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ISCA ENCAPSULADA ATRATIVA VISANDO CONTROLE
MICROBIANO DE FORMIGAS CORTADEIRAS

ATTRACTIVE CAPSULE TO MICROBIOLOGICAL CONTROL OF
LEAF CUTTER ANTS

Raphael Vacchi Travaglini'; Luis Eduardo Pontes Stefanelli?; André Arnosti®; Roberto da
Silva Camargo*; Luiz Carlos Forti®

Area Tematica: Meio Ambiente e Desenvolvimento Sustentavel

RESUMO

A busca por novos tipos de controles de pragas é uma constante na agricultura, assim, as
formulacGes tendem a atender os anseios dos produtores, no caso das formigas cortadeiras, o
controle mais difundido é o que faz uso da isca granulada atrativa. No intuito de encontrar uma
alternativa ao controle quimico, elaboramos uma cépsula capaz de carrear o fungo
entomopatogénico Metarhizium anisopliae para o interior das colonias de Atta sexdens
rubropilosa. As iscas foram incorporadas no fungo simbionte em sua totalidade nas primeiras
24 horas do experimento. O ato comportamental mais observado é o de lamber a cépsula.

Palavras-Chave: Entomopatogénico. Formiga. Organico. Fungo.

ABSTRACT

The search for new pest’s controls is a constant in agriculture, so formulations tend to meet the
disires of producers, in the case of leaf cutting ants, the most widespread control is the one
makes use of attractive granulated bite. In an attempt to find an alternative to chemical control,
we developed a capsule possible of carrying the entomopatogenic fungus
Metarhiziumanisopliae inside the Atta sexdensrubropilosa colonies. The bites were
incorporeted into the symbiontic fungus in your totality in the first 24 hours of the experiment.
The most observed behavior act is to lick the capsule.
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1. INTRODUCAO

Atualmente o ingrediente ativo mais comumente empregado pela industria de isca
granulada formicida é a sulfluramida, essa molécula inseticida de acéo lenta, por ser usada em
baixas concentracdes, é considerada a forma mais segura de controle segundo registros
(BRITTO et al., 2016).

No Brasil, o controle de formigas cortadeiras € amplamente realizado com a isca
granulada atrativa, constituida de polpa citrica e ingrediente ativo, em sua formulacao, pois €
necessario que as operérias forrageadoras transportem as iscas até o interior de suas col6nias,
para serem incorporadas no jardim de fungo simbionte e assim ocorra a disseminagdo do
principio ativo entre as operarias que participam deste processo a0 manipular a isca, o atrativo
também atua na camuflacéo do principio ativo e evita que as formigas detectem essa substancia
toxica, para que ndo haja rejeicdo da isca (DELLA LUCIA; VILELA, 1993).

Enquanto demais técnicas de controle, como o uso de termonebulizador ou
polvilhadeira, perderam espaco devido a particularidades da formulacdo de seus inseticidas, do
custo operacional, devido a especificidade do funcionamento destes equipamentos além do
maior risco de contaminacéo, tanto do meio ambiente, por residuos, quanto do operador por
exposicdo ao produto aplicado, a isca granulada neste sentido apresenta vantagens, por ser a
forma mais pratica e econbmica para aplicacdo, podendo também ser encontrada em
embalagens micro porta iscas (BOARETTO; FORTI, 1997, BRITTO et al., 2016). Essas acdes
de controle exigem o uso de equipamento de protecdo individual (EPI).

Consideradas pragas agricolas, as formigas cortadeiras do género Atta, vulgarmente
chamadas de “sativas”, t€ém como caracteristica taxondmica trés pares de espinhos dorsais e
apresentam polimorfismo entre as operarias da col6nia (soldado, carregadeira e generalistas),
além da casta reprodutiva, enquanto o género Acromyrmex, popularmente conhecido por
“quenquéns”, possui formigas menores, COM quatro ou mais pares de espinhos visiveis no
dorso. Esses dois géneros pertencentes a tribo Attini (Subfamilia: Myrmicinae), séo os que
causam o corte da parte aérea das plantas, tal desfolha, principalmente em espécies florestais, é
realizada para a manutencdo do fungo simbionte (Leucoagaricus gongylophorus), o qual se
alimenta, principalmente na fase larval, por isso séo consideradas pragas-chave da cultura do
Eucalyptus e Pinus, o que pode ocasionar 30% menos de rebrota em areas infestadas
(SCHNEIDER, 2003; DELLA LUCIA;VILELA, 1993).

Tais formigas quando em equilibrio com o ambiente sdo tidas como engenheiras do

solo, seus ninhos, subterraneos, aumentam a fertilidade e permeabilidade deste, trazendo
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beneficios como o0 acumulo de matéria organica, que acaba por possibilitar o desenvolvimento
de determinadas espécies da flora, atraves da dispersdo de sementes, sdo capazes de remodelar
os cendrios florestais, atraindo atencdo para estudos de caracteristicas bioldgicas e
comportamentais (MONTOYA-LERMA et al., 2012).

Alguns programas de controle biolégico fazem uso do fungo entomopatogénico
Metarhizium anisopliae, cujo sucesso é reconhecido, como no caso da cigarrinha-da-cana-de-
acucar e cigarrinha-da-pastagem (Hemiptera: Cercopidae), porém no caso de formiga cortadeira
(Hymenoptera: Formicidae), esbarramos na “imunidade social” (CREMER; ARMITAGE;
SCHMID-HEMPEL, 2007), apresentada por este inseto que vive em colbnias populosas e
muito bem organizadas (FORT] et al., 1994). Sdo varias as estratégias adotadas pelas colénias
para defender a populacédo dos inimigos naturais, pois estas pragas que evoluiram no ambiente
de solo parecem ter desenvolvido uma glandula (metapleural), capaz de anular a acgdo
patogénica de inUmeros microorganismos do meio em que habitam, através das secrecdes
destas, que, por exemplo, impediriam a germinacdo de fungos aderidos ao tegumento das
operarias (VIEIRA et al., 2012; TRAVAGLINI, et al. 2016).

EVANS (1974) e SAMSON et al. (1988) relataram que fungos entomopatgénicos
podem ser comumente encontrados em formigas, sendo que Beauveria bassiana pode ser
isolada de operérias de Atta sexdens piriventris (DIEHL-FLEIG et al., 1992) e em rainhas de
A. sexdens rubropilosa (ALVES; SOSA GOMEZ, 1983), posteriormente, Metarhizium
anisopliae também foi encontrado nesta Gltima espécie (ZARZUELA, 2007).

Neste contexto, propomos a cépsula atrativa contendo fungo entomopatogénico M.
anisopliae, prospectado da natureza e concentrado por processo industrial por meio de cultivo
em arroz, no intuito de promover o controle microbiano e aumentar o leque de alternativas de
controle, pensou-se numa isca tendo os individuos imaturos como o principal alvo da aplicacéo,

testando as capsulas em col6nias iniciais de formigas cortadeiras (até um ano).

2. METODOLOGIA

2.1. Obtencéo das Col6nias

As colbnias de Atta sexdens rubropilosa Forel, 1908 (Hymenoptera: Formicidae), foram
coletadas a campo apds trés meses da fundagdo, ou seja, apds a revoada, ja estabelecidas no
solo, foram escavadas e transferidas para potes de acrilico contendo trés reparticdes: a arena de

forrageamento, o jardim de fungo simbionte (com gesso na base) e a cdmara de lixo, conectadas



103
Tekhne e Logos, Botucatu, SP, v.8, n.3, Outubro, 2017. Edic¢do Especial — IX SINTAGRO

ISSN 2176 — 4808

por tubos pléasticos transparentes (FIGURA 1), mantidas em condic6es de laboratério (25°C e
75%UR), para serem utilizadas ao atingirem um ano de idade e volume de fungo de
aproximadamente 1 litro. O compartimento destinado ao lixo era limpo periodicamente (FORTI
etal., 1994).

Figura 1: Dispositivo para manutencéo de coldnias em laboratério

)‘
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Fonte: Forti et al., 1994
2.2. Obtencéo do Fungo

Empregou-se o fungo entomopatogénico M. anisopliae (10° conidios/g), formulagéo
comercial (5%), com inerte tipo talco (p6 de arroz), preenchendo o compartimento de uma das

reparticdes da capsula, ou seja, no interior continha 0.1g do produto.
2.3. Preparo da Cépsula

As capsulas sdo encaixadas, sendo que a parte maior foi reduzida com um corte de
tesoura (0.3 mm), retirando parte de seu corpo cilindrico, assim reduzindo seu volume. Para
confecc¢do das iscas atrativas, foram usadas capsulas duras de gelatina bipartida populares, estas
permaneceram em recipiente fechado com polpa citrica seca e triturada para impregnacdo do
aroma citrico que é deveras atrativo para estas formigas (RAMOS et al., 2006). Para melhor
adesdo da polpa citrica na superficie das capsulas, foi borrifado agua destilada e melago (1:1)
nas capsulas ja preenchidas e fechadas com o fungo M. anisopliae, a fim de aumentar a
atratividade e consequentemente o transporte da capsula, estas secaram em uma bandeja por 12

horas, ficando com aspecto empanado.



104
Tekhne e Logos, Botucatu, SP, v.8, n.3, Outubro, 2017. Edic¢do Especial — IX SINTAGRO

ISSN 2176 — 4808

2.4. Sala de Observacéo:

Os testes foram realizados no Laboratério de Insetos Sociais-Praga (LISP), no
Departamento de Protecdo Vegetal, da Faculdade de Ciéncias Agronémicas (FCA), da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP), Campus de Botucatu, em
sala aclimatada, similar a sala de criacdo, sendo que para a manutencéao destas col6nias, foram
ofertadas folhas de Acalypha wilkesiana ou grdo de milho triturado como alimento nos demais
dias, dependendo da umidade aparente do fungo simbionte. Uma vez preparado o material, as
coldnias foram alocadas numa caixa de vidro que permitiu a observacao e registro fotografico
dos atos comportamentais, listados numa planilha e anotados durante as seis primeiras horas do
experimento, a cada dez minutos (cronometrados), iniciando apds ofertarmos as capsulas, a fim
de gerar as frequéncias de cada ato comportamental, nas analises estatisticas (¥%) no programa
Excel e em um teste ndo paramétrico de Kruskall Wallis.

Os quatro atos comportamentais estudados foram: a) Transporte de capsula, b) Lamber
a capsula, ¢) Segurar a capsula e d) Incorporar o material da capsula no jardim de fungo
simbionte, para tanto foram ofertadas 20 capsulas na arena de forrageamento, para cada uma
das colbnias observadas, cujas operarias foram divididas em dois grupos, (M) e (G),
respectivamente, entre 1 mm e 2 mm de capsula encefalica e maiores que 2 mm de cépsula
encefélica, sendo que as operarias menores que estas medidas ndo foram contabilizadas neste
experimento (SILVA, 2014). Continuamos observando diariamente, durante uma semana, em
intervalos de 24 horas, para verificar possiveis alteracdes no volume do jardim de fungo
simbionte, em relacdo a uma régua milimétrica usada para tal finalidade. A camara de lixo foi

limpa, permitindo assim verificar o que foi levado para tal compartimento neste periodo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Muitos autores estudaram a evolucgéo das especies de formigas cortadeiras e a interacéo
com patogenos do ambiente, tais estudos mostram mudancas no comportamento das colonias e
concluem que a imunidade social em sociedades de formigas € muito eficiente para evitar
epizootia. Uma andlise detalhada de mais de 114 anos de literatura, de 1900 até 2014, mostra
que a maioria dos estudos utilizou os fungos entomopatogénicos Beauveria e Metarhizium
(89% dos estudos sobre as interagdes) (LORETO; HUGHES, 2016).

Esses fungos foram encontrados naturalmente acometendo formigas, elevando a

importancia destes para 0s ensaios de infeccdo (testes de mortalidade), sendo que em


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0378874193900332
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laboratdrio, em condigdes de confinamento dos individuos, alcangou-se 100% de mortalidade
nos primeiros dias de experimento, dependendo da concentracdo da suspensdo fungica, forma
de aplicacéo do isolado fungico utilizado, espécie de formiga cortadeira e casta operaria exposta
aos patogenos (TRAVAGLINI et al., 2016; CASTILHO et al., 2010), tem-se ainda resultados
de mortalidade com uso de M. anisopliae aliado a um imunossupressor, onde esta combinagéo
apresentou diferenca significativa aos demais tratamentos, atingindo a maior taxa de
mortalidade (DORNELAS et al., 2017).

O controle microbiano parece néo ter apresentado resultados satisfatérios em nivel de
campo, apenas em um estudo ocorreu o controle da colonia de Atta cephalotes por fungos
entomopatogénicos, apds utilizar mais de uma aplicacdo (LOPEZ; ORDUZ, 2003). Tal
contexto nos permite propor esta nova técnica de aplicacdo, uma vez que a isca de extrato
vegetal (Tephrosia candida) (MARANGONI; BOLZAN; LIVIA, 2015), é o primeiro e Unico
produto registrado para o controle de formigas cortadeiras visando o produtor organico.

Dentre os atos comportamentais observados nas primeiras 6 horas do experimento, o
mais executado foi o de lamber a capsula, seguido de segurar a capsula, apos analise estatistica,
ficou evidente pelo teste de 2 e anélise pareada ndo parametrica (Tabelas 1 e 2), que a maior
parte das operarias estavam envolvidas por mais tempo nestes atos comportamentais,
corroborando trabalhos similares (SILVA, 2014; CAMARGO et al., 2017), pois esta espécie
ndo apresenta altas taxas de trofalaxia, diferente de outras espécies de formiga, sendo que vérias
castas de operarias participam do processo de incorporacdo do substrato, manipulando o
mesmo. O ato de segurar a capsula é majoritariamente efetuado por operarias de grande porte
(G), atingindo 85% das operarias envolvidas nesta funcdo, em média quatro operarias,
segurando a capsula no fungo simbionte ao longo do periodo observado. Nas primeiras horas
as mesmas operarias que transportam, seguram a capsula e também sdo as que a lambem,
porém, com o passar do tempo as operarias (M) chegam a superar em nimero de operarias (M)
no ato comportamental de lamber a capsula (Tabelas 1 e 2). Ainda aqui se tem operarias de
tamanho reduzido (P), que ndo foram contabilizadas neste estudo, mas que participam

constantemente da incorporagéo do substrato no jardim de fungo e assepsia das larvas “nurse”.
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Tabela 1. Atos comportamentais das operarias pequenas (M)

1 2 3 4
X * * ns
X kk kk

X ns

X

Transportar (1), Lamber (2), Segurar (3) e Incorporar (4).

*significativo, ** muito significativo e ns: ndo significativo

Tabela 2. Atos comportamentais das operarias médias (G)

1 2 3 4
X kk ke ns
X ns H*

X kek

X

Transportar (1), Lamber (2), Segurar (3) e Incorporar (4).

*significativo, ** muito significativo e ns: ndo significativo

O terceiro ato comportamental mais observado foi o de incorporar o substrato no jardim
de fungo simbionte, ndo havendo rejeicdo de talco, fungo ou cépsula gelatinosa, apesar de
iniciar em média na quinta hora de observacédo, s6 terminou no dia seguinte, ou seja, 24 horas
apos o inicio do experimento.

O quarto ato comportamental mais observado foi o transporte, visto que as capsulas
foram carreadas em média nas primeiras 4 horas do experimento, variando entre as coldnias
experimentadas em 2 horas e 6 horas apos inicio do transporte da primeira capsula até o da
ultima capsula, variacdo explicada pelo ritmo de forrageamento, diferente entre as coldnias,
sendo que o maximo de formigas envolvidas nesta funcdo foram 30 operérias forrageiras, entre
elas 15 (M) e 15 (G), a superficie rugosa gerada pela adesdo de fragmentos de polpa citrica seca
favoreceu o transporte pelas operarias recrutadas.

A cépsula empanada tinha um formato globoso, assemelhando-se a uma semente, estas

por sua vez sdo comumente citadas sendo naturalmente transportadas por salvas em ambiente
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de cerrado (LEAL; OLIVEIRA, 1998). Em média trés formigas médias (M), sdo necessarias
para o transporte da cdpsula, variando entre 6 operarias e uma operaria (FIGURA 2). A cépsula,
contendo o fungo em seu interior e empanada com polpa citrica externamente, pesava entre
0,159 e 0,2g. O tamanho das operarias nesta funcéo influenciava no modo que a capsula era
transportada. Fica evidente que o peso do substrato interfere no transporte e na velocidade de
forrageio, além de que o local de passagem da trilha, pode dificultar o transporte, levando a um
ajuste no tamanho do substrato carregado (DUSSUTOUR et al., 2009), frisando aqui a
importancia de formular uma isca atrativa, de peso e tamanho compativel com a espécie alvo
da aplicagéo.

Em Acromyrmex subterraneus subterraneus, a velocidade de transporte da carga
independe do tamanho da operaria e do tamanho da area foliar, estando este diretamente
relacionado com a temperatura, sendo o corte e transporte tarefa das operarias medianas e
raramente das maiores (GOMIDES et al., 1997). Acredita-se que a presenca de operarias
menores na trilha de Atta, esteja relacionada com a manutencdo dos feroménios de trilha
(CALDATO, 2014).

Em 1959, temos a identificacdo da glandula responsavel pela producdo do feroménio de
marcacdo das trilhas e posteriormente, a formacdo de trilha foi descrita como um processo
baseado em retroalimentacdo positiva para o forrageamento em massa (WILSON, 1962), em
que uma formiga (escoteira), ao encontrar uma fonte de alimento atrativa, retorna a coldnia
marcando a trilha com feroménio e recrutaria mais formigas ao chegar ao ninho, essas formigas
recrutadas seguiriam a trilha de feroménio deixada pela pioneira, até o alimento e ao
retornarem, também marcariam a trilha (TRAVAGLINI, 2014). O recrutamento em massa,
através de trilhas quimicas, € um exemplo de processo auto-organizavel, quanto mais formigas
sdo recrutadas, mais intensa a marcacdo de feromonio e consequentemente maior o estimulo
para que outras formigas continuem o forrageamento, com a ndo marcagdo, ocorre a
volatilizacdo do feroménio diminuindo o estimulo e parando assim a atividade forrageira
(TOLEDO, 2013).

O estimulo olfatorio é importante no momento da sele¢éo do substrato, porém apenas
ele ndo garante o recrutamento de outras operarias para a fonte, ou seja, na trilha de
forrageamento operarias exibem movimentos antenais para baixo e para cima, durante a
locomocdo, em atividade exploratoria, se deparam com a fonte de alimentacéo (aleatoriamente),
exploram o substrato (iscas), visto a impossibilidade de carregar ou de se alimentar de tal fonte,
as operarias abandonam o local e podem dar preferéncia para outro substrato (CARLQOS, 2008,
BARROS, 2013).
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ApOs passar pelos tubos de conexBes, no espaco reservado ao jardim de fungo
simbionte, as capsulas, distribuidas de maneira equidistantes na base do fungo simbionte e
posteriormente elevadas para a lateral deste, sentido o apice (FIGURA 2). Estas capsulas ao
serem posicionadas no fungo simbionte, estavam prontas para serem incorporadas sendo
cortadas e repicadas (FIGURA 2).

Aparentemente as formigas operarias ndo distinguiram o fungo patogénico assim como
a hipotese formulada com fungos endofiticos (ROCHA et al., 2017), uma vez que o transito de
formigas no lixo foi constante do inicio ao final do experimento, tendo em meédia duas operarias,
executando esta funcdo a cada hora amostrada. No lixo da colonia ndo foram observadas
alteracbes, imaturos contaminados, operarias mortas ou fragmento do jardim de fungo
simbionte, fato que ocorre com inseticidas quimicos, que sdo reconhecidos pelas demais
formigas operarias em testes laboratoriais (MARIN, 2014). O volume do fungo permaneceu
constate durante a semana experimentada, uma vez que suas medidas de altura e base ndo
sofreram alterag0es.

Figura 2: Transporte e incorporacdo da capsula. A) Transporte coletivo B) Transporte

individual C) Incorporacdo da capsula atrativa no jardim de fungo simbionte D) Abertura da

capsula a exposicao do fungo entomopatogénico, Barra de escala 2mm.
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4. CONCLUSAO

Este trabalho vem responder uma questdo importante neste tipo de estudo, elucidando
como carrear o fungo entomopatogénico ou demais microorganismos de interesse para o
interior da col6nia em altas concentracdes, futuramente esperamos trabalhar com novos
isolados fungicos, visando o controle destas colonias, gerando um estresse que culmine no

declinio populacional.
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