaliacOes de comportamento.

Os comportamentos a seguir, foram avaliados com as seguintes escalas de
quantificacdo (BUENO, 2005):

Carregamento da isca pelas formigas: 0 - sem carregamento; 1 - carregamento de
25%; 2 - carregamento de 50%; 3 - carregamento de 75%; 4 - carregamento de 100%.

Incorporacéo da isca no jardim de fungo: 0 - sem incorporacéo; 1 - incorporacéo
de 25%; 2 - incorporacdo de 50%; 3 - incorporacdo de 75%; 4 - incorporacgdo de 100%.

Devolucgéo da isca: 0 - sem devolucéo; 1 - devolugcéo de 25%; 2 - devolucdo de
50%; 3 - devolucao de 75%; 4 - devolucao de 100%.

Intoxicacao de formigas: 0 - sem sintomas de intoxicacédo; 1 - 25% das formigas
com sintomas; 2 - 50% das formigas com sintomas; 3 - 75% das formigas com sintomas
e; 4 - 100% das formigas com sintomas.

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

Mortalidade de formigas: O - sem mortalidade de formigas; 1 - 25% das formigas
mortas; 2 - 50% das formigas mortas; 3 - 75% das formigas mortas e; 4 - 100% das
formigas mortas.

Colbnia com mudanca de camara: 0 - sem mudanca de panela e; 1 - com
mudanca de panela.

Corte de fungo: 0 - sem corte de fungo; 1 - 25% do fungo cortado; 2 - 50% do
fungo cortado; 3 - 75% do fungo cortado; 4 - 100% do fungo cortado.
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Colbnia com reducao no jardim de fungo: 0 - sem reducdo; 1 - com reducéo.

Colonia com fungo filamentoso: 0 - sem ocorréncia de contaminagdo; 1 - com
ocorréncia de contaminagéo.

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

Condicoes da colonia: 0 - colénia completamente morta; 1 - regressdo de 75% da
colbnia; 2 - regressao de 50% da coldnia; 3 - regressdo de 25% da colbnia e; 4 - col6nia
em perfeitas condigoes.

Os comportamentos anteriormente descritos foram observados durante 20 dias e
foi feita a analise grafica por meio dos valores acumulados das trés repeticdes (coldnias)
(BUENO, 2005; MARIM, 2014).

24



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Crescimento micelial in vitro do fungo Leucoagaricus gongylophorus frente aos
fungicidas avaliados

A adicédo dos fungicidas Piraclostrobina, Metconazole e Epoxiconazole ao meio
BDA evidenciou porcentagem de inibicdo de 100% do crescimento do fungo L.
gongylophorus nas concentragcdes de 1, 10 e 100 ppm, diferindo estatisticamente das
mesmas concentracOes para 0s ativos avaliados Fluxapyroxad e Boscalida. Na
concentracdo de 0,1 ppm ndo houve diferenca estatistica entre os ativos Piraclostrobina
e Metconazole. Na concentragdo 0,01 ppm o ativo Piraclostrobina diferiu dos demais
ativos avaliados, porém os trés fungicidas (Piraclostrobina, Metconazole e
Epoxiconazole) mostraram ser fungicidas potenciais para o controle do fungo simbionte

das formigas-cortadeiras L. gongylophorus (Tabela 2) (Figuras 16 a 18).

Tabela 2. Média da porcentagem de inibicdo do crescimento micelial de Leucoagaricus gongylophorus
frente aos fungicidas avaliados em diferentes concentrages (ppm) apos 42 dias.

Inibicéo de crescimento micelial (%)

Tratamento 0,0lppm Ol1ppm 1ppm 10ppm 100 ppm

Piraclostrobina ~ 71,84¢ 97,79°  98,69° 1001 1001

Metconazole 46,08° 87,75¢  97,36° 100¢ 100¢

Epoxiconazole 32,65 47,34> 89,32 100¢ 100¢
Fluxapyroxad 12,98 17,48%  08,95°  47,49° 47,92¢
Boscalida 07,962 16,08°  08,34*  27,66° 42,07°
Controle 00,002 00,000 00,000 00,008  00,00°

IMédias seguidas de mesma letra, mindscula na coluna, ndo diferem significativamente entre si
pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.
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Figura 16. Crescimento micelial apds 42 dias nas concentragdes avaliadas para o tratamento com o
fungicida Piraclostrobina.

Figura 17. Crescimento micelial apds 42 dias nas concentragdes avaliadas para o tratamento com o
fungicida Metconazole.
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Figura 18. Crescimento micelial apds 42 dias nas concentragdes avaliadas para o tratamento com o
fungicida Epoxiconazole.

O fungicida Fluxapyroxad, mostrou resultados estatisticamente iguais ao
controle nas concentragbes 0,1 e 1 ppm. Nas maiores concentracdes 10 e 100 ppm
houve inibicdo significativa no crescimento do fungo L. gongylophorus, porém foi

menos efetivo quando comparado aos outros fungicidas avaliados (Figura 19).

Figura 19. Crescimento micelial ap6s 42 dias nas concentragOes avaliadas para o tratamento com o
fungicida Fluxapyroxad.
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Para o fungicida Boscalida a inibicdo do crescimento do fungo L. gongylophorus
foi a menos efetiva comparada aos outros fungicidas avaliados, obtendo-se resultados
estatisticamente iguais ao controle nas menores concentragfes 0,01; 0,1 e 1 ppm. Para
as maiores concentragdes, 10 e 100 ppm os resultados foram estatisticamente diferentes
do controle, porém menos efetivos e estatisticamente diferentes quando comparados aos
outros fungicidas avaliados, mostrando assim nédo ser um fungicida potencial para uso

no controle do fungo L. gongylophorus (Figura 20).

Figura 20. Crescimento micelial ap6s 42 dias concentragdes avaliadas para o tratamento com o fungicida
Boscalida.

Este trabalho é pioneiro na literatura no uso de fungicidas para inibigdo do fungo
L. gongylophorus. Entre os trabalhos j& realizados por outros autores, foi verificada a
adicdo de extratos vegetais incorporados ao meio BDA (SOUZA et al., 2011), onde foi
observada inibicdo de crescimento micelial e favorecimento do desenvolvimento do
fungo L. gongylophorus nos tratamentos avaliados, uma vez que houve
desenvolvimento micelial diferenciado dos fungos, crescendo nas condigdes avaliadas,
comparadas ao controle. De acordo com Hebling et al. (2000) os componentes das
folhas de algumas plantas exercem forte efeito sobre o desenvolvimento do fungo

simbionte, beneficiando ou prejudicando seu crescimento.
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Por exemplo, em trabalho realizado por GODOY (2003), alguns compostos
isolados de Cipadessa fruticosa (Meliaceae), como as fragOes de acetato e metanol do
extrato hexanico de galhos da planta, apresentaram 80% de inibicdo do fungo simbionte
L. gongylophorus nas concentracdes de 448 e 288 pg/mL. Ja substancias denominadas
policetideos isoladas de C. fissilis apresentaram 100% de inibi¢do do fungo simbionte
na concentracao de 42 pg/mL.

MOIA (2014) verificou a inibicdo do fungo L. gongylophorus através de
filtrados de microfungos onde filtrado de Trichoderma spirale SC069 (Hypocreales:
Hypocreaceae), e T. harzianum, apresentaram média de inibicdo significativa apds 14
dias de crescimento. A autora observou também que os fungos endofiticos de cacaueiro
Verticillium sp. (Hypocreales: Hypocreaceae) e Clonostachys sp. (Hypocreaceae:
Bionectriaceae) inibiram significativamente o fungo L. gongylophorus.

No caso dos fungicidas avaliados nesta pesquisa, foi evidenciada maior
efetividade na inibi¢cdo no crescimento do fungo L. gongylophorus para os fungicidas
Piraclostrobina, Metconazole e Epoxiconazole, sendo eles, entdo, selecionados para as

demais etapas deste trabalho.

5.2 Bioensaio in vitro de toxicidade em operarias de Atta sexdens

N&o foi observado efeito de toxicidade nas operarias de Atta sexdens para o
fungicida Piraclostrobina nas concentragbes 0,0001, 0,001, 0,01%, exceto na
concentracdo de 0,1% que mostrou efeito toxico por ingestdo e se comportou como
inodoro e nédo repelente. A concentracdo 0,1% de Piraclostrobina caracterizou-se com
acao inseticida, pois apresentou curva de sobrevivéncia com mortalidade mais rapida
comparada ao tratamento controle e as outras concentragbes avaliadas, mostrando ter
potencial no controle de formigas em condigdes laboratoriais (Figura 21).

De acordo com Costa Leonardo e Thorne (1995) a concentragdo 6tima de um
ingrediente ativo para utilizacdo em isca de controle ndo deve influenciar a alimentacao
da espécie alvo, garantindo assim que uma quantidade suficiente do ingrediente ativo a
ser ingerido seja distribuida por individuos da coldnia antes de sua acdo inseticida.
Além disso, o inseticida deve ser inodoro e ndo repelente.
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Figura 21. Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens, submetidas ao bioensaio de ingestdo de
dieta artificial com o ingrediente ativo Piraclostrobina em diferentes concentragdes (P <0,0001).

Para o fungicida Metconazole, todas as concentragdes avaliadas (0,0001, 0,001,
0,01%) exceto a concentracdo de 0,1% ndo mostraram efeito toXxico por ingestdo em
formigas operarias de Atta sexdens e também se comportou como inodoro e néo
repelente. A concentragdo 0,1% de Metconazole caracterizou-se com agéo inseticida
pois apresentou curva de sobrevivéncia com mortalidade mais rapida comparada ao
tratamento controle e as outras concentracdes avaliadas, mostrando ser potencial no

controle de formigas em condigdes laboratoriais (Figura 22).
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Figura 22. Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens, submetidas ao bioensaio de ingestdo de
dieta artificial com o ingrediente ativo Metconazole em diferentes concentracbes (P <0,0001).
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Para o fungicida Epoxiconazole, todas as concentragcdes avaliadas (0,0001,
0,001, 0,01 e 0,1%) ndo mostraram efeito toxico por ingestdo em formigas operarias de
Atta sexdens, apesar de também ter se comportado como inodoro e ndo repelente.
Epoxiconazole ndo se caracterizou com acgdo inseticida, pois apresentou curva de
sobrevivéncia com mortalidade semelhante para todas as concentracbes avaliadas
comparada ao tratamento controle mostrando ndo ser potencial no controle de formigas
em condicBes laboratoriais (Figura 23). Apds apresentacdo desses resultados esse
fungicida foi excluido das demais avaliagdes de acdo em formigueiros de Atta sexdens

com aplicacédo de nebulizagéo e iscas impregnadas.
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Figura 23. Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens, submetidas ao bioensaio de ingestdo de
dieta artificial com o ingrediente ativo Epoxiconazole em diferentes concentracdes (P <0,0001).

Foi realizado um segundo bioensaio in vitro de toxidade com a mistura dos
fungicidas Piraclostrobina + Metconazole, devido aos resultados positivos apresentados
na concentracao de 0,1% no primeiro bioensaio realizado.

A concentracdo 0,01 % apresentou curva de sobrevivéncia semelhante ao
tratamento controle, as demais concentragdes 0,025, 0,05, 0,075, 0,1 e 0,2% mostraram
efeito tdxico por ingestdo em formigas operarias de Atta sexdens, se comportaram como
inodoros e ndo repelentes, mostrando ser potenciais no controle de formigas em

condicdes laboratoriais (Figura 24).
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Figura 24. Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens, submetidas ao bioensaio de ingestdo de
dieta artificial com mistura dos ingredientes ativos Piraclostrobina + Metconazole em diferentes
concentragdes (P <0,0001).

Em pesquisas realizadas com formigas-cortadeiras, em bioensaios semelhantes a
este trabalho, mas com o 6leo bruto de Azadirachta indica (Meliaceae), conhecido como
Neen, foi registrada toxicidade para operarias de Atta sexdens, quando oferecido na
forma de ingestéo. Por outro lado, o0 6leo de Neen nédo apresentou efeito toxico para as
col6nias incipientes de formigas quando aplicado em forma de nebulizagcdo, nem em
forma de iscas granuladas, ou seja, apresentou toxicidade a formiga, mas ndo o
suficiente para eliminar a colénia (SANTOS- OLIVEIRA, 2006).

N&o necessariamente resultados in vitro de laboratorio refletem os mesmos
resultados no campo, considerando-se que, no campo, o0 desafio se torna maior, devido,
principalmente, as condi¢fes ambientais e complexidade bioldgica das formigas alvo.
No entanto, resultados de laboratdrio, fornecem a base para elucidar as acdes a serem
tomadas na etapa posterior no campo (CARLOS, 2008).

A partir dos resultados apresentados nesse bioensaio in vitro, foram selecionadas
as concentragdes para realizacdo do bioensaio de iscas impregnadas somente com a
mistura dos fungicidas Piraclostrobina + Metconazole que apresentaram resultados

potenciais de acdo inseticidas nas operarias de Atta sexdens.
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5.3 Bioensaio de nebulizacéo
5.3.1 Intoxicagdo das formigas por nebulizagéo

Os formigueiros tratados no bioensaio de nebulizagdo apresentaram poucos
sintomas de intoxicagdo apds o tratamento. Para o tratamento com o fungicida
Epoxiconazole, todas as concentragcdes avaliadas (0,5, 1,0 e 2,0%), apresentaram até
25% de intoxicacdo para as coldnias, sendo esse efeito mais evidente nas 24 horas apds

a aplicacéo do produto (Figura 25).
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Figura 25. Intoxicacao de formigas em colbnias de Atta sexdens mantidas em laboratdrio e tratadas com
nebulizacdo do fungicida Epoxiconazole nas concentragdes 0,5%, 1,0% e 2%.

Para o fungicida Piraclostrobina a intoxicagdo foi evidente apenas na maior

concentracdo avaliada (2%), apresentando até 25% de intoxicacdo das operarias. Nas

demais concentracdes, a intoxicacdo foi muito baixa (Figura 26).
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Figura 26. Intoxicacdo de formigas em coldnias de Atta sexdens mantidas em laboratério e tratadas com
nebulizacdo do fungicida Piraclostrobina nas concentracfes 0,5%, 1,0% e 2%.

Para o fungicida Metconazole nebulizado o efeito foi semelhante, apresentando
até 25% de intoxicacao para as coldnias acompanhadas durante os dias avaliados, sendo
gue as operarias apresentavam poucos movimentos, principalmente 24 horas apos a
aplicacdo do fungicida (Figura 27).

Para SANTOS-OLIVEIRA (2006) nos bioensaios de nebulizacdo com os 0leos
brutos de Ricinus communis (Euphorbiaceae), A. indica, Carapa guianensis
(Meliaceae), S. indicum e Elaeis guineensis (Arecaceae) ndo foram verificados sintomas
de intoxicagdo nas operarias. As operérias ficaram agitadas durante a aplicagdo e
transportaram as crias para outros locais do jardim de fungo, porém, ap6s 24 horas da
aplicacdo, esse comportamento havia desaparecido.

Em metodologia semelhante com extrato de Rauia sp. (Rutaceae), observou-se
comportamento semelhante das operérias de Atta sexdens, sendo a intoxicagdo evidente
apenas apdés 24 horas da aplicacdo e, ap06s isso, esse comportamento desapareceu
(FREITAS, 2010).
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Figura 27. Intoxicacao de formigas em colnias de Atta sexdens mantidas em laboratdrio e tratadas com
nebulizacdo do fungicida Metconazole nas concentragdes 0,5%, 1,0% e 2%.

5.3.2 Corte de folhas

Para a avaliagdo do corte de folhas pelas formigas a partir das 24 horas do seu
oferecimento, ap6s o0s ensaios de nebulizacdo, observa-se que, para o fungicida
Epoxiconazole, o corte de folhas foi de 100% para as concentracdes de 0,5% e 1,0%
durante os 14 dias avaliados, porém para a maior concentracao avaliada (2%), o corte de
folhas foi reduzido a cerca de 60% por ter ocorrido a mortalidade de uma das repeticdes
no 13° dia de avaliacdo (Figura 28).
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Figura 28. Corte de folhas em colbnias de Atta sexdens mantidas em laboratério e tratadas com
nebulizacdo do fungicida Epoxiconazole nas concentragdes 0,5%, 1,0% e 2%.

Para o fungicida Piraclostrobina nebulizado a porcentagem de corte de folhas foi
acima de 90% para as concentracbes de 0,5%, e 1% em todos os dias avaliados.
Somente a concentracdo de 2%, nos dois primeiros dias, apresentou uma reducdo no
corte de folhas devido a intoxicacao inicial, porém conseguiu ir se recuperando durante
0s 14 dias de avaliagdo (Figura 29).
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Figura 29. Corte de folhas em col6nias de Atta sexdens mantidas em laboratério e tratadas com
nebulizacdo do fungicida Piraclostrobina nas concentracfes 0,5%, 1,0% e 2%.

Ja para o fungicida Metconazole nebulizado foi observada a reducéo do corte de
folhas no decorrer dos dias avaliados, devido a mortalidade de uma das repeti¢cdes para
cada
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concentracdo avaliada. Para a concentracdo 0,5% houve mortalidade de uma das
repeticGes no 13° dia, ja para a concentracdo de 1% a mortalidade de uma das repeticdes
ocorreu no 8° dia e para a concentragdo de 2%, houve a mortalidade de uma das
repeticGes no 9° dia. Os demais formigueiros avaliados neste tratamento conseguiram se
recuperar no decorrer das avaliacbes com o aumento no corte de folhas (Figura 30).
Segundo FREITAS (2010) também foi observada a reducéo de corte de folhas
logo apo6s a nebulizagdo com extratos brutos diclorometanicos de folhas e caule de
Rauia sp., porém houve a recuperacao e aumento no corte de folhas durante a avaliacédo
do experimento mostrando que mesmo havendo uma acéo inicial, esta ndo foi suficiente

para que causasse a morte total dos formigueiros.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

DIAS
H Controle ® Metconazole- 0,5% = Metconazole-1,0% ™ Metconazole-2,0%

100

PORCENTAGEM (%)
N W H U1 OO N 0 O
©Soocoo6 oo o

=
o

o

Figura 30. Corte de folhas em coldnias de Atta sexdens mantidas em laboratorio e tratadas com
nebulizacdo do fungicida Metconazole nas concentragdes 0,5%, 1,0% e 2%.

5.3.3 Mortalidade das formigas

A mortalidade de formigas variou para cada fungicida avaliado. Para o fungicida
Epoxiconazole ndo foi observada mortalidade de operérias durante as avaliagOes
realizadas.

Para o fungicida Metconazole nebulizado na concentragdo de 0,5% houve
mortalidade de cerca de 8,3% a partir do 6° dia de avaliacBes das formigas, chegando a
33,3% de mortalidade no 13° dia quando houve a mortalidade de 100% das operarias de
uma das repeticdes do tratamento. Para a concentracdo 1% a mortalidade iniciou a partir
do 4° dia com 33,3% totalizando 50% de mortalidade até o 8° dia quando houve a
mortalidade de 100% das operarias de uma das repeticdes do tratamento.

Para a concentracdo de 2% a mortalidade das formigas foi maior em relacédo as

outras concentracdes avaliadas, iniciando logo no primeiro dia de avaliagdo
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apresentando baixa mortalidade de formigas em todas as repeti¢cbes do tratamento e
chegando a 50% de mortalidade no 9° dia quando houve a mortalidade de 100% das
operérias de uma das repeti¢des (Figura 31).
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Figura 31. Mortalidade de formigas em col6nias de Atta sexdens mantidas em laboratdrio e tratadas
com nebulizacdo do fungicida Metconazole nas concentragdes 0,5%, 1,0% e 2%.

Para o fungicida Piraclostrobina nebulizado nédo foi observada mortalidade das
formigas na menor concentragdo (0,5%). Para a concentracdo 1% houve baixa
mortalidade no primeiro dia logo ap6s o tratamento, porém os formigueiros
conseguiram se recuperar no decorrer das avaliagfes. Para a concentracdo de 2% houve
mortalidade de 25% das formigas até o 11° dia, porém mesmo com baixa mortalidade
em todas as repeticGes, os formigueiros conseguiram se recuperar até o final das
avaliacbes (Figura 32). Utilizando uma metodologia semelhante ao presente trabalho,
BUENO (2002) observou uma mortalidade significativa de formigas nos bioensaios
com Cedrela fissilis, indicando a presenca de substancias toxicas nesta planta.
FREITAS (2010) observou comportamento semelhante a esse trabalho, no tratamento
com extratos brutos diclorometanicos, houve a mortalidade inicial de 25% das operarias

no dia seguinte a aplicacé@o por nebulizacéo, depois 0s ninhos se recuperaram.
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Figura 32. Mortalidade de formigas em col6nias de Atta sexdens mantidas em laboratorio e tratadas com
nebulizacdo do fungicida Piraclostrobina nas concentracfes 0,5%, 1,0% e 2%.

5.3.4 Mortalidade da rainha

N&ao ocorreu mortalidade da rainha para o fungicida Piraclostrobina nebulizado
nas concentracdes de 0,5, 1 e 2%, e nas colonias do tratamento controle. Para o
fungicida Epoxiconazole houve mortalidade da rainha em apenas uma das repeticoes, na
maior concentracdo avaliada de 2%. Para o fungicida Metconazole houve mortalidade
de uma das repeticOes para todas as concentracdes avaliadas 0,5, 1 e 2%. Segundo
Boaretto e Forti (1997) mesmo com a col6nia desestruturada e a morte das operarias, a
rainha ainda pode sobreviver por até 40 dias, 0 que ndo ocorreu neste bioensaio, onde as
colbnias que morreram durante o experimento tambem apresentaram a mortalidade da

rainha, 0 que mostra que a contaminagdo com o fungicida chegou até elas.

5.3.5 Colbnias com mudanca de panelas

Para o tratamento com os fungicidas Metconazole e Epoxiconazole nebulizados,
ndo houve mudanca de panela em todas as concentracfes e repeticdes avaliadas. Para o
fungicida Piraclostrobina houve mudanca de panela em pelo menos uma repeticdo em
cada concentracdo avaliada (0,5, 1,0 e 2,0%) mostrando que o fungicida apds aplicado
com nebulizagdo causou uma agdo toxica e fez com que as formigas transferissem o
fungo e as crias para a panela de alimentacdo na tentativa de salvar o formigueiro

(Figura 33). Esse comportamento ja foi relatado anteriormente. Segundo BUENO
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(2005) quando as operarias percebem a presenca de ingredientes ativos tdxicos, elas
podem isolar suas crias em pedacos do fungo sadio do restante do ninho, que esta
contaminado, na tentativa de evitar que toda a colénia morra devido ao contato com 0s

ativos.

Figura 33. Col6nia de Atta sexdens com mudanca de parte do ninho para a panela de
alimentacdo no tratamento de Piraclostrobina 2% ap6s 72 horas do tratamento com nebulizagao
(seta vermelha).

5.3.6 Avaliacdo sobre a presenca de fungo filamentoso

Em todos os fungicidas Piraclostrobina, Metconazole e Epoxiconazole, e em
todas as concentragdes avaliadas, ndo foi observada a presenca de fungos filamentosos,
acreditando-se que os fungicidas podem ter inibido o crescimento desses fungos para 0s
tratamentos e doses avaliadas. A presenca de fungos filamentosos como Escovopsis sp.,
que sdo parasitas antagonistas do fungo simbionte das formigas-cortadeiras, causa
grandes impactos nas condi¢des de sobrevivéncia dos ninhos, pois diminuem a taxa de
crescimento do fungo simbionte e reduzem a sobrevivéncia das formigas (CURRIE,
20014, 2001b).
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5.3.7 Corte de fungo

Para o tratamento com o fungicida Epoxiconazole nebulizado ndo houve corte
do fungo em todas as concentragdes e repeticdes avaliadas, assim como para 0
tratamento controle. Esse comportamento pode indicar que as formigas consideram
parte do fungo simbionte como inviavel para alimentacdo, pela presenca de substancia
toxica por exemplo, e descartam essa porcao de fungo como lixo (FREITAS, 2010).

Para o fungicida Metconazole nebulizado houve corte de fungo para a maior
concentracdo avaliada (2%) a partir do primeiro dia (8,3%) ap6s a nebulizacdo do
fungicida. Esse comportamento foi observado devido as formigas terem detectado algo
diferente no fungo simbionte descartando-o na panela de lixo. A porcentagem de corte
de fungo chegou a 41,6% até o ultimo dia de avaliagcdo, onde pelo menos um dos
formigueiros havia morrido. Para as menores concentracdes avaliadas (0,5 e 1%) houve
corte de 25% do fungo a partir do sexto dia, porém, mesmo assim, um formigueiro de
cada tratamento morreu até o final das avaliacbes e as demais repeticdes desses

tratamentos conseguiram se recuperar (Figura 34).
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Figura 34. Fungo cortado em coldnias de Atta sexdens mantidas em laboratorio e tratadas com
nebulizacdo do fungicida Metconazole nas concentragdes 0,5%, 1,0% e 2%.

Para o fungicida Piraclostrobina nebulizado, houve grande corte inicial do fungo
nas maiores concentracfes avaliadas (1,0 e 2%), porém a partir do oitavo dia todos o0s
formigueiros conseguiram se recuperar e ndo houve mais corte e descarte do fungo

simbionte no lixo, o que mostra que as formigas conseguiram retirar todo o fungo
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que elas julgaram contaminado e conseguiram recuperar os formigueiros (Figura
35).
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Figura 35. Fungo cortado em col6nias de Atta sexdens mantidas em laboratorio e tratadas com
nebulizacdo do fungicida Piraclostrobina nas concentracfes 0,5%, 1,0% e 2%.

5.4 Bioensaio com iscas impregnadas
5.4.1 Quantificacao do carregamento, incorporacéao e devolugéo das iscas

O carregamento das iscas, 24 horas apOs oferecimento na camara de
alimentacdo, com a mistura dos fungicidas Piraclostrobina + Metconazole (PM) nas
concentragdes 0,1, 0,3, 0,5 e 0,75% ndo foi total, apresentando um méaximo de 83,33%
para os tratamentos nas concentragdes de 0,1% e 0,3%; 58,33% de carregamento para o
tratamento nas concentracGes de 0,5% e 41,66% de carregamento para o tratamento na
concentracdo de 0,75%. Os tratamentos nas concentracfes de 0,5% e 0,75%,
apresentaram devolucéo da isca de 25% e 8,33%, respectivamente. Os tratamentos nas
concentragdes 0,1% e 0,3% n&o apresentaram devolugéo de iscas (Figuras, 36 a 38). No
controle, o carregamento e incorporacéo da isca foi de 93,3% e ndo houve devolucdo de
isca.

A devolucdo de iscas também foi registrada nos experimentos de BUENO
(2005), onde 40% das iscas Dinagro-S também deixaram de ser incorporadas, sendo
devolvidas na camara de lixo ainda nos primeiros dias do experimento. Para SANTOS-
OLIVEIRA (2006) ndo houve devolucéo das iscas carregadas contendo 6leos brutos de

A. occidentale, A. indica e E. guineenses.
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Segundo LOFGREN et al. (1962) e STRINGER et al. (1964), para controlar as
formigas-cortadeiras, o inseticida formulado em isca tdxica deve agir por ingestdo e ter
a mesmas caracteristicas dos inseticidas que atuam em operarias de Solenopsis spp., ou
seja, que possua acdo tdxica com mortalidade inferior a 15% apds o primeiro dia e
superior a 89% até o final do experimento, ser letal em baixas concentracdes, ser
prontamente espalhado na colbnia e matar os individuos receptores e ndo danificar o

meio ambiente.
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Figura 36. Carregamento, incorporacdo no jardim de fungo e devolucdo de iscas Piraclostrobina +
Metconazole (PM) e o grupo controle, apds 24 horas do oferecimento das iscas em colbnias de Atta
sexdens mantidas em laboratério
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Figura 37. Carregamento, incorporacdo no jardim de fungo e devolucdo de iscas Piraclostrobina +
Metconazole (PM) e o grupo controle, apds 48 horas do oferecimento das iscas em colbnias de Atta
sexdens mantidas em laboratério.
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Figura 38. Carregamento, incorporacdo no jardim de fungo e devolucdo de iscas Piraclostrobina +
Metconazole (PM) e o grupo controle, apds 72 horas do oferecimento das iscas em coldnias de Atta
sexdens mantidas em laboratdrio.

Nos tratamentos Piraclostrobina + Metconazole 0,1% e 0,3%, apenas uma
colonia de cada concentragcdo ndo incorporou 16,7% das iscas (Figura 39). J& no
tratamento Piraclostrobina + Metconazole a 0,5% duas col6nias ndo carregaram as iscas
por completo, representando 41,67% de sobra (Figura 40) e na concentracdo 0,75% as
trés colbnias juntas deixaram de carregar 58,34% das iscas (Figura 41). No controle
apenas uma colénia ndo carregou a isca por completo, representando 6,67% de sobra
(Figura 42).

O carregamento da isca por completo e espalhamento pela col6nia é um fator
importante para que haja tempo do ingrediente ativo agir, sendo que a devolucao da isca
pode ser um sinal de que o formigueiro percebeu uma substancia diferente que pode
ameacar o ninho. A propagacdo de ingredientes ativos em espécies do género
Solenopsis e muitas outras espécies de formigas ocorre por trofalaxia, isto é a troca de
alimento liquido entre as operarias. No entanto, segundo NAGAMOTO et al. 2004,
estudos morfolégicos e comportamentais mostraram que este comportamento de
transferéncia de alimento, ndo ocorre em grandes proporg¢es com formigas-cortadeiras.
Assim, conclui-se que o espalhamento do ingrediente ativo nas coldnias ocorre
principalmente de outras formas, como o contato direto das operarias com a isca ou 0
carregamento da isca pela operaria que por sua vez, entrega para as jardineiras que

manipulam e incorporam ao fungo (NAGAMOTO et al., 2004).
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Figura 39: Vista das camaras de forrageamento em uma col6nia de cada tratamento Piraclostrobina +
Metconazole (PM) 0,1% e 0,3%, ambas com 16,7% de sobras de iscas e com suas respectivas col6nias
numeradas.

Figura 40: Vista das camaras de forrageamento das coldnias 1 e 3 do tratamento Piraclostrobina +
Metconazole (PM) 0,5% com 41,67% de sobras de iscas.

PM
0.75% (2)

Figura 41: Vista das camaras de forrageamento das colénias 1, 2 e 3 do tratamento Piraclostrobina +
Metconazole (PM) 0,75% somando 58,34% de sobras de iscas.
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CONTROLE (1)

Figura 42: Vista da cdmara de forrageamento da col6nia 1 do controle com 6,67% de sobras de iscas.

Além das sobras de iscas citadas anteriormente, os tratamentos 0,5% e 0,75%,
respectivamente apresentaram devolucéo da isca, tendo sido registrado 25% e 8,33% de
devolucéo, respectivamente. Na coldnia 2 do tratamento 0,5% houve devolucao de isca
nas camaras de forrageamento e cdmara de lixo (Figura 43). Na col6nia 3 do tratamento
0,75% houve 8,33% de devolugéo de iscas (Figura 44).

Figura 43: Camara de forrageamento (A) e camara de lixo (B) da coldnia 2 do tratamento Piraclostrobina
+ Metconazole (PM) 0,5% apds 24 horas de exposicdo as iscas, contendo 25% de devolugdo de iscas
(seta vermelha).
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Figura 44: Camara de lixo da col6nia 3 apds 72 horas de exposicgao as iscas no tratamento Piraclostrobina
+ Metconazole (PM) 0,75%, contendo 8,33% de devolucéo de iscas (seta vermelha).

5.4.2 Intoxicacao das formigas:

Segundo MARIN (2014) colbnias tratadas com iscas contendo ingredientes
ativos inseticidas, apresentam varios sinais de intoxicacdo, como dificuldade de
locomocao, tremores nas pernas e imobilidade. Desta forma, bioensaios com fungicidas,
podem também revelar situacdo semelhante.

No segundo dia de avaliacdo deste bioensaio, 4,16% das operarias tratadas com
iscas Piraclostrobina + Metconazole na concentracdo 0,5% apresentaram sintomas de
intoxicacdo, principalmente dificuldade de locomocdo, visto que poucas operarias
andavam com as pernas espagadas, enquanto que outras apresentavam aspecto de fracas
Observou-se também que no 4° dia de experimento, essas operarias ja estavam mortas,
considerando que as formigas que entraram em contato com a isca foram as mais
afetadas e morreram mais rapidamente no decorrer do bioensaio. Nenhuma das col6nias
do controle e das concentracbes Piraclostrobina + Metconazole 0,1, 0,3 e 0,75%

apresentaram formigas com tais sintomas (Figura 45).

47



100
20
80
70
60
50
40
30
20
10

PORCENTAGEM (%)

01 2 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

DIAS
M Controle PM0.1% =PM0.3% ' PM0.5% HPM 0.75%

Figura 45. Intoxicacdo de formigas em coldnias de Atta sexdens mantidas em laboratério e tratadas com
iscas Piraclostrobina + Metconazole (PM) 0,1%; 0,3%; 0,5% e 0,75%.

5.4.3 Corte de folhas:

Em todas as colonias das concentracdes de iscas impregnadas avaliadas e no
controle, o corte de folhas foi constante (100%), desde o primeiro dia de
experimento, ndo sendo observada reducdo no corte de folhas pelas formigas no
decorrer das avaliagbes comportamentais realizadas durante o experimento. Tais
resultados demonstram que as iscas impregnadas com os fungicidas ndo afetaram as
atividades das coldnias (Figura 46). Em experimento realizado por SANTOS-
OLIVEIRA (2006), houve comportamento semelhante ndo havendo interrupgdo no
corte de folhas ap0s o tratamento com iscas contendo dleos brutos de A. occidentale, A.
indica e E. guineenses.

Segundo BUENO (2013) formigas tratadas com iscas inseticidas Mirex-S Max®
(Sulfluramida 0,02%) interromperam o corte de folhas imediatamente, mostrando ter

ocorrido intoxicagdo nos formigueiros.
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Figura 46. Corte de folhas em coldnias de Atta sexdens mantidas em laboratério e tratadas com iscas
contendo Piraclostrobina + Metconazole (PM) nas concentragdes 0,1%; 0,3%;0,5% e 0,75%.

5.4.4 Mortalidade de formigas:

A partir do 2° dia de experimento que as colbnias foram expostas a iscas
Piraclostrobina + Metconazole (PM) 0,5%, foi registrado 4,16% de mortalidade das
formigas, e se manteve assim até o final do periodo, como representado na figura 47.

No controle e nas concentracbes de PM 0,1%; 0,3% e 0,75% nao houve
mortalidade das formigas no decorrer do experimento.

Em trabalho realizado com metodologia semelhante por BUENO (2013),
coldnias tratadas com iscas de polpa citrica, ndo apresentaram mortalidade de formigas
no controle e nos tratamentos com iscas de diafentiurom, enquanto que para as iscas
Mirex-S Max® a mortalidade ocorreu a partir do terceiro dia do experimento e a
mortalidade total ocorreu no sexto dia. Segundo MARIN (2014) colénias tratadas com
isca de sulfluramida, a mortalidade comecou a ocorrer a partir do segundo dia e, ap6s o
terceiro dia, a maioria das formigas ja estava mortas.
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Figura 47. Mortalidade de formigas em col6nias de Atta sexdens mantidas em laboratorio e tratadas com
iscas contendo Piraclostrobina + Metconazole (PM) nas concentragdes 0,1%; 0,3%;0,5% e 0,75%

5.4.5 Corte do fungo

Todas as colbnias tratadas com iscas com a mistura dos fungicidas
Piraclostrobina + Metconazole nas concentracbes 0,1, 0,3, 0,5 e 0,75% e o controle
apresentaram 12,5% de corte do fungo simbionte e descarte do mesmo na panela de
lixo, a partir do 1° dia de avaliagdo e durante todo o experimento (Figura 48).

Esse comportamento ndo foi observado por BUENO (2013), onde nos
tratamentos com iscas avaliados néo foi observado o corte do fungo durante a realizacéo
do experimento. Segundo MARIN (2014), em colonias tratadas com iscas de
hidrametilnona, o corte do fungo comecou somente apds o segundo dia, quando as
operarias comecaram a abandonar as atividades de manipulagdo dos granulos da isca e
passaram a cortar pedacos do fungo, carregando-os para a camara de lixo. Esse
comportamento ocorreu na tentativa de eliminar pedagos de fungo contaminados e

também descartar pedacds de fungos mortos da coldnia.
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Figura 48. Porcentagem de fungo cortado pelas operarias em coldnias de Atta sexdens mantidas em
laboratorio e tratadas com iscas de Piraclostrobina + Metconazole (PM) 0,1%; 0,3%; 0,5% e 0,75%.

5.4.6 Mudancga de panela:

N&o houve tentativa de isolamento e mudanca do jardim de fungo ou das formas
imaturas para outras camaras nas coldnias controle e com a mistura dos fungicidas
Piraclostrobina + Metconazole nas concentragdes 0,1, 0,3, 0,5 e 0,75%, durante o
periodo de avaliagdo. Em trabalho realizado por BUENO (2013) também néo foi
observada a mudanca de panela de fungo em iscas contendo diafentiurom e iscas Mirex-
S Max®. Mesmo comportamento observado por SANTOS-OLIVEIRA (2006)
utilizando iscas contendo os 6leos brutos de A. occidentale, A. indica e E. guineenses.

5.4.7 Contaminagdo com fungo branco e/ou outro tipo de fungo:

Nos tratamentos controle e Piraclostrobina + Metconazole nas concentracGes de
0,1, 0,3, 0,5 e 0,75% né&o foram observados a presenca de fungo branco e/ ou outro tipo
de fungo no decorrer das avaliagdes realizadas. Os fungos do género Escovopsis séo
anamorficos (isto é, apresentam apenas a fase assexuada de reproducdo), sendo
encontrados em quase todos os jardins de formigas Attini (CURRIE et al., 1999b).
Quando presentes, esses fungos podem causar diminui¢do no acimulo de biomassa do
jardim, diminuicdo da producdo de pupas, larvas e operarias, levando a um atraso no
crescimento da col6nia (CURRIE, 2001b). Em trabalhos ja realizados com extrato de
Anacardium occidentale (Anacardiaceae), fungos filamentosos foram verificados nas

colbnias tratadas e esse aparecimento se deve provavelmente ao enfraquecimento das
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barreiras de defesa da col6nia e a debilitacbes ocasionadas pela aplicacdo desse
tratamento (SANTOS-OLIVEIRA, 2006).

Esse comportamento ja havia sido evidenciado no experimento com a nebulizacéo
dos fungicidas. Isso pode ter ocorrido devido a acdo dos fungicidas nos fungos

filamentosos que inibiu o crescimento dos mesmaos.

5.4.8 Rainha morta:

Na&o ocorreu mortalidade da rainha nos tratamentos com a mistura dos fungicidas
Piraclostrobina + Metconazole nas concentracées 0,1, 0,3, 0,5 e 0,75%, e nas col6nias
do tratamento controle. Em trabalho realizado por BUENO (2013) com formigas-
cortadeiras da mesma espécie também ndo houve a mortalidade das rainhas durante a
avaliacdo do experimento com iscas inseticidas contendo diafentiurom e a isca Mirex-S
Max®. Para SANTOS-OLIVEIRA (2006), também ndo houve mortalidade de rainhas
nas coldnias tratadas com iscas contendo 6leos brutos de A. occidentale, A. indica e E.

guineenses.

5.4.9 CondicGes da col6nia:

As coldnias que receberam as iscas controle e as iscas com a mistura dos
fungicidas Piraclostrobina + Metconazole nas concentragcdes 0,1, 0,3, 0,5 e 0,75%,
incorporaram o material no jardim de fungo e ndo sofreram nenhuma alteragéo nas
colonias até o término do experimento. Portanto, mesmo a concentragdo 0,5% ter
demonstrado 4,16% de intoxicacdo e mortalidade de formigas, ela ndo ocasionou
alteracdes nas mudancas no aspecto do jardim de fungo e nem no corte das folhas pelas
formigas (Tabela 3).

Outros produtos ja avaliados como o 6leo bruto da planta A. occidentale,
resultaram em efeito toxico para a formiga Atta sexdens, tanto na forma de ingestéo,
quanto na de aplicacdo tdpica; porém esse Oleo ndo se mostrou toxico quando foi
incorporado em iscas granuladas em experimentos anteriores. Quando aplicado em
bioensaios, sobre a forma de nebulizacdo, o0 dleo bruto causou um aumento na
mortalidade das operarias, assim como o extrato bruto diclorometanico de Rauia sp.
(Rutaceae) (SANTOS-OLIVEIRA, 2006).
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Tabela 3: Avaliacdo diaria das condicfes das colbnias de Atta sexdens tratadas com iscas controle e
Piraclostrobina + Metconazole (PM) 0,1, 0,3, 0,5 e 0,75% no decorrer dos 21 dias de avaliacGes.
Classificacdo feita como: 0 - colénia 100% morta; 1 - alteracdo de 75% das atividades da colénia; 2 -
alteracdo de 50% das atividades da col6nia; 3 - alteracdo de 25% das atividades da col6nia e; 4 - col6nia
em perfeitas condi¢fes ou 0% de alteracdo nas atividades.

TRATAMENTO DIAS DE EXPOSICAO AS ISCAS
1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Controle 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4
PM 0,1% 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4
PM 0,3% 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4
PM 0,5% 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4
PMO75% 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4

A descoberta de novos ingredientes ativos para serem utilizados em iscas toxicas
no controle de formigas-cortadeiras ndo ¢ um processo facil (FORTI et al., 1993). No
periodo de 1989 a 1993, 90% das substancias testadas no controle de formigas do
género Atta apresentaram 0% de eficiéncia e outros 10% apresentaram eficiéncia menor
que 40%.

Embora seja desejavel que outros métodos e produtos sejam desenvolvidos e
utilizados no controle quimico de formigas-cortadeiras, atualmente, 0 uso de isca toxica
com ingredientes ativos de acdo retardada é suficiente, vidvel e eficaz. Contudo, é
oneroso e demorado desenvolver novos ingredientes ativos ou produtos eficientes no
controle de formigas-cortadeiras. No entanto, € digno de nota que é muito mais dificil
desenvolver ingredientes ativos ou produtos para controlar as formigas-cortadeiras do
que qualquer outra espécie de formiga. As causas desta grande dificuldade ainda estéo
longe de ser bem compreendidas, mas provavelmente estdo relacionadas a associagdo
simbidtica das formigas com seus fungos mutualistas e outros micro-organismos,
devido a organizacéo social e comportamento de limpeza (BRITTO et al., 2016).

Segundo BUENO (2013) foram avaliados mais de 40 ingredientes ativos por
meio de bioensaios toxicoldgicos com operarias de A. sexdens isoladas dos formigueiros
e nenhum deles apresentou toxicidade. Essa analise da toxicidade € uma primeira etapa
para a avaliacdo do ingrediente ativo e ndo € um fator determinante para avaliar se a
molécula é eficiente ou ndo para o controle de coldnias.

Testes preliminares bem-sucedidos em laboratério, devem ser repetidos no

campo, para que o produto funcione é necessario obter uma boa eficiéncia de pelo
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menos 80% do controle de colénia em condi¢Ges de campo, onde ocorrem col6nias
adultas (BRITTO et al., 2016). Por isso, novas pesquisas com novos ingredientes ativos
e diferentes aplicaces das substancias avaliadas por meio de formula¢Ges como iscas,
ou mesmo por nebulizacdo faz-se necessaria para poder avaliar outros fatores

comportamentais que envolvem as col6nias de formigas-cortadeiras.
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6. CONCLUSOES

Dos fungicidas avaliados inicialmente in vitro para verificagdo da inibicdo do
crescimento micelial in vitro do fungo simbionte L. gongylophorus, das formigas-
cortadeiras Atta sexdens, apenas Piraclostrobina, Metconazole e Epoxiconazole
apresentaram inibicdo de 100% de crescimento micelial nas concentracdes de 10 e 100
ppm.

Os fungicidas Piraclostrobina e Metconazole apresentaram resultados de potencial
acao inseticida em operarias de Atta sexdens na concentracao de 0,1%. Na mistura dos
mesmos fungicidas; todas as concentragcdes 0,025, 0,05, 0,075, 0,1 e 0,2% mostraram
efeito toxico por ingestdo em formigas operarias de Atta sexdens sendo potenciais no
controle de formigas, em condi¢es laboratoriais.

Os fungicidas Piraclostrobina, Metconazole e Epoxiconazole aplicados por meio de
nebulizacdo nas concentracdes de 0,5, 1,0 e 2,0%, apresentaram resultados pouco
satisfatorios no controle de formigueiros de Atta sexdens em laboratério.

Iscas contendo mistura de Piraclostrobina + Metconazole nas concentrages 0,1, 0,3,
0,5 e 0,75% néo apresentaram mortalidade e alteracdes na dindmica das colbnias de Atta
sexdens mantidas em laboratdrio.

Portanto, os fungicidas Piraclostrobina, Metconazole e Epoxiconazole mesmo
apresentando resultado satisfatorios em fungo isolado L. gongylophorus in vitro e em
operarias isoladas de Atta sexdens, mostraram ndo ser eficientes com aplicacbes de
nebulizacdo e iscas impregnadas em coldnias mantidas em laboratorios tornando os

mesmos inviaveis para utilizagdo no controle de formigas-cortadeiras.
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