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RESUMO

Existem muitos desafios para o controle de formigas-cortadeiras no setor florestal. Diante desta problematica, a busca por
novas formulagdes e sintese de substancias sdo praticas recorrentes adotadas por empresas e centros de pesquisa. Entre as
etapas realizadas para o desenvolvimento de um produto comercial, os testes toxicologicos sao uma premissa fundamental
para avaliar a eficacia de uma substancia, além de definir uma dose adequada e ambientalmente segura. No presente
estudo de toxicidade, foram selecionados cinco tratamentos com diferentes concentragdes de ativos, sendo: indoxacarbe
(0,0083, 0,017, 0,033 ¢ 0,05%), sulfluramida (padrdo - 0,1%), e um grupo controle negativo, com quatro repetigdes
(conjunto de 20 operarias) por tratamento. Foram formuladas iscas pastosas e ofertadas, seguindo o protocolo da
Instrugdo Normativa n® 42 do MAPA (Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento) para formigas-cortadeiras.
As avaliagdes foram realizadas a cada 24 horas até o 21° dia apds a aplicag@o. A concentragdo de 0,1% de sulfluramida
gerou 100% de mortalidade. As concentragdes de 0,017 e 0,033% apresentaram taxa de mortalidade média na ordem
de 60%. Os resultados obtidos demonstraram atividade formicida do indoxacarbe, no entanto a concentragio deve ser

ajustada para estudos futuros.
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ABSTRACT

There are many challenges for controlling leaf-cutting ants in the forestry sector. In view of this problem, the search for
new formulations and the synthesis of substances are recurrent practices adopted by companies and research centers.
Among the steps taken to develop a commercial product, toxicological tests are a fundamental premise for evaluating the
effectiveness of a substance, in addition to defining an appropriate and environmentally safe dose. In the present toxicity
study, five treatments with different active concentrations selected, being: indoxacarb (0.0083,0.017, 0.033 and 0.05%),
sulfluramide (standard - 0.1%) and a negative control group, with four replicates (set workers) per treatment. Pasty baits
were formulated and offered following the protocol of Normative Instruction n® 42 of MAPA (Ministry of Agriculture,
Livestock and Supply) for leaf-cutting ants. The evaluations were done out every 24 hours until the 21st day after
application. The concentration of 0.1% sulfluramide generated 100% mortality. The concentrations of 0.017% and
0.033% had an average mortality rate in the order of 60%. The results obtained demonstrated the formicidal activity of

indoxacarb, however, the concentration must be adjusted for future studies.

Keywords: pasty bait, chemical control, insecticide, bioassay.
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INTRODUCAO

As formigas sdo organismos que desempenham
importantes papéis no fluxo energético e de nutrientes dos
ecossistemas (Rebula et al., 2003). Essa fungdo ecologica
exercida ¢ explicada principalmente pelas numerosas
interagdes com as diversas espécies vegetais e animais
do ambiente (Davidson ¢ Mckey, 1993).

Entre essas relagdes interespecificas nos ecossistemas,
existem formigas da subfamilia Myrmicinae que possuem
capacidade de cultivar fungos, e em sua maioria os dois
géneros de fungos basidiomicetos que realizam essa
relagdo mutualistica com as formigas sdo Leucoagaricus
e Leucocoprinus (Della Lucia, 2011). Estas formigas
pertencem a tribo Attini, e utilizam o fungo como base
de sua nutri¢do (Weber, 1972). Sdo exclusivas do Novo
Mundo e ocorrem desde o norte-leste dos Estados Unidos
latitude 40°N (Rabeling et al., 2007) até o centro da
Argentina, latitude 41°S (Farji-Brener ¢ Corley, 1998),
com excecao do Chile e algumas ilhas das Antilhas.

Segundo Sosa-Calvo et al. (2013), a tribo Attini
compreende mais de 256 espécies catalogadas, dos quais os
géneros Atta e Acromyrmex, que sdo as formigas-cortadeiras
de folhas, apresentam grande destaque. De maneira
especifica, o género Atta esta situado entre as latitudes
32°N e 33°S, e 0 género Acromyrmex, distribuido entre
as latitudes 34°N e 41°S (Mehdiabadi e Schultz, 2009).

As formigas-cortadeiras sdo temas recorrentes
de estudo, em decorréncia da sua grande importancia
agricola, e as espécies do género Atfa estao entre as mais
estudadas dentre os insetos tropicais (Mueller e Rabeling,
2008). A relevancia dos géneros Atta e Acromyrmex se da
principalmente pela sua grande distribuicao pelo territorio
brasileiro e intensa atividade de forrageamento em todo o
periodo anual (Hernandez e Jafté, 1995). Estes dois géneros
representam importantes pragas agricolas e florestais na
regido Neotropical, situacao que exige do setor florestal,
constante monitoramento e controle destes insetos-praga,
principalmente do ponto de vista econémico, uma vez que
constituem as principais pragas em cultivos de Eucalyptus
spp. e Pinus spp. (Zanuncio et al., 2016).

Além disso, podem atacar diversas culturas agricolas
e areas de pastagens, pois utilizam grande quantidade
de material vegetal como substrato (Cherrett, 1968),
ocasionando assim consideraveis perdas de rentabilidade
em outros sistemas agricolas do agronegocio. A intensa

desfolha pode causar problemas, como a menor altura e

diametro do caule das plantas, além de outras situagdes,
como o replantio, maior incidéncia e suscetibilidade a
doengas, dentre outros problemas.

No Brasil, a espécie Atta sexdens ¢ apontada como
a que apresenta maior distribui¢ao territorial e a maior
causadora de prejuizos as lavouras dentre as espécies
de cortadeiras (Gongalves, 1963). Em decorréncia das
formigas-cortadeiras atacarem muitas espécies vegetais,
ainda existe o fator de destaque que é preferéncia por
plantas cultivadas. Considerada uma praga potencial
nos sistemas silviculturais, o género Aftta tem sido
frequentemente utilizado como modelo de estudo no
desenvolvimento de novas substancias com caracteristicas
formicidas (Nagamoto et al., 2004).

Diante deste cenario, a busca por produtos efetivos
para o controle destes insetos ¢ fundamental, mas a
prospecgao de substancias ¢ um processo demorado,
principalmente pelo fato dos compostos testados
apresentarem toxicidade menor do que o ingrediente
ativo (IA) mais utilizado pela industria, que ¢é a
sulfluramida. Atualmente, este IA ¢ o unico disponivel
que apresenta as caracteristicas necessarias para uma
boa eficacia como isca toxica (Della Lucia et al.,
2014). A sulfluramida ¢ um inseticida que pertence
a0 grupo quimico sulfonamida fluoralifatica (ntmero
de registro CAS: 4151-50-2) e com o nome quimico
IUPAC (International Union of Pure and Applied
Chemistry): N-etilperfluor-octano-1-sulfonamida.
Este IA pertence a classe de inseticidas de agado
retardada (Schnellmann e Manning, 1990), e no caso
das formigas-cortadeiras, sua ingestdo afeta o processo
de fosforila¢do oxidativa, cessando a sintese de ATP
(Nagamoto et al., 1998).

Os bioensaios de toxicidade sio compostos geralmente
de duas etapas. A primeira etapa ¢ constituida pela selecéo
dos tratamentos (novas moléculas sintetizadas com
propriedades inseticidas ao inseto-praga). A segunda,
apos a selegdo das substancias utilizadas, € estimar entre
os produtos selecionados quais serdo as concentragdes
letais para o organismo alvo (Carvalho et al., 2017). Vale
lembrar que estas etapas sdo realizadas em condi¢des
de laboratorio. Normalmente, os [As que apresentaram
bom desempenho em laboratorio sdo testados em ensaios
de campo para verificar sua eficiéncia. Nestes casos,

ja sdo realizados com o produto formulado, e para
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formigas-cortadeiras, ainda deve ser realizado o teste
com colonias de laboratorio antes dos ensaios de campo.

Algumas propriedades fisico-quimicas da molécula
inseticida devem ser consideradas e estudadas para a
mesma ser considerada ambientalmente segura, tais como:
K, (coeficiente de parti¢do octanol/adgua, que estima a
hidrofobicidade da substéancia); K e K (coeficientes de
distribui¢@o do inseticida no solo e na matéria organica,
respectivamente); C_ (solubilidade) e meia-vida no solo
(T

ao tempo que 50% da massa de determinado produto

L.soL0)» NESte Ultimo caso, a meia-vida estd relacionada
demora para ser degradada na natureza (Mahan e Myers,
2000), e isto permite que o inseticida tenha um intervalo
de seguranca entre aplicagdes.

O indoxacarbe (nimero de registro CAS: 173584-44-6)
¢ um inseticida pertencente ao grupo quimico oxadiazina,
com o nome quimico IUPAC: metil (S)-N-[7-cloro-
2,3,4a,5-tetrahidro-4a-(metoxicarbonil) indeno[1,2-¢]
[1,3,4]oxadiazina-2-ilcarbonil]-4’-(trifluorometoxi)
carbanilato. Uma caracteristica distinta e determinante
deste composto ¢ sua forma de ativagdo, no qual ocorre o
bloqueio dos canais de sodio por uma pequena oscilagao
de voltagem a partir da sintese de um metabolito
denominado de N-decarbometoxilato.

E um inseticida altamente ativo, de amplo espectro
para os insetos de importancia agricola, principalmente
das ordens Lepidoptera, Coleoptera e Hemiptera
(Wing et al., 2000). A descoberta do indoxacarbe foi
possivel por meio do aperfeicoamento da pirazolina
para ser utilizada como inseticida eficiente e seguro
para organismos ndo alvos e ao ambiente. As variagdes
no nucleo da pirazolina levaram a descoberta de que
as oxadiazinas relacionadas estruturalmente também
apresentavam grande potencial inseticida (Salgado,
1990). A otimizagao das oxazaninas gerou a descri¢ao do
indoxacarbe racémico (Mccann et al., 2001). O indoxacarbe
apresenta 0 mesmo mecanismo de agdo da pirazolina,
afetando as células neurais. Desta forma, a utilizagio
de diferentes mecanismos de acdo ¢ uma ferramenta
fundamental para o controle de insetos-praga, o que
torna o presente estudo muito relevante.

Este estudo buscou identificar a efetividade do
inseticida indoxacarbe no controle de formigas-cortadeiras,
por meio de um bioensaio toxicologico avaliando a taxa
de mortalidade de formigas como resultado da ingestao

oral dessa substancia.

MATERIAL E METODOS

Colonia Estudada

A coldnia utilizada neste experimento foi coletada
no municipio de Botucatu, SP, e mantida no Laboratorio
de Insetos Sociais-Praga (LISP), Departamento de
Produgdo Vegetal da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas
- UNESP, Botucatu-SP. A coldnia selecionada possuia
volume aproximado de 5 L e foi utilizada para a
retirada das operarias de Atta sexdens (Linnaeus, 1758)
(Hymenoptera: Formicidae). Para a manutengdo da
colonia até a data do experimento foram ofertadas folhas
de Acalypha spp. como substrato para manutengao do
jardim de fungos. A coldnia foi mantida nas seguintes
condigdes: temperatura de 22 + 2 °C, umidade relativa

de 70 + 10%, e fotoperiodo 12 h.

Formulacdes de Pasta de Polpa Citrica com
Ingredientes Ativos Indoxacarbe e Sulfluramida

A formulagdo na forma de isca pastosa, e a analise
da taxa de mortalidade das operarias em decorréncia
da ingestdo das formulagdes, foi avaliada seguindo a
Instrugao Normativa n® 42, do protocolo desenvolvido por
Nagamoto et al. (2004), e estabelecido pelo Ministério da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento/Controle de Pragas
(Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento/Secretaria

de Defesa Agropecudria - MAPA/SDA) (Brasil, 2011).

Formulacio e Aplicagdo da Isca Pastosa

As selegdes dos tratamentos foram compostas
por: um controle negativo (formulagdo de pasta de
polpa citrica desidratada), um controle padrdo ou
positivo (0,1% sulfluramida) e quatro concentragdes de
indoxacarbe: 0,05, 0,033 0,017 ¢ 0,0083%, totalizando
seis tratamentos e quatro repetigdes (cada repeticéo foi
representada por um recipiente plastico com 20 operarias
de 4. sexdens. Os recipientes apresentavam transparéncia
(para facilitar as observagdes), e com as seguintes
dimensdes: 101 x 61 mm (didmetro X altura) com tampas
herméticas. O fundo de cada recipiente foi coberto por
uma fina camada de gesso (1 cm de espessura) e seco
por 24 horas a 50 °C, antes da pasta ser oferecida para
as operarias, o gesso foi umedecido com agua destilada.

As operarias selecionadas para o experimento
apresentavam capsula cefalica com largura média de
2,0 + 2 mm, valor que encontra-se dentro do proposto

por Wilson (1980), que aferiu que o tamanho da capsula
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cefalica entre 1,8 e 2,8 mm ¢ o responsavel pela maior
parte do corte de material vegetal.

Foram realizadas as seguintes etapas: primeiramente,
cada IA (indoxacarbe e sulfluramida) foi dissolvido com
o solvente acetona e, em seguida, foi misturado o p6 de
polpa citrica; realizou-se o processo de homogeneizagio
da mistura com de um bastdo de vidro e aguardou-se
a evaporacdo do solvente; nesta mistura foi adicionada
uma solucdo de sacarose (10%) até a obtencdo de
uma pasta; todas as formulagdes foram preparadas
como p / p (peso / peso) (Sousa et al., 2018).

Foi oferecido 2 g da pasta formulada por repeticio
(conjunto de 20 operarias) e as operarias permaneceram
24 h em contato com a isca pastosa, a qual apds esse
periodo foi retirada. Em seguida, foi oferecida para cada
repeti¢do um volume aproximado de 2,0 cm? de esponja
fungica, contendo 20 jardineiras (operarias pequenas) para
auxiliar no cultivo do fungo mutualistico. A avaliacio
da mortalidade foi realizada nos dias 1, 2, 3,5, 7,9, 11,
14,17 e 21 apds a adigdo da isca pastosa.

Para mensurar a mortalidade natural ou decorrente do
manuseio experimental, utilizou-se um tratamento controle
ou testemunha negativa. Para este tipo de tratamento, a
isca pastosa (controle negativo), foi preparada seguindo
0 mesmo procedimento, no entanto, sem adi¢ao de [As.

A taxa de mortalidade das operarias foi corrigida
utilizando a féormula de Abbott (1925), para reduzir
a influéncia de fatores, como a idade do inseto € a
mortalidade natural, e desta forma foi possivel calcular
a taxa de sobrevivéncia de cada tratamento.

Neste caso, o tratamento do grupo controle

(testemunha) ¢é utilizado na obtengdo da mortalidade

corrigida dos demais tratamentos. O calculo da mortalidade

corrigida (Abbott, 1925) é representado pela Equagao 1:

MCorr = [(MT -MC)/(100-MC) |* 100 1)

onde: MCorr: Mortalidade corrigida (%); MT: Mortalidade

do tratamento (%); MC: Mortalidade do controle (%).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apartir dos dados coletados nos 21 dias de avaliagdo
foi possivel avaliar o desempenho de cada concentragio
do IA indoxacarbe e sua comparagdo com a sulfluramida
(inseticida padrao) (Figura 1).

Os dados da Tabela 1 representam a porcentagem
da mortalidade acumulada diariamente (%), o valor
da mediana (Md) e a interpretacdo dos resultados pelo
Teste de Friedman. As medianas foram comparadas pelo
Método de Student-Newman-Keuls.

Foi observado que as formigas tratadas com
indoxacarbe apresentaram sintomas de intoxicagao,
como dificuldade de locomog@o, tremor, desorientagdo,

e paralisia, com mais intensidade nos primeiros dias

S

Sobrevivéncia (%)

1 2 3 5 ¥ 9 11 14 17 21
Dias

ida (0,1%) - (0,05%)

(0,033%) arbe (0,017%) (0,0083%)

Figura 1. Taxa de sobrevivéncia (%) de formigas de
acordo com os respectivos tratamentos.

Tabela 1. Mortalidade acumulada e mediana (Md) de operarias de Atta sexdens submetidas ao bioensaio com grupo
controle (testemunha), sulfluramida (0,1%) e indoxacarbe (0,0083, 0,017, 0,033 e 0,05%).

Tratamento % da mortalidade corrigida acumulada por dia

1 2 3 5 7 9 11 14 17 21 Md*
Testemunha 0 0 0 0 1,2 1,2 1,2 5,0 6,2 7.5 20+0,5d
Sulfluramida (0,1%) 0 0 0 8,7 240 34,1 41,7 684 92,0 100,0 20+£0,5a
Indoxacarbe (0,05%) 0 1,2 10,0 32,5 38,6 39,1 392 394 40,5 40,5 8+0,6 ¢
Indoxacarbe (0,033%) 0 12 15,0 42, 51,9 56,5 56,9 569 573 594 12+1,8b
Indoxacarbe (0,017%) 0 3,7 27,5 525 594 61,8 62,0 62,1 62,6 632 13+0,5b
Indoxacarbe (0,0083%) 0 25 7,5 16,2 227 30,3 32,9 3333 342 364 7+14c

*Valores de mediana + semiamplitude interquartilica, as medianas seguidas por letras distintas indicam diferenga
significativa entre si, no nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Student-Newman-Keuls.
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de avaliagdo. Nos estudos de Nagamoto (2003) ainda
¢ relatado que a paralisia do inseto pode se prolongar
por varios dias, e este tipo de sintoma de intoxicagio
interfere na reduc@o do forrageamento e comportamentos
de autolimpeza.

Alguns tratamentos apresentaram diferenca
significativa quando comparados ao grupo controle
(testemunha). As concentragdes de indoxacarbe que
apresentaram maiores destaques foram 0,033 € 0,017%.
Estes valores baixos sdo corroborados pelos estudos de
Silva (2012), que avaliando a acdo toxica de IAs em
operarias de 4. sexdens, concluiu que o indoxacarbe
apresenta baixa dose média letal e baixo tempo médio
letal. No presente estudo também foram utilizadas baixas
concentragdes de indoxacarbe, o que do ponto de vista
ambiental, é uma boa alternativa para o manejo de pragas
dos agroecossistemas.

No entanto, em nenhum destes casos ocorreu
mortalidade total das operarias, com valores na ordem
de 60%, um indice considerado ineficiente para o
controle, em virtude da sulfluramida ocasionar 100%
de mortalidade no periodo de 21 dias apds a aplicagio.
No caso da sulfluramida, percebe-se que o efeito da
mortalidade aumenta progressivamente em fungdo do
tempo, e isso pode ser explicado principalmente pelo
seu modo de agdo lento; esta agdo retardada ¢ muito
interessante no caso das formigas-cortadeiras, permitindo
que o IA tenha uma boa dispersao dentro da colonia ao
longo do tempo.

Autores como Nagamoto et al. (2004), ainda apontam
para a dificuldade das operarias de 4. sexdens realizarem a
desintoxicagédo da sulfluramida. Os tratamentos contendo
0,05 ¢ 0,0083% de indoxacarbe apresentaram mortalidade
média na ordem de 40%, um valor considerado baixo
para o controle de formigas-cortadeiras.

Com este resultado, ¢ possivel afirmar que a
mortalidade ocorrida na testemunha (controle negativo)
pode ser constatada como natural, considerando a formula
de Abbott (1925), e permitindo a aferi¢do do efeito dos
IAs sobre as operarias.

Nota-se que para o indoxacarbe, a mortalidade dos
insetos ocorreu em sua maioria até o 11° dia, diferentemente
de iscas a base de sulfluramida e dodecacloro, que atuam

tipicamente por ingestdo. Por outro lado, além da acdo de

ingestdo, indoxacarbe também age por contato (Tomlin,
2000), dinamica semelhante quando comparado com o
IA fipronil.

Na interpretagao dos resultados, foi possivel aferir
os tratamentos mais promissores. A mortalidade na ordem
de 60%, apesar de baixa, pode ser uma alternativa a ser
considerada para que ndo ocorra total dependéncia do IA
sulfluramida. Neste caso, ¢ necessario ajustar a concentragao
do indoxacarbe para estudos futuros. As perspectivas para
o controle destes insetos desfolhadores sdo as melhores
possiveis, pois muitos centros de pesquisa estio buscando
novas alternativas promissoras, € possivelmente com a
colaboragdo conjunta da industria e dos pesquisadores
este processo seja facilitado.

No presente estudo, entretanto, apenas o IA
sulfluramida ocasionou média de mortalidade de 100%,
continuando a apresentar caracteristicas desejaveis de

uma isca formicida.

CONCLUSAO

Indoxacarbe demonstrou atividade formicida.
No entanto, nas concentra¢des selecionadas, causou
mortalidade aproximada de 60% das operarias. Desta
forma, a concentragdo selecionada deve ser ajustada

em estudos futuros.
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