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RESUMO

As espécies de formigas cortadeiras, tais como Atta sexdens rubropilosa sao
consideradas importantes pragas da agricultura e silvicultura brasileira, pois utilizam material
vegetal como substrato para o cultivo de seu fungo simbionte. Assim, métodos de controle sio
necessdrios para conter esses danos, sendo o uso de iscas toxicas um dos mais utilizados. Com
base nisso, o presente estudo foi desenvolvido com o objetivo de avaliar a atratividade de iscas
para as operdrias de Atta sexdens rubropilosa. Para isso, observou-se o carregamento de diferentes
constituintes da isca, ou seja, distintas polpas citricas e 6leos de soja. Além disso, verificou-se
também a influéncia de fungos filamentosos sobre as colonias. Para a andlise de atratividade em
laboratério ofertou-se o material na arena de forrageamento de forma aleatdria e observou-se o
carregamento. Foram realizados trés bioensaios de atratividade: 1. Comparacdo de diferentes
partes do fruto: mesocarpo, industrial, endocarpo e integral (em laboratdrio e campo); 2. Avaliacdo
da seletividade de distintos dleos de soja: bruto degomado, semi refinado e refinado; 3. Avaliacdo
da influéncia do fator umidade das iscas e presenga de fungos, no carregamento das mesmas. Um
quarto biosensaio foi realizado para avaliar a presenca de fungos filamentosos nas colonias apds o
processamento de iscas toxicas. Para as polpas citricas, o endocarpo foi o substrato mais atrativo

tanto em campo como em laboratério, quanto ao 6leo de soja, o bruto degomado foi o mais



carregado e a presenca de fungos filamentosos nas iscas ndo interferiu de forma negativa no
carregamento das mesmas. Com esse trabalho pdde-se concluir que a auséncia de compostos
repelentes permite o carregamento dos substratos pelas operdrias e que o desenvolvimento de
fungos filamentosos, apds o processamento de iscas toxicas, pode favorecer a eficiéncia no

controle de Atta sexdens rubropilosa.

Palavras Chave: Atta, controle quimico, comportamento, fungos filamentosos.



THE INFLUENCE OF CITRUS PULP, OIL AND FILAMENTOUS FUNGI ON THE
ATTRACTIVENESS OF TOXIC BAITS ON THE Atta sexdens rubropilosa (Hymenoptera,
Formicidae). Botucatu, 2008. 82p. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia/ Prote¢do de Protecdo de
Plantas) - Faculdade de Ciéncias Agrondmicas, Universidade Estadual Paulista.
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Species of leaf-cutting ants, such as the Atta sexdens rubropilosa are considered
important pests for the Brazilian agriculture and forestry. These ants cut leaves to provide a
substrate for the fungus farms. Therefore, methods of control are needed to contain the
damages they cause. One of the most popular methods of control is the use of toxic baits. On
that basis, this study was developed with the objective of evaluating the attractiveness of baits
on the workers of the Atta sexdens rubropilosa. For that, were monitored the transport of
different portions of the bait back to the colony, like separate citrus pulp and soybean oil.
Moreover, there was also the influence of filamentary fungi on the colonies. For the
attractiveness analysis in laboratory the material was offered in the foraging arena, in random,
and was monitored its transport. Three bioassays of attractiveness were performed: 1.

Comparison of different parts of the fruit: mesocarp, industrial, cored and integral, (in the lab



and in the field), 2. Assessment of the selectivity of different soybean oils: crude degummed,
semi refined and refined, 3. Assessment of the influence of the factor of humidity on the baits
and the presence of fungi on them when transported. A forth bioassay was conducted to assess
the presence of fungi on the colonies after they have processed the toxic baits. For citrus pulp,
the endocarp was the most attractive substrate both on the field and in the lab. As for the
soybean oil, the crude degummed was the most transported and the presence of fungi in the
baits did not interfere in a negative way on their transport. With this study we can conclude
that the absence of repellent compounds has allowed the transport of the substrate by the
workers and the development of filamentous fungi, and that the processing of toxic baits has

promoted with efficiency the control of the Atta sexdens rubropilosa.

Keywords: Atta, chemical control, behavior, fungi filamentous



INTRODUCAO

As formigas sdo organismos dominantes na maioria dos ecossistemas
terrestres (Wilson, 1987), apresentando importantes papéis no fluxo de energia e nutrientes
(Rebula, 2003). Como insetos eussociais apresentam sobreposi¢ao de geragdes, individuos estéreis
e reprodutivos e o cuidado cooperativo com a prole (Wilson, 1971).

As espécies de formigas da tribo Attini (Hymenoptera: Formicidae)
possuem simbiose com um fungo que cultivam (Weber, 1972). Os géneros mais derivados Atta e
Acromyrmex dependem principalmente deste fungo como alimento para o desenvolvimento larval
(Mariconi, 1970; Quinlan e Cherrett, 1979; Holldobler e Wilson, 1990). Como substrato para o
crescimento de seu simbionte, as operdrias utilizam material vegetal e as mesmas complementam
sua alimentacdo com liquidos extraidos das folhas, durante a coleta e processamento desse
substrato (Bass e Cherrett, 1995; Andrade et al., 2002; Paul e Roces, 2003; Nagamoto et al., 2004).

Assim, hé evidéncias que as operdrias apresentam capacidade seletiva em
relacdo ao material a ser cortado (Oliveira et al. 2004), devido a presenca de compostos
secunddrios toxicos, valor nutricional exigido para o simbionte e barreiras quimicas e fisicas das
plantas (Hubbel e Wiemer, 1983). Segundo Rockwood (1976), os compostos secunddrios e as

necessidades nutricionais seriam responsdveis por esta seletividade. De qualquer forma, cabe



ressaltar aqui, que operdrias devem aliar as suas necessidades nutricionais com as de seu fungo
simbionte, para garantir o sucesso do crescimento da colOnia.

Desta forma, embora sejam primariamente fungivoras, as formigas
exercem um papel ecoldgico de herbivoros polifdgicos, como ressaltado no estudo de Garcia et al.
(2003), que reportaram que Atta sexdens forrageia vérias dezenas de espécies de plantas, contudo
possuem clara preferéncia por algumas. Assim as formigas cortadeiras, de uma maneira geral sao
consideradas pragas na agricultura por atacarem muitas plantas cultivadas.

Particularmente, a espécie A. sexdens, € considerada uma das principais
pragas nas plantagdes de Eucalyptus spp. (Amante, 1967) ocorrendo em vdrias regides do pais
(Gallo et al., 1988). Juntamente com a Atta laevigata causam 14% dos prejuizos na produgdo de
Eucalyptus spp. e Pinus spp. (Boaretto e Forti, 1997).

Existem varios métodos de controle, dentre eles, o uso de iscas granuladas
tem-se destacado, sendo considerado um dos mais eficientes (Boaretto e Forti, 1997). As iscas sdo
compostas por mistura de polpa citrica desidratada (veiculo) e ingrediente ativo dissolvido em 6leo
de soja, com formulagdo em pellets (Robinson, 1979; Forti et al., 1998). Nesta estratégia de
controle a atratividade é um fator de extrema importancia a ser considerado (Robinson, 1979).

Para ser eficaz o ingrediente ativo deve atender a algumas especificagdes:
ndo ocorrer rejei¢do inicial, a acdo retardada deve ocorrer em tempo certo para que se desenvolva
toda a contaminacdo da coldnia e apresentar especificidade. Entretanto, a atratividade € o ponto
vital na eficiéncia das iscas granuladas, ela deve ser atrativa mesmo distante do ninho (Etheridge e
Phillips 1976, Forti et al., 1998, Nagamoto et al., 2004; Verza et al., 2006).

A polpa citrica utilizada como veiculo e atrativo nas iscas toxicas,
provavelmente € apropriada para o crescimento do fungo cultivado pelas formigas cortadeiras de
dicotiledOneas, por apresentar caracteristicas como: levemente 4cida, alto conteudo de carboidrato,
constituida por nitrogénio, vitaminas e microelementos que fornecem subsidios para o
desenvolvimento do fungo simbionte (Boaretto e Forti, 1997).

Contudo, o 6leo de soja que € utilizado para solubilizar o principio ativo,
ndo possui seu papel definido frente as operarias de Atta sexdens rubropilosa. De acordo com
observagdes em laboratério de Nagamoto (1998), o 6leo de soja provocou uma drastica redugdo na
atratividade para formigas do género Atta, isso ocorreu possivelmente devido ds forcas de coesio

que tendem a fazer o 6leo de soja envolver superficie corporal das formigas, levando-as a asfixia.



Porém, Boaretto e Forti (1997) verificaram que os fragmentos de celulose
contendo diferentes 6leos vegetais, inclusive de soja, foram tdo ou mais carregados por Atta
capiguara do que o tratamento controle, apenas dgua destilada. Para iscas granuladas tudo indica
que o Oleo de soja ndo diminui a atratividade (Nagamoto, 1998). No entanto, estudos sdo
necessdrios para averiguar a questdo do porque ora ele ser tido como atrativo ora como repelente
nos experimentos cientificos.

Para o método de controle com iscas toxicas, outro fator que pode estar
relacionado com a atratividade é a umidade das iscas. Segundo Rodrigues (2004), em seus estudos
ocorreu baixa taxa de carregamento no campo de iscas toxicas, devido ds chuvas no periodo de
fornecimento.

Além disso, alguns estudos aindicam presenca de fungos filamentosos em
diversas situacdes, nas coloOnias, tais como: Luciano et al (1995); Fisher et al (1996), Currie et al.
(1999) e Rodrigues (2004). Assim ao se carregar iscas portando microrganismos talvez eles
possam contribuir para a eficiéncia com o controle com iscas toxicas, pois quando ocorre o
desequilibrio das colonias, favorece o desenvolvimento de outros microrganismos.

Com base nisso, o presente estudo teve como objetivos responder aos
seguintes questionamentos:

(1) Tipos de polpas citricas influenciam os comportamentos de
forrageamento, preparagdo e incoporacdo desses substratos por operdrias de Atta sexdens
rubropilosa?

(2) Oleos de soja com diferentes graus de refini¢do exercem atratividade
diferenciada as operdrias de Atta sexdens rubropilosa?

(3) Quais fungos filamentosos se desenvolvem quando ocorre desequilibrio
nas colonias de Atta sexdens rubropilosa?

(4) O carregamento de iscas pelas operdrias de Atta sexdens rubropilosa é
infuenciado pelo teor de dgua e presenca de microrganismos nos pellets?

Para isso, dividiu-se a dissertacdo em quatro capitulos: Seletividade e
processamento de diferentes polpas citricas por operdrias de Atta sexdens rubropilosa; Selecao de
diferentes 6leos de soja para a formiga cortadeira Atta sexdens rubropilosa; Presenga de fungos

filamentosos em coldnias de Atta sexdens rubropilosa ap6s o processamento de iscas téxicas e



Influéncia da contaminagdo fingica e umidade no carregamento de substratos por operarias de

Atta sexdens rubropilosa.



CAPITULO I - SELETIVIDADE E PROCESSAMENTO DE DIFERENTES POLPAS
CITRICAS POR OPERARIAS DE Atta sexdens rubropilosa (Hymenoptera, Formicidae)

Journal of Applied Entomology
Resumo

A formiga cortadeira Atta sexdens rubropilosa é considerada uma das principais pragas para a
agricultura e silvicultura brasileira, um dos métodos de controle para conter esses danos € a isca
téxica que possui como atrativo polpa citrica desidratada. Visando aperfeicoar a atratividade destas
iscas, este estudo foi desenvolvido para comparar o carregamento e conhecer aspectos envolvidos
no processamento e incorporacao do fungo aos substratos de polpa citrica pelas operdrias. Distintas
polpas citricas foram ofertadas aleatoriamente, observando-se o carregamento desse material pelas
operdrias e através de amostragem instantanea, seis atos comportamentais foram registrados. O
endocarpo foi o substrato mais carregado tanto em campo como laboratério. Observou-se que o
comportamento de lamber a isca na superficie do fungo foi realizado por maior nimero médio de
operdrias e um nimero médio de operdrias responsdveis pelo processamento das iscas foi maior
nesse substrato. Portanto, sugere-se que a atratividade das iscas toxicas pode ser melhorada

dependendo do tipo de polpa citrica a ser oferecida e para a intoxicagc@o das operdrias no controle
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quimico, o endocarpo pode ser o mais apropriado, pois além de ter sido considerado o mais

atrativo, um maior nimero de formigas permaneceu em contato com esse material.

Palavras Chave: Atta; comportamento; forrageamento.

1. Introducao

Os insetos eussociais apresentam sobreposicdo de geracdes, individuos estéreis e
reprodutivos e o cuidado cooperativo com a prole (Wilson, 1971). Com o desenvolvimento dessa
unidade social, a coldnia, constituida por castas de individuos com funcdes préprias, possui um
sofisticado sistema de comunicacdo. Este sistema controla e coordena os comportamentos dos
componentes das colonias em suas mais variadas func¢des (Shorey, 1973). Sdo sinais olfativos, por
exemplo, que permitem o processo de reconhecimento entre os individuos (Wilson, 1971) sendo
comum a todos do ninho (Bradshaw e Howse 1984).

Dentre esses insetos, as formigas cortadeiras (Atta spp. € Acromyrmex sSpp.) apresentam
ampla distribuicdo geografica e forrageiam plantas nativas e exoticas que utilizam como substrato
para o cultivo de seu fungo simbionte (Weber, 1972; Holldobler e Wilson, 1990).

Estas formigas sdo insetos sociais abrigados no solo, portanto possuem desenvolvidos
sistemas olfativos e tateis, sendo principalmente o quimico. Os semioquimicos utilizados na
comunicacao nestas sociedades cont€ém muitas informacdes e baixa volatilidade o que minimiza a
habituacdo sensorial (Howard e Blowquist, 1982). Outra caracteristica é que as formigas
cortadeiras no ato da selecdo do material a ser forrageado discernem odores e distinguem
substancias quimicas através de seus Orgdos sensoriais (Littledyke e Cherrett, 1978), utilizando
como critério, durante a selecdo, esse odor aprendido (Roces, 1990) e a experiéncia individual

(Therrien, 1988; Lopes et al., 2004).

O forrageamento ¢ um mecanismo complexo, o qual envolve elementos individual e social
que interagem para determinar o carregamento de substratos para a coldnia, visando um alto
rendimento produtivo (Roces e Holldobler, 1994). Alguns grupos ou espécies de plantas sdo tidos
como preferidos pelas forrageiras (Fowler e Robinson, 1979; Garcia et al., 2003), mesmo assim

elas geralmente ndo forrageiam por muito tempo uma unica espécie vegetal (Diehl-Fleig, 1995).
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A diversidade de plantas forrageadas favorece o desenvolvimento adequado do fungo
simbionte (Mudd er al., 1978; Stradling, 1978; Camargo et al., 2003), sendo o desenvolvimento do
simbionte inibido quando o substrato € oriundo de apenas uma espécie de planta (Michels et al.,

2001).

Além disso, de acordo com Roces (1990) esses individuos exibem um grau de recrutamento
intenso quando as folhas sdo mais tenras e quanto maior a taxa de nutrientes presentes nas folhas,

mais intenso € o recrutamento das operdrias forrageiras para esta fonte (Roces, 1994).

Pinto (1983), utilizando um olfatdmetro, observou que as operdrias foram influenciadas por
um local e ndo apenas pela atratividade das espécies de Eucalyptus. Segundo Specht et al. (1994),
o fluxo no nimero médio de operdrias durante o forrageamento, varia para cada coldnia, fato que
parece nao ser apenas espécie-especifico, mas segundo os autores é considerada também coldnia-
especifico em que depende nao s6 do tamanho, mas da localiza¢io da colonia.

No forrageamento as operarias podem também selecionar o material a ser cortado, devido a
presenca de componentes toxicos secunddrios, valor nutricional, propriedades fisicas e mecanicas
das plantas (Hubbel e Wiemer, 1983). Particularmente, a espécie Atta sexdens rubropilosa traz
prejuizos principalmente as plantacdes de Eucalyptus e Pinus spp. (Boaretto e Forti, 1997).

Em virtude de sua importincia econdmica, os métodos de controle para formigas
cortadeiras vém sendo empregados, porém eles sdo extremamente complexos, devido as
caracteristicas de polimorfismo e polietismo das colonias. Um dos mais utilizados atualmente para
minimizar os danos causados por esses insetos sociais sdo as iscas toxicas, formuladas em pellets
contendo o principio ativo dissolvido em dleo de soja e como veiculo e atrativo € utilizado polpa
citrica desidratada.

Essa polpa € obtida por intermédio de tratamento de residuos (cascas, sementes, € bagacos
desidratados) das frutas citricas, passando por vdrios processos industriais, tais como: extracdo do
suco e de grande parte dos agucares, dos 6leos essenciais e de outras substiancias que podem
conferir a atratividade as formigas cortadeiras (Verza et al., 2006). Ap6s esse processo, a polpa é
triturada e seca até o teor de umidade atingir entre 11 e 12%, sendo posteriormente o produto
extrusado (van Soest, 1982 apud Correa et al., 2001).

Segundo Mudd et al. (1978), tanto componentes lipidicos e ndo-lipidicos contribuem para

a aceitabilidade da polpa. Verza et al. (2006) demonstraram que o mesocarpo da laranja (albedo) é



12

tao atrativo quanto a polpa industrial para as operdrias desta mesma espécie; também verificaram
que apos o carregamento o albedo foi utilizado para o cultivo do fungo simbionte.

Cherrett (1968) menciona que além da necessidade nutricional do fungo, a composicao
quimica do material também € importante na seletividade. Alguns estudos sugeriram que o0s
carboidratos demonstram-se atrativos, por serem importantes nutrientes para esses insetos (Abott,
1978; Silva et al., 2003). Silva et al. (2003) averiguaram que ocorre um aumento da sobrevida
desses insetos sociais quando os mesmo ingerem em dieta artificial, a glicose. Esta glicose €
proveniente da digestdo extracelular do fungo simbionte (Bueno et al., 2008).

ApOs a escolha adequada do substrato que serd utilizado para o crescimento do fungo
simbionte, cuidados comportamentais e bioquimicos sdo vitais para a manutencdo do mesmo,
sendo, portanto as formigas promotoras de seu crescimento. Deste modo, elas contribuem com as
etapas de preparacdo do substrato vegetal, antes de ser incorporado ao ninho, corte em pedagos
menores, salivas e goticulas de um liquido proveniente do intestino posterior das operdrias sdo
adicionadas ao material (Weber, 1966; Weber, 1972; Quinlan e Cherrett 1977; Quinlan e Cherrett,
1978; Rodrigues, 2004).

O fungo simbionte € a base alimentar das colOnias, porém em operdrias adultas ocorre
ingestdo de seiva diretamente das plantas no momento do corte e recorte do material (Quinlan e
Cherrett, 1979; Forti e Andrade, 1999). As operarias forrageiras, além de seiva, consomem lipidios
presentes em vdrias estruturas das plantas, entre elas os corpos de alimentacdo e os elaiossomos
das sementes (Bueno et al., 2008). Por outro lado, Bass e Cherrett (1995) e Silva et al. (2003),
enfatizaram que as necessidades energéticas oriundas do fungo simbionte sdo muito baixas.

Durante o processamento do substrato, ocorre ingestdo de seiva pelas operdrias ao recortar
e prensar as bordas dos fragmentos vegetais, o ato de lamber é freqiiente e realizado
simultaneamente, pois através dessas bordas ocorre seiva extravasada. As operdrias também
raspam a superficie da folha removendo a camada de cera epicuticular, (Quinlan e Cherrett, 1977).
Tais atos levam as formigas a ingerirem pequenos fragmentos de folhas e ceras que possivelmente
servirdo de fonte alimentar (Diniz, 2000).

O presente estudo prop0s que hd diferencas comportamentais expressas pelas operarias de
acordo com partes do fruto utilizadas como veiculo no controle quimico. Para testar tal hipétese foi

verificado se ocorre diferenga no carregamento e processamento para a incorporacdo no fungo
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simbionte, dependendo da constituicio do material, e o papel do estimulo olfatério na escolha

desse substrato.

2. Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Laboratério de Insetos Sociais-Praga, na Universidade
Estadual Paulista - UNESP, Botucatu. As rainhas foram coletadas na revoada em Outubro de 2006,
nas proximidades do Campus e foram mantidas em laboratério, em potes pldsticos contendo lcm
de gesso no fundo para a manuten¢cdo da umidade. Assim que, essas colonias aumentavam em
tamanho eram transferidas para potes maiores, também com gesso, interligados com tubos
plasticos a dois outros recipientes sem gesso nas extremidades (camara de forrageamento e de
material exaurido). Foram fornecidas, ad libitum folhas de Acalypha sp. e de Ligustrum sp. as
colOnias, diariamente.

Assim que essas coldnias atingiram um volume de fungo aproximado de 500 mL, o
recipiente que continha a camara de fungo era trocado por caixas retangulares de acrilico
transparentes (4,0 x 25,0 cm) adequadas para observar o comportamento de preparacdo e
incorporacgdo do substrato.

As diferentes polpas citricas de laranja péra foram confeccionadas: mesocarpo (albedo —
tratamento 1), industrial (tratamento 2), endocarpo (bagaco e sementes — tratamento 3) e integral
(pericarpo, endocarpo € mesocarpo — tratamento 4).

Para o processamento das polpas (integral e mesocarpo) foi realizada assepsia cuidadosa
das laranjas, através de lavagem em &dgua corrente e secagem com o auxilio de papel toalha. No
tratamento 4, retirou-se apenas o suco, entretanto, para o albedo conforme Verza et al. (2006),
além do suco, descartaram praticamente quase toda a casca e sementes das laranjas. No tratamento
3, utilizou-se o bagaco e as sementes, descartando o restante do material. Esses pedacos de frutos
foram fragmentados em porgdes menores e colocados em placas de Petri. Posteriormente, os
fragmentos foram acondicionados em estufa a 50°C, por um periodo de 48 horas para a secagem.

ApOs este procedimento, executou-se a moagem, € em seguida adicionou-se dgua destilada,
o suficiente para dar maior consisténcia ao material, para a peletizacdo. Além disso, para cada

tratamento, utilizou-se corantes (marca Quatro Rodas): Azul FCF (integral), Verde Folhas (albedo)
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Vermelho Bourdeaux (industrial) e Amarelo Tartasina (endocarpo). Os quatro substratos foram
extrusados e deixados para secar durante 24 horas em estufa a 50 °C.

A polpa citrica industrial foi fornecida pela empresa Atta-Kill Ltda.

2.1 Atratividade em laboratorio
Para este experimento, foram utilizadas cinco colonias (repeticdes) de A. sexdens
rubropilosa. Baseando-se na metodologia de Forti ef al. (1993) para testes de atratividade de iscas
toxicas, 5 pellets de cada tratamento foram oferecidos aleatoriamente, a0 mesmo tempo, em uma
Unica apresentacdo, na cimara de forrageamento e quando um tratamento era totalmente

carregado, bloqueava-se essa arena e quantificava os outros tratamentos.

2.2 Atratividade em campo

Nesse bioensaio, utilizou-se cinco placas de Petri teladas por repeti¢do, contendo os
seguintes tratamentos: mesocarpo - tratamento 1; industrial - tratamento 2; endocarpo - tratamento
3; integral - tratamento 4 e testemunha (sem pellets) - tratamento 5.

Foram selecionadas quatro colonias no Campus da Universidade Estadual Paulista -
UNESP, Botucatu (22°53’; 48°26°’W). O material foi ofertado no ponto em que a trilha de
forrageamento bifurca.

Os tratamentos foram disponibilizados a cada dois minutos, contava-se o numero de
formigas presentes nessas placas, totalizando 14 repeticOes. Apds esse periodo as placas eram
trocadas e dispostas em locais diferentes, repetindo-se o procedimento, totalizando cinco
apresentacdes. Em seguida, repetiu-se o experimento, porém as placas foram abertas e apds as
repeticdes mudava-se a mesma de local, também totalizando 5 apresentacbes com 14

oferecimentos cada.

2.3 Preparacao do substrato para o fungo simbionte
A partir das cinco coldnias utilizadas no experimento de atratividade em laboratdrio,
selecionou-se quatro delas. Apds efetuar o bioensaio mencionado, foi realizada uma pausa de 30
minutos para que os outros pellets fossem carregados e iniciou-se as observagdes de amostragens
instantaneas (Del-Claro, 2004), nos seguinte tempos: 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 120,

240, 480 e 960 minutos, pela contagem do nimero de operdrias que estavam desempenhando
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determinado comportamento sob os tratamentos ofertados. Foram registrados seis atos
comportamentais, todos na superficie do fungo: segurar a isca; lamber a isca; repicar a isca;

mastigar os fragmentos; mastigar e preguear os fragmentos no fungo e incorporar os fragmentos.

2.4 Analises estatisticas
Os dados foram transformados em log(X+1) submetidos ao teste de normalidade de
Shapiro-Wilk, e em seguida a andlise de variancia e aos testes a posteriori de Tukey (p = 0,05)

ou t de Student (SAS 9.1, 2003).

3. Resultados

Quanto a atratividade das iscas compostas por distintas polpas citricas, nos bioensaios em
laboratério, verificou-se diferenca significativa entre os tratamentos (F = 4,56; p = 0,017) para o
nuimero de pellets carregados, nos tratamentos, integral e endocarpo, menos carregado e mais
carregado, respectivamente (Figura 1A). Os tratamentos mesocarpo e industrial ndo apresentaram
diferencas significativas entre si.

No campo, a média de carregamento também diferiu entre os tratamentos (F = 4,981; p =
0,0180). A diferenca foi constada entre os tratamentos mesocarpo (menos carregada) e endocarpo;
entre a integral com o mesocarpo; a integral e o endocarpo que ndo diferiram no campo foram
100% carregadas nas apresentagdes (Figura 1B).

No experimento em campo, também avaliou-se o numero de formigas presentes nas
apresentagdes, durante o carregamento dos pellets e anteriormente quando as formigas exploravam
o material com as placas de petri ainda fechadas. O numero total de formigas explorando os
distintos tratamentos foram 57 operdrias quando as mesmas ndo podiam ter contato com o
substrato e 644 no momento em que tiveram contato ao longo das observagdes (t = -6,597; p
<0,001).

Em relacdo ao nimero de formigas no decorrer do tempo, nos diferentes tratamentos,
quando elas ndo podiam ter contato, observou-se que nao ocorreu diferenca significativa entre os
tratamentos (0,415), apenas entre as colonias 1 e 2 (F = 2,682; p = 0,048). No entanto, quando as
operdrias tiveram contato com o substrato, os tratamentos (F = 8,181, p < 0,001) (Figura 2) e as

coldnias (F = 8,407, p < 0,001) (Figura 3) diferiram significativamente (p < 0,050).
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Durante o processamento do material, o nimero médio de formigas executando algum

comportamento em relacdo as distintas polpas diferiram (F = 8,74; p < 0,001), sendo que o
endocarpo obteve nimero médio maior (X = 1.48), quando comparado com a polpa industrial e
integral (X = 1.38 e X = 1.34, respectivamente) que ndo diferiram, enquanto o mesocarpo

apresentou uma média menor de operdrias dentre todos os tratamentos (X =1.21) (Figura 4).

Foram registrados seis atos comportamentais, em 242 observacdes e amostrou-se 1894
operdrias durante as observacdes. Esses atos diferiram, lamber a isca (N = 1173; X = 2,24)

apresentou média maior no niimero de formigas, seguido por segurar a isca (N = 618; X = 1,77),
porém os outros, tais como: repicar a isca; mastigar os fragmentos; mastigar e preguear oS
fragmentos e incorporar os fragmentos, nao diferiram estatisticamente entre si (Figura 5).

Além disso, em relacdo a ocorréncia dos atos comportamentais, ao longo do tempo, o
comportamento “segurar a isca” (F = 0,814; p = 0,653) ndo diferiu dos demais nos tempos
avaliados, ou seja, manteve-se os registros ao longo das observagdes. Lamber a isca até a décima
observagdo permaneceu constante, porém a tltima observagao diferiu nos tempos 90 (F = 5,229; p
=0,018), 100 (F = 4,938; p = 0,036) e 240 (F = 5,250; p = 0,041) minutos com o ultimo avaliado.
Repicar a isca ao longo das observagdes ndo diferiu, sendo poucas as ocorréncias, apds a sexta
observacao (50 minutos). Mastigar os fragmentos (F = 6,429; p < 0,001); mastigar e preguear (F =
2,860; p < 0,001) e incorporar a isca (F = 4,367; p < 0,001) foram observados apds a oitava
apresentacdo (70 minutos), devido ao aumento do nimero de operdrias executando nas ultimas

observacdes, ocorreu diferenga entre os tempos (Figura 6).

4. Discussao

Esse estudo permitiu confirmar a hipétese de que ha diferengas comportamentais expressas
pelas operdrias de acordo com a polpa citrica. O endocarpo foi o substrato mais atrativo para as
operdrias das formigas cortadeiras, tanto em campo como laboratdrio, sendo composto por bagaco
e sementes de laranja. Além disso, durante a preparacdo das iscas para a incorpora¢do no fungo

simbionte, o endocarpo foi 0 mais processado para ser incorporado, ou seja, com maior nimero de
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operdrias executando os comportamentos registrados (segurar a isca, lamber a isca, repicar a isca,
mastigar os fragmentos, mastigar e preguear os fragmentos e incorporar os fragmentos).

Carlos et al. (2007) verificaram que diferentes polpas citricas (albedo, industrial e integral)
sdo atrativas para operdrias de A. sexdens rubropilosa. Esse trabalho corrobora com o presente
estudo, devido ao carregamento e processamento observado, reforcam os estudos desses autores,
pois afirmam que a polpa citrica € um material atrativo para as formigas cortadeiras estudadas.

No presente estudo, existiu uma preferéncia, ao se oferecer essas iscas em laboratorio, e em
campo, contudo, todas foram carregadas, isso corrobora com os resultados obtidos de Caffarini et
al. (2006) e Mudd et al. (1978), em que a auséncia de repelentes ou deterrentes pode ser mais
importante do que a presenga de estimulantes especificos. Além disso, apds 24 horas observou-se
incorporagdo total dos quatro tratamentos fornecidos.

Particularmente, a preferéncia ao endocarpo como primeiro substrato a ser totalmente
carregado, tanto em campo como em laboratério pode ser devido a presenca de uma substancia, ou
mais de uma, além de interacdo que pode ocorrer entre elas, porém para Cherrett e Seaforth (1970),
a atratividade do extrato citrico € maior quando uma variedade de grupos quimicos estd presente
do que qualquer substancia especifica. Além disso, sabe-se que as operdrias ao ingerirem o seu
simbionte, possuem uma alimenteacdo rica em carboidratos e proteinas e pobre em lipidios
(Martin, 1969). Assim, o lipidio é obtido em sua dieta através de varias estruturas do material
forrageado, incluindo os corpos de alimentacdo e elaiossomos das sementes como ja mencionado
(Bueno et al., 2008), portanto, o endocarpo confeccionado no presente estudo era composto de
bagaco e sementes, ou seja, fonte de lipidios para as operdrias.

O estimulo olfatdério € importante no momento de selecdo do substrato, porém apenas ele
ndo garante o recrutamento de outras operdrias para a fonte. Na trilha de forrageamento observou-
se as operdrias exibindo movimentos antenais para baixo e para cima, durante a locomog¢do, em
atividade exploratéria em direc@o ao material ofertado tanto em campo como laboratério. Contudo,
quando estas operdrias chegavam na fonte, no campo, aonde o material provavelmente atrativo se
encontrava, exploravam as placas que continham as iscas, visto a impossibilidade de carregar, ou
se alimentar de tal fonte elas abandonavam o local e buscavam outro substrato para forragear, isso
pode ser evidenciado pelos dados obtidos no presente estudo.

Vale lembrar que no momento em que as operdrias possuem contato com o material

considerado atrativo, elas carregam esse substratos e recrutam outras operdrias por meio de trilhas
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de odor produzida por glandulas presente no abdomen, contatos antenais entre as operdrias e
aumento no numero de operdrias apds as escoteiras retornarem a colonia. A intensidade do
recrutamento € mediado pela quantidade de ferdmonio depositado pelas operdrias (Holldobler,
1978), isso depende da qualidade do alimento e do tempo em que a coldonia permaneceu sem
forragear (Carroll e Jansen, 1973).

Adicionalmente, o recrutamento transmitido pela escoteira as operdrias € de vital
importancia, sendo expresso pelo baixo nimero das mesmas tentando explorar o material quando
ndo podiam ter contato. Assim, quando ocorre o carregamento, o nimero de operdrias aumenta
significativamente, pois existe o recrutamento intenso de outros individuos, num processo de retro-
alimentacdo positivo, pois as operarias recrutadas ao voltarem para o ninho também fazem a
deposicao de feromonio na trilha que se torna cada vez mais forte.

Entre as coldnias, no campo, ocorreu diferenca no niimero de operdrias; a terceira colonia
estava mais ativa, sendo o recrutamento maior quando comparado com a primeira, as outras duas
coldnias nao diferiram. Observou-se que a distancia da coldnia trés em relacdo ao substrato era um
pouco menor, visto que em todas as colonias, foi escolhido o local no ponto em que a trilha
bifurca. Esses dados apoiam os estudos de Specht ef al. (1994), onde ocorre variacdo, a diferenca
no fluxo médio provavelmente estd relacionada com a idade da col6nia ou seu tamanho
populacional, ji que nesse estudo comparou ninhos da mesma espécie, mesma fonte e com
distancias semelhantes.

No momento de preparacdo para a incorporagdo dos substratos, o comportamento de
lamber a isca foi executado por um maior niimero de operdrias e depois o de segurar a isca, teve
maior média de ocorréncia de operarias observadas no decorrer das apresentagdes. As formigas no
inicio do processamento, momento em que cortam e prensam as bordas do substrato vegetal
lambem continuamente a seiva que € extravassada, porém no presente estudo, esse ato esteve
sempre associado com operdrias segurando os pellets. O registro de maiores ocorréncias desses
atos, no presente experimento provavelmente € devido a presenca de substratos diferentes, pois
enquanto alguns pellets eram trabalhados outros eram deixados no fungo, provavelmente para
hidratarem, facilitando posteriormente a fragmentacdo dos mesmos, assim como o reportado por
Andrade (2002).

De acordo com Littledyke e Cherrett (1976), o processamento do material vegetal para a

incorporag@o no fungo simbionte envolve duas etapas: lamber a superficie e repicar, mastigar as
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bordas. O ato de lamber é o mais demorado, ou seja, o mais freqiiente para Acromyrmex
octospinosus (Littledyke e Cherrett,1976), sendo executado por operdrias médias. O mesmo
observou-se para Atta sexdens rubropilosa, porém esse comportamento € exibido por operdrias
pequenas, as jardineiras (Andrade et al., 2002). No comportamento de preparacdo das iscas pelas
operdrias, o ato de lamber também foi o mais freqiiente para a espécie estudada.

Esse estudo, portanto permitiu verificar que dentre as diferentes partes do fruto de laranja
estudado, o endocarpo € a que possui maior atratividade e durante o processamento € incorporacao
destes substratos no fungo simbionte € a que maior numero de operdrias dispde nesse
processamento. A intoxicacdo das operdrias no controle quimico pode ser favoravel com o uso do
endocarpo como veiculo, pois um nimero maior de operdrias, provavelmente estard em contato

com esse material.
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Figura 1.A. Média de carregamento de distintas polpas (F = 4,56; p = 0,017) por operarias de A.
sexdens rubropilosa em laboratério. 1.B. Média de carregamento de distintas polpas (F = 4,981; p
= (0.0180) por operdrias de Atta sexdens rubropilosa em campo (Tratamentos: 1. mesocarpo, 2.
industrial, 3. endocarpo, 4. integral).
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Figura 2. Média de operdrias de A. sexdens rubropilosa, que tiveram contato com o substrato no
campo, diferenga entre os tratamentos. Tratamentos: 1. mesocarpo, 2. industrial, 3. endocarpo, 4.
integral, 5. testemunha. Teste de Tukey: p< 0,001.
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Figura 3. Média de operdrias de A. sexdens rubropilosa, que tiveram contato com o substrato no
campo, diferenca entre as colonias Tratamentos: 1. mesocarpo, 2. industrial, 3. endocarpo, 4.
integral, 5. testemunha. Teste de Tukey: p< 0,001.
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Figura 4. Processamento e incorpora¢do: média de operdrias de A. sexdens rubropilosa executando
um determinado comportamento em distintas polpas citricas. (F=8,74; p<0,001) (Tratamentos: 1.
mesocarpo, 2. industrial, 3. endocarpo, 4. integral).
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Figura 5. Média de operdrias de A. sexdens rubropilosa executando diferentes comportamentos
durante o processamento de iscas. (F=23,25; p<0,001) (Tratamentos: 1. segurar a isca, 2. lamber a
isca, 3. repicar a isca, 4. mastigar os fragmentos, 5. mastigar e preguear os fragmentos e 6.
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Figura 6. Média do nimero de operdrias de A. sexdens rubropilosa executando um determinando
comportamentos ao longo das observagdes.
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CAPITULO II - SELECAO DE DIFERENTES OLEOS DE SOJA PELA FORMIGA
CORTADEIRA Atta sexdens rubropilosa (Hymenoptera, Formicidae)

Journal Chemical of Ecology

RESUMO - Atta sexdens rubropilosa utiliza plantas dicotiledoneas como substrato para seu fungo
simbionte e sob o aspecto econdmico € considerada uma das principais pragas para a agricultura e
silvicultura brasileira e possui grande aceitabilidade no carregamento de iscas toxicas comerciais.
Estas iscas, utilizadas no controle quimico, contém polpa citrica que sdo atrativas para esta espécie,
porém outro componente presente na isca toxica, utilizado na solubiliza¢do do ingrediente ativo é o
6leo de soja, que nao possui seu papel definido em relagdo as operarias. Com o intuito de verificar
a possivel atratividade ou repeléncia de 6leo de soja para as forrageiras desta espécie utilizou-se
Oleos de diferentes graus de refinacdo em substratos distintos. Os tratamentos foram ofertados
aleatoriamente a cinco colonias e observou-se o carregamento desse material pelas operdrias em
laboratdrio. Além disso, realizou-se andlises quimicas, micro extragdo em fase sélida e reacdo de
transesterificacdo para verificar a composicdo do material mais carregado. Constatou-se que,
independe dos inertes, os substratos contendo 6leo de soja bruto degomado foram os mais

carregados (carbonato de célcio: F=23,39 e p = 0,0001; fragmentos de papel filtro: F = 15,85, p =
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0,0001). A presenga de hidrocarbonetos como tricosano (C23) e hentriacontano (C31), pode ter
favorecido a selecdo deste 6leo, assim como a interacdo de diversos compostos presentes no 6leo
mais carregado. Como a tomada de decisdo inicial das escoteiras estd intimamente relacionada
com o critério olfatorio, estas formigas no presente estudo possivelmente foram orientadas a

compostos volateis do 6leo.

Palavras chave - Atfa, forrageamento.

INTRODUCAO

As espécies de formigas da tribo Attini (Hymenoptera: Formicidae) possuem um
mutualismo obrigatério com o fungo que cultivam (Weber, 1972). Os géneros mais derivados Atta
e Acromyrmex, dependem principalmente do fungo simbionte como alimento para o
desenvolvimento larval (Mariconi, 1970; Quinlan e Cherrett, 1979; Holldobler e Wilson, 1990),
pois este serve de fonte de nutrientes, proteina bruta, lipidios e carboidratos, fornecendo balanco
nutricional adequado a colonia (Mueller et al., 2001; Mueller, 2002). As operdrias dessas formigas
utilizam material vegetal para o cultivo de seu simbionte e complementam sua alimenta¢do com os
liquidos extraidos das folhas, durante a coleta e processamento desse substrato (Bass e Cherrett,
1995; Andrade et al., 2002; Paul e Roces, 2003; Nagamoto et al., 2004).

No ato de selecdo do material a ser forrageado pelas formigas cortadeiras, elas distinguem
odores e substincias quimicas que sensibilizam seus 6rgdos sensoriais (Littledyke e Cherrett,
1978), e utilizam tanto o odor aprendido, no ato de decisdo durante a coleta do substrato (Roces,
1990) quanto também sua experiéncia individual (Lopes et al., 2004). Fatores como a presenca de
componentes toxicos secunddrios, valor nutricional, propriedades fisicas e mecanicas das plantas
influenciam na seletividade (Hubbel e Wiemer, 1983). No entanto, os fatores quimicos dos
substratos sdo mais rapidamente detectados pelas operdrias quando comparados com os fisicos,
estes por sua vez servem como critério para a rejeicdo ou nao do substrato a ser coletado (Verza et
al., 2007).

Existem dois momentos de escolha que acontecem durante o procedimento de selecdo, um
ocorre antes € o outro apds o carregamento dos substratos (Verza et al., 2006). Portanto, os

materiais impréprios para o cultivo do fungo podem ser rejeitados pelas formigas cortadeiras desde
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0 momento em que elas cortam e transportam até instantes antes de serem incorporados no jardim
de fungo (Camargo et al., 2003).

As formigas cortadeiras, por possuirem habito de corte de plantas nativas e de interesse
agricola, trazem sérios danos econdmicos. Diversos métodos de controle vém sendo empregados a
mais de um século (Fowler e Robinson, 1979; Wilcken e Berti Filho, 1994; Boaretto e Forti,
1997). Dentre eles, o mais utilizado € a isca toxica (Boaretto e Forti, 1997), que sdo formulacdes
granuladas secas (pellets), compostas de uma mistura de polpa citrica desidratada (veiculo),
ingrediente ativo e 6leo de soja (Robinson, 1979; Forti et al., 1998).

Algumas caracteristicas sdo necessdrias para a eficicia desse produto: possuir atratividade
as formigas mesmo a distancia do ninho, ndo provocar rejei¢do inicial, a acdo deve ser retardada,
em tempo certo para que se desenvolva toda a contaminacdo da colonia e possuir baixa toxicidade
aos outros individuos da comunidade biologica (Etheridge e Phillips, 1976; Forti et al., 1998,
2007; Nagamoto et al., 2004, 2007; Verza et al., 2006). A atratividade ¢ um fator importante a ser
considerado, pois caso a isca aplicada com a finalidade de controle nio seja bem carregada pelas
formigas cortadeiras, diversos outros animais ndo-alvos podem ter contato com esse material
acarretando a intoxicagdo dos mesmos.

Quando se oferece iscas granuladas de polpa citrica para Atta sexdens rubropilosa, estas
sdo bem carregadas, devido a mesma preferir forragear plantas dicotiledoneas (Boaretto e Forti,
1997; Carlos et al., 2007). Entretanto, outro componente presente na isca toxica, o 6leo de soja, ora
¢ tido como atrativo ora como repelente. Em observacdes em laboratério, o 6leo de soja em
formulagdes liquidas, provocou dréastica reducdo na atratividade para operdrias de Atta sexdens
rubropilosa, aparentemente devido a adesao do 6leo a superficie corpérea (Nagamoto 1998).

Porém, Boaretto e Forti (1997) verificaram que fragmentos de celulose contendo diferentes
Oleos vegetais, inclusive de soja, foram tdo ou mais carregados por Atta capiguara do que o
tratamento controle (apenas dgua destilada). Para as iscas téxicas comerciais, tudo indica que o
6leo de soja nao diminui a atratividade (Nagamoto, 1998; Nagamoto et al., 2004), porém, nio se
sabe se esse componente isoladamente pode ser um deterrente para formigas cortadeiras.

Na obtencado dos diversos tipos de 6leos de soja pelo método convencional, sdo necessarios
0s seguintes processos: preparacdo para extracdo do Oleo, extracdo mecanica ou por solvente,
degomagem, neutralizacdo, branqueamento (clarificacdo) e desodorizagdo. O 6leo bruto degomado

passa pelos processos somente até a degomagem, o semi-refinado até a neutralizacao e o refinado é
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obtido apds a etapa da desodorizacdo (ANVISA, 2000; Ribeiro et al., 2005). O dleo bruto
apresenta diversas substincias, tais como: vitaminas lipossoliveis, lecitina, pigmentos, fitoesterdis
e enzimas; contudo, este se deterioriza rapidamente aumentando sua acidez e oxidagdo. J4 no 6leo
refinado praticamente todas essas substincias sdo removidas. No entanto, o 6leo semi-refinado
mantém as vitaminas e fitoesterdis como o gama-orizanol, mas nado a lecitina e a acidez (Bellaver e
Snizek Jr.1999, Gaiotto, 2004). Vale lembrar aqui que em iscas toxicas comerciais o 6leo utilizado
¢é o refinado (Boaretto e Forti, 1997).

Neste estudo, testou-se a hipdtese de que existe diferenca na atratividade para formigas
cortadeiras por distintos tipos de 6leos de soja. Estudou-se a possivel atratividade ou repeléncia,
dos seguintes 6leos de soja: bruto degomado, clarificado e refinado; em dois substratos distintos,
carbonato de cdlcio granulado e fragmentos de papel filtro. Adicionalmente, andlises quimicas do
Oleo considerado mais atrativo foram realizadas com o intuito de verificar quais possiveis
componentes possa ter interferido nessa selec@o pelas formigas, para compreender a causa de seu

carregamento e também verificar sua possivel aplicacao industrial na formulagdo de iscas toxicas.

MATERIAL E METODOS

Colonias estudadas

O experimento foi conduzido na Universidade Estadual Paulista (UNESP), Laboratério de
Insetos Sociais-Praga, Botucatu, Sao Paulo, Brasil. As rainhas foram coletadas na revoada em
outubro de 2006, nas proximidades do Campus e foram mantidas em laboratério, em potes
plésticos contendo 1 cm de gesso na base para a manutencdo da umidade. Assim que essas
colonias aumentavam em tamanho foram transferidas para potes maiores, também com gesso,
interligados com tubos plasticos a dois outros recipientes, sem gesso, nas extremidades (cAmara de
forrageamento e de material exaurido). Foram fornecidas folhas de Acalypha sp. e Ligustrum sp. as
colOnias, e quando estas atingiram um volume de fungo aproximado de 500 mL, iniciou-se os

experimentos.

Andlise de atratividade
Para cada bioensaio foram utilizadas cinco colonias de Atta sexdens rubropilosa, sendo que

24 horas antes de se iniciar os experimentos, cessou-se o fornecimento de folhas.
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Quatro tratamentos foram utilizados para avaliar a selecdo das operdrias. A testemunha foi
o substrato ndo contendo 6leo e os outros tratamentos foram impregnados com os diferentes 6leos
de soja: bruto degomado (tratamento 1), clarificado (tratamento 2) e refinado (tratamento 3). Além
disso, para verificar o carregamento, esses inertes foram separados em placas de petri e marcados,
com um pequeno ponto. Para o carbonato de célcio granulado, utilizou-se diferentes tintas atoxicas
(tratamento 1: amarelo; tratamento 2: rosa; tratamento 3: vermelho e tratamento 4: branco), ja nos
fragmentos de papel filtro, foram numerados os respectivos tratamentos utilizando grafite. Os
inertes de carbonato de cdlcio e papel filtro permaneceram em uma capela de exaustdo por 30
minutos para que o material utilizado na marcacdo ndo interferisse na selecio do material pelas
formigas. Posteriormente, o inerte de cada tratamento foi colocado em placas de Petri e totalmente
imerso no dleo correspondente, durante cinco minutos, € depois foram secos com papel toalha.

Para cada experimento, os tratamentos foram oferecidos aleatoriamente na arena de
forrageamento, 5 pellets de cada tratamento e quando um tratamento era totalmente carregado,
bloqueava-se a arena e quantificava o carregamento, baseado na metodologia de Forti et al (1993).

Os dados obtidos foram submetidos ao teste estatistico ANOVA, a 5% de probabilidade.

Andlises quimicas
Os dleos utilizados foram fornecidos pela empresa Granol Industria Comércio e Exportacio
S/A (Sao Paulo, SP, Brasil) (Tabela 1), foram feitas andlises quimicas da acidez, umidade e sabdes

presentes nos distintos 6leos.

TABELA 1. ANALISE QUIMICA DOS OLEOS DE SOJA (DATA DE FABRICACAO E
ANALISE: 25/04/2007).

Oleo de soja Acidez, expressa em 4cido oléico - | Umidade/volateis —método| Sabdes — método
método AOCS Ca-40 (%) AOCS Ca 2d-25 (%) AOCS Cc 17-19 (ppm)
Bruto degomado 0,60 0,19 18
Clarificado 0,028 0,03 0
Refinado 0,07 0,02 0

Para o 6leo mais carregado pelas operdrias realizou a andlise da constitui¢do do dleo em
relacdo aos dcidos graxos livres (compostos voldteis) por Micro Extracdo em Fase Sélida (SPME)

e a constitui¢do dos triglicerideos por reacdo de transesterificagao.
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Assim, em relagdo aos compostos volateis, o 6leo de soja, foi acondicionado em um frasco
com tampa e deixado por 30 minutos a temperatura constante de 21,0 £ 0,1°C. Ao fim deste
periodo foi introduzida a seringa de SPME, com o revestimento carbowax/divinilbenzeno
(CW/DVB), 65 um de espessura, no espaco de cabega do frasco, a qual permaneceu no frasco
durante 45 min.

Em seguida a seringa foi injetada em aparelho de Cromatografia Gasosa — Espectrometria
de Massas (CG-MS), QP5000 Shimadzu, equipado com uma coluna HP5 30 m, 0,25 mm de
didmetro, modo de inje¢do splitlles, gds de arraste N,. Sendo as condi¢des de injecdo: temperatura
do injetor 250 °C, 50 °C/1min, 5 °C até 150 °C, 10 °C e até 260 °C 10 min. Os dados foram
analisados pelo software CLASS 5000.

Visando identificar os dcidos graxos, o 6leo de soja bruto degomado foi derivatizado com
solucdes de Fluoreto de Boro e Metanol, posteriormente, foi realizada a extracao liquido-liquido.
Separaram-se, portanto os ésteres dos radicais através de um rotoevaporador. A solugdo foi
injetada em CG-MS. Uma soluc¢do com padrdes de hidrocarbonetos foi injetada para possibilitar a
identificacdo dos constituintes voléteis através do indice de reten¢do de Kovats.

Para verificar uma possivel reacdo na formulacdo do 6leo mais carregado com o principio
ativo utilizado atualmente no mercado (formulagdo das iscas), analisou a reatividade de
sulfluramida e do 6leo de soja, sendo realizados ensaios com misturas de ambos nos tempos 1, 6
dias a frio e com aquecimento na temperatura de 80 °C por 1 hora, realizando a anélise em espectro

de IV.

RESULTADOS

Os inertes contendo 6leo de soja bruto degomado (tratamento 1), foram os mais carregados
nos dois experimentos, € em ambos os testes, a testemunha foi 0 menos carregado. Para o veiculo
carbonato de célcio (F = 23,39 e p = 0,0001) (Figura 1A) em comparagdo do tratamento 1 com os
demais, este foi o mais carregado, e entre os outros tratamentos ndo ocorreu diferenca significativa.
No segundo experimento, utilizando fragmentos de papel filtro (F = 15,85 e p = 0,0001) (Figura
1B), o dleo clarificado (tratamento 2) também diferiu do 6leo bruto degomado (mais carregado) e

da testemunha (menos carregado).
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Comparando os dois inertes (carbonato de cdlcio e fragmentos de papel filtro) utilizados
para avaliar a atratividade dos diferentes 6leos, ndo se verificou diferenca significativa (p = 0,939)
no carregamento desses inertes.

Atratividade de diferentes 6leos de soja (Papel filtro)

Atratividade de diferentes 6leos de soja (Carbonato de célcio)

B Mean +SD ] #1.96"SD 120 a T 1 = Mean[]+SD_T_ +1.96*SD
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Figura 1. Média e desvio padrdo dos tratamentos aplicados para verificar a atratividade dos
diferentes 6leos de soja por meio de dois inertes para operdrias de A. sexdens rubropilosa: A.
carbonato de célcio e B. papel filtro. (Legenda: 1. 6leo bruto degomado; 2. 6leo clarificado; 3. 6leo
refinado e 4. testemunha).

Ap6s 24 horas foi avaliada a incorporagdo do material e verificou-se que o carbonato de
célcio granulado foi incorporado integralmente, ou seja, as operdrias nao fragmentaram o produto.
Os fragmentos de papel filtro, contendo 6leo de soja bruto degomado na maioria foram
integralmente incorporados, porém, alguns foram mais fragmentados para serem incorporados ao
fungo simbionte. A devolucdo apds esse periodo também foi observada, para ambos inertes
estudados, apenas a testemunha exibiu pellets devolvidos na arena de lixo.

No estudo quimico, foram realizadas as anélises com o 6leo bruto degomado, considerado o
mais atrativo, devido a 100% de carregamento por operdrias de Atta sexdens rubropilosa. 1sso
permitiu identificar misturas de acidos graxos e hidrocarbonetos de cadeias longas. Através da
reacdo de transesterificagdo dos triglicerideos e técnica de micro extracdo de fase sélida (SPME),

foi possivel observar esses compostos (Tabela 2 e Tabela 3).
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TABELA 2. NOME DOS COMPOSTOS PRESENTES NO OLEO BRUTO DEGOMADO
IDENTIFICADOS NO CROMATOGRAMA.

Pico | Compostos identificados por CG-MS | Acido Correspondente Nome comum
1 Dodecanoato de metila Dodecandico Laurico

2 Tetradecandico de metila Tetradecandico Miristico

3 Hexadecanoato de metila Hexadecandico Palmitico

4 Acido hexadecandico Hexadecandico Palmitico

5 77.9,12-octadecadienoato de metila 77.9,12-octadecadiendico | Linoléico

6 E -Octadecenoato de metila E —Octadecendico (trans) | Elaidico

7 Z - Octadecenoato de metila Z —QOctadecendico (cis) Oléico

8 Octadecanoato de metila Octadecandico Estearico

TABELA 3. SUBSTANCIAS VOLATEIS PRESENTES NO (/)LFjO DE SOJA BRUTO
DEGOMADO E SEUS TEMPOS DE RETENCOES.

Pico Tempo retengdo | Substancia
1 30,376 C23 tricosano
2 39,668 C31 untriacontano

Ao verificar a reatividade de sulfluramida e o 6leo de soja bruto degomado, foram obtidos
os espectros de IV do 6leo puro e da sulfluramida pura como padrdes. A andlise do espectro de IV
do 6leo de soja degomado (Figura 2) indica a presencga dos picos caracteristicos de triglicerideos:
3008 cm™ caracteristico das ligagdes C-H de carbonos sp” e 2924, 2853 cm™ de C-H de carbonos
sp3, 1746 cm™ (a mais relevante para a andlise comparativa) intensa de C=0 (carbonila), 1656 cm’!

fraca de C=C (duplas ligacdes carbono-carbono), 1237 e 1163 cm de C=0-0 (ésteres).
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Figura 2. Espectro de IV do 6leo de soja degomado.
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A anélise do espectro de IV da sulfluramida (Figura 3) indica a presenca dos picos
caracteristicos das fungdes presentes na mesma: 3310 cm’! caracteristico das ligacdes N-H, 2980,
2867 cm’! de C-H de carbonos sp3 , 1635 cm™ C-N-H, 1369 ¢ 1127 cm’! (as mais relevantes para a

andlise comparativa) S=0 (sulf6xido).

40

64887
THSER -
58858

£0Le0g

6 ¥BE:
b5

204

ELDIEE:
8 086
LT
(TR 14
TGE'BSY:
LBE'E0Y
69855
G5B

B9GER |

THBIEL

&0s

Figura 3. Espectro de IV da sulfluramida.

A andlise do espectro da mistura ap6s aquecimento (Figura 4) mostra além das bandas dos
compostos presentes na mistura inicial, indicadas acima, com reduc¢do da intensidade da banda em
1739 cm™ indicando a transformagio da carbonila de ester (triglicerideo) quando em contato com a
sulfluramida. O aparecimento das bandas largas, entre 2000 a 3500 cm’! e 1653 cm'l, esta ultima
com intensidade maior que aquela do ester 1739 cm™, indica a hidrélise do triglicerideo formando
acido carboxilico livre.

A andlise dos espectros de infravermelho (Figuras 5 e 6) indica que ocorre a reacdo de
hidrélise a frio no primeiro dia em pequena propor¢io, uma vez que a intensidade das bandas dos
dcidos sdo fracas e que hd um aumento na concentragdo ap6os 6 dias de contato, porém menor que
aquela sob aquecimento. A temperatura usada no aquecimento foi préxima daquela usada para
autoclavar (esterelizar) as iscas, e indicou a possivel presenca de grande quantidade de 4cidos

graxos livres nas iscas.
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Figura 4. Espectro de IV da mistura de 6leo de soja degomado e solugdo de sulfluramida (1:1)
aquecida a 80 °C.
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Figura 5. Espectro de IV da mistura de 6leo de soja degomado e solugdo de sulfluramida (1:1) ap6s
1 dia de contato a frio.
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Figura 6. Espectro de IV da mistura de 6leo de soja degomado e solugdo de sulfluramida (1:1) ap6s
6 dias de contato a frio.

DISCUSSAO

As operdrias da formiga cortadeira Atta sexdens rubropilosa demonstraram claramente a
preferéncia pelo 6leo bruto degomado, esse carregamento ocorreu devido a presenca de
substancias atrativas, tais como: misturas de dcidos graxos e hidrocarbonetos de cadeias longas,
identificados nesse 6leo e que podem ter auxiliado na atratividade desse substrato.

A presenga de hidrocarbonetos no 6leo mais carregado pode ter desencadeado um
reconhecimento desse material, como os insetos o fazem em sua comunica¢cdo levando-os a
carregar os inertes impregnados com esse 6leo. Sabe-se que em insetos sociais a comunicacio
quimica desempenha um papel importante, como a discriminacdo ou reconhecimento de
individuos na coldnia (Wilson, 1971). Os compostos presentes na cuticula externa de formigas
desempenham além do papel fundamental para o reconhecimento das colOnias, é utilizado na
comunicacdo entre os membros (Howard e Blomquist, 2005). Robinson e Cherrett (1974),
estudando Atta cephalotes também explorando esse reconhecimento quimico investigaram a
possibilidade da utilizacdo da atracdo de formas jovens as operdrias para incrementar a atratividade
de iscas granuladas no controle de pragas.

O hentriacontano (C31) foi um dos hidrocarbonetos identificado no 6leo bruto degomado e
que pode ter contribuido para a alta taxa de carregamento. Chippendale (1978) postulou que os

insetos utilizam essas substancias para aumentar seu tempo de sobrevivéncia ou aumentar a
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fertilidade, talvez no presente trabalho explique a sua possivel atratividade. Porém, ndo sé a
presenca de uma substincia pode ter contribuido para os resultados obtidos, mas sim a interagao,
ou a presenca de vdrias delas.

O presente estudo verificou a atratividade de diferentes 6leos de soja, mas caso 0s mesmos
fossem ofertados repetitivamente talvez fosse observada uma resposta deterrante no carregamento
dos inertes como nos estudos de Salatino et al. (1998). Esses autores observaram que constituintes
de ceras epicuticulares de Didymopanx vinosum na atividade de forrageamento, com a mesma
espécie, Atta sexdens rubropilosa, verificaram uma taxa de carregamento de 66% de C30 quanto
comparado com C28 e Cl12, cuja porcentagem foi de 22 e 12% respectivamente, sendo
considerado esses tratamentos deterrantes apenas apds a quinquagésima apresentagao.

Os resultados obtidos por Salatino et al. (1998), podem ser explicados, pois o
desenvolvimento adequado do fungo simbionte depende da diversidade de plantas forrageadas
(Mudd et al., 1978; Stradling, 1978; Camargo et al., 2003), sendo o desenvolvimento do fungo
simbionte inibido quando o substrato provém de apenas uma espécie de planta (Boaretto et al,
1999; Michels et al, 2001). Nos bioensaios realizados com os distintos dleos, esse fato foi
desnecessdrio ja que atendeu aos requisitos basicos para a eficiéncia no carregamento de uma isca
toxica, como a atratividade e ndo ocorrer rejei¢do inicial. Esse material ndo seria ofertado em
muitas apresentagdes para efetuar o controle, assegurando, portanto a atratividade do produto.

Neste trabalho, verificou-se um intenso recrutamento ao 6leo bruto degomado comparado
com os demais tratamentos, pois talvez esse material contenha nutrientes importantes para o
desenvolvimento do fungo simbionte dessas operdrias. Assim, as formigas cortadeiras sdo capazes
de distinguirem odores e substancias quimicas como proposto por Littledyke e Cherrett (1978),
utilizam o odor aprendido, (Roces, 1990) e a experiéncia individual (Lopes et al., 2004) e
aumentam o recrutamento das operdrias forrageiras para fonte com maior taxa de nutrientes
(Roces, 1994).

Observa-se, portanto que as operdrias detectam mais rapidamente os fatores quimicos dos
substratos do que os fisicos e sdo importantes no ato de rejei¢do (Verza et al., 2007). Porém neste
caso, apenas alguns inertes de testemunha foram rejeitados posteriormente (24 horas), mas
provavelmente ndo foi o fator fisico que influenciou, pois os inertes que continham 6leo foram

carregados e apds 24 horas ja estavam totalmente incorporados no fungo simbionte. Possivelmente
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isso pode ter ocorrido devido ao baixo valor de nutrientes e auséncia de atrativos como substrato
para o desenvolvimento do fungo simbionte.

O que pode ser destacado também, é que os inertes ofertados foram incorporados ao fungo
simbionte sem obedecer todo o repertério comportamental na preparacdo e incorporagdo do
substrato como ja descrito para essa espécie (por exemplo, Andrade et al., 2002), isso
provavelmente ocorreu devido ao tamanho dos veiculos fornecidos, tamanho em que os substratos
sdo incorporados ao fungo simbionte (Weber, 1956). Para Verza et al (2007), esse tipo de
incorpora¢do também pode se enquadrar como atipica ja que os substratos ndo foram trabalhados e
sim incorporados diretamente.

Apesar de ndo ocorrer todo o processamento do substrato, como o repertorio
comportamental que se observa na superficie do fungo: segurar a isca; lamber a isca; repicar a isca;
mastigar os fragmentos; mastigar e preguear os fragmentos e incorporar os fragmentos, o material
deve ser considerado como atrativo, pois os inertes contendo os 6leos carregados foram na maioria
incorporados integralmente e pode-se verificar tufos de hifas do fungo simbionte sobre os
substratos. No caso dos fragmentos do papel filtro alguns inertes foram repicados, assim a dureza
do material pode ser um fator, pois o carbonato de célcio talvez dificultasse esse comportamento.

Atualmente o 6leo de soja refinado (tratamento 3) € o utilizado pelas industrias para o
controle quimico com iscas toxicas, provavelmente ele contribui apenas na solubilizacdo do
ingrediente ativo, ndo interferindo na atratividade do produto conforme ja sugerido anteriormente
(Nagamoto, 1998; Nagamoto et al. 2004).

Mas, o 6leo bruto degomado pode contribuir na atratividade de iscas toxicas, devido a
presenca de alguns compostos. Adicionalmente, nesse trabalho, o 6leo ao ser formulado
juntamente com um dos principios ativos, presente no mercado, ocorre a liberacdo de 4cidos
graxos, que de acordo com Penaflor et al. (2006), diversos deles podem ter acdo inseticida sobre as
formigas ou ao seu fungo simbionte. Porém, sua utilizacdo pode ser impropria devido a sua rdpida
deteriorizagcdo. Estudos mais detalhados podem avaliar se a presenca desse componente na
formulagdo das iscas fard com que as mesmas continuem atendendo aos requisitos basicos para a
eficdcia do produto, podendo ainda incrementar na atratividade e na toxicidade.

Assim, o 6leo bruto degomado quando comparado com outros 6leos em diferentes graus de
refinagdo (clarificado e refinado) € o mais atrativo para operdrias de Atta sexdens rubropilosa, este

fato € devido a substincias presentes no mesmo, contudo, mais estudos sdo necessdrios para
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confirmar o que confere essa atratividade. Em formulagdes de iscas, esse 6leo pode exercer uma

possivel acdo de atratividade para a espécie estudada.
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CAPITULO III: PRESENCA DE FUNGOS FILAMENTOSOS EM COLONIAS DE Atta
sexdens rubropilosa APOS O PROCESSAMENTO DE ISCAS TOXICAS

Folia Microbiologica
RESUMO

As formigas cortadeiras dos géneros Atta e Acromyrmex possuem uma relacdo de simbiose com o
fungo Leucoagaricus gongylophorus, promovendo o seu crescimento e livrando-o de possiveis
competidores. No presente estudo, observou-se a presenga de fungos filamentosos em cada camara
das colonias: forrageamento, jardim de fungo e lixo; apds as mesmas serem submetidas ao controle
quimico com iscas téxicas. Para tal, testou-se em colonias da formiga cortadeira, Atta sexdens
rubropilosa iscas granuladas contendo sulfluramida como principio ativo. Apds 72 horas, as
culturas fungicas desenvolveram-se significativamente e foi realizada a observacdo em
microscopio Optico para a identificacdo e escolha do material a ser isolado. Assim, foi realizado o

isolamento e ap6s sete dias, foram isoladas noventa e trés linhagens de fungos, sendo trés micélios
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estéreis. Identificou-se sete isolados até género e treze espécies. Os dados foram submetidos ao
teste do Qui-quadrado a 5% de significincia e a freqii€ncia relativa dos fungos filamentosos foi
estimada. Penicillium sp. (25,80%) esteve presente em todos os tratamentos que continham polpa
citrica exceto no veiculo (carbonato de calcio). Dentre as camaras das coldnias ndo ocorreu
diferenca significativa (p > 0.4182) na presenca desses fungos. Existe uma constante assepsia pelas
operdrias do material a ser forrageado, no jardim de fungo, e no lixo, entretanto, as colonias s@o
locais de potenciais microrganismos oportunistas e competidores. Assim, como ja observado em
outros estudos, quando ocorre um desequilibrio nas coldnias, fungos filamentosos desenvolvem-se,
este fato, no controle quimico, com iscas téxicas, portando esses microrganismos pode favorecer

na eficiéncia desse controle.

INTRODUCAO

As formigas cortadeiras dos géneros Atta e Acromyrmex (Hymenoptera: Formicidae: tribo
Attini) mantém uma simbiose com o fungo Leucoagaricus gongylophorus. O mutualismo
obrigatério da tribo Attini originou-se a aproximadamente 50 milhdes de anos (Mueller, 2001;
Schultz e Brady, 2008).

As operdrias consomem uma pequena porcentagem desse fungo, sendo a maior parte
oriunda das folhas cortadas para o fornecimento como substrato para o crescimento de seu
simbionte (Bueno et al. 2008). Segundo Weber (1972), o fungo produz na extremidade de suas
hifas uma estrutura denominada gongilideo, cujas larvas dessas formigas utilizam como uma fonte
primdria de nutrientes. No entanto, caso o suprimento de folhas seja mais escasso, as operdrias

consomem mais staphyla (i.e. conjunto de gongilideos), podando os fungos para que essas
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estruturas se desenvolvam (Bass, 1997). Devido a essa relacdo, estas formigas sao consideradas os
herbivoros mais bem sucedidos, cortando uma vasta diversidade de plantas nativas e cultivadas
(Holldobler e Wilson, 1990).

Além disso, o sucesso evolutivo das formigas cortadeiras ocorre gracas a alguns processos
envolvidos como a divisdo de tarefas e a diferenciacdo de castas morfoldgicas, comportamentais
e/ou fisiologicas que auxiliam na nidificacdo, contribuem também para a grande diversidade de
espécies forrageadas que reflete na quantidade de habitats, trazendo assim também um sucesso
ecoldgico (Wilson, 1987).

As formigas cortadeiras dispdem de barreiras contra microrganismos que possam intervir
no crescimento de seu simbionte, sendo secre¢des de glandulas como a mandibular e metapleural,
além de comportamentos das operdrias no processamento desse substrato, desde o carregamento
até a incorporacdo, grooming e limpeza na superficie do fungo. Sendo assim, ocorre assepsia
cuidadosa do material a ser incorporado, proporcionando um desenvolvimento adequado ao fungo
simbionte (Schildknecht e Koob, 1970; Andrade et al., 2002; Marsaro Janior et al. 2001;
Fernandez-Marin et al., 2006; Rodrigues et al. 2008).

Existem alguns estudos sobre a presenca de fungos filamentosos em coldnias de formigas
cortdeiras, Moeller (1941), em jardins de Acromyrmex sp, sem operdrias, verificou a presenga de
Mucor sp, Rizopus sp e Aspergillus sp. Nestas mesmas condi¢des, Kreisel (1972) apud Rodrigues
(2004), relatou a presenga de Escovopsis sp., além deste, Cunninghamella sp., Fusarium sp.,
Rhizopus sp., Trichoderma sp.

Em jardins de fungo de Acromyrmex heyeri, Luciano et al. (1995), isolaram Aspergillus sp.,

Penicillium sp. e Nigrospora sp. Fisher et al. (1996), em estudos com Atta cephalotes



50

identificaram vdrios outros fungos filamentosos, que possivelmente tiveram origem do substrato
ou da cuticula das formigas.

Ap6s estresse com iscas inseticidas a base sulfluramida e hidrametilnona em col6nias de
Atta sexdens rubropilosa mantidas no laboratdrio, Rodrigues (2004) e Rodrigues et al. (2005)
identificaram diversos fungos, dentre eles, os mais freqlientes foram Escovopsis weberi,
Syncephalastrum racemosum e Trichoderma harzianum. Esses autores sugeriram a hipétese de que
microrganismos possuem seu desenvolvimento favorecido, com o desequilibrio do mutualismo
obrigatdrio existente entre as formigas cortadeiras e seu simbionte Leucoagaricus gongylophorus.

Assim, para aumentar o conhecimento sobre a presenca e desenvolvimento desses
microrganismos nas colonias que se encontram em desequilibrio, o presente trabalho realizou um
levantamento de fungos filamentosos que cresceram em ninhos de laboratério de Atta sexdens

rubropilosa, ap6s os mesmos serem submetidos ao controle com diversas iscas toxicas.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido na Universidade Estadual Paulista (Unesp), Laboratério de
Insetos Sociais-Praga, Botucatu, Sdo Paulo, Brasil. As rainhas foram coletadas na revoada em
Outubro de 2006, onde foram mantidas em laboratério sob condi¢des de 24 + 1°C de temperatura e
70 £ 10% de umidade relativa. Essas colonias foram mantidas em potes plésticos contendo gesso
na arena do fungo, interligados com tubos plasticos a dois outros recipientes nas extremidades
(camara de forrageamento e material exaurido). Foram utilizadas folhas de Acalypha sp. e
Ligustrum sp. para a manutencdo e desenvolvimento das colonias e quando elas atingiram um

volume de fungo aproximado de 300 mL iniciou-se os experimentos.
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No presente estudo testou-se em sete colonias, 7 tratamentos (0,500 g para cada repeti¢do):
testemunha (1); veiculo (2); isca toxica 1 (3); principio ativo, sem 6leo (4); principio ativo, com
6leo de soja bruto degomado (5); isca toxica 2 (6) e isca téxica 3 (7). A partir dessas amostras
observou-se a prevaléncia de fungos filamentosos nesse material. Nos tratamentos 1, 2, 4 ¢ 5
utilizou-se um novo veiculo no lugar da polpa citrica: carbonato de cédlcio granulado (10,33g para
cada tratamento). Os tratamentos 3 e 6 foram iscas toxicas, sendo o principio ativo sulfluramida,
de diferentes lotes, fornecidas pela empresa Atta Kill Ltda, o 7 também, porém ele difere destes
por ser confeccionado com o reaproveitamento de polpas utilizadas no processo de pelletizagao.

A testemunha foi composta de carbonato de calcio granulado e polpa citrica, sendo o
tratamento 2 apenas o veiculo. No tratamento 4, além dos componentes do tratamento 1,
adicionou-se sulfluramida (0,0370g) diluida em dlcool etilico absoluto. Posteriormente, nesse
tratamento o material permaneceu durante 24 horas em uma capela de exaustdo para evaporacdo
total do dlcool. No tratamento 5, além do principio ativo (0,0370g) e dlcool etilico, foi adicionado
2 mL de 6leo de soja bruto degomado, sendo também realizada a secagem do material. Assim
como a testemunha, os tratamentos 4 e 5 foram envolvidos em 4,75g de polpa citrica industrial
moida e peneirada para assegurar a atratividade do material.

Apbés 72 horas, os fungos ja haviam crescido significativamente e foi realizada a
observacdo em microscopio Optico para a identificacdo dos géneros de fungos filamentosos
encontrados. Posteriormente, foi realizado o isolamento em placas de Petri contendo meio BDA
retirando-se uma pequena por¢do do micélio, contendo esporos dos fungos, com uma agulha. As
placas foram mantidas em uma camara de temperatura controlada (BOD), a 24 °C no escuro. Apds
7 dias, as culturas ja apresentaram crescimento significativo e foram observadas em microscopio

optico, para verificar os géneros isolados.



52

Coletou-se amostras de 28 coldOnias e suas respectivas arenas (forrageamento, jardim de
fungo e lixo), sendo sete tratamentos ofertados a quatro repeticdes. As identificacdes foram
realizadas seguindo os critérios propostos na literatura (Alexopoulos et al. 1996; Barnett, 1998 e
Samson, 2000) considerando as caracteristicas morfolégicas (macro e microscdpicas). Os isolados
foram preservados pelo método de Castellani.

Os dados foram submetidos ao teste de Qui-quadrado a 5% de significancia, considerando-
se o somatdrio total da de fungos filamentosos por local (cdmara) e tratamento com maior
freqiiéncia de ocorréncia. Foi realizada a freqii€ncia relativa (freqiiéncia fingica) com o somatdrio

total de fungos por tratamento para verificar a distribui¢do desses microrganismos nos tratamentos.

RESULTADOS

Os tratamentos 1 e 2, ndo apresentaram alteragdo na atividade das colOnias, os demais
tratamentos atingiram mortalidade de 100% das operdrias devido a intoxicagdo com iscas, apds
168 horas (7 dias). Foram isoladas 93 linhagens de fungos, sendo alguns micélios estéreis. Ao todo
foram identificadas treze espécies, e mais algumas foram identificadas até géneros, sendo sete e ja
outras amostras ndo foram identificadas devido ao micélio ser estéril.

Entre os tratamentos ocorreu diferenca significativa quanto a freqiiéncia de ocorréncia de
fungos filamentosos. O tratamento 7 (sete espécies e quatro géneros) apresentou maior nimero de
espécies, porém em relacdo a freqiiéncia de ocorréncia (p > 0,8273) ele ndo diferiu dos demais,
entretanto, o tratamento 2, apenas carbonato de célcio, foi o que apresentou o menor valor de
ocorréncia (p > 0.0046) e somente quatro espécies foram identificadas. No tratamento 3, duas

espécies foram observadas, e trés géneros em que as espécies ndo foram identificadas, sendo
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Fusarium sp a mais representativa, porém também foi um tratamento com baixa freqiiéncia de
ocorréncia (p > 0.0164) diferindo dos demais (Tabela 1).

Quanto a presenca de fungos nas coldnias, o jardim de fungo e o lixo apresentaram a
mesma freqiiéncia (36,56%) e a camara de forrageamento com um menor nimero (26,88%), esse
tipo de andlise descritiva verificou a distribuicdo desses microrganismos nos tratamentos (Figuras
I, 2 e 3), porém a comparacdo de nimero de fungos filamentosos entre essas camaras (p >
0,41882) ndo diferiram.

O fungo Penicillium sp. esteve presente em todos os tratamentos, exceto no tratamento 2,
nas camaras, de forrageamento (28%), jardim de fungo (20,59%) e lixo (29,41 %) foi o de maior
prevaléncia, a freqiiéncia de ocorréncia nao diferiu entre os locais da coldnia (p > 0.6870), porém
existe diferenga em sua ocorréncia nos tratamentos (p > 0.0191). Acremonium butyri, Fusarium
solani, Mucor circenelloides, Mucor stolonifer e Penicillium subgenus Aspergilloides foram
fungos com baixa freqiiéncia relativa (1,07 %). Eles diferiram em relagdo a sua presenca e
auséncia nos tratamentos, juntamente com Escovopsis sp., Mucor racemosus, Rhizopus stolonifer e

Trichoderma harzianum, pois foram identificados em apenas um tratamento (Tabela 1).

DISCUSSAO

O presente estudo sugere que fungos filamentosos presentes nas coldnias ou oriundos do
substrato fornecido, desenvolvem-se quando a simbiose encontra-se em desequilibrio
corroborando com os resultados encontrados por Rodrigues et al. (2005) Neste trabalho, foram
testadas diferentes iscas toxicas que ocasionaram a intoxica¢do das operdrias. Com o nimero
reduzido de operdrias, barreiras que as mesmas fornecem como secrecdes das glandulas

metapleural e mandibular (Marsaro Junior et al, 2001; Fernandez-Marin et al., 2006; Rodrigues et
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al., 2008), aliada aos comportamentos que inibem o desenvolvimento de microrganismos ficaram
afetadas. Assim, devido ao baixo nimero de operdrias e com o estabelecimento destes fungos
ocorreu a morte total das coldnias.

O fungo parasita do jardim de fungo das formigas cortadeiras, Escovopsis sp., esteve
presente em duas coldnias no tratamento 5, porém apenas se desenvolveu no jardim de fungo.
Sabe-se, porém, que esse parasita especializado também pode ser encontrado no lixo de certas
espécies de formigas cortadeiras (Bot et al. 2001). Os outros fungos, tais como, Penicillium sp.
estiveram presentes nas mesmas colonias, mas em outras camaras, portanto, possivelmente este
fungo possui um desenvolvimento fragil quando existe a presenga de outros microrganismos ou
outros fungos ndo conseguem se desenvolver quando ele prevalece.

Assim como vérios fungos isolados nesse trabalho, o género Aspergillus pode ser isolado
do solo, dgua, vegetacdo, material em decomposicdo e ar, além de apresentar uma reduzida
necessidade nutricional (Berchieri e Macari, 2000), as espécies desse fungo identificadas no
presente estudo, apareceram em todas as camaras, portanto, esporos desse fungo poderiam estar
presentes no material fornecido as mesmas. Além disso, a presenca desse fungo, bem como
Fusarium sp, por exemplo, além dessas duas formas de origem, poderia ser oriundos das folhas
oferecidas para a manutencdo das colonias, j& que os bioensaios ficaram 24 horas sem
fornecimento de folhas tempo insuficiente para o aproveitamento e descarte do material (Weber,
1972). A predominancia de Penicillium sp. que esteve presente em todos 0s tratamentos que
continha polpa citrica, menos no tratamento 2, provavelmente sugere que este foi oriundo das iscas
contendo esse tipo de veiculo, fato também observado por Rodrigues (2004) e Rodrigues et al.

(2005).
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Syncephalastrum racemosum, ao contrdrio de Rodrigues (2004), que encontrou maior
incidéncia no jardim de fungo, provavelmente devido a esse fungo, utilizar os agucares para
crescerem e colonizarem o ambiente de maneira rdpida (Alexoupoulos et al. 1996) e Fisher et al.
(1996), que o encontrou apenas no lixo, no presente estudo ele foi encontrado em ambas as
camaras, porém com maior freqii€ncia no lixo, o mesmo foi existente nos tratamentos que
continham principio ativo e naquele que consistia apenas de polpa citrica.

As espécies de fungo de Acremonium sp., estiveram presentes em todos os tratamentos,
exceto no 3, sendo que em 6 foi a maior freqiiéncia e foi o Gnico tratamento em que Acremonium
butyri foi identificado. Em relac@o as cAmaras das colonias de formigas cortadeiras, a presenca foi
maior no lixo. No tratamento 1, verificou-se a presenca de esporos mas ndo a colonizacdo e
crescimento desse fungo.

Dentre as camaras das coldnias ndo ocorreu diferenca significativa (p > 0.4182) na
presenca de fungos filamentosos. Existe uma constante assepsia pelas operarias do material a ser
forrageado, no jardim de fungo, e no lixo, apesar de todo o controle de higiene realizado pelas
operdrias, portanto os esporos presentes nos locais de nidificagdo, nos substratos forrageados
desenvolvem quando a simbiose sofre um desequilibrio, sendo essas colonias locais de potenciais
microrganismos oportunistas e competidores.

Assim, o que pode ser observado de uma maneira geral é que quando as colOnias
apresentaram um desequilibrio, os fungos que ali se encontravam, agiram como oportunistas,
colonizando e desenvolvendo-se, causando efeitos deletérios as coldniasAcremonium kiliense,
Acremonium butyri, Acremonium Sp, Aspergillus versicolor, Syncephalastrum racemosum,

Fusarium sp, Moniliella sp, Penicillium sp, ndo conseguiram colonizar nesses locais.
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Comparando os tratamentos, o 2, que continha apenas carbonato de cdlcio, foi o que
apresentou o menor valor de ocorréncia, pois os substratos oferecidos a esse grupo, era oriundo de
apenas um componente, assim os fungos, poderiam ser provenientes dele ou das colonias. O
tratamento 3, composto por isca téxica, também diferiu do 2 e diferiu do restante, devido a sua
baixa freqiiéncia de ocorréncia de fungos filamentosos, porém devido ao desequilibrio causado na
simbiose, a mortalidade das colonia que utilizaram esse material foi de 100%.

Do total de isolados obtidos no tratamento 7, apesar dele ter diferido dos outros
tratamentos, um maior nimero de fungos filamentosos foram descritos, quatro géneros e 9 até
espécie, provavelmente isso pode ter sido devido ao tipo de formulagcdo dessa iscas, onde &
reaproveitada diversas polpas utilizadas no processo de pelletizacdo e confeccionado esse material,
talvez conferindo a uma maior contaminag¢ao por microrganismos.

Sugere-se, portanto, que os fungos oportunistas, se estabelecem quando ocorre um
desequilibrio, fato importante no controle quimico, pois iscas contendo inseticidas, aliadas ao
substrato com esse tipo de microrganismo provavelmente potencializa o controle de formigas
cortadeiras. As diversas espécies de fungos encontradas podem ser benéficas no ponto de vista do
controle quimico. Fungos prejudiciais tanto para as formigas, quanto para o fungo simbionte

podem ser aliados no controle dessas pragas agricolas.
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Tabela 1. Presenca de fungos filamentosos em colOnias de Atta sexdens rubropilosa, nas camaras
de forrageamento, jardim de fungo e lixo.

Tratamentos
Espécies de fungo X2 | ) 3 4 5 6 7
Acremonium 00588 % 0 0 0 0 0 1 0
butyri
Acremonium 0.2568 1 1 0 2 0 5 2
kiliense
Acremonium sp. 0,7055 1 0 0 1 0 0 1
Aspergillus 0.2568 0 1 1 0 2 1 1
niger
Aspergillus 0.2568 0 1 0 0 0 0 2
versicolor
Escovopsis sp. 0,0588 * 0 0 0 0 2 0 0
Fusarium solani | 0,0588 * 0 0 0 1 0 0 0
Fusarium sp. 0,2568 1 0 3 2 2 0 2
Micelio estéril 0,7055 1 0 0 0 1 2 0
Moniliella sp. 0,2568 1 0 0 0 0 0 1
Mucor 0,0588 * 0 2 0 0 0 0 0
racemosus
Mucor 0,0588 * 0 0 0 0 0 0 1
circenelloides
Mucor stolonifer | 0,0588 * 0 0 0 0 0 0 1
Mucor sp. 0,2568 0 0 2 0 0 1 0
Penicillium 0.2568 0 0 1 0 2 0 0
citrinum
Penicillium sp. 0,0588* 1 0 2 2 10 4 5
Penicillium
subgenus 0,0588* 0 0 0 0 3 0 0
Aspergilloides
Rhizopus 00588% 0 0 0 0 0 0 1
stolonifer
Syncephalastrum 0.7055 1 0 0 3 0 1 1
racemosum
Trichoderma 0,0588* 0 0 0 3 0 0 0
harzianum
Trichoderma sp. 0,2568 0 0 0 1 0 2 0

Tratamentos: testemunha (1); veiculo (2); isca téxica 1 (3); principio ativo, sem 6leo (4); principio
ativo, com 6leo de soja bruto degomado (5); isca toxica 2 (6) e isca toxica 3 (7). * X% a 5%
(presenca e auséncia de fungos).
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Figura 1. Presenca de fungos filamentosos na arena de forrageamento em colOnias de Atta sexdens rubropilosa apds o
processamento de iscas toxicas. Legenda. Tratamentos: testemunha (1); veiculo (2); isca toxica 1 (3); principio ativo, sem
6leo (4); principio ativo, com 6leo de soja bruto degomado (5); isca téxica 2 (6) e isca toxica 3 (7).
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Figura 2. Presenca de fungos filamentosos no jardim de fungo em colOnias de Atta sexdens rubropilosa apds o processamento
de iscas toxicas. Legenda. Tratamentos: testemunha (1); veiculo (2); isca toxica 1 (3); principio ativo, sem 6leo (4); principio
ativo, com 6leo de soja bruto degomado (5); isca toxica 2 (6) e isca toxica 3 (7).
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Figura 3. Presenca de fungos filamentosos no lixo em colonias de Atta sexdens rubropilosa apds o processamento de iscas
toxicas. Legenda. Tratamentos: testemunha (1); veiculo (2); isca téxica 1 (3); principio ativo, sem 6leo (4); principio ativo,
com 6leo de soja bruto degomado (5); isca toxica 2 (6) e isca toxica 3 (7).
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CAPITULO IV - INFLUENCIA DA CONTAMINACAO FUNGICA E UMIDADE NO
CARREGAMENTO DE SUBSTRATOS POR OPERARIAS DE Atta sexdens rubropilosa

Sociobiology
RESUMO

As formigas cortadeiras utilizam folhas e flores para cultivar um fungo mutualista do qual
se alimentam. Tais insetos sdo considerados pragas, havendo a necessidade de métodos de
controle. Até o momento, a isca toxica € a mais utilizada e sua composicido € uma mistura de polpa
citrica desidratada com um ingrediente ativo dissolvido em 6leo de soja, sendo formuladas em
pellets. O objetivo do presente estudo foi avaliar alguns fatores que possam interferir no
carregamento desse produto por operdrias de Atta sexdens rubropilosa, como a influéncia do teor
de 4gua e a presenca de fungos filamentosos. Em principio, foi selecionada dentre duas polpas
utilizadas para a formulagdo de iscas toxicas, a com maior presenca de fungos. Posteriormente,
com a polpa selecionada foram utilizadas cinco colonias para cada apresentacdo, sendo 0s
seguintes tratamentos: polpa autoclavada seca (1), autoclavada timida (2), ndo autoclavada umida

(3) e ndo autoclavada seca (4). A isca toxica confeccionada com esta polpa, continha Aspergilus
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niger, Paecilomyces sp. e Penicillium funiculosum, observou-se portanto que esses fungos se
desenvolveram quando presentes as condicdes ideais para seu crescimento, revelando que o
processo de formulacdo ndo inviabilizou esses microrganismos. Na primeira apresentacdo, 0S
fungos ndo se desenvolveram visivelmente, e ocorreu diferenca significativa (p < 0,05) no
carregamento entre os tratamentos, sendo que o 3 e 4 foram os mais carregados diferindo de 1 e 2,
menos carregados (p = 0,0154; F = 4,71). Posteriormente, foram realizados trés bioensaios nos
quais uma das formula¢des apresentava crescimento visivel do micélio e as outras duas um
crescimento macico do micélio e desenvolvimento das estruturas de reprodugdo dos fungos. Em
todos os experimentos, os quatro tratamentos foram carregados e ndo diferiram estatisticamente.
Na pré-selecao de um material com alto teor de 4gua e sem microrganismos e outro com fungos ja
bem desenvolvidos esperava-se uma resposta negativa, porém ambos foram carregados, este fato é

discutido no presente trabalho.

Palavras Chave: Atta, forrageamento, fungos filamentos.

INTRODUCAO

As formigas cortadeiras (Atta spp. € Acromyrmex spp.) podem ser consideradas herbivoros
dominantes em muitos ecossistemas terrestres do continente americano (Wilson, 1987). Um
aspecto relevante destes insetos € a simbiose que mantém com o fungo Leucoagaricus
gongylophorus (Fisher et al., 1994), uma grande inovacdo na evolugdo desses insetos (Chapela et
al., 1994; Schultz e Brady, 2008).

Cuidados comportamentais e quimicos sdo vitais para a manutencdo do fungo, sendo as
formigas promotoras de seu crescimento (Weber, 1972). As operarias forrageiam principalmente
folhas e flores frescas e as utilizam como substrato para o cultivo do simbionte. Os fragmentos
vegetais antes de serem incorporados a cultura fingica, passam por uma limpeza, assim, ocorre a
higienizagdo e retirada de barreiras como ceras presentes na superficie das folhas. Posteriormente,
¢ realizado o corte em pedagos menores, adi¢do de saliva e fluido fecal. Tais secre¢cdes podem
conter substancias, consideradas inibidoras de microrganismos indesejdveis a cultura do fungo

(Weber, 1972; Quinlan e Cherrett, 1977,1978; Andrade et al., 2002; Rodrigues et al., 2008).
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A temperatura e a umidade também influenciam no crescimento do fungo simbionte
(Quinlan e Cherrett, 1977), as operarias controlam esses dois fatores para o desenvolvimento
fungico. O teor de umidade encontrada nos vegetais coletados é uma fonte de dgua para as
formigas e também para a manuten¢do da umidade do fungo (Cherrett, 1972).

Devido ao mutualismo obrigatdrio, ou seja, a utilizagdo de material vegetal como substrato
para o desenvolvimento do simbionte, as formigas cortadeiras causam danos econdmicos, sendo
necessdrios métodos de controle. O quimico, com iscas toxicas, € um dos mais empregados que
combina praticidade e eficiéncia. Em sua composi¢do possui uma mistura de isca citrica
desidratada misturada com um inseticida dissolvido em O6leo de soja, posteriormente sao
formuladas em pellets (Robinson, 1979; Boaretto e Forti, 1997; Forti et al., 1998).

Para a eficdcia desse produto ele deve atender algumas especificagdes: atratividade as
formigas, mesmo a uma distancia do ninho; que nio ocorra rejeicdo inicial e a acdo retardada
ocorra em tempo certo para que se desenvolva toda a contaminacao da coldnia; e que possua baixa
toxicidade aos outros individuos da comunidade bioldgica (Etheridge e Phillips 1976, Forti et al.,
1998; Nagamoto et al., 2004).

A acdo inseticida retardada pode ser definida como: mortalidade < 15% com 24 horas e >
90% com 21 dias, em operdrias adultas (Nagamoto et al., 2004, 2007). Entretanto, essa acdo deve
condizer com o tempo limitante de exposicao aos inseticidas, pois eles podem ser carregados, mas
ap06s um periodo, rejeitados quando julgados improprios.

Neste método de controle, se a devolu¢do das iscas for excessiva (Forti et al. 2003),
constitui-se um problema, pois envolve custo elevado podendo a eficiéncia do produto ser
comprometida. As rejei¢des podem ser entendidas como proposto por Knapp (1990), no entanto, o
que precisa ser esclarecido quais fatores podem interferir na rejeicdo desse material, e isso pode
envolver desde o atrativo até o principio ativo utilizado.

Um fator que pode interferir, mesmo que as caracteristicas basicas de eficdcia do produto
sejam atendidas, € a umidade das iscas. Rodrigues et al. (2005) observaram que ocorre baixa taxa
de carregamento de iscas toxicas.

Desta forma, postulou-se a hipétese de que fatores como a umidade e microrganismos
possam influenciar negativamente no forrageamento de iscas granuladas. Para isso, avaliou-se o
carregamento e a rejei¢do de substratos com alto teor de 4gua e com o desenvolvimento de fungos

filamentosos por operdrias de Atta sexdens rubropilosa.
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MATERIAL E METODOS

Colonias estudadas

O experimento foi conduzido na Universidade Estadual Paulista (UNESP), Laboratério de
Insetos Sociais-Praga, Botucatu, Sdo Paulo, Brasil. As rainhas foram coletadas na revoada em
outubro de 2006, nas proximidades do campus, foram mantidas em laboratério, em potes plasticos
contendo 1 cm de gesso na base para a manutencdo da umidade. Assim que essas colOnias
aumentavam em tamanho eram transferidas para potes maiores, também com gesso, interligados
com tubos pldsticos a dois outros recipientes, sem gesso, nas extremidades (camara de
forrageamento e de material exaurido). Foram fornecidas folhas de Acalypha sp. e Ligustrum sp. as
coldnias, e quando estas atingiram um volume de fungo aproximado de 500 mL, iniciou-se os

experimentos.

Avaliacao da presenca fiingica em polpas citricas

Foi realizada uma avaliacdo da presenca flingica de diferentes polpas citricas. Assim,
testou-se trés fontes para verificar qual continha maior niimero de espécies e inicio de colonizagdo
mais rdpida. Visto isso, a amostra com maior nimero de espécies, que supostamente poderia
interferir significativamente no carregamento das iscas foi utilizada no bioensaio em diferentes
fases de colonizagdo do fungo no substrato.

As fontes dessas polpas foram das empresas, Atta Kill Ltda e Dinagro, que utilizam essas
polpas para a formulacdo de iscas toxicas, e a outra procedeu de laranjas colhidas do pomar
existente no campus (Faculdade de Ciéncias Agronomicas, UNESP, Botucatu).

Separou-se uma amostra contendo 10 g de cada fonte, adicionou-se dgua destilada, o
suficiente para dar maior consisténcia ao material, para o processo de pelletiza¢do. Os trés distintos
substratos foram pelletizados e deixados para secar durante 24 horas em estufa a 50 °C.

Posteriormente, cinco pellets de cada fonte foram dispostos em 5 placas de Petri de 5 cm de
didmetro, sendo estas placas inseridas em conjunto (fundo + tampa) dentro de placas de Petri
maiores (cerca de 10 cm de diametro). Estas por sua vez continham o meio de cultura batata-

dextrose-dgar (BDA), fornecendo umidade dentro desse sistema, que foi considerado como a
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camara umida no presente estudo. Essas placas foram acondicionadas em uma camara de
temperatura controlada (BOD) a 24 °C, no escuro.

Diariamente, observou-se esse material até que ocorresse o inicio do crescimento flingico
em toda a superficie dos fragmentos de polpa. Assim que isso foi observado, com o auxilio de uma
agulha, inoculou-se o material em BDA suplementado com penicilina G. As placas foram
incubadas a 24° C, no escuro. Posteriormente, foi analisado esse material e identificadas as

espécies de fungos filamentosos presentes.

Carregamento de iscas

Adicionou-se dgua destilada o suficiente para dar consisténcia em uma por¢do de 20
gramas da polpa com maior nimero de espécies de fungos filamentosos, para o processo de
pelletizagdo. Posteriormente esses pellets foram secos em estufa a 50 °C durante 24 horas. Os
seguintes tratamentos foram confeccionados com esse material: polpa autoclavada seca (1),
autoclavada imida (2), ndo autoclavada umida (3) e ndo autoclavada seca (4). Os tratamentos 1 e 2
foram autoclavados durante 15 minutos, sendo que o primeiro substrato foi acondicionado em
estufa a 50 °C, durante 24 horas e o segundo foi acondicionado em cdmara imida de placas de
Petri, juntamente com o tratamento 3, porém esse tratamento ndo foi autoclavado. J4 o tratamento
4 também nao foi autoclavado, mas permaneceu em estufa por 24 horas.

Esses tratamentos foram oferecidos as operdrias em diferentes tempos de crescimento
fungico: 24 (desenvolvimento ndo visivel), 48 (desenvolvimento visivel) e 72 (desenvolvimento
maci¢o) horas. Sendo no primeiro tempo fornecida apenas uma apresentacido a cinco coloOnias,
nos outros tempos (48 e 72 horas), duas apresentacdes para cada, sendo uma em um dia e a outra
apOs um intervalo de 24 horas, para as mesmas colOnias previamente utilizadas, porém quanto ao
substrato, o tempo de desenvolvimento fliingico permaneceu 0 mesmo.

Esse critério de duas apresentagdes do mesmo material, com maior desenvolvimento
fungico as mesmas coldnias, foi proposto para avaliar a ocorréncia de um comportamento de
rejeicdo retardada. Assim, para verificar o carregamento das iscas, foram utilizadas cinco coldnias
(repeticoes) de A. sexdens rubropilosa para cada tempo de crescimento flingico.

Baseando-se na metodologia de Forti et al. (1993), para testes de atratividade de iscas
toxicas, os tratamentos foram oferecidos aleatoriamente na arena de forrageamento, 5 pellets de

cada e quando um tratamento era totalmente carregado, bloqueava-se a arena de forrageamento e
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quantificava os outros tratamentos. Os dados foram submetidos ao teste de normalidade de
Shapiro-Wilk apds serem transformados em log(X+1), prosseguiu-se utilizando ANOVA e teste de

Tukey (p>0,05).

RESULTADOS

A fonte considerada com maior nimero de espécies de fungo, pertencente a empresa Atta
Kill Ltda. (Aspergilus niger, Paecilomyces sp. e Penicillium funiculosum), apresentou trés espécies
de fungos distintas, sendo, portanto a escolhida para realizar o bioensaio. O crescimento flingico
foi observado ap6s 24 horas, pois o micélio ja se encontrava desenvolvido sob o substrato.

Na primeira apresentacdo, os fungos nio se desenvolveram visivelmente, ocorreu diferenga
significativa (F = 4,71; p = 0,0154) entre os tratamentos carregados, sendo o tratamento 3 (sem
autoclavar imida) mais carregado, igual ao tratamento 4 e ambos diferiram de 1 (menos carregado)
e 2 (Figura 1).

O carregamento dos substratos com o desenvolvimento fungico de 48 e 72 horas ndo
diferiram (Figura 2) nas duas apresentacdes (F = 0,61; p = 0,6194 e F = 1,96; p = 0,1606;
respectivamente). Ao repetir essas duas apresentagcdes (48 e 72 horas), ndo ocorreram diferencas

no carregamento, tanto para 48 horas (F=0,76; p = 0,6277) quanto 72 horas (F = 0,24; p = 0,8712).
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Figura 1. Média de carregamento de pellets por operdrias (F = 4,71; p = 0,0154). Tratamentos: polpa

autoclavada seca (1), autoclavada tiimida (2), ndo autoclavada tiimida (3) e ndo autoclavada seca (4).

Além disso, foram colocadas amostras da isca téxica em camara umida (no sistema de
placas de Petri), produzida pela empresa que utiliza como veiculo a polpa com maior nimero de
espécies de fungos (Atta Kill Ltda) em suas formulacOes. Assim, observou-se que os fungos
anteriormente identificados (Aspergilus niger, Paecilomyces sp. e Penicillium funiculosum) no
veiculo se desenvolveram quando presentes as condig¢des ideais de temperatura e umidade para

eles, revelando que o processo de formulagdo nio inviabilizou esses microrganismos.

Figura 2. Polpas carregadas por formigas cortadeiras com crescimento macico de fungos (72

horas). Legenda: A e B. polpa nio autoclavada umida; C. polpa ndo autoclavada seca.
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DISCUSSAO

Este estudo permitiu verificar que a hipdtese proposta € vélida, porém apenas o fator teor
de 4gua infuenciou negativamente. O processo de autoclavar, devido a alta pressdo cria-se um
vapor d’agua, aumentando provavelmente o teor de umidade das polpas. Isso ocorreu quando
foram ofertadas, apds o desenvolvimento fungico de 24 horas, demonstrando a preferéncia no
carregamento de polpas sem autoclavar. No tratamento 4, apesar de ser mantido em camara umida
(confeccionadas com placas de Petri e meio de cultura BDA), possivelmente ndo atingiu o teor de
umidade tdo elevado como no processo de autoclavar.

Contudo, além do carregamento, avaliou-se a possivel rejeicdo desse material pelas
operdrias, porém foi um fato ndo observado, os substratos foram processados e incorporados
totalmente no fungo simbionte como observado apds 24 horas da apresentagao.

O presente estudo corrobora com os dados de Rodrigues (2004), em que o teor de umidade
das iscas influenciou negativamente no carregamento das mesmas no campo por A. sexdens
rubropilosa. Roces e Kleineidam (2000), verificaram que operdrias de A. sexdens rubropilosa sao
capazes de detectar diferentes gradientes de umidade, sendo um parametro importante para o
desenvolvimento de seu simbionte. De acordo com os autores, a umidade alta é preferida pelas
operdrias em seu jardim de fungo, porém no ato de selecio do material a ser forrageado, esse teor
de dgua do substrato ndo condiz com o que € mantido no jardim de fungo. Talvez um material com
alta umidade ndo seja ideal no processamento para a incorporacdo no fungo simbionte, sendo esse
mais um fator que influencia na seletividade do substrato a ser forrageado.

No campo, ocorre o ndo carregamento das iscas possivelmente devido a alta umidade das
mesmas. Os fungos que por ventura estdo presentes na isca ou no ambiente, podem estar presentes
ou colonizarem o substrato, mas seu desenvolvimento provavelmente ndo € detectado ou ainda
devido as barreiras que as formigas possuem contra esses microrganismos nao € a presenca deles
que prejudica o carregamento das iscas. Outro fator crucial € a presenca de outras fontes
possibilitando as formigas escolherem um substrato que seja mais adequado ao cultivo de seu
simbionte.

Além disso, podemos inferir que a atratividade do material apdés o processo de
autoclavagem possa ter sido diminuida, sendo outro fator a ser considerado, ja que € de primordial

importancia na selecao de um substrato no momento do forrageamento. Segundo Cherrett (1968),
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no ato de selecdo, as necessidades nutricionais do fungo, a composi¢cdo quimica do material é
importante. Visto isso, e a diversidade de plantas forrageadas que a simbiose com o fungo L.
gongylophorus permite, ja que seu simbionte promove a digestdo extracelular desses substratos,
fica evidente que quanto a fatores biolégicos, como a presenca de microrganismos que possam
influenciar negativamente no desenvolvimento de seu simbionte, essas formigas livram-no de
possiveis competidores por intermédio de suas barreiras.

Porém, essa atratividade talvez possa ter contribuido para o carregamento destes fungos,
principalmente nas iscas com desenvolvimento apds 48 e 72 horas. A polpa citrica € um substrato
extremamente atrativo para a espécie A. sexdens rubropilosa, os fungos isolados e utilizados nesse
experimento como Aspergillus niger e Penicillium funiculosum, quando cultivados acumulam
acido citrico (2-hidroxipropan-1,2,3-tricarboxilico) (Siebert e Shulz, 1979) que é o principal
constituinte dos frutos citricos e é responsavel pela acidez das frutas.

Nao se sabe ao certo qual componente ou o conjunto deles presente na polpa citrica que
confere a atratividade desse substrato. Porém, a presenca desse composto, o 4cido citrico, pode ter
auxiliado nos resultados obtidos nesse experimento, pois apesar de ndo ocorrer diferenca
significativa em todas as apresentacdes 0s substratos com a presenca desses contaminantes foram
os primeiros a serem explorados e carregados.

O comportamento de lamber essas iscas foi muito acentuado, mesmo durante o
carregamento elas trabalhavam o material na cAmara de forrageamento, enquanto outros individuos
ao explorarem os distintos tratamentos carregavam os mesmos para a camara do jardim de fungo.
Provavelmente ao entrar em contato com o substrato com a presenca de fungos, tocando esse
material, ocorreu uma necessidade de uma assepsia cuidadosa desse substrato antes de carregé-lo,
pois nessas iscas também continha o fungo do género Paecilomyces que reconhecidamente
apresentam espécies patogénicas aos insetos.

Portanto, apesar das repeti¢des nas apresentacdes das iscas com maior desenvolvimento
fungico (48 e 72 horas), as operdrias continuaram carregando esses substratos € ndo ocorreu
qualquer um dos tipos de rejeicdes propostos por Knapp (1990), o material deveria ter um efeito
deletério as colonias, fato que ndo foi observado. Entdo, o carregamento de iscas colonizadas por
fungos filamentosos, em coldnias que estavam bem estabelecidas, apesar de incorporarem esse
material ndo sofreram nenhum dano em seu fungo simbionte, demonstrando a eficiente barreira

das formigas cortadeiras.
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Assim, o presente estudo demonstra o sofisticado sistema de defesa contra fungos que
possam competir com o simbionte das formigas cortadeiras, devido a secre¢des oriundas das
glandulas metapleural e mandibular, servindo como uma barreira. A glindula mandibular é
conhecida pela produ¢do de feromonio desencadeador de alarme e defesa (Brown et al., 1970). Em
estudos de Marsaro Junior et al. (2001), foi verificado que quanto maior a concentracdo de
solugdes contendo secregdes dessa glandula maior foi a inibicdo de conidios de Botrytis cinerea.
Rodrigues et al. (2008) demonstraram que a secre¢do mandibular de operarias de A. sexdens
inibem a germinacdo de esporos dos fungos patogénicos aos ninhos desses insetos.

Além disso, segundo Della Lucia e Aradjo (1993), o fungo simbionte também pode
contribuir na assepsia contra microrganismos, pois existem evidéncias de que ele secrete acido
fenilacético, que inibe o crescimento bacteriano e dcido D-3-hidroxidecandico que atua na inibi¢@o
de outros fungos.

Ja as secrecoes da glandula metapleural possuem uma acao antibacteriana e antiftingica, ela
foi evidenciada inibindo conidios (Schildknecht e Koob, 1970; Fernandez-Marin et al., 2006).
Porém, sua producdo ndo € discriminada, mas € utilizada, durante o grooming entre as operdrias e a
rainha, para o jardim do fungo simbionte e nos substratos, isso ocorre na presenca de agentes que
venham causar alguma injiria (Fernandez-Marin et al., 2006).

Assim, pode-se afirmar que ndo existiu contaminagcdo das colOnias, pois o sistema de
assepsia que essas formigas possuem € muito eficiente, e esse € um dos principais problemas a ser
resolvido, como driblar essa questdo para avancos no controle bioldgico desses insetos sociais.
Conclui-se, portanto que o mutualismo entre as formigas cortadeiras e seu simbionte, aliada aos

comportamentos e func¢des de ambos nessa relacdo permite um maior sucesso adaptativo a eles.
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4. CONSIDERA COES FINAIS

Devido ao hébito de corte de diversas plantas nativas e cultivadas, as
formigas cortadeiras sdo consideradas importantes pragas, devido a esse cunho econdmico, varios
métodos de controle sdo empregados e estudados, porém eles sdo extremamente complexos,
devido as caracteristicas das colonias. Dentre os métodos, um dos mais utilizados para minimizar
esses danos, sdo as iscas toxicas, formuladas em pellets. Esse material contém um principio ativo
dissolvido em ¢6leo de soja e como veiculo e atrativo € utilizado polpa citrica desidratada.

A polpa citrica € o substrato considerado atrativo para as operdrias de
formigas cortadeiras de plantas dicotiledoneas. Porém, determinadas partes do fruto utilizado na
confeccdo desse substrato, diferem na atratividade. No presente trabalho, verificou-se que o
endocarpo € considerado o mais atrativo, sendo o mais e o primeiro a ser carregado tanto em
campo como em laboratério. No momento do processamento e incorporagdo das distintas polpas,
ele foi processado por um maior nimero de operdrias quando comparado com os outros
tratamentos (mesocarpo, integral e industrial). Sugere-se que a presenca de sementes neste
material, sendo uma possivel fonte de lipidios para as operdrias, pode ter contribuido para esses

resultados.
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Além disso, pode-se verificar que o estimulo olfatério é de vital
importancia na identificacdo de fontes, ou seja, de materiais a serem forrageados, porém o contato
com o substrato € essencial para que ocorra o recrutamento de outros individuos.

O 6leo de soja, outro componente presente nas iscas toxicas, que ora € tido
como atrativo ora como repelente nos estudos, quando estd presente na formulacdo das iscas
toxicas, ndo interfere no carregamento. Assim, possui apenas a funcdo de solubilizacdo do
principio ativo. Contudo, dependendo do grau de refinacdo desse dleo, ele € considerado atrativo
as operdrias, como constatado no presente trabalho.

O ¢leo de soja bruto degomado € atrativo as operdrias devido a presenca de
uma determinada substidncia ou um conjunto delas, ou ainda, a interacdo entre elas, pode ter
resultado nesse comportamento. Compostos como tricosano, hentriacontado e &4cidos graxos
provavelmente influenciaram na tomada de decisdo das operdrias para forragearem esse material.

Através desses dois bioensaios, pode-se inferir que a auséncia de
compostos repelentes nos substratos permite o carregamento dos mesmos pelas operdrias, porém
uns podem ser mais atrativos do que outros. Particularmente, o endocarpo além de contribuir na
atratividade pode auxiliar na intoxicacdo das operdrias, pois um maior ndimero das mesmas,
trabalharam no processamento e incorporacdo dos pellets.

Os fungos filamentosos, outro assunto abordado, sdo descritos presentes
nos locais aonde as colonias nidificam e quando as mesmas sofrem um desequilibrio na relagdo de
simbiose, outros microrganismos se desenvolvem. Além disso, esses microrganismos podem ser
oriundos do substrato fornecido, provavelmente favorecendo o controle com a desestruturacao da
colonia e desenvolvimento dos mesmos que podem ser deletérios a elas. Portanto, provavelmente
iscas toxicas contendo fungos filamentosos podem contribuir adicionalmente no controle do que o
mesmo material com auséncia desse fator.

A rela¢do de mutualismo obrigatério entre as formigas cortadeiras e seu
simbionte permitem um sucesso evolutivo, gerando uma maior gama de exploragdo de recursos
benéficos para ambos nessa interagdo. Barreiras que eles possuem principalmente as formigas
cortadeiras envolvem ndo sO secrecOes de glandulas, mas também atos comportamentais
contribuem para essa adaptacdo. O presente estudo permitiu observar a eficiéncia dessas barreiras
através do carregamento de substratos contendo fungos filamentosos, que poderiam ser deletérios

as formigas cortadeiras e seu simbionte. No entanto, apesar da umidade no jardim de fungos ser
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alta e de aparentemente as operdrias dependendo do substrato deixar os mesmos hidratando antes
do processamento e incorporacdo, no momento do carregamento existe uma tendéncia a uma
resposta negativa quando existe um alto teor de d4gua no substrato a ser forrageado.

Assim, para melhorias no controle, mais estudos levando em consideragao,
aspectos bioldgicos, quimicos e comportamentais das formigas cortadeiras e seu simbionte devem

ser mais explorados para que o controle das mesmas se torne mais efetivo.
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5. CONCLUSOES

- Existem diferencas comportamentais expressas pelas operdrias frente a
diferentes polpas citricas, sendo o endocarpo a mais atrativa e processada pelas operdrias;

- Os Oleos de soja em diferentes graus de refinagdo sdo distintos na
atratividade para as operdrias, sendo o 6leo de soja bruto degomado o mais carregado;

- Os fungos filamentosos que estdo presentes no substrato ou nas coldnias
desenvolvem-se quando as mesmas sofrem desequilibrio;

- A presenca de fungos filamentosos em iscas granuladas ndo interferiu de

forma negativa no carregamento das mesmas.
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