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RESUMO

CRUZ, Luana de Souza, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, julho de 2022. Acao da isca
a base de isocicloseram em colonias de Afta sexdens (L.). Orientador: Raul Narciso Carvalho
Guedes. Coorientadores: Karina Dias Amaral e Terezinha Maria Castro Della Lucia.

As formigas-cortadeiras sdo pragas de dificil controle, pois sdo insetos sociais e possuem taticas
de defesas e sistema de selecao dos vegetais que cortam. O uso de inseticidas, na atualidade, é
a melhor alternativa no controle as formigas, apesar dos danos que potencialmente causam ao
ambiente. Tém-se buscado o avanco de novos formicidas com objetivo de controlar esses
insetos, reduzindo assim as perdas causadas por sua atividade forrageira, além de minimizar
seus efeitos potencialmente adversos ao ambiente. O plinazolin, tem se mostrado uma
alternativa potencial no controle de formigas-cortadeiras, demonstrando alta eficiéncia em
estudos de campo, porém pouco se sabe sobre como este composto atua nas coldnias de
formigas-cortadeiras. Assim, o objetivo principal desse trabalho € elucidar como a isca a base
de plinazolin atua em colonias de formigas- cortadeiras Atta sexdens e seus possiveis efeitos
relevantes nas diferentes castas, desde efeitos letais a subletais. Além disso, avaliar a
sobrevivéncia das operdrias com dieta semi-sélida, contendo o ingrediente ativo. Além disso,
avaliou-se consumo foliar, massa de lixo produzida, volume do jardim de fungo, sobrevivéncia
das colonias e interacdes entre as castas. Os efeitos dessa isca foram comparados aos efeitos da
isca comercial contendo sulfluramida e uma isca artesanal utilizada como controle. O plinazolin
causou supressao das coldnias ocasionando rapida mortalidade das operarias, comprometendo
a vida da colonia. Além dos efeitos letais as formigas e colonias, o plinazolin foi disperso de
forma igualitdria entre as castas causando redu¢do no consumo foliar e na massa lixo produzida
pelas colonias em decorréncia da rdpida mortalidade das operdrias. Do mesmo modo, a dieta
semi-sdlida com plinazolin afetou a mortalidade de todas as castas mostrando que o ingrediente
ativo foi disperso de forma igualitdria, ao contrdrio apresentou a sulfluramida que evidenciou
mortalidade de jardineiras nos primeiros dias apds exposi¢do das iscas. Por outro lado, os
resultados mostraram que o plinazolin desencadeou maior nimero de interagdo entre as
operdrias forrageadoras tratadas e ndo tratadas em relacdo a colOnias ndo expostos a este
composto. Assim, concluiu-se que a isca de plinazolin desencadeia supressdo rdpida das
colonias ao afetar drasticamente todas as castas comprometendo todas as atividades do ninho,
apesar de ndo comprometer o carregamento. Além disso, plinazolin também mostra efeito

retardado em operdrias forrageadoras ndo comprometendo o carregamento das iscas, mas



subsequentemente interferindo em suas interacdes comportamentais e causando mortalidade

destas. Tais efeitos comprometem a sobrevivéncia da rainha e da colonia.

Palavras-chave: Atrativos. Controle quimico. Toxicologia.



ABSTRACT

CRUZ, Luana de Souza, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2022. Action of
isocycloseram-based bait on colonies of Afta sexdens (L.) Adviser: Raul Narciso Carvalho
Guedes. Co-advisers: Karin Dias Amaral and Terezinha Maria Castro Della Lucia.

Leaf-cutting ants are difficult to control because they are social insects with defense tactics and
a system for selecting the plants they cut. The use of insecticides is currently the best alternative
for ant control, despite the damage they potentially cause to the environment. The advance of
new formicides has been sought with the objective of controlling these insects, thus reducing
the losses caused by their foraging activity, as well as minimizing their potentially adverse
effects on the environment. Plinazolin has shown itself to be a potential alternative in the control
of leaf-cutting ants, demonstrating high efficiency in field studies. However, little is known
about how this compound acts in leaf-cutting ant colonies. Thus, the main objective of this work
is to elucidate how the plinazolin-based bait acts in colonies of leafcutter ants Atta sexdens and
its possible relevant effects on different castes, from lethal to sublethal effects. In addition, the
survival of workers on a semi-solid diet containing the active ingredient was evaluated. In
addition, leaf consumption, litter mass produced, fungus garden volume, colony survival and
interactions between castes were evaluated. The effects of this bait were compared to the effects
of commercial bait containing sulfluramid and a homemade bait used as a control. Plinazolin
caused colony suppression with rapid mortality of workers, compromising the life of the colony.
In addition to the lethal effects to ants and colonies, plinazolin was dispersed equally among
the castes causing a reduction in leaf consumption and litter mass produced by the colonies as
a result of rapid mortality of the workers. Similarly, the semi-solid diet with plinazolin affected
the mortality of all castes showing that the active ingredient was dispersed equally, in contrast
presented the sulfluramide that showed mortality of planters in the first days after exposure to
the baits. On the other hand, the results showed that plinazolin triggered a greater number of
interactions between treated and untreated foraging workers compared to colonies not exposed
to this compound. Thus, it was concluded that plinazolin bait triggers rapid suppression of
colonies by drastically affecting all castes compromising all nest activities, although it does not
compromise loading. In addition, plinazolin also shows delayed effect on foraging workers by
not compromising bait loading, but subsequently interfering with their behavioral interactions

and causing their mortality. Such effects compromise queen and colony survival.

Keywords: Attractants. Chemical control. Toxicology.
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1. INTRODUCAO

As formigas-cortadeiras sdo insetos sociais que se dividem em castas reprodutoras e
nao reprodutoras; vivem em coldnias permanentes, se desenvolvem por holometabolia e
apresentam uma complexa organizacdo social (WILSON, 1971; WILSON; HOLLDOBLER,
2005; SOUZA et al., 2011). Uma colonia de formiga-cortadeira € constituida pela rainha e
operarias polimoérficas especializadas em diferentes fungdes na colonia. Machos e fémeas
alados sdo produzidos no periodo reprodutivo (WILSON, 1980a; DELLA LUCIA; GANDRA;
GUEDES 2014) sendo que a organizacdo dessas operdrias estd relacionada as diferencas
morfoldgicas de cada individuo (SOUZA et al., 2011; DELLA LUCIA; GANDRA; GUEDES
2014).

A espécie Atta sexdens Forel, 1908 (Formicidae: Myrmicinae: Attini) € popularmente
conhecida como “satva-limao”, esta distribuida pelos estados brasileiros incluindo Minas
Gerais, Espirito Santo, Sdo Paulo, Parand, Rio de Janeiro, Mato Grosso e Goids (ANJOS et al.,
1998; BRANDAO et al., 2011; DELLA LUCIA; GANDRA; GUEDES 2014).

Caracteriza-se como uma praga de importancia econdmica para reflorestamento de
Eucalyptus sp. devido a severidade do desfolhamento que podem causar aos plantios.
(MARICONI, 1970).

A sobrevivéncia dessa espécie, assim como a das demais cortadeiras, relaciona-se ao
éxito no cultivo do fungo simbionte Leucoagaricus gongylophorus (PAGNOCCA et al., 2011;
MENDONCA et al., 2021), que lhe serve como principal fonte alimentar durante anos de
coevolugdo, sendo necessdrio o corte de partes frescas de plantas para serem incorporadas como
substrato no seu jardim de fungo (DELLA LUCIA; VILELA, 1993; GARCIA et al., 2003;
DELLA LUCIA; GANDRA; GUEDES 2014). Devido ao habito alimentar desses insetos, as
formigas-cortadeiras sdo consideradas herbivoros dominantes, pragas agricolas e florestais
(FOLGARAIT et al., 2011; DELLA LUCIA; GANDRA; GUEDES 2014;

GANDRA et al., 2016), pois utilizam grandes quantidades de folhas e flores para
manuten¢do do fungo simbionte (DELLA LUCIA; GANDRA; GUEDES 2014; MUELLER et
al., 2018).

A exploracdo do material vegetal pelas formigas-cortadeiras envolve as atividades de
corte e transporte desse material at¢ o ninho, processo conhecido como forrageamento
(RIBEIRO; MARINHO, 2011). As formigas utilizam grande variedade de plantas como
substrato para o fungo simbionte, por isso sdo consideradas insetos polifagos (RIBEIRO;

MARINHO, 2011).
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Haja vista sua importancia econdmica e por ser considerada praga severa devido aos
danos como desfolhamento causados em diversas culturas, faz-se necessario o controle
constante das formigas-cortadeiras (ANJOS et al., 1998; BRANDAO et al, 2011; DELLA
LUCIA; GANDRA; GUEDES 2014). Tém-se buscado o avanco de novos formicidas com a
conducdo de vdrios estudos com objetivo de controlar esses insetos, reduzindo assim as perdas
causadas por sua atividade forrageira (NAGAMOTO et al., 2007).

Atualmente, as principais taticas de controle de formigas-cortadeiras envolvem o uso
de iscas granuladas, a termonebulizacdo e o uso de pds-secos (DELLA LUCIA; GANDRA;
GUEDES 2014). O controle quimico € o tinico que possui tecnologia de utilizagdo na pratica,
onde a principal estratégia € a aplicacdo de iscas toxicas (DELLA LUCIA; GANDRA;
GUEDES 2014). As iscas precisam ter uma concentracao de principio ativo que ndo ocasione
uma rdpida mortalidade das operarias, de modo que elas consigam retornar ao ninho e dispersar
esse ativo na colénia (NYAMUKONDIWA; ADDISON, 2011; DELLA LUCIA; GANDRA;
GUEDES 2014).

A sulfluramida € um dos principais ingredientes ativos utilizado nas iscas, apesar de
eficiente, € uma fonte do dcido perfluoro-octanossulfonico (PDFOS), poluente organico
persistente no ambiente (NAGAMOTO et al., 2004; BRITTO et al., 2016). A eminente
elimina¢do desse ingrediente ativo do mercado tem impulsionado a busca por novos principios
ativos alternativos que possam ser desenvolvidos atuando no controle de formigas- cortadeiras
(BRITTO et al., 2016).

Nesse contexto, a isca Atexzo, que possui como ingrediente ativo o plinazolin, foi
estudada como uma alternativa potencial no controle de formigas-cortadeiras, pois tem
mostrado alta efici€éncia em estudos de campo. Porém, o modo como esse ingrediente ativo
suprime a coldnia de formigas-cortadeiras, incluindo como € dispersado no ninho, bem como
seus possiveis efeitos comportamentais, ainda nao sao conhecidos.

O ingrediente ativo na formulacao de iscas deve apresentar caracteristicas nos quesitos
de eficdcia, desde que seja letal em baixas concentracgdes, seja atrativo e de fécil dispersdo nas
coldnias (FORTI et al., 1993). A maioria dos estudos sobre inseticida no controle de formigas-
cortadeiras estdo direcionados para o tempo que o inseticida leva para interromper os danos
causados na coldnia ou nos individuos. Portanto, entender como o ingrediente ativo vai ser
disperso dentro do ninho, como nas diferentes castas e os possiveis efeitos que pode afetar a
vida da colonia, continuam pouco conhecidos. Desta forma, entender esses mecanismos
possibilitam otimizar o uso desta ferramenta de controle e nortear o desenvolvimento de

alternativas futuras que busquem este objetivo.
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Assim, hipotetizamos que a isca de plinazolin deve afetar o forrageamento de operéarias
forrageadoras, pois acredita-se que a mesma precisa ser atrativa para ser carregada para dentro
da coldnia e subsequentemente afetar jardineiras e/ou rainha de forma que a sobrevivéncia de
toda colonia seja comprometida, a semelhanca do que foi observado com outras iscas
formicidas (ANTUNES et al., 2000, 2005; GANDRA et al., 2016). Desta forma, com a morte
das diferentes castas, a coldnia sofre impacto devido a falta de cuidados de higiene e
alimentacdo, e consequentemente, ocasiona a reducgao do corte de folhas, bem como a massa de

lixo produzida pelas operarias.

2. OBJETIVOS

Objetivo geral

Elucidar como a isca a base de plinazolin atua em colonias de saiva-limdo Atta
sexdense seus possiveis efeitos relevantes nas diferentes castas, desde efeitos letais a subletais.
Além disso, avaliar a sobrevivéncia das operdrias com dieta semi-sélida, contendo o ingrediente

ativo.

Objetivos especificos

Avaliar os efeitos das iscas: nas coldnias, nas castas e nos individuos.

Colonias: avaliar os efeitos da isca no consumo foliar, massa de lixo produzida,
volume de jardim de fungo e sobrevivéncia das colonias em compara¢do com iscas
a base de sulfluramida, antes e apds o oferecimento da isca.

Castas: quantificar a sobrevivéncia com dieta semi-sélida e avaliar as interacoes
discriminando-se entre as castas através da medi¢do do tamanho da cdpsula cefé-
lica, apds o oferecimento das iscas.

Individuos: avaliar os efeitos da isca nos individuos, através de bioensaios de con-

tato e avaliar a sobrevivéncia das operarias apds o oferecimento da isca.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Formulacao de iscas

A isca contendo plinazolin (Atexzo; 3 g/Kg ou 0,3 %; Isca granulada: RB; Syngenta
Protecdao de Cultivos LTDA; Paulinia, SP, Brasil), foi cedida pelo fabricante. Essa isca foi
comparada aos efeitos da isca comercial contendo sulfluramida (Mirex-S; 2 g/Kg ou 0,2 %;
Isca granulada: GB; Atta Kill Industria e Comércio de Defensivos Agricolas LTDA;
Araraquara, SP, Brasil), adquirida no mercado.

A isca artesanal utilizada como controle foi confeccionada nas dimensdes das iscas
comerciais mais utilizadas, contendo os seguintes ingredientes: p6é de polpa citrica de laranja,
6leo vegetal, e agua destilada, na propor¢ao de 10:3:3 (AMARAL et al., 2018). A agua e 6leo
vegetal foram utilizados para dar consisténcia ao granulo da isca, permitindo o transportepelas
formigas, e o p6 de polpa citrica de laranja funcionou como atrativo. Apds a mistura de todos
os ingredientes, os granulos foram secos em estufa a 45°C por 24h e cortados nas dimensdes de

2 mm de diametro e 5 mm de comprimento (LIMA et al., 2003).

3.2. Manutenciao das colénias em laboratoério

Os experimentos foram realizados com col6nias de satva-limdo Atta sexdens Forel,
1908,com aproximadamente um litro de jardim de fungo coletadas no municipio de Vigosa-
MG,em torno de um ano de fundag¢do, tendo consumos foliares semelhantes. As colonias foram
mantidas no Laboratério de Formigas-cortadeiras (Insetdrio/DDE) situado na Universidade
Federal de Vicosa - UFV, onde foram mantidas em condi¢des controladas de temperatura a
25+5 °C, 75+5% UR e 12 horas de fotoperiodo, e alimentadas com folhas de Acalypha
wilkesiana Miill. Arg., trocadas diariamente, além de um suprimento de dgua (DELLA LUCIA
et al., 1993).

3.3. Acao das iscas nas colonias

3.3.1. Consumo foliar

Para obten¢do do consumo foliar, as colonias foram separadas em trés tratamentos:
controle (sem ingrediente ativo), plinazolin, e sulfluramida. As colonias foram acondicionadas
em potes plasticos de 1L e colocadas em bandejas de drea de 30cm x 30cm. A quantidade de

isca oferecida durante o experimento foi definida baseando-se na recomendagdo de uso de 0,5g
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de isca (com ou sem inseticida) para colonia de aproximadamente 1L de volume de jardim de
fungo, seguindo o protocolo da Instru¢do Normativa n® 42 do MAPA (Ministério daAgricultura
Pecudria e Abastecimento) para formigas-cortadeiras.

Antes do oferecimento das iscas, foram fornecidos a cada colonia dez gramas de folhas
de A. wilkesiana que serviram de substrato para o desenvolvimento do fungo simbionte. A
massa consumida foi avaliada durante sete dias. A cada 72h foram quantificadas sobras das
folhas, eliminando-se os valores naturais de perda d’agua. Ao final dessa primeira avaliacao, as
colonias foram mantidas em jejum por 24h. Posteriormente, foram ofertados 0,5g de iscas para
cada colo6nia, sendo utilizadas cinco coldnias por tratamento. O grupo controle recebeu iscas
sem o ingrediente ativo, enquanto os demais receberam 0,5g da isca a base de plinazolin,ou
0,5g da isca a base de sulfluramida.

Ap6s 24 horas, todas as coldnias, tratadas e ndo tratadas com iscas, foram mantidas
comfolhas de A. wilkesiana para o corte. Foram oferecidas dez gramas de folhas por dia para
avaliar as possiveis diferencas na quantidade de folhas cortadas, nas colOnias tratadas, bem
como comparar esse parimetro com o apresentado por isca comercial a base de sulfluramida.

Continuou-se com a mesma avalia¢do de consumo foliar a cada 72h, durante 20 dias
ap6s o oferecimento da isca; o cdlculo do consumo foliar final foi feito através da férmula

adaptada de Antunes e Della Lucia (1999).

3.3.2.Remoc¢ao da massa de lixo

Durante o ensaio de avaliacio do consumo foliar (Item 3.3.7), avaliou-se também a
acdoda isca contendo plinazolin na remocao da massa de lixo pelas operdrias em comparacao
com a isca contendo sulfluramida. Ao longo dos dias, foram quantificadas a massa de lixo
produzida pelas coldnias do interior do jardim de fungo antes e apds o oferecimento das iscas
nas coldnias. O lixo produzido pelas colonias foi pesado a partir de 24h ap6s o oferecimento

das iscas e, posteriormente, a cada 72h até o término das avaliagcdes.

3.3.3.Sobrevivéncia das colonias

Subsequentemente aos ensaios de consumo foliar e remo¢do da massa de lixo, as
colonias foram avaliadas diariamente acerca dos efeitos do tratamento em relacdo a massa e
volume do jardim de fungo e sobrevivéncia das colonias. Vale salientar que algumas coldnias

permanecem com algumas operdrias vidveis mesmo depois da morte da rainha. Contudo,
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como a rainha € o Unico individuo capaz de se reproduzir na colonia, apds sua morte,considera-

se a morte da colonia (DELLA LUCIA et al., 2003).

3.3.4.Sobrevivéncia dos individuos

Com o objetivo de acompanhar a sobrevivéncia dos individuos mediante a presenca
das iscas formicidas, apds pesagem e quantificacdo da massa de lixo produzida pelas coldnias,
o nimero de formigas mortas presentes no lixo foi recolhido e quantificado a cada 72h, durante
os dez dias anteriores ao oferecimento das iscas e nos 20 dias posteriores ao oferecimento das

iscas.

3.4. Acao das iscas nas castas

3.4.1.Sobrevivéncia

Para avaliar a sobrevivéncia das castas quando supridas com diferentes tipos de dietas,
foram coletadas 240 forrageadoras com capsulas cefdlicas > 2 mm na 4drea de forrageamento e
240 jardineiras com cdpsulas cefdlicas <2 mm dentro da col6nia, ambas coletadas de quatro
coldnias adultas. Foi ofertada dieta semi-sdélida composta pela isca granulada macerada em dgua
destilada + sacarose, seguindo o protocolo da Instru¢do Normativa n° 42 do MAPA (Ministério
da Agricultura Pecudria e Abastecimento) para formigas-cortadeiras.

Logo apéds, foram separadas 12 placas de Petri; no interior de cada placa foi
introduzida uma tampa pldstica no qual foram colocados duas gramas de dieta para cada
tratamento. Foram preparados trés tratamentos com quatro repeticdes: controle (sem
ingrediente ativo), plinazolin, e sulfluramida. Em cada tratamento foram colocadas 80
operérias, sendo 20 em cada placa para cada repeticao, totalizando 240 formigas.

Ap6s 24 horas do oferecimento da dieta, foram retiradas as sobras e quantificadas as
formigas mortas e oferecida dieta liquida contendo os seguintes ingredientes: dgua + sacarose
(1:1). A mortalidade das castas foi avaliada diariamente para a troca de alimento e contagem
dos individuos mortos; a sobrevivéncia foi quantificada até a morte das operdrias tratadas,
totalizando aproximadamente quatro dias de sobrevivéncia, para ambas as castas; os tempos
letais medianos foram calculados pela andlise de sobrevivéncia Em seguida, utilizou-se o

mesmo protocolo experimental com a finalidade de avaliar o efeito das dietas na castajardineira.
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3.4.2.Interacoes

Com a finalidade de avaliar as interagOes entre as castas e as vias de dispersdo do
principio ativo no ninho, o comportamento das formigas foi avaliado apds seis horas de
exposi¢do as iscas, sendo ofertada 0,2 gramas de isca na exposicdo. As formigas foram filmadas
nas arenas (placa de Petri, 30 cm de didametro, 1 cm de altura) por cinco min com auxilio de
uma camera de video digital (Sony HDR-CX405) a 30 frames por segundo (fps) e alta definicao
(1920 x 1080 pixels). As gravacOes foram realizadas em uma sala a 25 £ 3 °Ce 70 £ 5% de
umidade relativa com duas lampadas de led (15 watts) colocadas 30 cm acima dasarenas. Um
grupo de nove individuos (trés forrageadoras tratadas, trés forrageadoras ndo tratadas e trés
jardineiras) da mesma colonia foi filmado em cada arena. Foi registrado o comportamento de
formigas provenientes de cinco colOnias e para cada coldnia foi registrado o comportamento de
cinco grupos de nove formigas.

Segundo Wilson (1980a), o critério para distinguir morfologicamente as castas, foi
de acordo com a maior largura da cabeca em face ventral e em angulo reto com o eixo
longitudinal da cabec¢a dos individuos. As operdrias forrageadoras possuem cépsula cefélica

no intervalo de 2,0 a 2,2mm; as jardineiras cerca de 1,4mm; as minimas de 0,8 a 1,0mm;

3.4.2.1. Analises dos videos

Os procedimentos para andlise dos videos foram baseados em processamento de
imagem e inteligéncia artificial para rastrear os individuos mantendo suas identidades com
alta acurdcia. Inicialmente, métodos de processamento de imagem foram aplicados para pré-
processar os videos. Como os videos foram registrados a 30 frames por segundo (fps) e o
movimento dos individuos entre frames € muito pequeno, amostrou-se frames dos videos a cada
0.1 segundos. Apés isso, suavizagcdo pelo filtro da mediana foi aplicada nos frames para
eliminar ruidos e os videos foram salvos a 60 frames por segundo (fps). Esses procedimentos
aumentaram a efici€éncia das andlises posteriores, pois os videos ficaram menores € com
menos ruidos. Esse pré-processamento foi realizado usando a biblioteca OpenCV em python
3.7. Para rastrear os individuos, foi utilizado o programa idtracker.ai (ROMERO- FERRERO
et al., 2019) o qual utiliza modelos de inteligéncia artificial (redes neurais convolucionais) para
estabelecer a identidade dos individuos durante o rastreamento. Dessa forma, foi possivel obter
a trajetoria dos individuos com suas identidades e a acurdcia da rotulagem das identidades (i.e.,

porcentagem de frames em que as identidades foram rotuladascorretamente). Dentre os cinco



18

videos registados para cada coldnia, foi selecionado um video com maior acurdcia para as
etapas posteriores. Assim, foram analisados videos com acurdcia > 91%, para garantir a
eficiéncia do processo.

Com os dados das trajetdrias individuais, foi utilizado o algoritmo do programa
Ethoflow (BERNARDES et al., 2021) para computar varidveis comportamentais associadas
com a interacdo e proximidade entre os individuos. A interacdo entre os individuos foi
considerada como o nimero de vezes que cada par de individuo se aproximou a uma distancia
menor quea mediana das diagonais do corpo dos individuos em cada video, acrescida de mais
50% (considerando a variacdo de tamanho entre os individuos). Além disso, estimamos
variaveis relacionadas a proximidade dos individuos. Foi estimado a média, mediana, 0 minimo
e os percentis 10, 2, 1 e 0.5% das distancias entre cada par de individuos na arena ao longo do
tempo. Todos os procedimentos de andlise dos videos foram realizados em um computador com
GNU/Linux Ubuntu 18.04 LTS de 64 bits (Intel i7-9750H CPU 2.60 GHz x 12; 20 GB RAM,;
GPU NVIDIA® GeForce® GTX 1660 Ti Max-Q).

3.3. Analises estatisticas

O consumo foliar e a massa de lixo produzida pelas colonias, antes e apds o
oferecimento das iscas, foi analisado por meio de modelos lineares generalizados (GLM),
considerando as iscas inseticidas e os dias apds a exposicdo como varidveis explicativas. Em
seguida, a normalidade e homoscedasticidade dos residuos dos modelos foram verificadas
usando o pacote “performance”. Quando necessdria a sobredisper¢ao dos modelos foi ajustada
e a significancia dos tratamentos comparadas por contraste (P < 0.05), usando os pacotes “stats”
e “emmeans” no software R [versdao 4.2.2] com a interface do RStudio [versao 2021.07.0] (R
Core Team 2021; RStudio Team, 2021).

As curvas de sobrevivéncia de Afta sexdens expostas as iscas ao longo do tempo
foramsubmetidas a andlise de sobrevivéncia usando estimadores de Kaplan—Meier e as curvas
de sobrevivéncia foram comparadas usando o método de Log-Rank (P < 0,05) através do
software Sigma Plot [versdao 12.5] (Sigma Plot 12.5, Systat Software Inc, 2021).

Os dados comportamentais foram submetidos a andlise de coordenadas principais
(PCoA) com base na matriz de dissimilaridade de Mahalanobis (adequada para varidveis
mensuradas em diferentes escalas), e uma andlise de varidncia multivariada permutacional
(PERMANOVA) com 10.000 permutacdes foi realizada para testar diferenca significativa

entre as castas e os tratamentos com agroquimicos; também foi avaliada interacio estatistica
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entre essas varidveis explicativas (casta e tratamento). Contrastes pareados entre niveis de
castas e tratamentos foram realizados com ajuste de Holm. Um teste de homogeneidade da
dispersdo multivariada (PERMDISP) foi utilizado para verificar a suposi¢do da
homogeneidade da PERMANOVA (ANDERSON, 2014). Essas anélises foram realizadas no
software R (R Core Team, 2021).
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4. RESULTADOS

4.1. Acao das iscas nas colonias

4.1.1. Consumo foliar

O consumo foliar foi semelhante entre as colOnias nos trés dias que antecederam a
exposicao as iscas (Fi43 = 2,1512; P=0.149). No entanto, apds a oferta das iscas (i.e., dia 10)
houve uma variacdo significativa no consumo foliar ao longo dos dias (Fi148 = 43,421;
P<0,001) (Figura 1A). Além disso, observou-se que essa variacdo foi dependente do tipo de
isca a qual as coldnias foram expostas (F2,146 = 44,156; P<0,001) (Figura 1A), sendo o consumo
foliar menor nas coldnias expostas as iscas inseticidas (i.e., plinazolin e sulfluramida), quando

comparada aquelas colonias submetidas a isca sem inseticida (i.e., controle) (Figura 1B).

Figura 1. Consumo foliar médio em func@o do tempo de exposi¢do as iscas (A) e comparativos do consumo foliar
das colonias tratadas e nao tratadas (B), ambos para as coldnias de formigas sativa-limao Atta sexdens. A linha
vermelha tracejada indica o dia de exposi¢@o das iscas as colonias. *** P < (0.001.
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4.1.2. Remocao da massa de lixo

A remocgdo massa de lixo produzida pelas operarias foi semelhante entre as colonias
nos trés dias que antecederam a exposicdo as iscas (F1,43 = 2,9664; P =0.0922). No entanto,
apo6s a oferta das iscas (i.e., dia 10) houve uma variacdo significativa na massa de lixo gerada
ao longo dos dias (Fi148 = 13,9027; P < 0,001) (Figura 2A). Além disso, observou-se que essa
variacdo foi dependente do tipo de isca a qual as colonias foram expostas (F2,146 = 3,9092; P = 0,022)

(Figura 2A), sendo a massa de lixo gerada pelas operarias menor nas coldnias expostasas iscas
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inseticidas (i.e., plinazolin e sulfluramida), quando comparada ao controle (Figura 2B). Foi
também observado que a massa de lixo continha operdrias de todas as castas, e as jardineiras
compunham a maior parcela da massa. No entanto, foi invidvel a separagdo dessa casta das

demais.

Figura 2. Massa média de lixo produzida em func¢do do tempo de exposicdo as iscas (A) e comparativos da massa
de lixo produzida pelas coldnias tratadas e ndo tratadas (B), ambos para as coldnias de formigas sativa- liméo Atta

sexdens. A linha vermelha tracejada indica o dia em que foram ofertadas iscas as colonias. *** P < 0.001.
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4.1.3. Sobrevivéncia das colonias

A sobrevivéncia das colonias reduziu significativamente em funcdo do tipo de isca
utilizado (Log-Rank: y’= 12,19; gl= 2; P = 0,002). Nio houve diferenca na sobrevivéncia das
colodnias expostas ao plinazolin (TLso = 13,00 £ 2,19 dias) e sulfluramida (TLso = 18,0 + 0,89
dias) (Figura 3). No entanto, a sobrevivéncia destas coldnias diferiu daquelas expostas as iscas
ndo tratadas (i.e., controle) que sobreviveram até o fim do experimento (i.e., 20 dias apds a
€Xxposicao).

A redugdo do jardim de fungo iniciou-se a partir de 12 horas apds o oferecimento das
iscas toxicas, porém ficou invidvel quantificar a massa e volume, uma vez que o jardim estava
tomado pelo fungo antagonista Escovopis sp. Depois de quatro dias foi possivel observar nas
colonias (i.e., plinazolin e sulfluramida), contaminacido pelo fungo Escovopsis sp.; € com

aproximadamente 15 dias a presencga de forideos, e formagdo de cogumelos deixando acoldnia
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escurecida. Em algumas coldnias, houve completa mortalidade dos individuos adultose do

jardim de fungo, tendo a rainha sido o dltimo individuo a morrer.

Figura 3. Curvas de sobrevivéncia das rainhas de formigas saiva-limado Atfa sexdens expostas as diferentes iscas
atrativas, pelo teste de Log-rank (P > 0,05).
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4.1.4.Sobrevivéncia dos individuos

A sobrevivéncia das operdrias reduziu significativamente em funcao do tipo de isca
utilizado (Log-Rank: XZ: 32257,2; gl =2; P <0,001) e todos os tratamentos diferiram entre si.
Em geral, operdrias expostas as iscas ndo tratadas (i.e., controle) sobreviveram até o fim do

experimento (i.e., 20 dias apds a exposi¢ao). Ja as operarias expostas ao plinazolin (TLso = 4,90
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+ 0,016 dias) e sulfluramida (TLso = 19,55 + 0,04 dias) tiveram a sobrevivéncia reduzida (Figura
4).

A mortalidade das operarias expostas a sulfluramida ocorreu mais lentamente. Em
todasas colonias houve carregamento e incorporacdo das iscas ao jardim de fungo, porém as
iscas contendo plinazolin mostraram uma velocidade de transporte maior comparada a
sulfluramida. Foi possivel observar devoluciao das iscas contendo sulfluramida, ao contrario

do plinazolin que nao ocorreu essa devolugao.

Figura 4. Curvas de sobrevivéncia das operdrias de sativa-limdo Atfa sexdens expostas as diferentes iscas atrativas,

pelo teste de Log-rank (P > 0,05).
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4.2. Acao das iscas nas castas

4.2.1. Sobrevivéncia

A sobrevivéncia das castas reduziu significativamente em func¢do do tempo de
exposicao as iscas (XZ: 320,08; gl=5; p<0,001). As forrageadoras (TLso = 3,77 £ 0,07 dias) e
jardineiras (TLso = 3,925 + 0,03 dias) expostas as iscas nao tratadas (controle), nao diferiram
entre si (P = 0,899) e exibiram maior tempo de sobrevivéncia em comparagdo aos demais
tratamentos. De forma similar, as forrageadoras (TLso = 2,84 + 0,09 dias) e jardineiras (TLso =
2,78 = 0,09 dias) expostas a plinazolin ndo diferiram entre si (P = 0,649), no entanto
apresentaram um menor tempo de sobrevivéncia em comparacdo ao controle. Por outro lado,
as forrageadoras (TLso = 2,73 + 0,09 dias) e jardineiras (TLso = 2,35 £ 0,07 dias) expostas a
sulfluramida diferiram entre si (P=0,0014), e exibiram o menor tempo de sobrevivéncia em

relacdo aos demais tratamentos (Figura 5).

Figura 5. Curvas de sobrevivéncia das castas de saiva-limdo Atta sexdens expostas as diferentes iscas atrativas.
Tratamentos e castas seguidos da mesma letra maidscula ndo diferem entre si pelo teste de Log-rank (P > 0,05).
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4.1.1. Interacoes

A andlise dos videos apresentou alta acurdcia (mediana = 96.3) na rotulagem da
identidade dos individuos, indicando a adequabilidade da anélise. Houve diferenca significativa
entre as castas (PERMANOVA: F,37= 1.8, P= 0.014) (Tabela 1, Figura 6A e B) e entre os
tratamentos(PERMANOVA: F37= 1.6, P= 0.041) (Tabela 1, Figura 6A e B). Nao houve
interagdo estatistica entre as varidveis explicativas casta e tratamento (PERMANOVA:
F433=0.70, P=0.92), porém o plinazolin em rela¢do ao controle apresentou significancia a 5%
de probabilidade. Os grupos formados se diferenciaram principalmente em relagdo a ordenacao
do eixo 2 (PCoA2) da PCoA, o qual apresentou correlacdo negativa com a maioria das varidveis
associadas a distancia entre os individuos e positiva com nimero de interagdes (Figura
6C). Dessa forma, os individuos dos grupos forrageadoras nao tratadas eforrageadoras tratadas
do tratamento com plinazolin foram os que permaneceram mais proximos € mais interagiram.
Tabela 1: Contrastes entre os tipos de interagdes entre castas e os tratamentos na andlise de varidncia
multivariada permutacional (PERMANOVA) a partir dos dados comportamentais de satva-limao Atta sexdens

das castas forrageira tratada (FT), forrageira ndo tratada (FNT) e Jardineira ndo tratada (J) submetidas aos
tratamentos controle, plinazolin e sulfluramida.

Contraste F.Mod p-value
el

FNT - FT vs FNT -J 2.01 0.022

FNT-FTvsFT -] 1.87 0.035

FNT -JvsFT-1] 0.45 0.930

Controle vs Plinazolin 1.74 0.049

Controle vs 1.36 0.199
Sulfluramida

Figura 6. Comportamento das formigas saiva-limao (Atta sexdens) das castas forrageira tratada (FT), forrageira
ndo tratada (FNT) e Jardineira ndo tratada (J) submetidas aos tratamentos controle, plinazolin e sulfluramida. (A)
Representagdo das redes de interacdo entre as castas submetidas aos tratamentos controle, Plinazolin e
Sulfluramida. Os sfmbolos (quadrado, circulo e tridngulo) sdo os nés da rede e representam os individuos das
diferentes castas. As conexdes entre os nds sdo as arestas nas quais a espessura representa a propor¢io de
interacdes entre os individuos. (B) ordenacdo da andlise de coordenadas principais (PCoA) da matriz de
dissimilaridade de Mahalanobis entre as castas (painel da esquerda) e os tratamentos (painel da direita). As
diferencas entre castas e tratamentos foram comparadas por andlise de varidncia multivariada permutacional
(PERMANOVA). Cada ponto representa uma amostra (n = 42), e os segmentos unem pontos ao centroide de

cada grupo. (C) Diagrama de correlagdes entre as varidveis comportamentais mensuradas e as duas dimensdes

(PCoA1l e PCoA2) da PCoA.
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5. DISCUSSAO

Neste estudo, a isca contendo plinazolin causou efeitos letais as coldnias de saiva-
limdo Atta sexdens. Esses resultados demostraram o potencial deste principio ativo como
promissor para o controle de sadva-limdo na formulagdo de iscas granuladas, pois as iscas
téxicas visam matar colonias de formigas-cortadeiras, causando a paralisacdo do corte e
posteriormente a morte da rainha e, por consequéncia a morte da colénia, uma vez que a rainha
€ o Unico individuo capaz de se reproduzir (DELLA LUCIA et al., 2003). Além dos efeitos
letais, o plinazolin foi disperso de forma igualitdria entre as castas causando reduc¢do no
consumo foliar e na massa de lixo produzida pelas operarias. A paralisacdo do corte e a redug@o
da massa de lixo ocorreram devido a alta mortalidade de operarias forrageadoras logonos
primeiros dias apds exposi¢ao a isca, que sdo as responsaveis por essas atividades na colonia.
Assim, houve mortalidade rdpida das operarias forrageadoras, mas sem comprometer o
carregamento da isca para dentro da coldnia. Isso mostra ser um bom indicio de controle desses
insetos porque a paralisacao rdpida do corte também € uma caracteristica importante, pois pode
diminuir os danos causados as plantas.

A alta mortalidade das operéarias apds 24 horas do oferecimento da isca € um resultado
distinto aos apresentados pela isca comercializada. Apesar do plinazolin apresentar rapida
mortalidade das operdrias, a isca foi carregada rapidamente mostrando sua atratividade e nao
houve devolucdo. Ja a isca comercializada ocasionou mortalidade mais lenta, apresentou
carregamento mais lento e ainda foi devolvida. Uma vez que a isca € atrativa e a toxicidade do
composto ndo € identificada, ela € carregada rapidamente pelas forrageadoras e transportadas
para dentro do ninho (FORTI et al., 2007). A atratividade € uma caracteristica importante para
as iscas, pois as operdrias precisam carregar grande quantidade de iscas para dentro dacoldnia,
distribuir para as companheiras de ninho, confirmando a eficiéncia da mesma (FORTI et al.,
2003).

O ingrediente ativo foi dispersado de forma igualitdria entre as castas, ao contrario do
que foi apresentado na isca de sulfluramida, que quando as jardineiras foram expostas a
mortalidade foi ainda mais rdpida ao longo do tempo. A redug¢do no nimero de operdrias
jardineiras de coldnias tratadas compromete a vida da coldnia e isso pode estar relacionado ao
fato das operdrias contaminadas se comunicarem por meio de comportamentos que dispersam
o inseticida de forma rapida entre companheiros de ninho (GANDRA et al., 2016). A maior
contaminagao das jardineiras pode ocorrer durante o processamento, hidratacio e manipulagdo

da isca, que quando expostas sao contaminadas pelo ingrediente ativo (FORTI etal., 2007).
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A mortalidade de operarias reflete na reducdo da massa de lixo produzida pelas
coldnias, pelo fato de as coldnias sofrerem a¢do do ingrediente ativo as operdrias deixam de
executar suas atividades (DELLA LUCIA et al., 2003). Quando as operérias percebem a acao
do ingrediente ativo no inicio, elas automaticamente devolvem ou descartam as iscas no lixo
(DELLA LUCIA; VILELA, 1993; RIBEIRO; MARINHO 2011). Como nesse estudo nio
houve aumento na remogao de lixo, € sinal de que ndo houve uma percepcao inicial dessa acao,
0 que € uma boa caracteristica do produto. Isso indica que a isca utilizada é considerada
satisfatoria para o controle, pois as operdrias nao identificaram a toxicidade do inseticida no
carregamento (FORTI; ANDRADE; RAMOS, 2000; NAMAGOTO et al., 2004).

O lixo produzido pelas formigas-cortadeiras € composto de fungo exaurido, operarias
mortas, larvas e pupas mortas e também por sobras do vegetal seco (LACERDA et al., 2011).
As sobras de lixo da coldnia sdo levadas pelas operdrias para fora do fungo, construindo um
montante de lixo onde as operdrias que sdo conhecidas como “lixeiras” trabalham nessa
atividade (HOLLDOBLER; WILSON, 2010; LACERDA et al., 2011).

Com relacdo ao experimento de interagdes entre as castas, os individuos que
permanecem mais proximos e interagiram foram as forrageadoras tratadas e ndo tratadas.
Embora ndo tenha apresentado diferenca significativa entre os tratamentos inseticidas, o
plinazolin em relagdo ao controle apresentou significancia mostrando ter maior nimero de
interacdo entre as operdrias. Isso provavelmente explica o ripido carregamento das iscas,
visto que ao entrarem em contato com um recurso alimentar atrativo, retornam ao ninho e
recrutam as operdrias estabelecendo uma trilha de feromonio para transmitir informagdes do
vegetal (ROCES; HOLLDOBLER, 1994; RIBEIRO; MARINHO 2011).

Os tratamentos nos quais foram utilizadas as iscas toxicas, ocasionaram reducdo no
cuidado com a coldnia ocasionando a morte das rainhas (i.e., das colonias). Umas das causas
que pode ter resultado na mortalidade das rainhas pode ser a crescente mortalidade das
operérias, resultando na falta de cuidado com a colonia (DELLA LUCIA et al., 2003),
desestruturando a mesma e reduzindo o jardim de fungo. Isto favorece a contaminagdo por
microrganismos e também ¢ resultado da paralisacdo do corte das colonias em decorréncia da
acao do ingrediente ativo (FORTI; BOARETTO, 1997).

Uma vez que as formigas-cortadeiras cultivam o fungo Leucoagaricus gongylophorus
para suprir a alimentagdo, fornecer nutrientes e protecio (MENDONCA et al., 2021), esse
fungo produz residuos que devem ser eliminados de dentro da colonia, pois podem promover
contaminagdo de patdégenos e ocasionar a morte da colonia (CURRIE, 2001a; RIBEIRO;
NAVAS, 2007; LACERDA et al., 2011). Provavel justificativa para o aparecimento do fungo
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Escovopsis sp. (BOT et al., 2001; MENDONCA et al., 2021), um dos principais patégenos
adaptado ao parasitismo de jardim de fungo que provocam redugdo no crescimento da col6nia
e no numero de operérias, pupas e larvas (CURRIE et al., 1999; CURRIE, 2001a).

De forma geral, foi observado que o modo de acdo do plinazolin apresentou potencial
significativo para utilizacdo no controle de satva-limdo Affa sexdens, uma vez que a isca
apresenta atratividade o composto toxico ndo € detectado, a isca é carregada rapidamente
pelas operdrias forrageadoras para dentro do ninho mostrando uma maior atratividade em
relacdo as iscas comercializadas.

Além disso, o plinazolin causou rdpida mortalidade das forrageadoras, mas sem
comprometer o carregamento da isca e com inicio dessa mortalidade das operdrias todas as
atividades do ninho ficam comprometidas, ocasionando assim redu¢do do consumo foliar e
massa de lixo produzida. Desta forma, a rainha que depende dos trabalhos das operarias para
sua alimentacgdo e higieniza¢do, padece com a auséncia desses cuidados (DELLA LUCIA et al.,
2003). Os resultados demostraram o potencial do plinazolin pata o controle de satva- limao
Atta sexdens na formulacdo de isca granulada testada. Uma vez que a paralisacdo do corte é

interrompida, os danos que esses insetos causam sao reduzidos nas diversas culturas.
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6. CONCLUSOES

O efeito do plinazolin permitiu constatar que o inseticida suprime as colonias de sativa-
limdo Atta sexdens por ocasionar uma rdpida e generalizada mortalidade das operdarias
comprometendo a coldonia como um todo.

Apesar de ter ocorrido rdpida mortalidade de operérias forrageadoras sob acdo do
plinazolin, ndo houve comprometimento do carregamento da isca, o que foi evidenciado pelo
maior nimero de interacdes que desencadearam maior nimero de interacdes entre as operarias
forrageadoras favorecendo a disseminacdo rapida do composto dentro do ninho.

Ja a isca comercializada ocasionou mortalidade mais lenta, carregamento mais lento e
ainda assim teve devolu¢do. Do mesmo modo, a sulfluramida apresentou maior mortalidade
das jardineiras logo nos primeiros dias, o que foi confirmado no teste da dieta.

Apesar de ndo ter ocorrido diferenca na redu¢do do consumo foliar, massa de lixo
produzida pelas operdrias e sobrevivéncia das colOnias entre as duas iscas inseticidas (i.e.,
plinazolin e sulfluramida), a isca plinazolin se mostrou promissora para utiliza¢do no controle
das formigas-cortadeiras, pois, seu modo de a¢do foi mais rapido nas operdrias forrageadoras e
ao mesmo tempo, demonstrou-se mais atrativa sendo carregada rapidamente pelas operarias,

assim todos os seus efeitos culminam a morte das colonias.
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