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RESUMO

MESA, Veronica Cafias, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, julho de 2021. Efeitos de
biopesticidas baseados em microrganismos na relacio da formiga cortadeira
Acromyrmex aspersus (Hymenoptera: Formicidae) e seu fungo mutualista. Orientador:
José Cola Zanuncio.

As formigas cortadeiras sdo uma praga importante em diferentes culturas na regiao
Neotropical. Entre as industrias mais afetadas encontra-se a florestal, que além de ter grandes
perdas econdmicas apresenta restricdes para o uso de inseticidas quimicos. A certificagdo
florestal regulamenta o uso de pesticidas devido aos danos que podem produzir ao meio
ambiente e a saide humana, mas o controle quimico ¢ o mais econdmico, eficiente e pratico
no caso das formigas cortadeiras. Assim, esta dissertagdo foi dividida em dois capitulos, o
primeiro foi uma revisdo que teve como objetivo descrever os principais aspectos da biologia
das formigas e métodos de controle utilizados na Colombia. Concluindo que ainda ¢
necessario avaliar alternativas aos inseticidas quimicos, mas que existem uma alta variedade
de elementos que poderiam ser utilizados. O segundo capitulo foi a avaliagdo de quatro
produtos biologicos no controle das formigas cortadeiras Acromyrmex aspersus F. Smith
(Hymenoptera: Formicidae), baseados em fungos e bactérias. Estes produtos conseguiram
mudar a atividade de forrageio e os comportamentos de locomog¢do, demostrando um alto

potencial para serem utilizados no controle das formigas.

Palavras-chave: Biopesticidas. Certificagao florestal. Controle.



ABSTRACT

MESA, Veronica Cafias, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2021. Effects of
microorganism-based biopesticides on the relationship of leaf-cutting ant Acromyrmex
aspersus (Hymenoptera: Formicidae) and its mutualistic fungus. Advisor: José¢ Cola
Zanuncio.

Leaf-cutting ants are an important pest in different cultures in the Neotropical region. Among
the most affected industries is forestry, which, in addition to having great economic losses,
has restrictions on the use of chemical insecticides. Forest certification regulates the use of
pesticides due to the damage they can produce to the environment and human health, but
chemical control is the most economical, efficient, and practical in the case of leaf-cutting
ants. Thus, this dissertation was divided into two chapters, the first was a review that aimed to
describe the main aspects of ant biology and control methods used in Colombia. Concluding
that it is still necessary to evaluate alternatives to chemical insecticides, but that there is a high
variety of elements that could be used. The second chapter was the evaluation of four
biological products in the control of leaf-cutting ants Acromyrmex aspersus F. Smith
(Hymenoptera: Formicidae), based on fungi and bacteria. These products were able to change
the foraging activity and the locomotion behaviors, showing a high potential to be used in the

control of ants.

Keywords: Biopesticides. Forest certification. Leaf cutting ants.
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INTRODUCAO GERAL

No mundo existem 281 milhares de hectares e o 7% correspondem a plantacdes
florestais e paises como Peru, Colombia, Brasil, Mexico e Bolivia possuem o 80% da
cobertura de bosque da regido neotropical (FAO, 2020).

A certificagdo florestal ¢ um mecanismo para a gestdo sustentavel dos cultivos e
florestas nativas no mundo, considerando aspectos ambientais, econdmicos e sociais (ALVES
et al., 2019). A principal certificadora, “Forest Stewardship Council” (FSC) regulamenta o
uso de pesticidas em plantios florestais, classificando os produtos como proibidos, de uso
muito restrito ou de uso restrito segundo os efeitos toxicos causados na saude ¢ no médio
ambiente (FSC, 2019).

Os plantios florestais sdo afetados por muitas pragas, mas os herbivoros mais
importantes para a regido neotropical sdo as formigas cortadeiras (BARBOSA et al., 2017).
Estas formigas cortam folhas, flores e ramos secos que sdo levados aos formigueiros onde
cultivam o fungo Leucoagaricus gongylophorus (Moller) Singer, sua principal fonte de
alimentagdo (NICKELE et al., 2020).

O controle das formigas é complexo por seu comportamento social e o alto nivel de
higiene dos individuos e as colonias (DELLA LUCIA et al., 2014). O método mais utilizado
sdo os inseticidas quimicos como sulfluramida, clorpirifos e fipronil, classificados como
restritos pela FSC (CATALANTI et al., 2019).

O conhecimento das caracteristicas bioldgicas e principais métodos utilizados € com
potencial para o controle das formigas cortadeiras ¢ fundamental para as empresas florestais
certificadas ou que visem a certificacdo (BARBOSA et al., 2017).

Considerando o crescimento da industria florestal na regido neotropical e o aumento
das restrigdes pelas certificadoras, este trabalho tem como objetivo contextualizar sobre o
estado das formigas cortadeiras em plantagdes florestais na Colombia, no primeiro capitulo.
No segundo capitulo o objetivo foi avaliar os efeitos de biopesticidas baseados em bactérias e
fungos, na atividade de forrageamento e os comportamentos de locomo¢do da formiga
cortadeira Acromyrmex aspersus F. Smith. (Hymenoptera: Formicidae) em plantios de Pinus

patula Schltdl. & Cham. na Colémbia.
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CAPITULO 1. ASPECTOS BIOLOGICOS E METODOS DE CONTROLE DAS
FORMIGAS CORTADEIRAS NA INDUSTRIA FLORESTAL NA COLOMBIA

RESUMO

As formigas cortadeiras dos géneros Atta e Acromyrmex (Hymenoptera: Formicidae) estdo
entre os principais herbivoros na regido neotropical para a industria florestal. O objetivo desta
revisdo foi descrever os principais aspectos da biologia das formigas e métodos de controle
utilizados na Colombia. Aqui, apresentamos as principais caracteristicas da industria florestal
na Colombia, uma area em constante desenvolvimento e alto potencial. As generalidades da
biologia e ecologia das formigas e sua interagdo com o fungo Leucoagaricus gongylophorus
(Moller) Singer. Os beneficios que oferecem para os ecossistemas e as perdas que podem
causar nos plantios. Finalmente expomos os principais métodos de controle, mecanico,
quimico e bioldgico; as vantagens e desvantagens do controle quimico e as principais

alternativas do controle biologico testadas na Colombia.

Palavras-chave: Certificacdo florestal. Controle bioldgico. Controle quimico. Interagao.

ABSTRACT

Leaf-cutting ants of genus Atta and Acromyrmex (Hymenoptera: Formicidae) are among the
main herbivores in neotropical region for forest industry. The aim of this review was to
describe the main aspects of ant biology and control methods used in Colombia. Here, we
describe the main characteristics of the forest industry in Colombia, an area in constant
development and high potential. Features of biology and ant ecology and it’s interaction with
the fungus Leucoagaricus gongylophorus (Moller) Singer. The benefits they offer to
ecosystems and the losses they can cause in plantations. Finally, we expose the main pest
management strategies such as mechanical, chemical, and biological control; also, we
discussed the advantages and disadvantages of chemical or biological control as the main

alternative’s ant method used in Colombia.

Keywords: Forest certification. Biological control. Chemical control. Interaction.
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INTRODUCAO

A Coldmbia possui 540.430 hectares plantados com monoculturas de pino, eucalipto e
outras espécies florestais, mantendo um crescimento do 9,2% na area cultivada entre 2018 e
2019 (MADR, 2021). Formigas cortadeiras dos géneros Atta e Acromyrmex sdo consideradas
como os principais herbivoros na regido Neotropical, pois afetam o estabelecimento dos
plantios e causam altas perdas econdmicas (NICKELE et al., 2020). Essas espécies de
formigas cortam folhas, flores e ramos secos que sdo levados aos ninhos para cultivar o fungo
mutualista Leucoagaricus gongylophorus (Moller) Singer, sua principal fonte de alimentagao
(LOBO-ECHEVERRI et al., 2020; NICKELE et al., 2020).

O controle das formigas cortadeiras ¢ mais dificil que o de outros insetos pragas
devido ao comportamento social, alto nivel de higiene dos individuos e das coldnias,
atividades de forrageio e cultivo de fungos mutualistas para sua alimentagao (DELLA LUCIA
et al., 2014; LEMES et al., 2017). O método de controle mais utilizado é o quimico, aplicando
inseticidas em po e gases (AMARAL et al., 2019), mas as iscas formicidas ¢ o método de
aplicagdo mais pratico, econdmico e eficiente contra as formigas cortadeiras (CATALANI et
al., 2019).

O uso de pesticidas na industria florestal ¢ regulamentado pela Forest Stewardship
Council (FSC), principal entidade certificadora, classificando os produtos como proibidos, de
uso muito restrito ou de uso restrito segundo os efeitos toxicos causados na satide € no médio
ambiente (FSC, 2019a). Os principais produtos utilizados no controle das formigas estdo
classificados como restritos, mas a falta de produtos alternativos e eficientes tem produzido
derrogacdes temporarias em paises como Argentina, Brasil, Colombia e Paraguai (FSC,
2019b).

Empresas florestais certificadas ou que visem a certificagdo precisam procurar
produtos alternativos aos inseticidas quimicos e que sejam efetivos no controle de formigas
cortadeiras (BARBOSA et al.,, 2017). Assim, nesta revisdo descrevemos o0s principais

aspectos da biologia das formigas e métodos de controle utilizados na Coldmbia.

SETOR FLORESTAL NA COLOMBIA

A Coldmbia possui uma area total de 114 milhares de hectares dos quais 24,8 milhares
(22%) sao apropriados para o estabelecimento de plantagdes florestais (DANE, 2019). O pais

tem 540.430 hectares cultivados correspondendo a aproximadamente 23,3% espécies de
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Pinus, 15,5% espécies de Eucalyptus e 61,2% de outras espécies, distribuidas em diferentes
regides (MADR, 2021).

A produgdo de madeira ao ano 2018 foi de 9,1 milhares de toneladas, 6,4 milhares
destinadas a lenha, 2,6 milhares a madeira serrada e polpa e 616.941 toneladas a pranchas de
madeira (DANE, 2019). A maior parte da madeira produzida ¢ utilizada para o consumo local,
com maior numero de importacdes que exportagdes (368.819 e 132.718 toneladas
respectivamente) (MADR, 2019). Porém, o produto interno bruto da madeira e sua industria
atingiu um valor de US$1945 milhares em 2020 (MADR, 2021).

As monoculturas e diminuicdo da diversidade nas proximidades dos cultivos, fazem
que as possibilidades de forrageio das formigas cortadeiras seja limitada e aumente a pressao

nos plantios (BOFF et al., 2016).

FORMIGAS CORTADEIRAS

Formigas cortadeiras dos géneros Atta e Acromyrmex (Hymenoptera: Formicidae) sdo
pragas importantes de plantios florestais na regido Neotropical (BARBOSA et al., 2017;
AMARAL et al., 2019), encontradas desde o sul dos Estados Unidos até Argentina
(BUSTAMANTE et al., 2020). Dentre as espécies encontradas na Colombia (Tabela 1),
algumas causam perdas econdmicas (FERNANDEZ et al., 2015), mas todas apresentam
caracteristicas particulares no comportamento social, atividade de forrageio, cultivo do fungo,
niveis de higiene dos individuos e da colonia e complexidade estrutural nas colonias (LEMES

etal., 2017).

Tabela 1. Espécies de formigas cortadeiras na Colombia, numero de estados onde estdo

presentes e faixa de altitude onde podem ser encontradas

Espécies Distribuicdo geografica
Acromyrmex

Acromyrmex aspersus (Smith F., 1858) 12 estados (5 a 2500 m)
Acromyrmex coronatus (Fabricius, 1804) 12 estados (270 a 2400 m)
Acromyrmex hystrix (Latreille, 1802) 11 estados (60 a 1430 m)
Acromyrmex landolti Forel, 1885 8 estados (140 a 2300 m)
Acromyrmex nobilis Santschi, 1939 6 estados (100 a 1500 m)

Acromyrmex octospinosus (Reich, 1793) 25 estados (0 a 2430 m)
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Acromyrmex santschii (Forel, 1912) 9 estados (0 a 2200 m)
Acromyrmex subterraneus Forel, 1893

Atta

Atta cephalotes (Linnaeus, 1758) 29 estados (0 a 3170 m)
Atta colombica Guérin - Méneville, 1844 22 estados (0 a 2240 m)
Atta laevigata (F. Smith, 1858) 17 estados (30 a 2840 m)
Atta sexdens (Linnaeus, 1758) 16 estados (35 a 1700 m)

Adaptado de Fernandez et al., 2015

A principal caracteristica do comportamento social ¢ a divisdo de castas onde as
operarias maiores atacam predadores e auxiliam no corte das folhas grossas, as médias sdo as
principais coletoras ao cortar e transportar o material até o formigueiro e as menores cortam o
material vegetal em fragmentos menores para inserir eles no jardim do fungo (DELLA
LUCIA et al.,, 2014; CALHEIROS et al.,, 2019a). Dentro do formigueiro, formigas de
diferentes tamanhos limpam e cortam constantemente o substrato do fungo, enquanto
cuidadores patrulham o jardim para manté-lo livre de microrganismos (CALHEIROS et al.,
2019a; GOES et al., 2020).

O fungo L. gongylophorus degrada compostos secundarios das plantas e os transforma
em gongylidios, estruturas que constituem a principal fonte de alimentagdo para a rainha e as
larvas (FORTI et al., 2020; VALENCIA-GIRALDO et al., 2021). Os individuos adultos
podem obter parte da sua dieta pelos liquidos liberados pelas folhas que cortam, assimilando a
glicose durante a ingestao (FORTI et al., 2020).

Ninhos de formigas do género Afta podem ter milhares de individuos e tamanhos
maiores que os de Acromyrmex (SILVA et al., 2015). Os formigueiros de Afta podem ser
identificados por montes de terra solta e a presenca de diferentes entradas, enquanto os de
Acromyrmex sdo mais dificeis de encontrar pela localizacdo em solos cobertos por uma

vegetacdo densa (VINHA et al., 2020).
IMPORTANCIA DAS FORMIGAS CORTADEIRAS
As formigas tém importancia ecoldgica e econdmica, pois afetam a biodiversidade,

como dispersoras de sementes, estrutura do solo e disponibilidade de nutrientes em

ecossistemas naturais na regido Neotropical (BUTELER et al., 2019). Elas sao consideradas



15

engenheiras dos ecossistemas ao alterar a disponibilidade de recursos para outros organismos
com mudangas bioticas e abioticas do meio ambiente (CALHEIROS et al., 2019b).

A constru¢do dos formigueiros modifica as propriedades do solo aumentando a
areacdo, drenagem e penetracao das raizes das plantas, matéria organica e mineralizacao e
disponibilidade de nutrientes (DELLA LUCIA et al., 2014). A atividade de forrageio permite
a dispersdo secundaria de sementes e pode melhorar a germinagdo pela manipulagdo (DELLA
LUCIA et al., 2014; CALHEIROS et al., 2019b).

As formigas cortadeiras podem produzir perdas de bilhdes de dolares ao ano,
associados a diminui¢do da produtividade e os custos do controle quimico (BRITO et al.,
2020). Uma empresa florestal pode gastar entre o 30 e o 75% do orcamento destinado para o
manejo de pragas s6 no controle das formigas cortadeiras (DELLA LUCIA et al., 2014).
Devido a suas trilhas e numerosas populacdes, as formigas podem coletar mais de 130 kg de
matéria fresca por hectare/ano (CALHEIROS et al., 2019a).

Os danos produzidos pelas formigas podem ser em mudas ¢ em arvores adultos, mas o
ataque nao ¢ da mesma intensidade (NICKELE et al., 2020). Na fase do estabelecimento do
plantio as mudas sdo mais suscetiveis ¢ podem ser fortemente atacadas, precisando replantio
em algumas areas (BURATTO et al., 2017). Além da idade, a variedade ou tipo do clone
plantado pode influenciar a taxa de ataque das formigas (NICKELE et al., 2020), sendo
alguns mais suscetiveis do que outros.

A presenga de entre 8 e 15 formigueiros de Acromyrmex por hectare pode produzir
perdas na producdo de madeira iguais ao custo do controle da praga em planta¢des de Salix
nigra (JIMENEZ et al., 2020). Este valor poderia ser diferente para outras espécies mais ou
menos suscetiveis, mas desfolhas superiores ao 75% da arvore, podem causar perdas no
crescimento dos plantios de pino, com reducdes de volume de 32 a 43% aos 10 anos

(NICKELE et al., 2020), indicando que o manejo ¢ essencial.

MANEJO DAS FORMIGAS CORTADEIRAS

Os métodos de controle para as formigas cortadeiras podem ser mecénicos, quimicos e

biologicos (DAZA et al., 2019).
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Controle mecanico

Este tipo de controle ¢ feito em formigueiros superficiais e em dareas pequenas
(DELLA LUCIA et al., 2014). Consiste na remo¢ao do formigueiro para a extracdo da rainha
e destrui¢do das cameras, mas sO apresenta uma efetividade do 30% (DAZA et al., 2020).
Outras metodologias que podem ser aplicadas ¢ a cobertura dos troncos das arvores com
graxa, fita adesiva, ou cilindros de pléstico pode ter alguma eficacia em plantagdes menores,

mas precisam de manutengdo constante (VINHA et al., 2020).

Controle quimico

O controle quimico ¢ o método mais pratico, econdmico e eficiente para as formigas
cortadeiras (CATALANI et al., 2019). Este tipo de controle pode ser feito em forma de gases,
pos secos, liquidos, termonebulizagdo e iscas granuladas (AMARAL et al., 2019).

As iscas formicidas granuladas sdo muito utilizadas e altamente eficientes, de facil
aplica¢do, dispensam aparelhos e ndo apresentam perigos de intoxicagdo como o uso de
outros métodos de aplicagdo (BURATTO et al., 2017). Entanto, existem um numero limitado
de ingredientes ativos eficientes devido a que, contrario ao controle de outras pragas, ¢
indesejavel a mortalidade direta das operarias (GANDRA et al., 2016). Os ingredientes ativos
ndo podem mudar o comportamento das operarias, pois precisam chegar até o interior do
formigueiro para serem processados com o material vegetal coletado, aumentando a
contaminag¢ao das operarias e do jardim do fungo (CATALANI et al., 2019).

A sulfluramida e o fipronil sdo os principais inseticidas usados em forma de iscas
formicidas (DELLA LUCIA et al., 2014; AMARAL et al., 2019; BUTELER et al., 2019). A
sulfluramida atua por ingestao e quando esta presente no corpo das formigas, atua diretamente
na mitocondria, no processo de fosforilacao oxidativa, inibindo a sinteses de ATP, produzindo
a morte dos insetos (BARBOSA et al., 2017). As operarias apresentam sintomas de
intoxicacdo como movimentacdo lenta, diminuicdo da agressividade pelos baixos niveis de
energia e finalmente causam a morte (CATALANI et al., 2019).

O fipronil ¢ um neurotoxico que bloqueia os canais de cloreto no receptor do acido
gamma-aminobutirico nos insetos (CINTRA-SOCOLOWSKI et al., 2016). Este inseticida ndo
interfere na recoleccdo das formigas, ndo produz repeléncia ou mortalidade direta a curto

prazo e as operarias ndo sdo rejeitadas ao voltar para o formigueiro (GANDRA et al., 2016).
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As formigas menores sdo mais afetadas, deteriorando o comportamento de higiene e a
protecdo do jardim do fungo, produzindo finalmente a morte da colonia (GANDRA et al.,
2016).

Apesar da efetividade das iscas e inseticidas utilizados, esta metodologia esta limitada
aos periodos de verdo, pois existe uma alta perda de produto pela humidade, fazendolas
menos atrativas para as formigas (BOLLAZZI et al., 2014). A termonebulizacdo ¢ uma
alternativa ao uso de iscas formicidas, principalmente em épocas de chuvas, mas que pode ser
utilizada em qualquer periodo do ano (BRITTO et al., 2016) permitindo atingir todas as
camaras do ninho (BOLLAZZI et al., 2014). Este método ¢ mais usado no controle de
espécies de Atta com alta eficiéncia sobre formigueiros grandes, com a vantagem de nao
precisar de um preparo ou medi¢cdo dos formigueiros (ZANETTI et al., 2008).

O clorpirifés tem sido reportado com alta eficiéncia no controle de formigas
cortadeiras quando ¢ aplicado com termonebulizador (BRITTO et al., 2016). Este inseticida ¢
um organofosforado moderadamente toxico que inibe na sinalizagdo da acetilcolinesterase
com o aumento da acetilcolina na sinapse dos neuronios e em dosagens menores pode afetar
outros neurotransmissores, enzimas e cé¢lulas (PLATA-RUEDA et al., 2020).

A certificacdo florestal ¢ um mecanismo para a gestdo sustentdvel dos cultivos e
florestas nativas no mundo, considerando aspectos ambientais, econdmicos e sociais (ALVES
et al., 2019). A FSC regulamenta o uso de pesticidas em plantios florestais, classificando os
produtos como proibidos, de uso muito restrito ou de uso restrito segundo os efeitos toxicos
causados na saide e no médio ambiente (FSC, 2019a). A sulfluramida, o fipronil e o
clorpirifos estdo classificados como de uso restrito pela FSC (FSC, 2019a), mas a falta de
produtos alternativos, com a mesma eficiéncia no controle das formigas cortadeiras tem
aprovado derrogagdes tempordrias que permitem sua utilizagdo em paises como Colombia
(FSC, 2019b).

Entre as condi¢des da FSC ao momento de aprovar as derrogas para os pesticidas esta
a reducao das doses em 5% por ano e a busca de métodos de controle ndo quimicos como o
controle biologico (JIMENEZ et al., 2020). Assim, a busca de produtos alternativos aos
inseticidas quimicos e que sejam efetivos no controle de formigas ¢ indispenséavel para as

empresas florestais certificadas ou que visem a certificagio (BARBOSA et al., 2017).
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Controle biolégico

A redugdo do uso de inseticidas tem favorecido a busca de alternativas de controle
efetivas com menores impactos ambientais (MEJIA et al., 2018). O controle bioldgico pode
ser feito por parasitoides, entomopatdgenos, fungos antagdnicos ao fungo simbionte das
formigas e extratos de origem botanico (LONDONO et al., 2019). Diferentes pesquisas em
cada um dos tipos de controle biolégico tém sido desenvolvidas na Colombia (CASTANO-
QUINTANA et al., 2013; DAZA et al., 2019; URIBE et al., 2016).

Patrdes comportamentais das moscas dos géneros Apocephalus Coquillet,
Myrmosicarius Borgmeier e Eibesfeldtphora Disney (Diptera: Phoridae) foram analisados
pois elas atacam formigas operarias reduzindo a atividade de forrageio, o tamanho dos
fragmentos transportados, perda das interagcdes competitivas pelos alimentos e até abandono
das fontes de alimentacdo (COCHET et al., 2017). As fémeas depositam um ovo no corpo da
formiga e se alimenta até virar pupa; a finalidade do ciclo ¢ desconhecida pois a pupa da
mosca pode ser descartada pelas formigas (GUILLADE & FOLGARAIT, 2014). Porém, ¢
pouco provavel que o ataque dos parasitoides consiga suprimir a colénia (DELLA LUCIA et
al., 2014).

Fungos entomopatogénicos como Metharizium anisopliae (Metsch.) Sorokin e
Beauveria bassiana (Bals) Vuill infetam formigas e acabam com as colonias (VINHA et al.,
2020). M. anisopliae infeta os insetos formando apressorios que produzem enzimas
proteoliticas extracelulares e com atividade quitinolitica (LOPEZ & ORDUZ, 2003). B.
bassiana ¢ aderido a cuticula do inseto, forma apressorios e descompde a quitina pela
combinagdo da resisténcia mecénica e degradacdo enzimatica (DAZA et al., 2019). No caso
das bactérias, Bacillus thuringiensis, Serratia marcescens, Escherichia hermannii, Delftia
tsuruhatensis e Acinetobacter beijerinckii conseguiram matar o 100% das formigas em 24 h
(LONDONO et al., 2019). No entanto, a maioria dos resultados esta limitada a ensaios de
laboratério (DELLA LUCIA et al., 2014).

As formigas cortadeiras tem uma relacdo mutualista com o fungo L. gonglylophorus, e
sua morte produz a morte da colonia (CALHEIROS et al., 2019). Assim, o uso de organismos
antagonistas ao fungo também sdo uma alternativa de controle. Fungos do género
Trichoderma penetram as hifas do fungo parasitado, degradando as paredes celulares pela
producdo de enzimas liticas extracelulares, formando poros que chegam até o citoplasma

donde extraem os nutrientes necessarios para seu desenvolvimento (DAZA et al., 2019). Além
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disso, bactérias dos géneros Xenorhabdus e Photorhabdus também tem propriedades
antifungicas contra o fungo simbionte das formigas cortadeiras (LONDONO et al., 2019).

Algumas plantas t€ém desenvolvido metabolitos secundarios que repelem a atividade
de forrageio, mudam o comportamento das formigas ou tem efeitos toxicos sobre as formigas
ou o fungo (RODRIGUEZ et al., 2015). Extratos da planta Tithonia diversifolia tém sido
testados no controle de formigas com uma mortalidade de 100% em 8 dias (PANTOJA-
PULIDO et al., 2020). O nem também produz a morte de operarias maiores € menores, sem
produzir respostas imunes nas formigas (AMARAL et al., 2019).

Extratos de Euphorbia cotinifolia L. (MEJIA et al., 2018), Carica papaya L. (LOBO-
ECHEVERRI et al., 2020) e Piper holtonii C. DC. (SALAZAR et al., 2020) tém demostrado
propriedades antifingicas, especificamente para L. gongylophorus. Euphorbia cotinifolia ¢é
usada na Colombia em formigueiros para reduzir ou deter temporariamente sua atividade,
afetando o fungo simbidtico e reduzindo seu volume em 83,57% (MEJIA et al., 2018). As
folhas de C. papaya conseguem inibir o crescimento do fungo e afetar a toda a atividade
dentro do formigueiro (LOBO-ECHEVERRI et al., 2020). Os extratos de 6leo essencial de P.
holtonii conseguem afetar as preferéncias de forrageio e inibir o desenvolvimento do fungo
(SALAZAR et al., 2020).

Embora existam muitas alternativas bioldgicas para o controle de formigas cortadeiras,
em condi¢des de campo geralmente ndo apresentam alta efetividade devido a capacidade das
formigas de se defender contra os agentes de controle (VALENCIA-GIRALDO et al., 2019).

Porém, é necessario desenvolver alternativas e melhorar as existentes.

CONCLUSAO

As formigas cortadeiras sdo pragas importantes para a industria florestal na Colémbia
e as restrigdes impostas pela certificagdo florestal dificultam o controle efetivo. Os métodos
quimicos continuam sendo os mais utilizados e eficientes, mas existem muitas alternativas de

controle bioldgico que precisam ser testadas e perfeigoadas para sua utilizagdo em campo.
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CAPITULO 2. EFEITOS DE MICRORGANISMOS PESTICIDAS NA FORMIGA
CORTADEIRA Acromyrmex aspersus F. Smith (HYMENOPTERA: FORMICIDAE)

RESUMO

Acromyrmex aspersus (Hymenoptera: Formicidae) danifica plantas de Pinus patula na
Coldmbia. O controle dessa espécie ¢ complexo devido ao seu comportamento de higiene e
cultivo do fungo Leucoagaricus gongylophorus, seu principal alimento. A certificagdo
florestal tem limitado o uso de inseticidas quimicos no controle das formigas, embora sejam
os mais efetivos. A busca por produtos alternativos com baixo impacto ambiental ¢ uma
necessidade. O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos de biopesticidas baseados em
bactérias e fungos na relacdo da formiga cortadeira A. aspersus e o fungo mutualista L.
gongylophorus em plantios de P. patula. Quatro doses de biopesticidas Bacillus pumillus,
Bacillus subtilis, Purpureocillum lilacinum e Trichoderma harzianum foram aplicados em
ninhos de A. aspersus. O forrageamento foi avaliado pela contagem de formigas operarias,
uma vez por semana, por 15 dias, apos a aplicacdo dos tratamentos. O comportamento de
locomocgao incluindo distancia percorrida, tempo parado e meandering foram analisados. O
maior nimero de formigas sem carga foi no controle e com carga no tratamento com P.
lilacinum. A distancia percorrida por formigas tratadas com B. pumillus e P. lilacinum foi
maior e tempo de parada menor, indicando um comportamento de hiperatividade, enquanto as
tratadas com B. subtilis e T. harzianum passaram mais tempo paradas como mecanismo de
prote¢do. O meandering foi menor em todos os tratamentos indicando um comportamento de
escape. Os biopesticidas afetaram o comportamento de forrageio e locomogdo, sendo uma

alternativa potencial para o manejo de 4. aspersus.

Palavras-chave: Comportamento. Controle biolégico. Forrageio. Locomogao.

ABSTRACT

Acromyrmex aspersus (Hymenoptera: Formicidae) damages Pinus patula plants in Colombia.
The control of this species is complex due to its hygiene behavior and cultivation of the
fungus Leucoagaricus gongylophorus, its main food source. Forest certification has limited
the use of chemical insecticides to control ants, although they are the most effective. The
search for alternative products with low environmental impact is a necessity. The aim of this
study was to evaluate the effects of biopesticides based on bacteria and fungi in the leaf-

cutting ant A. aspersus and the mutualistic fungus L. gongylophorus relationship in P. patula
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plantations. Four doses of biopesticides Bacillus pumillus, Bacillus subtilis, Purpureocillum
lilacinum and Trichoderma harzianum were applied to A. aspersus nests. Foraging was
evaluated by counting worker ants, once a week, for 15 days, after application of treatments.
The locomotion behavior including covered distance, downtime and meandering were
analyzed. The largest number of ants without load was in the control and with load in the
treatment with P. /ilacinum. The distance traveled by ants treated with B. pumillus and P.
lilacinum was greater and the time spent stopping short, indicating a hyperactivity behavior,
while those treated with B. subtilis and T. harzianum spent more time standing as a protection
mechanism. Meandering was lower in all treatments indicating an escape behavior.
Biopesticides affected foraging and locomotion behavior, being a potential alternative for the

management of A. aspersus.

Keywords: Behavior. Biological control. Foraging. Locomotion.
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INTRODUCAO

As formigas cortadeiras sdo pragas importantes em diferentes culturas como Citrus,
cana-de-agiicar ¢ no reflorestamento na regido neotropical (AMARAL et al., 2019). A
industria florestal em paises como Colombia tem sido altamente afetada, com problemas
reportados até nas arvores urbanas (LONDONO et al., 2019).

O Pinus patula Schltdl. & Cham. ¢ uma das espécies mais utilizadas na Colémbia com
mais de 60 mil hectares plantadas ao ano 2020 (MADR, 2021). A espécie foi introduzida na
Colombia desde Mexico na década de 1960 para reflorestamento e seu pacote tecnologico esta
bem desenvolvido (MERLE & LOPEZ, 2018). Seu éxito no pais ¢ devido a que suas
caracteristicas fisiologicas conseguem se adaptar bem as diferentes condi¢des climaticas e do
solo (PENAGOS et al., 2011).

Espécies do género Acromyrmex sdo pragas importantes em plantios de Pinus spp.
(NICKELE et al., 2020). Acromyrmex aspersus F. Smith (Hymenoptera: Formicidae) ¢ uma
espécie de formiga cortadeira distribuida na Argentina, Brasil, Colombia e Peru
(FERNANDE-Z et al., 2015) e praga importante em plantios de Pinus patula, na Colombia.
Essa formiga constrdi ninhos subterraneos, cobertos por uma camada de palha, sobre arvores
ou em oco daquelas derrubadas (FORTI et al., 2011).

Esta espécie de formigas, ao igual que outras, possui comportamento social, alto nivel
de higiene das formigas e a colonia, atividade de forrageio (LEMES et al., 2017) e cultivam o
fungo Leucoagaricus gongylophorus (Mdller) Singer, sua principal fonte de alimento, a partir
das folhas, flores e ramos secos que cortam (LOBO-ECHEVERRI et al., 2020).

O principal método de controle das formigas cortadeiras € o quimico por ser eficiente,
econdmico e pratico (CATALANI et al., 2019). Entanto, as iniciativas de certificagdo florestal
tém aumentado as restricdes ao uso de pesticidas de origem quimico devido aos efeitos
toxicos para o meio ambiente € a saude humana (FSC, 2019a), incluindo os utilizados no
controle das formigas cortadeiras.

A Forest Stewarship Council (FSC) tem feito derrogas tempordarias para a utilizag@o
dos inseticidas em paises como Argentina, Brasil, Coldmbia e Paraguai (FSC, 2019b), com a
condi¢do de procurar produtos ou estratégias de controle alternativas como inimigos naturais,
feromonios ou extratos de plantas que sejam efetivos para o controle de formigas cortadeiras
(MEJIA et al., 2018).

Organismos entomopatogénicos ou antagonistas ao fungo, como bactérias e fungos,

sdo uma alternativa no manejo de pragas agricolas e florestais reduzindo os impactos
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ambientais produzidos pelos pesticidas de sintese quimica (TOLEDO et al., 2015). Poucos
produtos de origem bioldgico estdo disponiveis no mercado mundial contra organismos praga
especificos (LONDONO et al., 2019), mas s3o uma opgdo para causar efeitos prejudiciais na
relagdo mutualista entre as formigas cortadeiras e seus fungos.

As bactérias Bacillus subtilis e Bacillus pumillus produzem proteinas toxicas com
propriedades antifungicas e entomopatogénicas, como as proteinas Cry, Cyt e Vip (TOLEDO
et al., 2015). O fungo antagonista Trichoderma harzianum ¢ um parasito de outros fungos,
que produz enzimas extracelulares como quitinasas e celulasas que destroem as paredes do
fungo parasitado (DAZA et al., 2019). Purpureocillum lilacinum é usado no controle de
insetos e rico em metabolitos, como a aflatoxina, uma importante micotoxina ¢ nematicida
(LIU et al., 2020). Esses microrganismos conseguem causar a morte de formigas cortadeiras e
inibir o crescimento do seu fungo simbionte L. gongylophorus (GOFFRE & FOLGARAIT,
2015; ROCHA et al., 2017; LONDONO et al., 2019).

Baseados na hipdtese de que algumas bactérias e os fungos podem causar alteragdes
nas formigas e no seu fungo simbionte, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos de
biopesticidas na atividade de forrageio e comportamento de locomocao da formiga cortadeira

A. aspersus em plantios de P. patula na Colombia.

MATERIAL E METODOS

Area de estudo

Os ensaios foram realizados em plantios de P. patula com quatro anos de idade no
municipio de Angostura, Antioquia, Coldmbia (75°22'58,072"W - 6°53'18,412"N e
75°22'48,374"W - 6°53'6,009"N; Figura 1) entre 2201 e 2250 m de altitude. A temperatura
média ¢ de 12°C, a umidade relativa de 82%, a precipitacdo de 3600 mm com 2555 horas luz
no ano. As arvores foram produzidas a partir de sementes e plantadas em espacamento de 3 x
3mecom 1111 &rvores/ha. Formigueiros de 4. aspersus foram localizados nos plantios de P.
patula (Figura 1) a partir da presenca de formigas ou de montes cobertos por uma camada de

palha na superficie.
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Figura 1. Mapa de localizacdo dos ninhos de Acromyrmex aspersus F. Smith (Hymenoptera:

Formicidae).

Aplicacio dos biopesticidas

Trés biopesticidas de categoria toxicologica IV e um de categoria III foram usados:

Bacillus subtilis (Rizobacillus S®, 1x10'" UFC L' de ingrediente ativo (i.a.), Ecosphaira,

Envigado, Coldémbia), Trichoderma harzianum (Rizoderma S®, 1x10'' conidios L' de i.a.,

Ecosphaira, Envigado, Colémbia), Purpureocillum lilacinum (Rizocinus S®, 1x10'! conidios

L' de i.a., Ecosphaira, Envigado Coldmbia) e Bacillus pumillus (Sonata SC®, 1,0E+09 UFC

gl de i.a., Bayer S.A., Bogot4, Colombia), respectivamente. Quatro doses (5, 10, 15 e 20 cm?

de produto comercial), por biopesticida, diluidas em 1 L de 4gua foram preparadas e adgua

pura foi usada no controle. A seguir, um volume de 1 L de cada dose por biopesticida foi

aplicado na entrada de um ninho ativo (com atividade de forrageamento de 4. aspersus),

tentando atingir o interior do formigueiro, usando um pulverizador manual (RoyalCondor®,

modelo CO-004, Soacha, Colombia). Foram utilizados um total de 46 formigueiros divididos

em 4 blocos com 17 formigueiros com todos os tratamentos cada (4 produtos, 4 doses e o
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controle, Figura 1), com a finalidade de diminuir os efeitos externos como temperatura,

umidade, tipo de solo que ndo podem ser controlados em campo.

Forrageamento

O forrageamento de A. aspersus foi avaliado pela contagem de formigas operarias
(com carga de alimento ou ndo) que transitaram na trilha entre a fonte de alimento e o
formigueiro, registradas em videos de 30 segundos de duracdo, feitos com uma camera
fotografica (Nikon D5600). O numero de operarias foi contabilizado apds aplicacdo dos

tratamentos, uma vez por semana, por 15 dias.

Teste de locomocio

O comportamento de locomogao das operarias dos ninhos com aplicagdo das doses dos
biopesticidas foi analisado. O teste foi realizado em placas Petri (2 X 9 cm) usadas como
arena, onde foram localizadas 10 formigas operarias, previamente expostas a cada doses dos
produtos, com um total de 20 repeti¢des por tratamento, além do controle. A atividade
locomotora foi gravada com camera fotografica (Nikon D5600) com videos de 10 minutos a
24 fotogramas por segundo com alta defini¢do (1920 x 1080 pixeles). Os parametros de
locomogdo como distancia percorrida (cm), tempo parado (s), e “meandering” (°cm™)
(definido como a soma absoluta dos angulos de azimute dividido pelos dos raios do
movimento) foram analisados com o software Ethoflow® (Instituto Nacional de Propriedade

Industrial - INPI, Brasil, BR 512020 000737-6; BERNARDES et al., 2021).

Analise estatistica

Os dados de forrageamento e locomocgdo (distancia percorrida, tempo parado e
meandering) foram submetidos a andlise de variadncia unidirecional (ANOVA) e as médias
comparadas post-hoc com o teste de diferenca honestamente significativa (HSD) de Tukey (P

<0,05).
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RESULTADOS
Forrageamento

O numero de formigas sem carga diferiu entre tratamentos (F460= 7,519, P< 0,0001),
com maior valor no controle (20,5 = 4,69 formigas sem carga) (Fig. 2A). O niimero de
formigas carregadas também diferiu entre tratamentos (Fa60= 6,086, P= 0,0004), com maior
valor com as doses de 10, 15 e 20 cm?® de P. lilacinum (18,75 + 21.19, 9,25 + 9,64 ¢ 17,25 +
11,87 formigas com carga) (Fig. 2B).
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Figura 2. Forrageamento de formigas Acromyrmex aspersus (Hymenoptera: Formicidae)
apods exposicao aos tratamentos. Numero de formigas sem carga (A) e com carga (B). Barras

com * diferem pelo teste de separagdao de médias de Tukey (P < 0,05).

Teste de locomocao

A distancia percorrida por operarias de 4. aspersus diferiu apos exposicao as doses de
B. subtillis (F419 = 35,97, P < 0,0001) (Fig. 3A). A distancia percorrida das formigas
operarias tratadas com P. lilacinum, diferiu (F4,10= 20,88, P< 0,0001) sendo maior na dose de
20 cm® (3285,81 + 274,98 cm) que no controle (1483,92 + 54,07 cm) (Fig. 3B). A distancia
percorrida pelas formigas operdrias diferiu entre as doses de B. pumillus (Fa,19= 6,93, P<
0,0001) com maior valor nas de 10 e 15 cm® (1974,97 + 115,02 e 1953,74 + 88,36 cm,
respectivamente), seguido das de 5 e 20 cm?® (1600,73 + 145,77 e 1612,72 £ 52,09 cm,
respectivamente) que no controle (1546,19 £ 54,93 cm) (Fig. 3C). A distancia percorrida
pelas formigas operdrias apos exposicao a 7. harzianum diferiu (F4,10= 37,95, P< 0,0001),
sendo maior na dose de 20 cm?® (2755,40 + 63,18 cm), seguido pelas de 5 e 10 cm® (1725,38 +
90,82 ¢ 1787,58 £ 93,18 cm) e o controle (1567,19 + 60,38 cm) (Fig. 3D).

O comportamento de meandering diferiu ap6s exposicao as doses de B. subtilis (Fa10=
32,38, P< 0,0001), sendo maior no controle (810,28 + 21,39 °cm™!) que com as doses de 10 e
15 cm® (484,10 = 13,41 e 509,88 + 26,51 °cm’!, respetivamente) (Fig. 5A). O meandering,
com P. lilacinum, diferiu (F419= 15,15, P< 0,0001), maior nas doses de 5 e 15 cm? (689,06 +
4421 e 726,74 + 45,05 °cm’!, respectivamente) e no controle (781,82 + 20,79 °cm™') e menor
na de 20 cm® (458,79 + 31,79 °cm™) (Fig. 5B). O comportamento de meandering das
formigas diferiu quando expostas a B. pumillus (Fa,19= 18,19, P<0,0001) com maior valor no
controle e nas doses de 5 e 20 cm® (714,79 + 30,48, 691,64 + 33,79 ¢ 617,04 + 30,87 °cm’,
respetivamente) que na de 10 cm® (691,64 + 33,79 °cm™) (Fig. 5C). Diferencas no
meandering das formigas operarias foi induzido pelo 7. harzianum (F419 = 4,27, P < 0,0001)
sendo maior nas doses de cinco e 10 cm® e no controle (787,46 + 19,69, 721,12 + 35,26 ¢
682,55 + 26,04 °cm’!, respectivamente) que nas de 15 e 20 cm® (551,99 £ 63,41 e 606,72 +
44,73 °cm™!, respectivamente) (Fig. 5D).

O tempo parado das operarias de A. aspersus foi maior quando expostas ao B. subtillis
(Fa19= 11,68, P< 0,0001) na dose de 20 cm? (150,68 =+ 28,25 s) que no controle (48,47 + 2,17

3

s) (Fig. 4A). O tempo parado das formigas operarias foi maior na dose de 10 cm” com P.

lilacinum (Fs,0= 26,53, P< 0,0001) (78,84 + 5,88 s) que no controle (53,78 + 3,22 s) (Fig.
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4B). O tempo parado das formigas operarias com B. pumillus diferiu (Fsi10= 15,72, P<
0,0001) sendo maior na sua dose de 10 cm?® (45,09 + 1,62 s) que no controle (39,61 £ 5,90 s)
(Fig. 4C). O tempo parado das formigas operarias diferiu apds exposi¢ao ao 7. harzianum
(Fa.10= 15,20, P< 0,0001) sendo maior na dose de 20 cm® (70,38 + 4,57 s) que no controle
(48,47 £ 2,17 s) (Fig. 4D).
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Figura 3. Distancia percorrida (média + erro padrdo) por Acromyrmex aspersus
(Hymenoptera: Formicidae) apds exposi¢ao aos diferentes microrganismos e doses, durante
10 minutos de avaliagdo. Bacillus subtillis (A), Purpureocillum lilacinum (B), Bacillus
pumillus (C) e Trichoderma harzianum (D). Barras com mesma letra, por figura, ndo diferem

pelo teste de separagdo de médias de Tukey (P < 0,05).
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Figura 4. Tempo parado (média + erro padrao) por Acromyrmex aspersus (Hymenoptera:
Formicidae) apos exposi¢do aos diferentes microrganismos e doses, durante 10 minutos de
avaliagcdo. Bacillus subtillis (A). Purpureocillum lilacinum (B). Bacillus pumillus (C).
Trichoderma harzianum (D). Barras com mesma letra, por figura, ndo diferem pelo teste de

separagdo de médias de Tukey (P < 0,05).
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Figura 5. Comportamento de meandering (média + erro padrdo) por Acromyrmex aspersus
Hymenoptera: Formicidae) apds exposi¢ao aos diferentes microrganismos e doses, durante 10
minutos de avalicao. Bacillus subtillis (A), Purpureocillum lilacinum (B), Bacillus pumillus
(C) e Trichoderma harzianum (D). Barras com mesma letra, por figura, ndo diferem pelo teste

de separacao de médias de Tukey (P < 0,05).
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DISCUSSAO

Nas condig¢des de campo, o nimero de formigas carregadas chegando ao formigueiro ¢
indicador do padrio de atividade de forrageio (DEFAGO et al., 2017), mas formigas nio
carregadas podem, também, indicar a atividade do formigueiro (NICKELE et al., 2016). O
niumero de formigas em atividade varia com fatores abidticos como chuva, umidade e
temperatura (CALHEIROS et al., 2019) e a duragao do uso da trilha a fatores bidticos como o
tamanho da colonia, o tipo de alimento e uso do feroménio de trilha (BOUCHEBTI et al.,
2019).

O maior nimero de formigas sem carga que com carga voltando ao formigueiro no
tratamento controle se devem ao cumprimento de outras fun¢des como explorar, limpar a
trilha, transportar seiva vegetal e reforcar os sinais quimicos nas trilhas (NICKELE et al.,
2016). A menor atividade de formigas, nos formigueiros tratados (exceto com P. lilacinum)
pode indicar deteccdo desse material reduzindo a sanidade do fungo e a decisdo de nao
introduzir material novo que seja inapropriado (DEFAGO et al., 2017).

A maior atividade de forrageio, nos formigueiros tratados com P. lilacinum, que nos
demais tratamentos, pode ser devido a alta capacidade de infeccdo das formigas e atividade
contra esse fungo (GOFFRE & FOLGARAIT, 2015). Isto poderia indicar que as formigas néo
perceberam esse fungo como toxico (CARDOSO et al., 2012) e continuam sua atividade
normal de forrageio.

A menor atividade nos formigueiros tratados com os produtos B. subtilis, B. pumillus e
T. harzianum poderia ser devido as operarias tentando remové-los (MIGHELL & VAN
BAEL, 2016). Enzimas dos fungos Trichoderma degradam as paredes celulares do hospedeiro
permitindo o acesso ao citoplasma e extraindo nutrientes para seu desenvolvimento (DAZA et
al., 2019). As bactérias antagonistas B. subtilis e B. pumillus secretam inibidores de
crescimento bacteriano e fungico com papel importante nas interagdes e competicdao
microbiana (TOLEDO et al., 2015). O modo de acao destes produtos poderia ter ativado as
defesas das formigas contra microrganismos dentro do formigueiro como o uso de substancias
antifingicas e antibioticos genéricos e especificos produzidos por bactérias filamentosas
(actinomicetes) secretados pela glandula metapleural da formiga 4. aspersus (FORTI et al.,
2020) e a remogdo de individuos afetados e mortos do formigueiro (GOFFRE &
FOLGARAIT, 2015), diminuindo assim a atividade fora do ninho.

Os biopesticidas causaram efeito subletal em A. aspersus, com algumas alteragcdes no

comportamento dessa formiga no momento que ¢ detectado (FIAZ et al., 2019). Mudangas no
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comportamento de insetos sociais podem desestabilizar a coesdo da colonia, e ajudar no
controle das mesmas (SILVA et al., 2019). O aumento ou redugdo na atividade locomotora
dos insetos ocorre como resultado da acdo toxica dos compostos no sistema nervoso
(PLATA-RUEDA et al., 2019).

A maior distdncia percorrida por A. aspersus em, pelo menos, uma dose por
tratamento que no controle e, em geral, com um aumento na atividade locomotora em
formigas indica comportamento de escape (MANNINO et al., 2018), explicado por um efeito
repelente dos compostos apos a aplicagdo (MELO et al., 2021). Os tratamentos com B.
pumillus e P. lilacinum aumentaram a distancia percorrida ¢ diminuiram o tempo parado das
formigas, indicando um comportamento locomotor de hiperatividade (PLATA-RUEDA et al.,
2020). O maior tempo parado e a menor atividade locomotora das formigas tratadas com B.
subtilis ¢ T. harzianum é um comportamento de protecdo por diminuir o metabolismo ¢ a
frequéncia respiratoria, mas podendo aumentar a vulnerabilidade a predacdo (FIAZ et al.,
2021).

O menor comportamento de meandering em todos os tratamentos que no controle
indica que as formigas se movimentam de um jeito mais linear e diminuem a busca local,
indicando a necessidade de abandonar o lugar, ou seja, um comportamento de escape
(GRETTENBERGER & JOSEPH, 2019). Este comportamento reduz a movimentacdao
durante a atividade de forrageio (BRITO et al., 2020).

CONCLUSAO

Os produtos biologicos Bacillus pumillus, Bacillus subtilis, Purpureocillum lilacinum
e Trichoderma harzianum mudaram a distancia percorrida, tempo parado ¢ meandering da
formiga A4. aspersus durante o forrageio. A diminuic¢do, consideravel, em campo, da atividade
de forrageio, indica efeitos dentro do formigueiro que devem ser avaliados em outros ensaios.
Os produtos causaram comportamento de escape com hiperatividade nas formigas de ninhos
tratados com B. pumillus e P. lilacinum e de prote¢do naquelas de ninhos tratados com B.

subtilis e T. harzianum.
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