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RESUMO

CARDOSO, A. C. P. Fungicidas comerciais e Timol podem apresentar toxicidade as
operarias de Atta laevigata (Hymenoptera: Formicidae)? Vitéria da Conquista, BA,
UESB, 2025, 49p. (Dissertagdo em Agronomia — Area de Concentracdo em Fitotecnia)™*

As formigas cortadeiras sdo insetos eussociais que possuem uma simbiose mutualista
obrigatoria com o fungo simbionte. Esses aspectos conferem a esses insetos um grande
sucesso na exploracdo de recursos, conferindo a elas o status de pragas agricolas e
florestais. Atualmente o Unico método de controle eficiente é o quimico. Identificar novas
substancias com acdo formicida e fungicida, com menor impacto a saude humana e ao
meio ambiente sdo cruciais. Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar a toxicidade
de fungicidas comerciais e do timol as operarias da formiga-cortadeira Atta laevigata. O
estudo foi conduzido no Laboratério de Mirmecologia da UESB, campus de Vitéria da
Conquista, Bahia. Foram realizados trés bioensaios (I, 1l e IlI), dois com fungicidas
comerciais, avaliando ac¢ao de ingestao e contato, respectivamente; e o terceiro avaliou a
acao de contato do timol as operéarias de A. laevigata. Os bioensaios foram realizados em
delineamento inteiramente casualizado (DIC), com 11 tratamentos e trés repeticoes
(bioensaios 1 e I1); ja para o bioensaio 11, foram utilizados seis tratamentos com quatro
repeticdes. Para os bioensaios | e 11, os tratamentos foram: 1, 2 e 3 — Iprodiona (20, 30 e
40 uL g™b); 4, 5 e 6 — Fluazinam (20, 30 e 40 puL g*); 7, 8 e 9 — Flutriafol (20, 30 e 40 pL
g1); 10 — Controle positivo (Sulfluramida 0,1%); 11 — Controle negativo (agua). No
bioensaio 111, os tratamentos foram: 1. Timol 0,1%; 2. Timol 0,3%; 3. Timol 0,6%; 4.
Timol 1,8%; 5. Sulfluramida 0,1% (controle positivo) e 6. Agua (Controle negativo). Nos
bioensaios | e 1, cada repeticdo consistiu em 10 operarias, totalizando 30 operarias por
tratamento. No bioensaio |11, foram utilizadas 20 operérias por repeticao, totalizando 80
operarias por tratamento. No bioensaio I, a mortalidade acumulada foi registrada durante
21 dias e, nos bioensaios Il e 11, foi avaliada até 48 horas ap6s a exposicao. Os resultados
com os fungicidas indicaram que apenas o ingrediente ativo Iprodiona, na concentracdo
de 30 pL, apresentou curva de sobrevivéncia das operarias diferente da curva estimada
para o controle. As estimativas do Tempo Letal Mediano (TLso) variaram entre 40,35 e
110,49 horas, demonstrando que todos os tratamentos apresentaram algum nivel de
toxicidade as operarias de A. laevigata. A mortalidade das operéarias de A. laevigata, em
fungdo dos tempos de avaliacdo, foram crescentes e de forma suave. As curvas de
sobrevivéncia encontradas no bioensaio de contato mostraram que os fungicidas, em
todas as concentracdes, exibiram sobrevivéncia de operéarias diferentes dos controles
negativo e positivo. Entretanto, ndo foram observadas diferengas significativas na
mortalidade entre os tratamentos com fungicidas. A mortalidade das operarias aumentou
de forma suave entre os fungicidas, contudo, a Sulfluramida exibiu maior mortalidade em
funcdo dos tempos de avaliagdo. O timol apresentou efeito toxico em operérias de A.
laevigata por contato nos tempos de 24 e 48 horas, apés a exposi¢édo de avaliagcdo, com
maior mortalidade nas menores concentragoes.

Palavras-chave: Attini, Formigas-cortadeiras, controle quimico, agrossistema, acéo de
ingestdo e contato.

1* Orientadora: Profa. Dra. Aldenise Alves Moreira, UESB Coorientadora: Profa. Dra.
Maria Aparecida Castellani, UESB.
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ABSTRACT

CARDOSO, A. C. P. Can commercial fungicides and Thymol be toxic to Atta
laevigata (Hymenoptera: Formicidae) workers? Vitoria da Conquista, BA, UESB,
2025, 49p, (Master Thesis - Agronomy — Area of concentration in Crop Science)?*

Leaf-cutter ants are eusocial insects that have an obligatory mutualistic symbiosis with
the symbiont fungus. These aspects contribute to the insects' success in exploiting
resources, thereby acquiring the status of agricultural and forestry pests. Currently, the
only effective control method is chemicals. Therefore, the identification of new
substances with formicidal and fungicidal action, with less impact on human health and
the environment, is crucial. The objective of this study was to assess the toxicity of
commercial fungicides and thymol on the workers of the leaf- cutting ant Atta laevigata
through ingestion and contact. The study was conducted at the Myrmecology Laboratory
of UESB, Vitdria da Conquista campus, Bahia. The study encompassed three bioassays: I,
I, and Ill. Bioassay | and Bioassay Il were conducted to evaluate the toxicity of
commercial fungicides through ingestion and contact, respectively. Bioassay Il focused
on the contact action of thymol on A. laevigata workers. The bioassays were executed in
a completely randomized design (CRD), comprising 11 treatments and three replicates,
yielding a total of 33 plots for bioassays I and Il. For bioassay 11, which involved thymol,
six treatments were utilized, with four replicates each, resulting in a total of 24 plots. For
bioassays | and 11, the treatments were as follows: 1, 2, and 3: Iprodione (20, 30, and 40pL
g?); 4, 5, and 6: Fluazinam (20, 30, and 40 uL g%); 7, 8, and 9: Flutriafol (20, 30, and 40
uL g1); 10: Positive control (Sulfluramid 0.1%); 11: Negative control (water). In bioassay
I11, the following treatments were utilized: 1 - Thymol 0.1%; 2 - Thymol 0.3%; 3 -
Thymol 0.6%; 4 - Thymol 1.8%; 5 - Sulfluramid 0.1% (positive control); and 6 - Water
(negative control). In bioassays | and Il, each repetition comprised 10 workers, yielding
a total of 30 workers per treatment. In bioassay 111, 20 workers were used per repetition,
resulting in a total of 80 workers per treatment. The mortality rate was recorded over a
21-day period in bioassay I, while in bioassays Il and I11, mortality was assessed up to 48
hours after exposure. The fungicides were found to have varying effects on the survival of
the workers. Among these fungicides, only the active ingredient iprodione, at a
concentration of 30 uL g2, exhibited a survival curve for the workers that differed from
the curve estimated for the control. The estimates of Median Lethal Time (LT50) ranged
from 40.35 to 110.49 hours, indicating that all treatments exhibited some degree of
toxicity to A. laevigata workers. The mortality of A. laevigata workers exhibited a smooth
increase as a function of the evaluation times. The survival curves derived from the contact
bioassay indicated that fungicides at all concentrations exhibited varied worker survival
rates in comparison to the negative and positive controls. However, no statistically
significant differences in mortality were observed between the fungicide treatments.
Worker mortality exhibited a gradual increase across the fungicides, with Sulfluramid
demonstrating a higher mortality rate as a function of the evaluation times. Thymol
exhibited a toxic effect on A. laevigata workers through contact at 24- and 48-hours
following exposure, with higher mortality observed at lower concentrations.

Keywords: Attini, Leaf-cutter ants, chemical control, agroecosystem, ingestion and
contact action.

Z* Advisor: Profa. Dra. Aldenise Alves Moreira, UESB
Co-advisor: Profa. Dra. Maria Aparecida Castellani, UESB.
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1 INTRODUCAO GERAL

Consideradas pragas importantes do ponto de vista agricola e florestal, as formigas
cortadeiras, especialmente as do género Atta (Fabricius, 1804), conhecidas como sauvas,
tem causado prejuizos significativos as atividades do setor, especialmente nas regides
neotropicais (JIMENEZ et al., 2024). Essas formigas sio capazes de reduzir até 21% do
volume de madeira produzido e causar mortalidade de 31,2% de plantas de Pinus
(SCHERF et al., 2022). O ataque as plantas pode ocorrer 0 ano todo, e em Vérias partes
das plantas, como brotacdes, flores, ramos finos, embora o alvo mais atacado sejam as
folhas, reduzindo significativamente a producdo fotossintética. Todo esse material
vegetal que elas cortam serve para 0 cultivo do fungo simbionte (Leucoagaricus
gongylophorus) (Basidiomycota: Agaricales) (SILVA et al., 2024).

No Brasil, as formigas cortadeiras do género Atta estdo amplamente distribuidas
em todo o territdrio nacional, essa ampla ocorréncia geografica permite que as salvas
explorem os recursos de maneira generalizada, principalmente em monoculturas de Pinus
e Eucalipto, e outras espécies florestais de importdncia econdmica, atingindo
frequentemente o status de pragas (SOUZA et al., 2021).

Esse sucesso na exploracéo de recursos pode estar ligado ao fato de serem insetos
eussociais, desenvolvendo um sistema com interacBes complexas entre os individuos
(NOGUEIRA et al., 2022). A eussocialidade ndo se limita & divisdo em castas, sendo o
nivel mais alto de organizacdo social entre os animais, o qual é definido pelas seguintes
caracteristicas: cuidado com membros recém-nascidos, sobreposicédo de geragdes, grupos
de divisédo de trabalho reprodutivos e os ndo reprodutivos (PRESTES; CUNHA, 2012).

A organizacdo do trabalho dentro de um ninho de salvas estd associada ao
tamanho da casta de individuos (polimorfismo), assim, individuos de tamanhos variados
podem desempenhar fungdes diferentes, gerando padrbes de comportamento complexos
(MURATORE e TRANIELLO, 2020). Em um ninho de salvas, as castas de individuos
encontradas incluem funcdes especificas, como: rainha (reprodutora), soldados (protecéo
e forrageamento), operarias forrageiras (forrageamento e carregamento), operarias
generalistas (diversas funcdes) e jardineiras (cuidados com o fungo, prole, manutencao e
limpeza do fungo e do ninho) (BUENO et al., 2024).

O sucesso da organizacao do trabalho dentro da sociedade é altamente dependente
do polimorfismo, de modo que, aqueles individuos que desempenham funcbes mais

Especializadas séo mais eficientes do que aqueles com fungdes generalistas (MURATORE
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e TRANIELLO, 2020; BARRERA et al., 2022). As operérias de salvas sdo os individuos
que realizam muitas atividades na manutencdo do ninho, sendo, por isso, muito
importantes no equilibrio da divisdo do trabalho (MURATORE et al., 2022).

Devido a essas relagdes complexas, o controle das satvas tem sido dificultado e
limitado ao uso de inseticidas quimicos, como iscas toxicas a base de sulfluramida ou
fipronil (BRITTO et al., 2016). As iscas toxicas sao pellets compostas de um componente
atrativo as formigas, geralmente polpa citrica misturada com 6leo vegetal e 0 componente
de acdo toxica, no caso o inseticida (GANDRA et al., 2016). A eficacia das iscas toxicas
no controle das formigas esta associada a sua alta atratividade e acdo retardada em causar
mortalidade, o que permite que o ingrediente ativo se distribua nas camaras, levando a
mortalidade do ninho em alguns dias (FORT]I et al., 2007).

Contudo, o uso desses ingredientes ativos esta sendo restringido, uma vez que, no
caso do fipronil, em 2003, foi detectado efeitos de desregulacdo no organismo do insetos
causados por essa molécula (BOULOGNE et al., 2014); e em relacdo a sulfluramida, os
problemas estdo relacionados a seus efeitos persistentes ao ambiente, conforme debatido
na Convencdo de Estocolmo sobre Poluentes Organicos Persistentes (POPs), pois o
produto da degradacdo das moléculas resulta em &cido perfluorooctanoico sulfénico
(PFOS), composto persistente e acumulavel, passivel de causar impactos a satde humana
e ambiental (GUIDA et al., 2023). Dessa forma, é necessaria a busca por moléculas e
substancias quimicas que sejam eficientes no controle das satvas, podendo substituir tais
compostos toxicos das iscas, bem como apresentar baixo impacto ambiental, seguranca a
salide humana e animal, constituindo um grande desafio para o manejo dessas pragas.

Alguns compostos quimicos ja existentes podem apresentar potencial efeito toxico
em formigas cortadeiras, como € o caso de fungicidas, que vem sendo estudados
atualmente, como quinona (SCUDILLIO et al., 2023). A grande maioria dos estudos tem
enfatizado a agéo tdxica dos compostos ao fungo simbionte das formigas cortadeiras,
contudo, efeitos subletais ou até mesmo tdxicos nos individuos ndo podem ser descartados
e merecem investigagoes.

Efeitos tdxicos de ingredientes ativos potencialmente fungicidas, como a
ciclohexamida, em salvas (Atta sexdens) tém sido reportados e, embora ainda nao esteja
esclarecido o0 mecanismo de acdo desses compostos as formigas, mortalidade moderada

foi verificada para esse composto (SOUSA et al., 2018).
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Outra vantagem do uso de alguns fungicidas reside no fato de que os individuos
podem n&o detectar facilmente sua presenca, dessa maneira, a dispersao dentro da colonia
pode contaminar outros individuos e, além de exercer uma acdo tdxica as formigas,
também é provavel que atinja o fungo cultivado (SCUDILLIO et al., 2023).

Uma alternativa importante seria a utilizacdo de compostos de plantas, como o
timol, um monoterpeno aromatico extraido do 6leo de tomilho (Thymus vulgaris L.)
(JANNATI et al., 2021), cuja acdo tdxica de contato em formigas cortadeiras ja foi
relatada para a espécie Acromyrmex balzani (DANTAS et al., 2023). Dessa maneira, €
possivel que essa molécula possa exibir acdo toxica a outras espécies de formigas
cortadeiras, sendo mais uma molécula em potencial para substituir os ingredientes ativos
utilizados em iscas.

Diante dessa necessidade de se conhecer novas substancias de acdo tdxica as
salvas, neste trabalho, foram levantadas as hipdteses de que fungicidas comerciais e
compostos de plantas, como o timol, podem apresentar efeitos toxicos as operarias de
Atta laevigata em laboratorio. Para testar as hipéteses, objetivou-se avaliar a toxicidade

de fungicidas comerciais e do timol as operéarias da formiga-cortadeira A. laevigata.
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RESUMO

As formigas cortadeiras representam um alto risco de perdas econdmicas para as culturas
agricolas, pastagens e areas florestais. O controle quimico continua sendo o método mais
utilizado e eficiente no combate a esses insetos-praga. No entanto, hd uma necessidade
urgente de identificar novas substancias com acdo formicida e fungicida, que apresentem
menor impacto a satde humana e ao meio ambiente. Este trabalho teve como objetivo
avaliar a toxicidade de fungicidas comerciais sobre as operarias da formiga cortadeira
Atta laevigata por meio de ingestdo e contato. O estudo foi conduzido no Laboratorio de
Mirmecologia da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia (UESB), campus de
Vitéria da Conquista, Bahia. Foram realizados dois bioensaios, um para avaliagdo por
ingestdo e outro por contato, ambos em delineamento inteiramente casualizado (DIC),
com 11 tratamentos e trés repeticdes, totalizando 33 parcelas. Os tratamentos foram: 1, 2
e 3 - Iprodiona (20, 30 e 40 pL mL™); 4, 5 e 6 - Fluazinam (20, 30 e 40 uL mL™); 7,8
9 - Flutriafol (20, 30 e 40 puL mL™"); 10 - Controle positivo (Sulfluramida 0,1%); 11 -
Controle negativo (agua). Cada repeticdo consistiu de 10 operarias acondicionadas em
potes plasticos transparentes, totalizando 30 operarias por tratamento. No bioensaio |
(ingestdo), os tratamentos foram incorporados a dieta de polpa citrica oferecida as
operarias. No bioensaio Il (contato), utilizou-se papel filtro imerso na solugdo de cada
tratamento, com as operarias expostas ao papel por 48 horas. No bioensaio I, a
mortalidade acumulada foi registrada durante 21 dias ap6s o inicio do experimento. No
bioensaio 1l, a mortalidade foi avaliada até 48 horas apds a exposicdo. Os resultados
indicaram que apenas o ingrediente ativo prodiona, na concentracdo de 30 pL mL™,
apresentou efeito significativo na sobrevivéncia das operarias em relacao ao controle. Os
ingredientes ativos fluazinam e flutriafol ndo apresentaram diferencas significativas na
sobrevivéncia das operarias de A. laevigata em relacdo ao controle. As estimativas do
Tempo Letal Mediano (TLso) variaram entre 40,35 e 110,49 horas, demonstrando
quetodos os tratamentos apresentaram algum nivel de toxicidade as operarias de A.
lavigata. Entretanto, no bioensaio de contato, ndo foram observadas diferengas
significativas na mortalidade entre os tratamentos ao longo do periodo de avaliagéo.

Palavras-chave: Attini, Formiga-cortadeira, controle, agrossistema.

ABSTRACT

Leaf-cutting ants pose a considerable risk of economic losses to agricultural crops,
pastures, and forest areas. Chemical control remains the most widely used and efficient
method to combat these insect pests. However, there is an urgent need to identify new
substances with anti-ant and fungicidal action that have less impact on human health and
the environment. This study aimed to evaluate the toxicity of commercial fungicides on
workers of the leaf-cutting ant Atta laevigata through ingestion and contact. The study
was conducted at the Myrmecology Laboratory of the Universidade Estadual do Sudoeste
da Bahia (UESB), Vitoria da Conquista campus, Bahia. Two bioassays were performed,
one for evaluation by ingestion and the other by contact, both in a completely randomized
design (CRD), with 11 treatments and three replicates, totaling 33 plots. The treatments
were: 1, 2, and 3 - Iprodione (20, 30, and 40 puL mL?); 4, 5 and 6 - Fluazinam (20, 30 and
40 uL mL™); 7, 8 and 9 - Flutriafol (20, 30 and 40 pL mL™!); 10 - Positive control (0.1%
sulfluramid); 11 - Negative control (water). Each replicate consisted of 10 workers housed
in transparent plastic pots, totaling 30 workers per treatment. In bioassay | (ingestion),
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the treatments were incorporated into the citrus pulp diet offered to the workers. In
bioassay Il (contact), filter paper immersed in the solution of each treatment was used,
with the workers exposed to the paper for 48 hours. In bioassay I, cumulative mortality
was recorded for 21 days after the start of the experiment. In bioassay 11, mortality was
evaluated up to 48 hours after exposure. The results indicated that only the active
ingredient iprodione, at a concentration of 30 uL mL™, had a significant effect on worker
survival compared to the control. The active ingredients fluazinam and flutriafol did not
show significant differences in the survival of A. laevigata workers compared to the
control. The estimates of Median Lethal Time (LTso) ranged from 40.35 to 110.49 hours,
demonstrating that all treatments presented some level of toxicity to A. laevigata workers.
However, in the contact bioassay, no significant differences in mortality were observed
between treatments throughout the evaluation period.

Keywords: Attini, Leaf-cutter ant, control, agrosystem.

3.1 INTRODUCAO

As formigas dos géneros Atta (Fabricius, 1804) e Acromyrmex (Mayer, 1865),
pertencentes a familia Formicidae (Hymenoptera), sdo conhecidas como formigas
cortadeiras devido ao seu comportamento de desfolhamento. No Brasil, sdo encontradas
nove espécies de Atta e 21 espécies de Acromyrmex, representando mais de 60% de todas
as formigas cortadeiras do mundo, o que tem gerado grandes prejuizos causados pelas
infestacdes, gerando impactos econémicos significativos (Fujihara et al., 2013).

As formigas cortadeiras sdo insetos sociais e se organizam em castas (rainha,
soldados, forrageiras, generalistas e jardineiras), realizando divisao de tarefas, tanto no
interior como no exterior dos ninhos (Sujimoto, 2018). Elas cortam e carregam partes
frescas de plantas para usar como substrato no cultivo do fungo simbionte Leucoagaricus
gongylophorus (Britto et al., 2016; Giesel et al., 2021). A relagdo simbidtica mutualistica
obrigatdria entre as formigasc ortadeiras e o fungo, na qual ambas as partes se beneficiam
(Orozco et al., 2018), favorece o grande sucesso na exploracdo de recursos vegetais e
dificulta a utilizacdo de alguns métodos de controle.

Devido ao corte de inUmeras especies vegetais para o cultivo do fungo, as formigas
cortadeiras provocam danos econdmicos significativos em areas agricolas, pastagens e
reflorestamento, principalmente eucalipto e pinus (Da Silva et al., 2020). A herbivoria
desses insetos pode causar danos significativos aos agrossistemas, em cultivos
convencionais, e as perdas na produtividade podem representar de 12 a 17%. No caso do
cultivo de eucalipto, essas perdas sdo ainda mais significativas, podendo chegar a 60%.
Se ndo houver controle adequado, isso pode resultar na perda total do cultivo, tornando

toda a cadeia insustentavel economicamente (Lemes & Zanudncio, 2019).
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O desfolhamento provocado pelas formigas cortadeiras pode ocorrer em qualquer
fase de desenvolvimento das plantas, o que torna necessario um controle eficaz para
garantir a produtividade das culturas (Pereira, 2021). O controle quimico, por meio do
uso de iscas toxicas, € 0 método mais comum, com destaque para 0s ingredientes ativos
Sulfluramida e Fipronil. A Sulfluramida, principal ingrediente ativo das iscas formicidas,
possui restricdo de uso em varios paises, pois foi enquadrada como Poluentes Organicos
Persistentes (POPs) pela Convencdo de Estocolmo, devido ao impacto na contaminacgéo
da agua e do solo, além de prejudicar a fauna e a flora, 0 uso desse pesticida envolve
risco s relacionados aos compostos quimicos resultantes de sua degradacao (Bion, 2019).

Recentemente um novo ativo, o isocicloseram, apresentou eficiéncia em
laboratério e campo para utilizacdo em iscas formicidas, com mortalidade da coldnia de
A. sexdens nas concentracfes entre 0,075 e 0,3%, em laboratdrio e em iscas, nas
concentragfes de 0,2 e 0,3% em campo nas espécies A. sexdens, A. laevigata e
Acromyrmex lundii, nas dosagens de 6, 10 e 12 g m™ do ninho (Zanetti et al., 2024). Ja
existe o registro de uma isca a base do ingrediente ativo isocicloseram, com registro
no MAPA sob n° 11223 (Isocicloseram, 2024). No entanto, apesar da existéncia de um
novo ingrediente ativo em iscas toxicas no mercado, ainda existe a necessidade de
buscar compostos efetivos no controle das operarias de formigas cortadeiras e/ou
de seu fungo simbionte que apresentam uma maior seguranca ambiental, pois a isca
acima esta inserida na classe Il em relacéo a classificacdo do potencial de periculosidade
ambiental, o que significa um produto muito perigoso ao meio ambiente.

Dessa forma, com base nos aspectos levantados acima, o presente trabalho teve
por objetivo avaliar a toxicidade de fungicidas comerciais (iprodiona, fluazinam e
flutriafol) nas operarias da formiga-cortadeira A. laevigata, por ingestdo e contato em

laboratério.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Local de estudo e material bioldgico
Este estudo foi realizado no Campo Experimental e no Laboratério de
Mirmecologia da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, UESB, campus de Vitoria
da Conquista, Bahia.
O material biologico para realizacdo dos bioensaios € coletado anualmente,
durante o periodo da revoada. As coletas de rainhas recém-copuladas foram realizadas
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durante o periodo da revoada, que ocorre em Vitoria da Conquista nos meses de
outubro adezembro, no periodo das chuvas com temperaturas elevadas. Ap6s 0 voo
nupcial e acopula, a rainha desce ao solo para iniciar a escava¢do do novo ninho no
solo para estabelecimento da col6nia, nesse momento, sdo realizadas as coletas das
rainhas recém- copuladas e levadas ao laboratério de Mirmecologia da UESB. Como a
mortalidade de rainhas nessa fase inicial é muito alta, chegando a 99,95%, segundo
pesquisas de Autuori (1950), sdo coletadas entre 500 e 1000 rainhas para que
possamos conseguir uma sobrevivéncia de 5 a 10% em laboratdrio.

As colbnias de A. laevigata, apds o estabelecimento em Laboratdrio,
foram acondicionadas em recipientes de plastico transparente, com uma camada de
gesso no fundo para manter a umidade do jardim de fungo. Posteriormente, outros dois
recipientes foram interligados por tubos plasticos transparentes, um para fornecimento
do substrato vegetal e outro para deposicdo do lixo (material exaurido da esponja de
fungo).

Para manutencdo das coldnias no laboratdrio, sdo utilizados varios substratos
vegetais frescos (folhas de Acalipha sp., Eucalyptus, Citrus e outros) e material seco
(quirera de milho e aveia em flocos). Diariamente, era realizada a retirada do lixo e
limpeza dos potes para evitar contaminagéo das col6nias. Para a condugéo dos bioensaios,
além da utilizacdo das operarias de A. laevigata, foi também confeccionada uma dieta
artificial para adicdo dos tratamentos e manutencdo das operérias. A dieta artificial foi
produzida conforme metodologia desenvolvida por Nagamoto et al. (2004) e estabelecida
pelo MAPA (2009). Laranjas organicas (cultivadas sem agrotdxicos) foram lavadas com
detergente neutro, descascadas e, apds a extracdo do suco, foram colocadas em estufas
para secagem e posteriormente moidas, e adicionada a uma solucdo de sacarose a 10%,

até a formacao de uma pasta (Figura 1).

3.2.2 Bioensaio | — toxicidade de fungicidas comerciais as operarias de Atta

laevigata por ingestao

Esse bioensaio consistiu na utilizacdo de trés fungicidas comerciais, Fluazinam,
Iprodiona e Flutriafol (Figura 2), pertencentes aos grupos quimicos Fenilpiridinilamina,
Dicarboximida e Triazol, respectivamente. Os fungicidas testados possuem modos de
acao diferentes: fluazinam atua na fosforilagdo oxidativa, o iprodiona na transducéo do
sinal osmotico e o flutriafol atua como inibidor da biossintese de ergosterol (Forcelini,
1994).
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O bioensaio foi realizado em delineamento inteiramente casualizado (DIC), com
11 tratamentos e trés repeticoes, totalizando 33 parcelas. Os tratamentos utilizados foram:
1. Iprodiona 20 pL; 2. Iprodiona 30 pL; 3. Iprodiona 40 uL; 4. Fluazinam 20 uL; 5.
Fluazinam 30 pL; 6. Fluazinam 40 ul; 7. Flutriafol 20 pL; 8. Flutriafol 30 pL; 9.
Flutriafol 40 pL; 10. Sulfluramida 0,1 %; 11. Agua. Cada repeticdo contou com 10
operérias dispostas em potes plasticos transparentes, contendo a dieta + respectivo
tratamento, totalizando 30 operarias por tratamento. As caldas, contendo os fungicidas,
foram preparadas com agua destilada e adicionadas a dieta.

Nos potes, forrados com papel filtro, colocou-se aproximadamente 1 g da dieta
(contendo o tratamento) (Nagamoto et al., 2004) sobre um pedago de papel aluminio.
Operarias de A. laevigata com 10 a 15 mg foram coletadas das col6nias e acondicionadas
em bandeja plastica branca, com as paredes laterais revestidas com talco neutro
econtendo um pedaco de algoddo embebido em agua destilada para manter a umidade. Em
seguida, procedeu-se a transferéncia das formigas das bandejas para os potes ja contendo
a dieta, acrescida do tratamento (10 formigas por placa), permanecendo nesta condicao
por 24 horas. Apos esse periodo, a dieta contendo os tratamentos foi retirada de todas as
parcelas e, em seguida, foi oferecido apenas a isca de polpa citrica pura para manutencao
das operarias durante o periodo de avaliag&o.

Os potes devidamente identificados foram distribuidos aleatoriamente e
permaneceram em ambiente com temperatura de 25£1°C e umidade relativa de 70% +10.
As avaliagOes foram realizadas anotando-se a mortalidade acumulada de operérias, no
periodo de 1, 2, 3, 5,7, 9, 11, 14, 17 e 21 dias, ap0s a aplicacdo da dieta com o0s

tratamentos.

3.2.3 Bioensaio Il - toxicidade de fungicidas comerciais as operarias de Atta

laevigata por contato

O bioensaio de contato foi realizado usando-se papel filtro (90 mm de didmetro)
imerso por 30 segundos em um becker de vidro de 100 ml, contendo a calda referente a
cada tratamento (mesmos tratamentos e delineamento experimental do bioensaio 1).
Posteriormente a imersao, os papeis-filtro foram colocados para secar em temperatura
ambiente e, ap6s 30 minutos, foram utilizados para forrar o fundo dos recipientes e, em
seguida, foram colocadas dez operarias em cada recipiente, contendo dieta a base de polpa
citrica para manutencao das operarias. A mortalidade acumulada foi avaliada nos tempos
de 2, 6, 8, 24 e 48 horas (adaptada de Marcomini et al., 2009).
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3.2.4 Andlises estatisticas

Os dados de sobrevivéncia referentes aos bioensaios de ingestio e contato foram
analisados por meio de curvas de sobrevivéncia, utilizando-se o estimador de Kaplan-
Meier e a comparacdo multipla das curvas foram realizadas pelo teste Long-Rank (Holm-
Sidak test; p < 0,05). Utilizou-se o software SigmaPlot 12.5 (SYSTAT, San Jose, CA,
USA, 2013) para a execucdo da analise. As estimativas do Tempo Letal Mediano (TL50)
para cada tratamento foram determinadas por meio de Analise de Probit, utilizando a
funcdo PROC PROBIT do software SAS (SAS Institute, SAS, Cary, NC, 2020).

Para verificar os efeitos dos tratamentos na mortalidade das operéarias ao longo
do tempo, foi realizado o ajuste de modelos de regressdo utilizando-se os critérios
da parcimonia, ou seja, escolha do modelo mais simples que melhor explica os dados,
maiores valores de R2, maiores valores de F e significancia a 5% de probabilidade. Os
ajustes de regressdo foram executados no software TableCurves2D (SYSTAT, San Jose,
CA, 2002). Modelos Lineares Generalizados (GLM) foram construidos para verificar
efeitos dos tratamentos nas operérias de A. laevigata. A distribuicdo adotada foi a de
Poisson com funcdo de ligagdo log. Utilizou-se os pacotes “Ime4” (Bates, 2014) e
“emmeans” (Lenth, 2022) do ambiente livre R 4.4.2 (R Core Development, 2024).

3.3 RESULTADQOS

3.3.1 Curvas de sobrevivéncia e toxicidade de fungicidas as operarias de A. laevigata

por ingestao

As curvas de sobrevivéncia de operarias de A. laevigata, expostas a fungicidas em
bioensaio de ingestdo, diferiram significativamente entre si (Figura 3). As curvas de
sobrevivéncia das operarias submetidas ao ingrediente ativo Iprodiona nédo diferiram da
sulfluramida e do controle, com excecdo da concentracéo de 30 uL mL™?, cujas diferencas
na sobrevivéncia foram encontradas, quando comparadas com o controle (32 = 13,980; p
<0,01) (Figura 3A).

Considerando o ingrediente ativo fluazinam, a sobrevivéncia de operarias de A.
laevigata ndo diferiram entre as concentracOes e a sulfluramida e o controle. As
estimativas do Tempo Letal Mediano (TL50) para os tratamentos foram diferentes entre
si pela analise de Probit e variaram entre 40,35 e 110,49 horas, indicando que todos 0s

tratamentos exibiram toxicidade as operéarias (Figura 4).
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Para o ingrediente ativo Iprodiona, nas concentragdes de 20, 30 e 40 uL mL™,
as estimativas de TL50 foram de 80,86; 40,35 e 87,17 horas (Figura 3 A, B e C).
Para fluazinam, as estimativas de TL50 foram de 62,42; 68,25 e 102,57 horas

para as respectivas concentrages de 20, 30 e 40 uL mL* (Figura 3 D, E e F). As
estimativas de TL50, para as concentracdes de 20, 30 e 40 pL mL™ considerando o
ingrediente ativo flutriafol, foram de 74,11; 106,01 e 97,35 horas, respectivamente (Figura
3 G, Hel). Para os tratamentos sulfluramida e controle, os valores de TL50 estimados

foram de 60,43 e 110,49 horas, respectivamente (Figura 4 J e K).

3.3.2 Mortalidade de operarias de A. laevigata em funcdo do tempo de avaliacdo

e dos fungicidas testados

De acordo com os modelos de regressdo, foram encontradas diferencas
significativas para a mortalidade de operarias de A. laevigata, expostas aos tratamentos
no bioensaio de ingestdo, ao longo do tempo de avaliacdo (Figura 5). Para todos os
tratamentos, foram ajustados modelos de regressdo simples, com alto valor de R2
Verificou-se que a mortalidade aumentou rapidamente e suavemente de forma linear
em funcdo do tempo de avaliacdo para todos os tratamentos nos modelos selecionados
(Figura 4). A mortalidade de operéarias de A. laevigata, expostas aos tratamentos no
bioensaio de ingestdo, foi significativamente diferente, considerando o intervalo de
tempo de avaliacdo de 1 a 11 dias (Figura 6).

Foi verificado que, no primeiro dia de avaliacdo, a mortalidade de operarias variou
entre os tratamentos, com maiores valores médios de mortalidade para o ingrediente ativo
iprodiona, na concentragio de 30 pL mL* (40%), e os menores valores de mortalidade
para fluazinam 40 pL mL™ (3,33%), flutriafol 30 uL mL™?(3,33%) e controle (3,33%)
(Figura 6 A). Para os demais tempos de avaliacdo, ndo foram encontradas diferencas

significativas na mortalidade de operarias em funcéo dos tratamentos.

3.3.3 Curvas de sobrevivéncia e mortalidade de operarias de A. laevigata em

bioensaio de contato com fungicidas comerciais

As estimativas das curvas de sobrevivéncia de operarias de A. laevigata variaram
entre os tratamentos no bioensaio de contato (Figura 7). Para todos os fungicidas, todas
as curvas de sobrevivéncia foram diferentes entre as concentracGes estudadas em
comparacdo com sulfluramida e controle (Figura 7A). Os valores de sobrevivéncia das

curvas estimadas para as trés concentragfes de iprodiona, quando comparados com o
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controle, foram menores entre si (iprodiona 20 uL mL™: 42 =17,706; p <0,001; iprodiona
30 pL mL: 42 =10,370; p < 0,01 e iprodiona 40 uL mL*: »> = 19,845; p < 0,0001)
e maiores em comparacdo com os valores de sobrevivéncia de operarias expostas a
sulfluramida (iprodiona 20 uL mL™: 42 = 72,904; p < 0,0001; iprodiona 30 puL mL™: o2
=95,792; p <0,0001 e iprodiona 40 pL mL*: > =69,498; p < 0,0001) (Figura 7A).

Considerando as curvas de sobrevivéncia estimadas para fluazinam, o mesmo efeito
foi observado, maiores valores de sobrevivéncia para as trés concentracdes comparadas
com a sulfluramida (fluazinam 20 pL mL%: 42 = 61,895; p < 0,0001; fluazinam 30 pL
mL: 2 = 100,422; p < 0,0001 e fluazinam 40 uL mL™: 4> = 101,402; p < 0,0001) e
menores em comparacgdo com o controle (fluazinam 20 pL mL™: 42 = 27,288; p < 0,01;
fluazinam 30 puL mL™: 2 = 7,271; p < 0,05 e fluazinam 40 uL mL™: 42 = 8,448; p <
0,0001) (Figura 7B).

A sobrevivéncia de operarias de A. laevigata para o ingrediente ativo flutriafol
também variou de forma significativa entre as concentracdes, sufluramida e controle
(Figura 6C), cujos menores valores de sobrevivéncia foram verificados entre as trés
concentragdes e o controle (flutriafol 20 pL mL™: 42 = 15,273; p < 0,001; flutriafol 30
puL mL: 42 = 88,888; p < 0,0001 e flutriafol 40 uL mL™: 42 = 57,558; p < 0,0001) e 0s
maiores valores das respectivas concentracbes em compara¢do com a sobrevivéncia
média encontrada na sulfluramida (flutriafol 20 uL mL™: 4> = 83,427; p < 0,0001;
flutriafol 30 uL mL™: 42 =4,062; p <0,05 e flutriafol 40 uL mL™: 4>=22,022; p<0,0001)
(Figura 6C). Foram verificadas diferengas significativas na mortalidade de operarias
de A. laevigata, expostas aos tratamentos no bioensaio de contato, em funcdo do
tempo de avaliacdo (Figura 8).

Assim como no bioensaio de ingestdo, foram selecionados modelos simples, sendo
1 linear e 2 ndo lineares (Y = at+bx ; ¥ = a+bx®® e Y = a+bx?), com alto valor de R
Considerando o fungicida iprodiona, nas concentragdes de 20 e 30 pL mL?, foram
ajustados modelos quadraticos com pontos de minima mortalidade estimados pela
derivagdo, nos intervalos de 13,94 (0,19% de mortalidade) e 16,12 (0,49% de
mortalidade) horas; apds esses pontos, a mortalidade aumentou de forma linear suave. Ja
para a concentracio de 40 pL mL™?, o modelo ajustado foi linear crescente, ou seja, a
mortalidade aumentou a medida que houve aumentos no tempo de avaliacdo (Figura 8
A).

Houve ajuste de modelo quadréatico para explicar o efeito dos tempos de avaliacéo,

quando utilizada a concentragio de 20 uL mL™ do fungicida fluazinam, o ponto de
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minima mortalidade, no tempo de 26,52 horas (6,00% de mortalidade). A partir desse
ponto, a mortalidade aumentou em func&o dos tempos de avaliagdo. Para 30 L mLte 40
uL mL? de fluazinam, os modelos de regressdo ajustados também foram quadraticos,
com pontos de minimo de 11,13 (3,1%) e 15,64 (5,0%) horas, com aumentos a partir
desses intervalos estimados (Figura 8B).

Considerando o fungicida flutriafol, foram ajustados modelos quadraticos para
as concentracdes de 20 e 40 uL mL*, com estimativas dos pontos de minima mortalidade
significativa ocorrendo nos intervalos de 22,44 (1,67%) e 15,40 (1,00%) horas, havendo
aumento na mortalidade a partir desses intervalos de tempo (Figura 8C). Para a
concentracdo de 30 uL mL™?, foi ajustado um modelo linear crescente, com a mortalidade
aumentando conforme aumentava o tempo de avaliacao (Figura 8C). Para a mortalidade
com a sulfluramida, o modelo ajustado foi quadratico, com ponto de minima
mortalidade em 22,44 horas (3,33%), a partir do qual houve aumento em fungéo do
tempo de avaliagdo. Para o tratamento controle, ndo foi possivel ajuste de modelo de
regressao significativo para explicar o seu efeito na mortalidade de operérias de A.
laevigata. Ndo foram encontradas diferencas significativas na mortalidade de operarias
de A. laevigata entre os tratamentos no bioensaio de contato ao longo dos dias de

avaliacdo (Figura 9).

3.4 DISCUSSAO

3.4.1 Toxicidade de fungicidas as operarias de A. laevigata por ingestdo

Os resultados obtidos indicaram que os compostos com acdo fungicida podem
apresentar acao inseticida aditiva, a exemplo do Iprodiona que, na concentracao de 30 puL
gl, apresentou diferenca na curva de sobrevivéncia das operarias de A. laevigata em
relacdo ao controle, esse ingrediente ativo pertence ao grupo das dicarboxamidas,
caracterizado pelo mecanismo de acdo denominado transducdo do sinal osmético (E3).
Outros fungicidas com mecanismos de acéo diferentes ja apresentaram efeito toxico por
ingestdo, a exemplo do trabalho de Medeiros (2018), que observou efeito toxico por
ingestdo em formigas operarias de Atta sexdens com a mistura dos fungicidas
Piraclostrobina + Metconazole (nas concentragdes 0,025, 0,05, 0,075, 0,1 e 0,2%), que
pertencem aos grupos quimicos estrobilurina e triazol, respectivamente, que atuam como
inibidores do transporte de elétrons nas mitocéndrias, inibindo a formacdo de ATP e da
biossintese do ergosterol, o qual é um constituinte da membrana celular dos fungos.

De acordo com Fernandes et al. (2022), a busca por compostos com maior
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especificidade, dirigidos ao controle de formigas-cortadeiras por acdo fungicida,
formicida ou ambos, € bastante desejavel, com curva de sobrevivéncia apresentando
mortalidade mais rapida, comparada ao tratamento com agua controle, mostrando, em
laboratdrio, potencial para controle.

Em relagdo ao Tempo Letal Mediano (TL50), o ingrediente ativo Iprodiona,
na concentracgdo de 30 uL mL-1, apresentou uma toxicidade importante, pois apresentou
um TL50 de 40,35 horas, que foi inferior ao controle positivo, sulfluramida, com 60,43
horas e bem menor que o controle, que foi de 110,49 horas. Oliveira (2015) observou
uma toxicidade significativa, com TLso de 24 e 48 horas, para as espécies de formigas
Atta sexdens e Acromyrmex balzani, respectivamente, com extrato de Aristolochia
trilobata. Foi obtida uma mortalidade significativa também com o extrato etanolico de
Eugenia dysenterica em A. laevigata, com um TLso de aproximadamente 36 horas,
apos a exposicdo (Faleiros et al., 2022). Alguns extratos de plantas ja testados
apresentaram uma acdo toxica, tanto nas formigas quanto no fungo simbionte, a
exemplo das espécies Sesamum indicum (Pedaliaceae) (Bueno et al., 1994; Morini et al.,
2005) e Cedrela fissilis (Meliaceae) (Bueno et al., 2005).

Os resultados obtidos neste trabalho, com os fungicidas Iprodiona, Fluazinam
e Flutriafol, que mostraram mortalidade a operarias de A. laevigata por ingestdo, em
especial o Iprodiona, que possui mecanismo de acdo denominado transducdo do sinal
osmatico (E3), corroboram as observaces realizadas por Sousa et al. (2018) que testaram
varias concentracdes do fungicida cicloheximida por ingestdo e obtiveram uma
mortalidade moderada de 45,57%, com uma concentracdo de 1% para A. sexdens.

O fungicida iprodiona apresentou uma mortalidade de 40% por ingestdo, com
24 horas ap0Os a aplicagdo do tratamento, na concentracio de 30 pL g*, enquanto
os fungicidas fluazinam e flutriafol apresentaram apenas 3,33% de mortalidade
nas concentracdes de 40 e 30 pL g?, respectivamente. Assim, os fungicidas testados
ndo podem ser considerados como potencial formicida, devido a sua baixa mortalidade
em alta concentracdo (menor 50%), considerando o agrupamento em classes distintas
de triagem de formicidas, que foram definidas como: (a) Classe I: com uma taxa
de mortalidade menor que 90% no final do periodo de teste, (b) Classe Il: compostos
que matam rapidamente em altas concentracdes (mortalidade acima de 15% apés 24 h e
maior que 90% no final do periodo de teste) e causam mortalidade total abaixo de

90% em baixas concentragdes, (c) Classe Ill: compostos de acdo retardada com
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mortalidade menor que 15% apds 24 h, mas acima de 90% no final do periodo de teste
em uma ampla faixa de concentracdes, de 1 a 9, (d) Classe IV: semelhante a Classe lI,
diferindo daqueles por sua acao retardada em uma faixa de concentracdo de 10 a 99, (e)
Classe V: compostos raros com acdo retardada em faixas de concentracdo acima de 100
(Stringer et al., 1964; Lofgren et al., 1967; Vander Meer et al., 1985).

3.4.2 Toxicidade de fungicidas as operarias de A. laevigata por contato

Em relacdo a acdo de contato dos fungicidas testados, foi observado, pelos
resultados obtidos, que os fungicidas iprodiona, fluazinam e flutriafol apresentaram uma
acdo de contato nas trés concentragdes testadas, pois a sobrevivéncia das operarias de A.
laevigata foram menores, quando comparadas ao controle, no entanto, foram maiores em
relacdo a sulfluramida, indicando que, mesmo tendo uma acao de contato, essa a¢do nao
foi importante e essa baixa acdo na mortalidade de operérias pode ser justificada pelo
trabalho de Scudillio et al. (2023), os quais observaram que o fungicida inibidor de
quinona causou 100% de mortalidade em decorréncia do alogrooming e autolimpeza
entre as formigas operarias de Atta sexdens rubropilosa e confirmaram a hipotese de que
as interacGes sociais entre as operdrias aumentam a dispersdo do fungicida e a
contaminacédo por meio dos comportamentos de limpeza, autolimpeza e toque.

Em relacdo a mortalidade de operarias de A. laevigata ao longo do tempo
de avaliacdo, por acdo de contato, para os fungicidas utilizados, ndo foram observadas
alteracdes significativas em relacdo ao tempo de observagdo. Em bioensaio de
nebulizacéo, verificando a acdo de contato dos fungicidas Piraclostrobina, Metconazole
e Epoxiconazole, nas concentracbes de 0,5, 1,0 e 2,0%, Medeiros (2018) observou que
ndo houve sucesso na aplicacdo das coldnias em laborat6rio, mesmo os fungicidas tendo
apresentado acdo no fungo e nas formigas, quando isolados. Em trabalho testando
compostos sintéticos contendo o grupo piperonyl, foi observada uma inibicao in vitro no
desenvolvimento de L. gongylophorus e uma mortalidade maior do que o controle das
operéarias de A. sexdens, alimentadas com a dieta contendo o composto (Victor et al.,
2001).

Uma hipodtese para o insucesso de controle do fungo simbionte das formigas
cortadeiras com fungicidas € que o fungo libera compostos volateis que informam as
formigas que um substrato é inadequado para seu crescimento (North et al., 1999), no
entanto, Sousa et al. (2020) ndo encontraram diferengca na propor¢do de compostos

volateis liberados por jardins de fungos saudaveis ou ndo saudaveis e concluiram que
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nenhum semioquimico volatil é emitido pelo jardim de fungos, devido & agdo de

substancias deletérias.
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RESUMO

As formigas cortadeiras séo insetos de grande importancia econdémica em areas agricolas,
pastagens e reflorestamentos, necessitando da utilizacdo de métodos de controle.
Atualmente o unico método eficiente € o quimico, que vem provocando impactos
ambientais indesejaveis. Assim, existe uma necessidade de identificar novas substancias
com acao formicida e fungicida, que apresentem menor impacto & saude humana e ao
meio ambiente. Este trabalho teve como objetivo avaliar a toxicidade do timol as
operérias da formiga cortadeira Atta laevigata por acdo de contato. O estudo foi
conduzido no Laboratorio de Mirmecologia da Universidade Estadual do Sudoeste da
Bahia (UESB), campus de Vitoria da Conquista, Bahia. O bioensaio com timol em
operarias de A. laevigata foi realizado em delineamento inteiramente casualizado (DIC),
com seis tratamentos e quatro repeti¢des, totalizando 24 parcelas. Os tratamentos foram:
1. Timol 0,1%; 2. Timol 0,3%; 3. Timol 0,6%; 4. Timol 1,8%; 5. Sulfluramida 0,1%
(controle positivo) e 6. Agua destilada (controle negativo). Cada repeticdo consistiu de
20 operarias, com um total de 80 operarias por tratamento e com avaliacdes até 48 horas
apos a exposicdo. Os resultados obtidos com as diferentes concentragcBes de timol
mostraram efeito toxico de contato as operéarias de A. laevigata, nos tempos de 24 e 48
horas ap0s a exposicdo de avaliagdo, com maior mortalidade nas menores concentragdes.

Palavras-chave: Attini, Formigas-cortadeiras, controle quimico, agrossistema, acao de
contato.

ABSTRACT

Leaf-cutting ants are insects of great economic importance in agricultural areas, pastures,
and reforestation, requiring the use of control methods. Currently, the only efficient
method is the chemical one, which has been causing undesirable environmental impacts.
Thus, there is a need to identify new substances with formicidal and fungicidal action,
which have less impact on human health and the environment. This study aimed to
evaluate the toxicity of thymol to workers of the leaf-cutter ant Atta laevigata by contact
action. The study was conducted at the Myrmecology Laboratory of the Universidade
Estadual do Sudoeste da Bahia (UESB), Vitéria da Conquista campus, Bahia. The
bioassay with thymol on workers of A. laevigata was carried out in a completely
randomized design (CRD), with six treatments and four replicates, totaling 24 plots. The
treatments were: 1. Thymol 0.1%; 2. Thymol 0.3%; 3. Thymol 0.6%; 4. Thymol 1.8%; 5.
Sulfluramid 0.1% (positive control); and 6. Distilled water (negative control). Each
replicate consisted of 20 workers, with a total of 80 workers per treatment and with
evaluations up to 48 hours after exposure. The results obtained with the different thymol
concentrations showed a toxic contact effect on A. laevigata workers at 24 and 48 hours
after exposure, with higher mortality at the lower concentrations.

Keywords: Attini, Leaf-cutting ants, chemical control, agrosystem, contact action.
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4.1 INTRODUCAO

As formigas cortadeiras habitam o continente americano desde o Sul dos Estados
Unidos até o centro da Argentina, e as que pertencem ao género Atta sdo popularmente
conhecidas como satvas (FORTI; BOARETTO, 1997). Sdo insetos que tem como habito
o corte de folhas frescas de diversas espécies que, posterior ao corte, sao transportadas para
o0 interior dos ninhos e acumuladas nas camaras, para servir de nutriente para o fungo
Leucoagaricus gongylophorus, com o qual apresentam uma relacdo simbionte (SOUZA
etal., 2011).

As plantas jovens sdo as que sofrem os maiores danos ocasionados pelas formigas
e, por serem mais vulneraveis e frageis, podem chegar a morte. Além disso, ocorre
também a reducdo da producéo das plantas, diminuicéo da resisténcia das mesmas e maior
suscetibilidade ao ataque de pragas e doencas (NICKELE et al., 2013).

As formigas cortadeiras sdo insetos sociais e se dividem em castas, esse
comportamento permite uma maior plasticidade a mudancas climaticas e a perda
numerosa de individuos, pois mesmo com a diminuicao da populacdo, ndo ha alteracdo
comportamental e da taxa de coleta de folhas. Esse tipo de organizacdo também torna as
formigas de dificil controle, pois, de forma conjunta, elas mantém a colénia produtiva e
protegida, tanto de ataques, como de contaminacéo do meio externo aos ninhos (BUENO,
2020).

Os métodos de controle utilizados sdo: controle mecanico, fisico-cultural,
biolégico e quimico (Da SILVA et al., 2021). Dentre os métodos citados, o controle
quimico sintético é o mais utilizado no controle das formigas cortadeiras, sendo a
sulfluramida, fipronil, deltametrina e clorpirifés os ingredientes ativos mais usados
(BRITO et al., 2016). A Sulfluramida, uma substancia popular, é aplicada em forma de
iscas granuladas, contudo, em poucos dias se transforma em Perfluorooctanossulfonato
(POFS), que € arrastado com a &gua das chuvas, infiltrando no solo, contaminando lengois
freaticos e mananciais (BION, 2019).

Desse modo, para atender as demandas de mercado e ambientais, sdo necessarios
estudos voltados a produtos com menor risco possivel a saide humana e ambiental.
Alguns inseticidas botanicos vém sendo estudados para controle de formigas cortadeiras
e vém apresentando um potencial promissor, principalmente quando se utiliza os
compostos isolados (Da SILVA et al., 2020). O timol tem atividade antimicrobiana

comprovada (REIS et al., 2023). O potencial formicida do timol esta sendo estudado, pois
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ja se tem vérios estudos demonstrando bioatividade com outros insetos-praga, como o
Sitophilus zeamays (MEMAR et al., 2017), além de ter também atividade antimicrobiana
comprovada (REIS et al., 2023).

Ha uma grande necessidade de novos produtos eficientes, economicamente
viaveis e com menor impacto ambiental para o controle de formigas cortadeiras. Assim,
0 presente estudo avaliou o efeito formicida do timol em contato com formigas cortadeiras

(Atta laevigata).

4.2 MATERIAL E METODOS
4.2.1 Local de estudo e material biolégico

Este estudo foi realizado no Campo Experimental e no Laboratério de
Mirmecologia da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, UESB, campus de Vitoria
da Conquista, Bahia.

O material bioldgico para realizacdo do bioensaio foi proveniente das col6nias ja
estabelecidas em laboratorio. Para a manutencdo das mesmas, sdo coletadas anualmente
rainhas recém-copuladas durante o periodo da revoada, que ocorre em Vitéria da
Conquista nos meses de outubro a dezembro. Apds o voo nupcial e a copula, a rainha
desce ao solo para iniciar a escavagdo do novo ninho no solo, para estabelecimento da
coldnia, nesse momento, sao realizadas as coletas das rainhas recém-copuladas e levadas
ao laboratorio de Mirmecologia da UESB. Nessa fase inicial, a mortalidade das rainhas é
bem elevada, chegando a 99,95%, segundo pesquisas de Autuori (1950), sdo coletadas
entre 500 e 1000 rainhas para que possamos conseguir uma sobrevivéncia de 5a 10% em
laboratdrio.

Depois de estabelecidas as colbnias, sdo utilizados varios substratos vegetais
frescos (folhas de Acalipha sp., Eucalyptus, Citrus e outros) e material seco (quirera de
milho e aveia em flocos) para a manutencdo das mesmas. Diariamente, era realizada a
retirada do lixo e limpeza dos potes para evitar a contaminacdo das colonias.

Para a conducdo do bioensaio, além da utilizacdo das operarias de A. laevigata, foi
também confeccionada uma dieta artificial para manutencdo das operarias durante o
periodo de avaliacbes. A dieta artificial foi produzida conforme metodologia
desenvolvida por Nagamoto et al. (2004) e estabelecida pelo Mapa (2009), e consistiu na
utilizac&o da polpa citrica desidratada e moida mais solucdo de sacarose a 10%, até a

formagéo de uma pasta.
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4.2.2 Toxicidade de Timol a operarias de Atta laevigata por contato

Para conducdo deste trabalho, foi usado Timol com 98,5 % de pureza, adquirido da
empresa comercial Sygma-Aldrich. As concentragdes utilizadas foram 0,1% (T1), 0,3%
(T2),0,6% (T3), 1,8% (T4), Sulfluramida 0,1% (T5) e &gua destilada (T6). O experimento
foi formado por quatro repeticdes e em cada repeticdo foram utilizadas 20 operarias,
totalizando 80 formigas por tratamento. O delineamento utilizado foi o Inteiramente
Casualizado (DIC). O papel filtro (90 mm de diametro) foi imerso por 30 segundos em
um becker de vidro de 100 ml, contendo a calda referente a cada tratamento.
Posteriormente a imersao, os papeis-filtro foram colocados para secar em temperatura
ambiente e, apds 30 minutos, foram utilizados para forrar o fundo dos potes em que as

formigas foram acondicionadas na sequéncia (Figura 1).
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Colénia de g Selegdo das operarias (1015 mg)

Atta laevigata y 4 ' de A.laevigata

e Y if
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Figura 4.1- Resumo da metodologia de montagem, conducéo e avaliacdo do bioensaio
sobre a acdo do timol as operérias de Atta laevigata in vitro.

Em cada pote, foi oferecida uma porcdo de dieta a base de polpa citrica para
manutencdo das operarias, conforme metodologia de Nagamoto et al. (2004) e
estabelecida pelo Mapa (2009). As avaliagdes ocorreram no periodo de 2, 4, 6, 8, 24 e 48
horas, apds o contato das operarias com o papel filtro, sendo observada a mortalidade das

mesmas (adaptada de Marcomini et al., 2009).
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4.2.3 Andlises estatisticas

A toxicidade de Timol em Atta laevigata foi determinada atraves da estimativa da
Concentracdo Letal Mediana (CL50), por meio da fungdo PROC PROBIT do software
SAS (SAS Institute, SAS, Cary, NC, 2020), seguindo Analise de Probit. Os dados de
mortalidade foram submetidos a Analise de Regressao (p < 0,05), adotando-se 0s critérios
de selecdo de modelos mais simples e significativos (parcimdnia), com alto valor de R?,
alto valor de F e significancia a 5% de probabilidade. O ajuste dos modelos de regresséo
foi executado no software TableCurves2D (SYSTAT, San Jose, CA, 2002).

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados sobre a toxicidade de timol a A. laevigata em bioensaio de contato,
sob condigdes de laboratdrio, estdo apresentados na Tabela 1. Foi verificado que o efeito
toxico do timol nas operarias ocorreu apenas nos tempos de avaliagdo de 24 e 48 horas,
entretanto, foi possivel realizar a estimativa da CL50 para apenas o tempo de avaliagéo
de 48 horas. O valor de CL50 estimado foi de 0,045% (p < 0,0001). Isso indica que
estudos que permitam avaliar as respostas toxicas do timol em faixas de tempos, no
intervalo minimo de 24 horas, sdo necessarios para determinar se 0 mesmo possui acao
lenta ou retardada, o que € ideal para 0 uso em iscas toxicas comerciais.

Compostos quimicos de acéo tdxica rapida ndo sdo interessantes para uso em iscas
toxicas, pois sua rapida acdo prejudica a distribuicdo do ingrediente ativo na colénia,
reduzindo sua eficacia (BRITTO et al., 2016).

Tabela 4.1- Toxicidade de timol as operéarias de Atta laevigata em laboratdrio por acéo

de contato
Tempo CLso Intercepto Intervalo de Confianca v p
(horas) (0e) ® (95%)
48 0,045 -1,38+0,26 0,0005822 — 0,10996 27.75 <0,0001

Analise de Probit, Proc Probit, SAS (SAS Institute, Cary, North Carolina, USA)

Os resultados da analise de regressdo indicaram ajuste de modelos significativos
simples (24 horas - ¥ = a+bx?; 48 horas -Y = a+bx) para explicar o efeito do timol na
mortalidade de operarias de A. laevigata, considerando 24 (Figura 1) e 48 (Figura 2) horas

de avaliagéo
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Figura 4.2- Efeito do timol na mortalidade de operérias de A. laevigata por acdo de

contato, 24 horas apds a exposicdo aos tratamentos, sob condicdes in vitro.

Estudos anteriores mostraram que Cloroacetato de timol apresentou maior
toxicidade as operarias de Acromyrmex balzani, quando comparado aos outros derivados
de timol testados (DANTAS et al., 2023). Contudo, ressalta-se que essa acao toxica pode
ter sido potencializada, devido a presenca de cloro na composi¢do da molécula, e ndo ha
efeito da concentracdo (ou dose) sobre a resposta (mortalidade). Os valores de CL50
encontrados para A. balzani foi de 2,23 pg mg™, estimada para o timol, outros compostos
de plantas também exibiram toxicidade a A. laevigata, como é o caso de extrato de
Eugenia dysenterica (Myrtaceae), com valor de 0,075 a 0,05 g mL* (FALEIRO et al.,
2022). No caso deste trabalho, o valor de CL50 encontrado foi de 0,045%.

Esse resultado indica que o timol exibiu acdo toxica em baixa concentracdo, o que
¢ uma vantagem, quando se refere a formulacdo de iscas toxicas (FORTI et al., 2007).
Estudos com extratos do pseudocaule de Musa acuminata (Musaceae) mostraram que, na
concentracdo de 20%, houve mortalidade de 90% de operarias de Atta sexdens
rubropilosa (SILVA et al., 2018). Compostos de plantas que exibem agdo tdxica em
insetos, em geral, possui acdo neuromuscular e, no caso do timol, sua a¢éo esta ligada aos
receptores octopaminérgicos, que sdo exclusivos dos insetos (SOUZA et al., 2017;
DANTAS et al., 2023). O modelo de regressao indicou que a mortalidade das operarias
de A. laevigata em 24 horas apresentou um padrdo de decréscimo, a partir do ponto de
méaxima de mortalidade (1,71%), na concentracdo de 0,118%; a partir desse valor, a
mortalidade reduziu suavemente até atingir valor nulo na maior concentracéo utilizada
(Figura 1).

45



Considerando o tempo de avaliagéo de 48 horas, 0 modelo selecionado foi linear
negativo, ou seja, @ medida que houve aumento nas concentracdes de timol, a mortalidade

de operarias reduziu (Figura 2).
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Figura 4.3 —Efeito do timol na mortalidade de operarias de A. laevigata por contato, 24

horas ap0s a exposicao aos tratamentos, sob condic¢des in vitro.

A acdo toxica de compostos de plantas provenientes da Caatinga foi documentada
para Atta sexdens em laboratério. Os resultados mostraram toxicidade moderada (~40%)
desses compostos, contudo, os estudos foram realizados com extratos brutos, dessa forma,
varias moléculas, ou algumas moléculas em sinergia, poderiam exibir potencial toxico as
formigas (Gomes et al., 2016). Seria crucial, para o desenvolvimento de novos produtos,
o isolamento e caracterizagdo das moléculas, bem como novos bioensaios em laboratorio.
Uma vantagem do timol € que sua composicdo e sua ac¢do toxica em insetos ja tém sido
conhecidas (Peneder e Koschier, 2011; Lazarevi¢ et al., 2022).

O mecanismo de acao do timol nos receptores octopaminérgicos pode levar a efeitos
subletais importantes e que merecem investigacdes, como, por exemplo, alteragdes no
comportamento de operarias, visto que as atividades de forrageamento, corte, transporte,
entre outras, desenvolvidas por individuos pertencentes a esta casta, requer aprendizado
e o desenvolvimento de fungdes cognitivas para tal (Muratore et al., 2022). Sendo assim,
eventuais alteracdes nas habilidades causadas pelo timol podem ser aliadas no manejo
dessas pragas. Além disso, sdo necessarias investigacdes mais profundas sobre o efeito

do timol, considerando as particularidades dessas formigas, como no caso do cultivo do
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fungo simbionte, para verificar se as moléculas apresentam potencial fungicida.

4.4 CONCLUSAO

O timol exibe efeito toxico em operarias de A. laevigata em laboratério em
bioensaio de contato. Efeitos tdxicos do composto ocorre nos tempos de 24 e 48 horas de
avaliacdo. Menores concentracGes de timol resultam em maior mortalidade de operérias

de A. laevigata em bioensaio de contato, sob condic¢des de laboratorio.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A busca por moléculas de acdo tdxica para integrar o manejo de A. laevigata
tornou- se uma necessidade, se levar em conta as restricbes aos compostos inseticidas
atuais das iscas toxicas. Essa necessidade tem levado a procura de moléculas seguras a
salde humana e ambiental, bem como eficiéncia no controle dessas pragas de grande
importancia econémica.

Neste trabalho, os resultados tém indicado compostos promissores para uso no
controle de A. laevigata. Os fungicidas comerciais e o timol exibiram toxicidade a A.
laevigata em vias de ingestdo e contato, o que abre novas portas para investigacdes mais
aprofundadas, como o efeito desses compostos no comportamento social e na distribuicéo
dos ingredientes ativos nos ninhos, sendo necessarios estudos em condi¢es de campo
para validar as informacdes geradas com este trabalho. Além disso, estudos voltados para

o potencial fungicida do timol também merecem atencao.
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