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RESUMO

O grupo das formigas cortadeiras ¢ um dos grupos mais estudados devido aos impactos na
agricultura e ecossistemas naturais, pelo seu héabito de cortar folhas frescas que servem de
substrato para seu fungo simbionte, Leucoagaricus gongylophorus. Atualmente, o controle
quimico ¢ o mais utilizado e eficaz, no entanto, por ser nocivo ao meio ambiente sofre restrigdes
de uso. Dessa forma, o uso de d6leos essenciais com propriedades bioativas estdo se tornando
alternativas promissoras no controle de pragas. Nesse contexto, o presente trabalho teve como
objetivo avaliar os efeitos do 6leo essencial de Croton grewioides e seu composto majoritario
eugenol sobre a sobrevivéncia e o comportamento das operarias de Atta sexdens. Foram
realizados bioensaios para determinar a toxicidade dos compostos, o tempo letal, bioensaios
comportamentais de autolimpeza, antenacdo, evitagdo e atracdo, bioensaio de caminhamento
individual e de transferéncia horizontal de compostos avaliada através da exposi¢ao de
operarias vivas a cadaveres de individuos expostos a DLog dos tratamentos. O 6leo essencial de
C. grewioides e seu composto majoritario eugenol apresentaram toxicidade significativa contra
operarias de A. sexdens. O eugenol foi o composto mais toxico, necessitando de uma dose
menor para causar mortalidade em 50% da populacdo. Além disso, os compostos alteraram
significativamente os comportamentos de evitacdo e atragdo, interferindo nas interagdes das
operarias. A transferéncia horizontal apresentou redugdo da sobrevivéncia de operarias nao
tratadas expostas a cadaveres contaminados, principalmente na proporc¢ao 1:5 dos compostos
deltametrina e eugenol, indicando a dispersdao dos compostos através das interagdes sociais.
Esses resultados demonstram o potencial dos compostos botinicos como alternativas vidveis
no controle das FCs, com a vantagem de causarem menos impactos ambientais do que os
inseticidas sintéticos tradicionais.

PALAVRAS-CHAVE: Formigas cortadeiras; interagdes sociais; eugenol; bioinseticidas;

toxicidade, Attini
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1. Introducao

O grupo das formigas cortadeiras (FCs) ¢ um dos grupos de insetos mais estudados
devido ao seu impacto ecologico, tanto em ecossistemas naturais quanto na agricultura
(Vasconcelos e Cherrett, 1997; Della Lucia et al., 2014; Zanetti et al., 2014). Esses individuos
sdo dos géneros Atta, Acromyrmex e Amoimyrmex, pertencentes a ordem Hymenoptera
(Formicidae: Tribo Attini) e classificados como insetos eussociais (Weber, 1972; Cristiano et
al., 2020; Holldobler e Wilson, 1990). Segundo Wilson (1971) os insetos eussociais sdo aqueles
que vivem em colonias complexas, onde hd uma divisdo de trabalho e cooperacdo entre os
individuos. As trés caracteristicas principais dos insetos eussociais sdo: (i) cooperagdo
reprodutiva, apenas um pequeno numero de individuos, geralmente a rainha, se reproduz,
enquanto as operarias realizam outras fung¢des; (ii) divisao de trabalho, cada individuo tem um
papel especializado, como coletar alimento, cuidar da prole ou defender a colonia; e (iii)
sobreposi¢do de geracdes, varias geracdes convivem e trabalham juntas na mesma coldnia.
Apesar de possuirem ampla distribuicdo geografica, as FCs ocorrem exclusivamente nas
Américas (Farji-Brener e Ruggieiro, 1994; Nickele et al., 2013).

As FCs se sobressaem dentre as outras espécies devido ao seu héabito de cortar folhas
frescas, que sdo usadas como substrato para o cultivo de um fungo simbionte, Leucoagaricus
gongylophorus (Basidiomycota: Agaricaceae), que ¢ a principal fonte de alimento da col6nia
(Della Lucia e Fowler, 1993; Mueller, Rehner e Schultz, 1998; Della Lucia, 2011; Schultz et
al., 2024). A organizacdo social das colonias de Atta spp. € considerada uma das mais
complexas dentre os insetos eussociais; o sistema de castas ¢ bem definido com a divisdao de
tarefas entre castas de operarias, soldados, forrageadoras, jardineiras e a rainha (Fowler et al.,
1989; Wilson, 1971). Além da organizacdo social, a organizagao estrutural da colonia ¢ também
altamente desenvolvida, onde existem camaras especificas para cultivo do fungo, criacdo da
prole e armazenamento de residuos (Moreira et al., 2004).

O aumento do desmatamento e da implantagdo de monoculturas causa um desequilibrio
ecoldgico que favorece o crescimento das FCs, gerando um grande impacto econdmico na
agricultura, especialmente em plantacdes florestais como de Eucalyptus e Pinus assim como
em pastagens (Britto et al., 2016; Della Lucia e Fowler, 1993; Wilson e Holldobler, 2005). Uma
vez que as FCs desfolham ao longo do ano inteiro em todas as fases de desenvolvimento das
plantas (Marsaro Janior et al., 2007), os danos causados, além de limitar a produtividade das
culturas, deixam as plantas suscetiveis a doencas e ao ataque de outros insetos (Reis Filho,

Nickele e Strapasson, 2011; Zanuncio et al., 1996). A organizagao social e estrutural, associada
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ao desequilibrio ecologico e a alta capacidade de identificar e isolar substancias toxicas, torna
o controle das FCs um desafio (Oliveira et al., 2011).

O controle quimico, apesar de ser eficaz, enfrenta restricdes devido a toxicidade e alta
persisténcia no ambiente, como a sulfluramida e o fipronil, que, embora sejam eficientes no
controle das FCs, passam pelo processo de derrogacdo devido aos impactos causados no
ambiente (Lemes et al., 2017; Zanuncio et al., 2016). Controles alternativos como biologicos,
usando inimigos naturais, € o controle comportamental, usando feromonios, tém sido estudados,
mas ainda ndo sdo eficazes quanto o controle quimico (Aratjo, Della Lucia e Souza, 2003;
Britto et al., 2016; Reis Filho, Nickele e Strapasson, 2011). Como consequéncia do que foi
exposto tem se estimulado a busca por controles alternativos € menos nocivos ao meio
ambiente, como o uso de 6leos essenciais (OEs).

Nesse contexto, os OEs surgem como uma alternativa promissora no controle das FCs,
devido as suas propriedades inseticidas e menor impacto ambiental (Isman, 2020; Pavela e
Benelli, 2016). Estudos tém demonstrado a eficidcia dos OEs de diversas plantas, como
Cymbopogon citratus (Poaceae) (Pinheiro et al., 2024) e compostos majoritarios de Lippia
gracilis (Verbenaceae) (Dantas ef al., 2023a) no controle de operarias das FCs. O OE de Croton
grewioides (Euphorbiaceae), em particular, tem demonstrado potencial inseticida, com
compostos majoritarios como eugenol, metil eugenol e metil chavicol, apresentando atividade
contra diferentes pragas como Chrysodeixis includens (Noctuidae) (Santos et al., 2022),
Nasutitermes corniger (Termitidae) (Menezes, 2023) e Zabrotes subfaciatus (Chrisomelidae)
(Silva et al., 2008). Esses compostos, por serem menos nocivos ao meio ambiente, podem ser
uma alternativa sustentavel para o manejo das FCs na agricultura. Diante disso, o presente
estudo teve como objetivo avaliar os efeitos do dleo essencial de Crofon grewioides e seu
composto majoritario, eugenol, na sobrevivéncia e no comportamento de operarias de Atta

sexdens.
2. Revisao Bibliografica
2.1. Caracteristicas gerais das formigas cortadeiras

As FCs sdao um dos grupos de insetos mais estudados devido ao seu impacto ecoldgico,
adiando o processo de restauracdo florestal (Vasconcelos e Cherrett, 1997) e econdmico,
causando perdas significativas na produtividade (Della Lucia et al., 2014; Zanetti et al., 2014).
Sao insetos do género Atta, Acromyrmex e Amoimyrmex pertencentes a ordem Hymenoptera

(Formicidae: Attini) (Cristiano, Cardoso et al., 2020; Holldobler e Wilson, 1990). Esses insetos



possuem ampla distribui¢do geografica e as espécies dessa tribo ocorrem exclusivamente nas
Américas (Farji-Brener e Ruggeiro, 1994; Nickele et al., 2013). As FCs caracterizam-se pelo
habito de cortar folhas frescas das plantas as quais usam como substrato de desenvolvimento
para o fungo simbionte, que serve de alimento para colonia (Borba et al., 2006; Mueller, Rehner
e Schultz, 1998; Silva et al., 2003).

No Brasil, sdao conhecidas vulgarmente como ‘“‘satvas”, Atta spp., € “quenquéns”,
Acromyrmex spp. Os individuos que pertencem ao género Atta se diferenciam
morfologicamente das formigas do género Acromyrmex, por apresentarem um tamanho maior
e possuirem trés pares de espinhos no dorso, enquanto a Acromyrmex apresenta quatro pares
de espinhos (Holldobler e Wilson, 1990; Della Lucia ef al., 2011). O género Amoimyrmex,
especificamente, se diferencia das demais devido a combinagao das caracteristicas: presenga de
estrias irregulares na cabeca, tergo liso e a presenca de 3 a 4 pares de espinhos no dorso
(Cristiano et al., 2020).

Outra caracteristica importante ¢ que as operarias sdo capazes de identificar substincias
que podem ser toxicas para o fungo simbionte além de eliminar e isolar vegetais que possam

apresentar o risco de contaminagdo (Kermarrec et al., 1986; Oliveira ef al., 2011).
2.2. Bioecologia das formigas cortadeiras

A organizacdo social das colonias de Affa spp. ¢ uma das mais complexas e bem-
sucedidas entre os insetos eussociais (Wilson, 1980). Ela estd diretamente relacionada ao
polimorfismo das operarias, especialmente no género Atta, o que permite a divisdo de tarefas
na colonia, conhecida como castas, nas quais os individuos sdao agrupados de acordo com suas
caracteristicas morfologicas (Wilson, 1971).

Nesse sistema de castas, existem castas temporarias e permanentes. As castas
temporarias sdo formadas por fémeas e machos alados que, durante periodo de reprodutivo,
realizam o voo nupcial e posteriormente estabelecem uma nova col6nia. Os machos nao
contribuem significativamente para a expansdo da coldnia, sua fungdo ¢ apenas disputar por
acasalamentos no periodo de reproducgdo (Keller, 1995; Nickele et al., 2013).

Na casta permanente, as operarias fémeas se dividem em castas de trabalho e de
reproducao (Kermarrec, Decharme e Febvay, 2019; Oliveira et al., 2011). As operarias soldado
defendem a coldnia, as forrageadoras cortam e transportam vegetais, € as jardineiras cuidam do
jardim de fungo e da prole. Na casta de reproducao, a rainha se encarrega da ovoposi¢ao (Della
Lucia et al., 2011). Os individuos da casta de trabalho sdo morfologicamente diferentes dos da

casta de reprodugao, apresentando tamanho reduzido e a auséncia de 6érgaos reprodutivos, o que
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os torna inférteis (Della Lucia et al., 2011; Holldobler ¢ Wilson, 1990; Keller, 1995; Trible e
Kronauer, 2017; Wilson, 1971).

O periodo de reproducao, chamado de voo nupcial ou revoada, ocorre em colonias com
38 meses de idade no inicio do periodo chuvoso (Reis Filho, Nickele e Strapasson, 2011).
Durante o voo, elas sdo inseminadas pelos machos alados onde cada fémea de 4. sexdens pode
ser fecundada por até cinco machos (Fjerdingstadt e Boomsma, 2000). Antes da saida para a
revoada, cada rainha coleta na cavidade infrabucal um pequeno pellet do fungo da sua colonia
natal. A fundacdo de uma nova coldnia ocorre logo apds o voo nupcial, quando fecundadas as
rainhas percorrem a superficie do solo, cortam suas proprias asas e dao inicio a escavagdo da
nova colonia (Holldobler e Wilson, 1990; Wilson, 1971). Ao fim da escavagdo, a rainha expele
o fungo que estava armazenado e faz a sua primeira ovoposi¢do, que ¢ composta por ovos
reprodutivos e ovos troficos (Holldobler e Wilson, 2011).

Enquanto os ovos reprodutivos estdo em desenvolvimento a rainha utiliza os ovos
troficos tanto para sua alimentagdo, quanto para o cultivo do fungo, até que a prole das operarias
se desenvolva completamente (Augustin, Santos e Elliot, 2011; Fang e Mueller, 2019). No total,
o periodo de ovoposicao até a fase adulta, dura cerca de 60 dias, ja o periodo de ovoposi¢ao
ocorre 5 dias ap6s a escavagdo da colonia pela rainha, durando também 5 dias, o periodo de
incubacao dura cerca de 25 dias, o larval 14 dias e o pupal 10 dias (Della Lucia e Aratjo, 1993).
Os primeiros individuos ndo saem para forragear imediatamente, eles permanecem dentro da
colonia durante 20 dias, e somente apos isso comecam a forragear em areas proximas a colonia
(Nickele et al., 2013; Ribeiro e Woessner, 1982).

As coldnias de Atta spp. sdo as que apresentam uma maior complexidade estrutural entre
as espécies da tribo Attini, cada colonia de Atta spp. pode conter até 8 milhdes de individuos
(Fowler et al., 1989; Moser, 2006). Nos ninhos existem camaras especificas para o cultivo do
fungo, para criacao da prole e para o armazenamento dos residuos (Moreira ef al., 2004). Todas
as camaras e galerias sdo interligadas por tineis, os quais facilitam a circula¢do das operarias e
a ventilacdo interna, ajudando a regular a temperatura e a umidade do ninho (Moser, 2006; Forti
et al., 2011; Schowalter e Ring, 2017). Além disso, esses tuneis influenciam diretamente a
estrutura do solo, pois, em areas com essas galerias, ha um aumento na porosidade do solo e na
concentracdo de nutrientes, especialmente nas proximidades das camaras de residuos, o que
favorece a aeracdo e a ciclagem de nutrientes (Moutinho, Nepstad e Davidson, 2003; Sternberg

etal.,2007).



2.3. Importancia econémica

Em ambientes modificados pelo homem, como lavouras e florestas cultivadas, as FCs
se tornam pragas de grande importancia em diversos cultivos. A desfolha causada por essas
formigas, além de comprometer a produtividade, pode, dependendo da intensidade, levar a
morte de mudas e plantas adultas (Boaretto e Forti, 1997; Della Lucia e Souza, 2011; Semeao
et al.,20006).

Devido ao desequilibrio ecologico causado pelo desmatamento e pela implantagdo de
monoculturas, as FCs tém um impacto econdmico significativo na agricultura. Sua alta
capacidade de desfolha reduz a produtividade de culturas importantes, como Eucalyptus, Pinus
e pastagens (Britto et al., 2016; Della Lucia e Aratijo, 1993; Wilson e Holldobler, 2005). Além
disso, os danos nao se limitam a diminui¢do da produtividade, pois, ap6s a desfolha, as plantas
ficam mais vulneraveis a doengas e ao ataque de outros insetos (Reis Filho, Nickele e
Strapasson, 2011; Zanuncio ef al., 1996).

As FCs atacam as plantas durante todo o ano e em todas as fases de desenvolvimento
(Marsaro Junior et al., 2007). O periodo de maior vulnerabilidade ocorre durante o
estabelecimento da cultura, quando as plantas sdo jovens, € os danos podem ser irreversiveis
(Amante, 1967; Anjos, Della Lucia e Nunes, 1998; Ukan et al., 2010). Em plantios de eucalipto,
a desfolha total pode resultar na perda de até 45,5% da producdo de madeira, dependendo do
nivel de desfolha e da idade da planta (Freitas e Berti Filho, 1994; Zanuncio ef al., 1996). Em
um estudo sobre desfolha artificial em Eucalyptus grandis, constatou-se que uma tnica desfolha
pode reduzir em até 18% o diametro da planta e diminuir em 37% o volume total de madeira.
O impacto ¢ ainda maior apds trés desfolhas consecutivas, com reducao de até 79% no volume
total (Matrangolo ef al., 2010). Em areas com quatro coldnias por hectare, os danos causados
por Atta spp. em florestas de eucalipto e pinus podem chegar a uma redugdo de 14 e 14,5% no

volume de madeira, respectivamente (Amante, 1967).
2.4. Estratégias de controle

Em razdo do comportamento social das FCs, como a alta capacidade de identificar
substancias que podem ser toxicas para o fungo simbionte, habilidade de eliminagdo e
isolamento de vegetais contaminados, tornam as estratégias de controle pouco eficazes

(Boaretto e Forti, 1997; Oliveira et al., 2011).



2.4.1. Controle Quimico

A principio, os ingredientes ativos dos controles quimicos eram aldrina, heptacloro
(organoclorados) e o dodecacloro (Mirex), os quais foram banidos de diversos paises, inclusive
no Brasil, devido a sua capacidade de persisténcia no ambiente e aos efeitos nocivos a
organismos nao-alvo (Ashraf, 2017).

Apesar de serem eficientes no controle das FCs em cultivos florestais, os ingredientes
ativos usados nesse tipo de controle, como deltametrina e fenitrothion, estao proibidos, pois
suas moléculas sdo classificadas como altamente toxicas e de alta permanéncia no ambiente
(Britto et al., 2016; Montoya-Lerma et al., 2012; Zanetti et al., 2014).

Atualmente, o controle quimico ¢ o método mais utilizado e eficaz para o manejo das
FCs em cultivos florestais de empresas certificadas, sendo a sulfluramida e o fipronil os
ingredientes ativos mais empregados (Barbieri, 2009; Britto ef al., 2016; Zanetti ef al., 2014).
No entanto, esses ingredientes estdo em processo de derrogacdo e podem ter sua
comercializagdo proibida. Apesar disso, devido a escassez de alternativas eficazes para o
manejo das FCs, o uso desses produtos ainda ¢ permitido (Zanuncio ef al., 2016). O controle
quimico pode ser aplicado de diferentes formas, seja através de iscas granuladas, colocadas nas
trilhas de forrageamento, assim como a aplicagdo de pos secos com o uso de nebulizadores que
dispersam inseticidas no interior das colonias (Barbieri, 2009; Oliveira et al., 2011; Zanetti et
al.,2014).

O uso de iscas granuladas ¢ o principal método adotado devido a sua praticidade,
economia e alta eficiéncia no controle das FCs (Oliveira et al., 2011). Nessas iscas, 0s
ingredientes ativos sdo a sulfluramida ou o fipronil, que sdo misturados com 6leo de soja e
polpa de laranja, ingredientes atrativos, e, em seguida, formulados em pellets (Boaretto e Forti,
1997).

As iscas/pellets sao colocadas proximas as trilhas de forrageamento, onde as operarias
as transportam para dentro da coldnia, iniciando o processo de incorporacdo do substrato no
fungo. Isso contamina o fungo e, consequentemente, a rainha, o que leva a morte da coldnia.
No entanto, a eficiéncia do método ¢ reduzida em periodos chuvosos, pois as iscas se tornam
menos atrativas (Anjos, Della Lucia e Nunes, 1998; Mota Filho ef al., 2022; Reis Filho, Nickele
e Strapasson, 2011).

No que diz respeito ao uso de po seco, ele ndo apresenta uma alta eficiéncia no controle

das FCs em grandes areas, sendo eficiente somente em pequenas areas (Britto et al., 2016).



Além disso, em periodos em que o solo esta umido ha a adesdo desses produtos quimicos as
paredes das coldnias, reduzindo assim sua eficiéncia (Oliveira et al., 2011).

O uso de nebulizadores térmicos, também ¢ uma estratégia utilizada em cultivos
florestais. Os liquidos termonebulizdveis sdo aplicados no interior da colonia, através da
combustio do 6leo que serve como veiculo para o ingrediente ativo (Oliveira ef al., 2011). Mas
devido ao alto custo na implementagao dos equipamentos, problemas envolvendo maquinas,
acidentes com trabalhadores e a necessidade de mao de obra especializada, sua utilizagao tem

sido bastante reduzida (Anjos, Della Lucia e Nunes, 1998; Britto et al., 2016).
24.1.1. Sulfluramida e fipronil

A sulfluramida ¢ um ingrediente ativo amplamente utilizado no controle das FCs, mas
sua alta persisténcia no ambiente ¢ a degradagdo em substincias toxicas, como o acido
perfluorooctano sulfonico (PFOS), um poluente organico persistente (POP) (Britto et al., 2016),
levaram a proibigdo de seu uso em alguns paises. No Brasil, a sulfluramida estd em processo de
derrogacdo (Antunes ef al., 2016).

A sulfluramida ¢ um inseticida do grupo das sulfonamidas, utilizado principalmente na
forma de iscas granuladas, que sdo carregadas pelas formigas para o interior da colOnia,
afetando individuos de diferentes castas (Della Lucia e Fowler, 1993). Este inseticida de ag¢ao
lenta atua como inibidor da produ¢do de ATP mitocondrial, tornando as formigas lentas e
reduzindo sua agressividade, o que, eventualmente, leva a morte das formigas por falta de
energia (Della Lucia, Gandra e Guedes, 2014). A eficicia da sulfluramida estd diretamente
relacionada a esse mecanismo, pois, por agir lentamente, permite o transporte das iscas em
maior quantidade para o interior da colonia (Boaretto e Forti, 1997) (Tabela 1).

Depois que as iscas sdo transportadas para o interior da colonia, as operarias jardineiras
lambem as iscas até que estas fiquem hidratadas e as incorporam no jardim de fungo (Fowler
et al., 1989), nesse momento mais da metade as operarias ja foram contaminadas com a
sulfluramida (Boaretto e Forti, 1997; Britto et al., 2016). Ap6s trés dias, a colonia entra em
colapso, pois além da contaminagdo das operarias, ha a contaminagdo do fungo. Dessa forma,
as operarias que nao foram contaminadas morrem por falta de alimento. A rainha ¢ a ultima a
morrer, sobrevivendo por cerca de 40 dias apds a aplicacao da isca (Boaretto e Forti, 1997;
Zanetti et al., 2004; Britto et al., 2016).

O fipronil ¢ um inseticida do grupo dos fenilpirazois, muito utilizado na agricultura,
devido a sua eficacia no controle das FCs (Britto et al., 2016). E um inseticida de contato e

ingestdo, interferindo no sistema nervoso central dos insetos. Ele bloqueia os receptores de
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GABA (4cido gama-aminobutirico), que regulam a transmissdo de impulsos nervosos, o
bloqueio desses receptores leva a hiperexcitabilidade causando paralisia e morte do inseto
(Tingle et al., 2003) (Tabela 1). O fipronil estd presente em diversas formulagdes, como
granulos, pulverizacdes e iscas. No entanto, devido a sua alta toxicidade para abelhas (causando
desorientacdo, reducdo na capacidade de forrageamento e mortalidade em coldnias), mesmo em
baixas concentragdes, o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente (IBAMA) suspendeu o uso de
produtos quimicos a base de fipronil (Britto ez al., 2016; IBAMA, 2024). Estudos demonstraram
que, embora o fipronil afete tanto as operarias jardineiras quanto o fungo cultivado, assim como
a sulfluramida, ele foi eficaz no controle de Acromyrmex subterraneus, destruindo a colonia em
quatro dias. No entanto, ndo apresentou eficacia no controle de A. capiguara (Camargo, 2003;

Gandra et al., 2016).



Tabela 1: Ingredientes, a¢do e estrutura molecular da sulfluramida e do fipronil.

Nome Comercial  Ingrediente Ativo

Formulagao

Modo de Agdo

Molécula 3D Referéncia

Mirex-S Sulfluramida

Iscas granuladas

Atua como um
inseticida de acdo
lenta, havendo tempo
habil para que as
formigas levem o
composto ao ninho,
afetanto diretamente

o fungo e a rainha.

ol ol IRAC BR

CF3

Fipronil Nortox

Fipronil
800 WG
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dispersiveis em

agua
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cloro mediados pelos
neurotransmissores
GABA, causando
hiperexcitagdo e

morte dos insetos.

F
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2.4.1.2. Derrogacao

Embora o controle quimico seja o mais usado, existe uma pressao para extingdao do uso
desses produtos prejudiciais ao meio ambiente. Nesse contexto, a FCS (Politica de Pesticidas
do Forest Stewardship Council) tem como objetivo identificar e prevenir o uso de pesticidas
que sejam nocivos ao meio ambiente, incentivando o uso de métodos alternativos para o manejo
de pragas. Regularmente a lista de pesticidas classificados com altamente toxicos ¢ atualizada,
e todos os ingredientes ativos que estiverem inclusos nessa lista sdo proibidos em florestas
certificadas pelo FSC (FSC, 2016).

A sulfluramida e o fipronil estdo entre os ingredientes incluidos na lista de restricdo,
sendo os mais utilizados em iscas formicidas no Brasil devido a sua eficacia no controle das
FCs em cultivos florestais. No entanto, por serem classificados como produtos altamente
toxicos e de alta persisténcia no ambiente pelo FSC, estdo passando pelo processo de
derrogacdo devido a falta de alternativas eficazes para o controle das FCs (FSC, 2016; Lemes
etal.,2017).

As derrogagdes emitidas pelo FSC t€ém um prazo de cinco anos sem a possibilidade de
prorrogacao, dessa maneira, apds o vencimento desse prazo o uso dos ingredientes ativos deve

ser extinguido pelas empresas florestais (Lopes, 2009).
2.4.2. Controle biolégico

O controle biologico ¢ baseado no uso de inimigos naturais, microorganismos
patogénicos, predadores e parasitoides, com o objetivo de manter as populacdes das FCs abaixo
do nivel de dano econdmico (Reis Filho, Nickele e Strapasson, 2011; Della Lucia et al., 2014).
Dentre os inimigos naturais das FCs, destacam-se as aves, aranhas, percevejos e coledpteros,
que predam as rainhas no periodo de revoada impedindo a fundagao de novas coldnias (Swartz,
1998; Araujo et al., 2011; Salvador, 2013).

Os fungos entomopatogénicos desempenham o papel de regular as populacdes de
individuos (Castilho et al., 2010), dentre as espécies de fungos entomopatogénicos,
Metarhizium anisopliae e Beauveria bassiana (ambos Ascomycota: Hipocreales:
Cordycipitaceae) tém destaque por apresentarem maior potencial de controle das FCs (Moino
Jr. et al., 2002; Potrich et al., 2009). Em estudos feitos com a aplicacdo dos esporos desses
fungos em iscas teve como resultado 70% de eficacia no controle de A. sexdens (Warumby,

Netto e Cavalcanti, 1995). Além disso, a combinagdo do inseticida imidacloprid com o B.
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bassiana demonstrou eficdcia ndo apenas em alterar o comportamento das operarias, mas
também em diminuir a resisténcia das operarias a fungos entomopatogénicos (Galvanho et al.,
2013).

Ha também um grande interesse no género Escovopsis (Ascomycota: Hipocreales)
(Muchovej e Della Lucia, 1990), um género de fungo considerado micoparasita especifico dos
fungos cultivados pelas FCs. Escovopsis compete diretamente pelos recursos nutritivos do
jardim fungico (Santos Neto, 2018). De acordo com os resultados de Currie, Mueller e Malloch
(1999), Escovopsis ¢ altamente virulento em coldonias de FCs, sendo capaz de matar o fungo
mutualistico em apenas um a dois dias.

Por outro lado, dipteros da familia Phoridae, pertencentes a ordem dos dipteros,
também sao consideradas parasitas naturais das FCs. Esses insetos depositam seus ovos na parte
interna do corpo das formigas, e o desenvolvimento das larvas acaba resultando na morte das

mesmas (Augustin et al., 2011; Arruda et al., 2019; Braganca et al., 2023).
2.4.3. Controle comportamental

O controle comportamental tem como objetivo interferir ou manipular o
comportamento, por serem insetos sociais sua organizagao depende de feromonios e substancias
quimicas (Oliveira et al., 2011; Vilela e Della Lucia, 1987). Estudos ja demonstram que
compostos como epdxido de cariofileno, cariofileno e B-eudesmol causam efeitos nocivos na
colonia, por provocarem comportamento de agressdo, repeléncia e interferirem no
reconhecimento entre as operarias gerando desordem na colonia (Marinho et al., 2006; Oliveira
etal.,2011).

O principal foco do uso de feromonio ¢ a adigdo das substancias as iscas granuladas,
para que haja maior atratividade, aumento do carregamento das iscas para o interior da colonia
e incorporagdo do material no fungo, consequentemente contaminando e levando a morte da
colonia, uma vez que a relacao das FCs com o fungo ¢ uma simbiose obrigatoria (Oliveira et

al.,2011).
2.4.4. Controle mecéanico e fisico

O controle mecanico consiste na destruicdo manual das colonias através da escavacao
com enxadas ou aragdo do solo. Apesar de ser uma técnica tradicional, ela ¢ vidvel somente
para colonias jovens, de até quatro meses de idade, pois a rainha se encontra numa profundidade
de 20 cm. Apos esse periodo as colonias podem atingir mais de 1,5 m de profundidade

inviabilizando esse controle devido a dimensao da coldnia (Aratjo, Della Lucia e Souza, 2003;
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Oliveira et al., 2011; Semedo et al., 2006). Ja os métodos fisicos consistem na criagao de
barreiras para impedir o contato das formigas com as plantas, nesse tipo de controle sdo feitas
aplicagdes de fitas com vaselina, graxa ou a colocagdo de cones nos troncos das arvores para
evitar o acesso das FCs a parte aérea das plantas, porém ¢é uma técnica inviavel para grandes

areas (Araujo, Della Lucia e Souza, 2003; Oliveira et al., 2011).
2.4.5. Controles alternativos de insetos praga

Apesar de haver uma pressdao para diminui¢do do uso do controle quimico devido a
fatores tanto econdmicos quanto ambientais e da existéncia de pesquisas sobre novas
tecnologias (Nickele et al., 2013), atualmente o controle quimico continua sendo o método mais
eficaz e aplicavel em larga escala (Aratjo, Della Lucia e Souza, 2003; Britto et al., 2016; Reis
Filho, Nickele e Strapasson, 2011).

Com os principais ingredientes ativos em processo de derrogacdo, existe a necessidade
de novas alternativas de controle das FCs, nesse sentido, os OEs e seus compostos majoritarios
tém sido estudados como fontes alternativas menos nocivas ao meio ambiente comparado aos
inseticidas sintéticos (Antunes et al., 2016). Os OEs sdo compostos volateis produzidos pelo
metabolismo secundario das plantas e sdo atribuidos a defesa das plantas contra pragas, doengas
e estresses (Oliveira et al., 2018) dessa maneira os OEs apresentam-se como uma alternativa

viavel e sustentavel no controle de pragas.
2.5. Potencial inseticida dos Oleos essenciais

Estudos sobre o potencial inseticida dos OEs e seus compostos majoritarios em
operarias de FCs ja tétm demonstrado resultados, dentre eles estio o OE de Cymbopogon
citratus (Poaceae) (Pinheiro et al., 2024), os compostos majoritarios de Lippia gracilis,
(Verbenaceae) timol e carvacrol (Dantas et al., 2023a), OE de Aristolochia trilobata
(Aristolochiaceae) (Oliveira et al., 2017), OE de Myrcia lundiana (Myrtaceae) (Melo et al.,
2021), OE de Eplingiella fruticosa (Lamiaceae) e seus compostos majoritarios 1,8-cineol e
canfora (Silva et al., 2019), OE de quimiotipos de Hyptis pectinata (Lamiaceae) (Feitosa-
Alcantara et al., 2017), OE de Croton tetradenius (Euphorbiacea) e seus compostos majoritarios
p-cimeno e isoascaridol (Brito et al., 2020) e os componentes quimicos das folhas de Eucalyptus

maculata (Myrtaceae), elemol e B-eudesmol (Marsaro et al., 2004).
2.5.1. Oleos essenciais de Croton grewioides

Croton ¢ um género que pertence a familia Euphorbiaceae, familia de plantas arbustivas

amplamente distribuidas em regides tropicais, sdo reconhecidas por suas caracteristicas
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medicinais (Trindade e Lameira, 2014). As espécies desse género sdo conhecidas devido a sua
ampla variedade quimica, por produzirem compostos terpenoides, alcaldides, fendlicos e
fenilpropanoides (Luu-dam ef al., 2023).

Croton grewioides Baill. ¢ uma planta arbustiva conhecida vulgarmente como
“canelinha-de-cheiro”, de porte médio com 2,5 metros, monoico com ramos esverdeados,
folhas com margem serrilhada, glandulas clavadas e sésseis na base do limbo, bracteas lineares,
11 estames e flor pistilada pedicelada com sépalas estreito-triangulares a lineares. E uma planta
que possui distribui¢do por todo territério brasileiro, mas ocorre principalmente em areas
semiaridas, em solos arenosos com afloramento rochoso, o florescimento acontece entre
fevereiro e marco, e sua produgdo ocorre entre abril e maio (Silva et al., 2010). Devido a
complexidade quimica dos OEs, eles apresentam acessos que sao perfis quimicos
caracterizados por condigdes ambientais, fatores genéticos e variagdes na composi¢do quimica,
essas caracteristicas influenciam diretamente na quantidade e nos compostos presentes em cada
acesso (Bakkali ef al., 2008).

Os acessos do OFE de C. grewioides apresentam na sua composicdo as substancias
eugenol, metil eugenol e o metil chavicol (Oliveira et al., 2021). As propriedades bioativas
desses compostos ja foram descritas, a exemplo da sua acdo inseticida contra a Chrysodeixis
includens (Noctuidae) (Santos et al., 2022), Nasutitermes corniger (Termitidae) (Menezes,
2023) e Zabrotes subfaciatus (Chrisomelidae) (Silva et al., 2008).

O OE de C. grewioides, apresenta uma composicdo quimica diversificada, com
variagdes nos compostos majoritarios dependendo do acesso estudado, nos acessos de metil
eugenol como CGR 302, CGR 304, CGR 307 e CGR 308, o metil eugenol foi o principal
constituinte, com concentragcdes de 80 a 90%, no acesso eugenol como CGR 107 e CGR 108,
o eugenol foi o principal constituinte com cerca de 90% da concentracdo, j& o metil chavicol,
foi identificado como composto majoritario do acesso CGR 324, com uma concentragao de
88,13% (Rodrigues et al., 2022).

O acesso CGR 107 de C. grewioides ¢ composto majoritariamente por eugenol, um
composto fendlico conhecido por suas propriedades antimicrobianas e inseticidas (Rustamova
et al., 2021). Segundo Conceicao et al. (2022) o eugenol € o componente majoritario desse

acesso com aproximadamente 80,37% da sua composigao.
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3. Material e métodos
3.1. Obtencao do dleo essencial e seu composto majoritario

O OE de Croton grewioides foi obtido a partir do acesso CGR 107 mantido no Banco
Ativo de Germoplasma (BAG) da Universidade Federal de Sergipe (UFS), localizado na
Fazenda Experimental - Campus Rural da UFS, Sao Cristévao, Sergipe, Brasil (11°00' S, 37°12'
W). A obten¢do do OE foi realizada no laboratério de Fitotecnia do Departamento de
Engenharia Agronomica (DEA) da Universidade Federal de Sergipe. As folhas de C. grewioides
foram coletadas no Campus Rural e secas em estufa a 40 + 1 °C por 5 dias. O OE foi extraido
através da hidrodestilacdo em aparelho tipo Clevenger modificado, utilizando amostras de 70
gramas por cerca de 120 minutos apds o inicio da ebuli¢do (Oliveira et al., 2021). Ao final da
hidrodestilacdo, o OE foi colocado em um frasco de vidro de ambar e armazenado numa
temperatura de -20 °C, até¢ a realizagdo dos bioensaios. As analises e caracterizacdo quimica
para identificar e quantificar os compostos foram feitas conforme Oliveira et al., (2021). O
composto majoritario utilizado foi obtido através da empresa Sigma-Aldrich (Saint Louis,

Missouri, EUA).
3.2. Obtencao dos insetos

Operarias de A. sexdens foram coletadas em colonias localizadas no Campus da
Universidade Federal de Sergipe — UFS. Todas as formigas coletadas foram padronizadas por
tamanho, operdrias médias com tamanho da capsula encefalica 1,4 mm, acondicionadas em
recipientes lasticos (50 cm x 20 cm) e mantidas sob condi¢des controladas 25 + 2 °C, 70 £ 5%
UR e fotoperiodo de 12 horas, para aclimatagdo por 24 horas até a realizagdo dos bioensaios.

Durante esse periodo foi disponibilizada as operarias somente agua destilada.
3.3. Bioensaios

Os bioensaios foram realizados no Laboratério de Entomologia Agricola (LABMIP) do
Departamento de Agronomia da Universidade Federal de Sergipe, em Sao Cristovao, estado de
Sergipe, Brasil.

Os tratamentos usados foram o OE do acesso CGR 107 de C. grewioides, o seu
composto majoritario eugenol, o inseticida deltametrina (Decis® 25 EC, 25 g i.a./L,
concentrado emulsionavel, Bayer SA®) como controle positivo e a acetona (Panreac, UV-IR-

HPLC-GPC PAI-ACS, 99,9% purificado), sendo o controle negativo. Todos os tratamentos
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foram diluidos no solvente acetona, testes preliminares mostraram que esse solvente ndo

influencia na sobrevivéncia e no comportamento das formigas.
3.3.1. Dose Letal

Para estabelecer as doses a serem usadas, ou seja, quantos pug do composto sdo aplicados
por mg de inseto, foram pesadas 50 operarias de 4. sexdens, tamanho da capsula encefélica 1,4
mm, individualmente em uma balanca analitica de precisdo (Shimadzu, Kyoto, Japao,
AUW220D) a fim de obter a massa média dos individuos. A aplicagdo dos compostos foi feita
de forma tdpica, foi aplicado um pL dos compostos na regido do térax das operarias com o
auxilio de uma microseringa de Hamilton® com capacidade de 10 pL (Hamilton®, Reno, NV,
EUA). Para tornar a aplicagdo dos compostos mais eficaz, as operarias foram mantidas em
freezer ajustado a -19 °C (Eletrolux®, Curitiba, PR, Brasil), por 2 min 10” segundos para
reduzir a movimentacao (Costa et al., 2019). Testes preliminares em laboratério demonstraram
que essa metodologia ndo influencia na sobrevivéncia das operarias.

Os bioensaios para determinar as curvas dose-resposta e estimar as doses letais capazes
de matar 30, 50 e 90% das populacdes de A. sexdens foram realizados em um delineamento
inteiramente casualizado, com 10 repetigdes por tratamento. Cada unidade experimental foi
formada com sete operarias de tamanhos padronizados em uma placa de Petri de vidro (Global
Trade Technology, Monte Alto, SP, Brasil) (9 x 2cm) forrada no fundo por papel filtro (Unifil)
umedecido com 500 pL de dgua destilada, recobertas com plastico filme PVC transparente (G-
util Guarufilme, Guarulhos, SP, Brasil) e acondicionadas em estufa tipo B.O.D. em uma
temperatura de 25 °C £ 1 °C e umidade relativa de 70% + 10 °C (Albuquerque et al., 2013).

A principio foram testadas trés doses dos tratamentos (1, 5 e 10 pug do composto/mg do
inseto) com o objetivo de identificar a fase (ascendente) inicial do crescimento da curva dose-
resposta. Em seguida, foram aplicadas de quatro a cinco doses para ajustar os dados ao modelo
Probit, que estabelece a relagao entre a probabilidade de mortalidade e a dose do composto. As
avaliacdes de mortalidade foram realizadas ap6s 72 horas da montagem do bioensaio. Os
individuos que continuaram imoveis e nao reagiram a nenhum estimulo foram considerados

mortos (Dantas et al., 2023a; Oliveira et al., 2017).
3.3.2. Curvas de sobrevivéncia

As curvas de sobrevivéncia e o tempo letal para matar 50% da populacao (TLso) de 4.
sexdens foram estabelecidas por meio da DLgg dos tratamentos estabelecidos no bioensaio de

dose letal. O modo de aplicagdo foi similar ao usado no bioensaio anterior, diferindo somente
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na dose (DLgo), no nimero de repeti¢des e o intervalo de avaliacdo. Neste bioensaio foram
aplicadas as DLsoy dos tratamentos e usadas 15 repeticoes contendo sete insetos em cada
repeticdo, totalizando 105 individuos por repeticao.

As avaliagdes de mortalidade foram feitas a cada 10 minutos até completar uma hora a
partir da montagem do experimento, em seguida a cada 30 minutos até completar duas horas, a
cada 60 minutos até seis horas, a cada 120 minutos até 24 horas, a cada 240 minutos até 48
horas e posteriormente a cada 24 horas ou até 20% da morte dos individuos do tratamento

controle (Costa et al., 2019; Melo et al., 2021).
3.3.3. Comportamento individual e coletivo

O bioensaios de comportamento foi realizado a fim de avaliar os efeitos dos compostos
no comportamento individual das operarias de A. sexdens tratadas, bem como as interagdes
comportamentais de um grupo de individuos ndo tratados em relagdo a um tratado de acordo
com Bacci et al., (2015).

Os delineamentos experimentais foram inteiramente casualizados, com 80 repeti¢des
por tratamento. As operarias de 4. sexdens foram tratadas com acetona, como controle negativo,
e com os compostos: OF de C. grewioides, seu composto majoritario eugenol e a deltametrina
na DL3o determinada no bioensaio de dose letal. Antes da aplicag@o dos tratamentos, as formigas
foram alocadas em placa de Petri (9 x 1,5 cm) forradas com papel filtro umedecido com 0,5 mL
de 4gua destilada onde permaneceram por 5 minutos para aclimatacgao.

No bioensaio de comportamento individual, cada unidade experimental foi constituida
por uma operaria, totalizando 320 individuos. Apos o periodo de aclimatacdo as formigas foram
imobilizadas e submetidas aos tratamentos com os compostos. Um minuto apos a aplicagdo dos
tratamentos, deu-se inicio a avaliacdo do comportamento de autolimpeza.

No bioensaio coletivo, cada unidade experimental foi constituida por um grupo de sete
operarias, totalizando 2.240 individuos e 320 unidades experimentais. Apds o periodo de
aclimatacdo, uma formiga de cada grupo foi selecionada aleatoriamente, imobilizada e marcada
na regido do abdome com tinta atéxica de cor amarela (Acrilex Tintas Especiais S.A. Galvao
Bueno, 5000 - Batistini, Sao Bernardo do Campo - SP, 09842-900), em seguida, a formiga foi
tratada topicamente com os compostos OE de Croton grewioides, eugenol e deltametrina, apds
trés minutos, colocada novamente na placa de Petri junto aos individuos ndo tratados. Um
minuto apds a realocagdo da formiga na placa, deu-se inicio a avaliacdo dos comportamentos
coletivos de atragdo, antenacao e evitacao (Tabela 1) (Dantas et al., 2023a). Testes preliminares

em laboratorio demonstraram que a tinta ndo afetou o comportamento das formigas.
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Tabela 2: Definicdo dos comportamentos das operarias de Atta sexdens.

Comportamento Descricao Funcéo Biolbdgica Referéncias
As formigas
removem sujeiras Reduzir a
do seu corpo, contaminagéo no
usando as pernas e préprio corpo e
) mandibulas para se impedir a Currie & Stuart,
Autolimpeza ] L
limpar, contaminacéo do 2001
especialmente ap0s ninho,
contato com principalmente o
possiveis fungo simbionte.
contaminantes.
Toque das antenas
entre as operarias o
) Identificacéo de
ou em objetos para
) membros da
reconhecimento .
o . colbnia, )
. quimico, avaliacéo o Holldobler &
Antenagéo ) identificagdo ]
de qualidade do o ) Wilson, 1990
) materiais vegetais
material a ser ~
e coordenacédo do
forrageado e )
o trabalho coletivo.
comunicagao
social.
Comportamento de
evitar materiais,
areas e/ou Proteger o fungo
operérias cultivado e o
o ) ] North et al.,
Evitacdo contaminadas. ninho de
) y L 1999.
Movimentagdo de contaminacdes
chegar proximo e externas.
se afastar
rapidamente.
As operérias sdo Principalmente Farji-
Atracéo atraidas por orientar e otimizar Brener et al.,
compostos volateis o forrageamento. 2010.
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liberados por
folhas frescas ou
pelo feromdnio de
trilha deixado por
outras operarias.
Movimentacao de
se aproximar e
manter a

proximidade.

As avaliagdes nos bioensaios individual e coletivo foram realizadas por um minuto
continuo, seguidas de um intervalo de um minuto, durante um periodo de 10 minutos,
totalizando cinco minutos de observacao para cada inseto. No total, os comportamentos foram
avaliados por 53h 20 min. Esse tempo foi obtido a partir de dois bioensaios (individual e

coletivo), com 80 repeticdes por tratamento e cinco minutos de observagdo por repeticao

(Dantas et al., 2023a).
3.3.4. Caminhamento individual

Os efeitos dos compostos no comportamento de caminhamento das operarias de A.
sexdens, foi realizado e avaliado através do bioensaio de caminhamento individual. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com 80 repeti¢des por tratamento. As
formigas foram expostas a acetona, controle negativo, e aos compostos OE de C. grewioides,
eugenol e deltametrina, controle positivo, na DL3o determinada no bioensaio de dose letal.

No bioensaio individual, cada unidade experimental foi constituida por uma operaria de
A. sexdens, tendo assim, um total de 320 individuos. As formigas foram imobilizadas, tratadas
com os compostos ¢ alocadas em arenas de placas de Petri (9 x 1,5 cm) revestidas com papel
filtro umedecido com 0,5 mL de 4agua destilada. A gravagdo foi iniciada um minuto apds as
formigas serem colocadas na arena, com duragao de 10 minutos utilizando uma camera de video
(Panasonic SD5 Superdynamic - modelo WV-CP504), equipada com uma lente Spacecom (1/3
"3-8 mm) conectada ao computador.

A distancia percorrida (mm) e a velocidade (mm/s) foram registradas no software
Ethovision XT (versdo 8.5; Noldus Integration System, Sterling, VA, EUA), e os dados foram

processados e analisados no Programa Sigmaplot, versdo 15.0 (Oliveira et al., 2017).
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3.3.5. Irritabilidade

Para avaliar a irritabilidade das operarias aos compostos foram realizados bioensaios de
irritabilidade. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 80 repetigdes por
tratamento, totalizando 320 arenas. Cada unidade experimental foi constituida por uma placa
de Petri (9 cm x 1,5 cm), forrada com um disco de papel filtro previamente cortado em duas
partes iguais, que foram divididos como area tratada e drea ndo tratada. Na area tratada, foram
aplicados 250 pL da solugdo do tratamento (OE, eugenol, deltametrina) na concentragao de
0,1%, enquanto na area nao tratada foram aplicados 250 pL de acetona, ambos usando uma
pipeta de volumétrica de 10-100 pL (Labmate Pro PZ HTL S.A., Polonia). Cada parte do disco
foi fixada no fundo da placa de Petri com fita dupla-face, e uma operaria foi posicionada no
centro da arena (Melo et al., 2021).

O comportamento das operarias foi gravado por um periodo de 10 minutos utilizando-
se uma camera de video (Panasonic SD5 Superdynamic - modelo WV-CP504), equipada com
uma lente Spacecom (1/3 "3-8 mm) conectada ao computador. O software Ethovision XT
(versdo 8.5; Noldus Integration System, Sterling, VA) foi utilizado para analise do
comportamento, j& as analises dos dados finais foram feitas usando o programa Sigmaplot,
versao 15.0 (Rocha et al., 2018).

Nesse bioensaio foi analisado o tempo de permanéncia das operarias em cada lado da
arena (tratado ou ndo tratado). Foi considerado que a irritabilidade é proporcional ao tempo em
que as operarias permaneceram no lado ndo tratado, ou seja, quanto maior o tempo no lado sem

tratamento, maior a irritabilidade do composto testado.
3.3.6. Transferéncia Horizontal

Este experimento teve como objetivo avaliar se os compostos utilizados, OE, eugenol e
deltametrina podem ser transferidos de operarias mortas para operarias vivas que nao receberam
os tratamentos. O experimento foi feito conforme Dantas et al. (2023b). Foram testadas as
proporgdes: [1:20] — 1 formiga morta para 20 formigas vivas e [1:5] — 4 formigas mortas para
20 formigas vivas. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com 10
repeticdes por tratamento por propor¢ao. Os bioensaios foram realizados em arenas compostas
por placas de Petri (14 x 1,5 cm), forradas com papel filtro umedecido e cobertas com plastico
filme PVC. As formigas mortas usadas foram obtidas apds 24 horas de exposi¢cao das operarias
a DLoo dos compostos. Para o controle, os individuos mortos foram obtidos através da aplicagao

de acetona e posterior congelamento em freezer a -19 °C por cerca 30 minutos. O niimero de
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formigas vivas e mortas foi monitorado apo6s 1, 2, 4, 6, 10, 14, 26, 38, 50, 62, 74, 86, 98, 110
horas da montagem dos experimentos (Dantas et al., 2023b; Zhang et al., 2022).

4. Analises estatisticas

Os dados de mortalidade foram submetidos a analise de Probit para determinar as curvas
dose-mortalidade para cada composto usando o procedimento PROC PROBIT no SAS™
(Instituto SAS, 2008). A partir das curvas, as doses letais necessarias para causar 30, 50 ¢ 90%
de mortalidade (DL30, DLso e DLoo) e seus respectivos intervalos de confianga (ICos%) com 95%
de probabilidade. As DLs foram comparadas usando o critério de intervalos de confianca nao
sobrepostos com a origem do intervalo.

As andlises de sobrevivéncia e transferéncia horizontal foram realizadas utilizando
estimadores de Kaplan-Meier usando o teste Log-Rank (SigmaPlot, versao 15). A partir dessas
analises, foram geradas as curvas de sobrevivéncia e os tempos letais necessarios para provocar
50% de mortalidade das operarias (TLso) e seus intervalos de confianga (ICos%) com 95% de
probabilidade. As curvas foram comparadas pelo método de comparagdo multipla de Holm-
Sidak com nivel de significancia de 0,05 (SigmaPlot, versao 15). A TLso foi comparada usando
o critério de intervalos de confianga nao sobrepostos com a origem do intervalo.

Os dados dos bioensaios de comportamento individual, coletivo e caminhamento
individual das operarias expostas aos compostos foram inicialmente submetidos aos testes de
Shapiro-Wilk (p > 0,05) e Brown-Forsythe (p < 0,05) para verificar a normalidade dos dados e
a uniformidade da variancia, respectivamente. Como os dados de comportamento individual,
coletivo e caminhamento, apresentaram-se fora dos padrdes de normalidade, os dados foram
submetidos a anélise de variancia ndo paramétrica de Kruskal-Wallis (p < 0,05), seguido do
método de comparacdo multipla de Dunn (p < 0,05) para comparar o efeito dos tratamentos em
relacdao ao controle.

Do mesmo modo, os dados de irritabilidade foram submetidos a analise de variancia nao
paramétrica de Kruskal-Wallis, seguida pelo teste de Wilcoxon a fim de analisar diferengas
entre os tempos de permanéncia das operdrias entre as areas tratadas e ndo tratadas (SigmaPlot,

versao 15).
5. Resultados e discussao

Neste estudo, foi evidenciado que o OE de C. grewioides e seu composto majoritario, o

eugenol, exercem efeitos letais e subletais significativos sobre A. sexdens, tais como reducao
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da sobrevivéncia, alteragdes nas interagoes sociais, no deslocamento, aumento da desorientagao

e irritabilidade dos individuos quando expostos aos compostos.
5.1. Analise do OE

No acesso CGR 107 de C. grewioides foram identificados 6 compostos, 6-elemene,
eugenol, caryophyllene, germacrene, bicyclogermacrene e spathulenol. O composto majoritario
encontrado foi o eugenol com 86,8% da sua composicao. As variagdes na composi¢ao quimica
dos OEs podem ocorrer devido a fatores genéticos e ambientais (Brito et al., 2020). A
bioatividade apresentada pelos OEs pode estar diretamente relacionada aos compostos
majoritarios e a interacdes entre 0s compostos majoritarios com os minoritarios, bem como a
dose usada, o tempo de exposi¢ao e seu mecanismo de acao (Bakkali et al., 2008; Gerolt, 1983).

A bioatividade do eugenol estd ligada ao seu mecanismo de agdo, que atua nos
receptores de octopamina e nos canais de receptores transitorios potencialmente sensiveis,
afetando diretamente o sistema nervoso e comportamento dos insetos (Baker e Grant, 2017;

Enan, 2001; Price e Berry, 2006).
5.2. Dose letal

Todos os compostos foram toxicos para as operarias de A. sexdens por contato, com
DLso variando de 0,163 a 6,292 ug/mg (Tabela 1). Entre os compostos botanicos, o eugenol
foi o composto mais toxico para as formigas, sendo que a dose necessaria para matar 50% da
populagdo foi de 2,461 pg/mg (ICosy: 1,482 — 3,331), dessa forma, 60,86% menor que a dose
do OE de C. grewioides de 6,292 ng/mg (ICos%: 4,315 — 7,709) (Tabela 3).
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Tabela 3: Toxicidade por aplicacdo topica do 6leo essencial de Croton grewioides e seu composto majoritario sobre operarias de Atta sexdens apos 72 h.

DLaso (IC 95%)° DLso (IC 95%)° DLy (IC 95%)°
Composto  n Slope (+ EP) X? P
pg/mg
CGR 107 280 3,242 (1,372-4,610) 6,292 (4,315-7,709) 31,825 (20,787-92,383) 1,82 £0,42 2,24 0,32
Eugenol 350 1,148 (0,507-1,8006) 2,461 (1,482-3,331) 15,872 (11,886-25,563) 1,58 £0,25 2,48 0,48
0,163-6(0,2807-0,314) 0,132 (0,895°6-0,2407) 1,41 +£0,35 0,23 0,89

Deltametrina 280

0,6927(0,5384-0,172-%)

2 nimero de insetos testados.

b doses letais necessarias para matar 30, 50 € 90 % das populagdes e seus respectivos intervalos de confianga a 95%.
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A toxicidade observada para a DLso do eugenol demonstrou ser maior, enquanto OE de
C. grewioides mostrou-se menos toxico nessa DL. Isso pode estar relacionado a presenca de
outros compostos no 6leo, que podem competir pelo sitio de agdo ou até inibir a acao do
eugenol, composto identificado como majoritario no OE de C. grewioides e o mais toxico dentre
os tratamentos avaliados (Enan, 2001; Isman, 2006).

Estudos indicam que o eugenol ¢ um composto que apresenta caracteristicas inseticidas
de contato e acao rapida (Dayan, Cantrell e Duke, 2009), e ja tem sua toxicidade descrita contra
diversos insetos, dentre eles Nasutitermes corniger (Termitidae) (Menezes, 2023), Sitophilus
zeamais (Curculionidae) (Coitinho, 2009), Mahanarva spectabilis (Cercopidae) (Dias, 2020),
Mononychellus tanajoa (Tetranychidae) (Fernandes et al., 2024), Acanthoscelides obtectus
(Chrysomelidae)(Jumbo, 2013) e Chrysodeixis includens (Noctuidae) (Santos, 2022).

5.3. Curvas de sobrevivéncia

A sobrevivéncia das operarias de 4. sexdens expostas as DLsog do OE de C. grewioides,
seu composto majoritario eugenol e deltametrina, foi significativamente reduzido ao longo do
tempo (teste de Log-rank: y* = 290,757; g.I. = 3; p < 0,001). Os individuos expostos ao OE de
C. grewioides apresentaram uma rapida mortalidade (TLso = 22h), enquanto os individuos
expostos ao eugenol apresentaram mortalidade mais lenta (TLso = 57,9h) em relag@o ao controle

(Figura 1).
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Figura 1: Curvas de sobrevivéncia e tempos letais (TLso) das operarias de Atfa sexdens expostas a DLy do 6leo
essencial de Croton grewioides (CGR 107) (a), seu composto majoritario eugenol (c) e a deltametrina (b). TLso =
tempo letal necessario para matar 50% da populagdo. As curvas de sobrevivéncia foram comparadas pelo método
de Holm-Sidak com nivel de significancia de 0,05.

Essa diferenca entre o tempo letal dos compostos pode estar ligada ao sitio de a¢ao de
cada composto, uma vez que os compostos derivados de OEs atuam em diferentes sitios de
acao, tais como receptores de GABA, acetilcolina, octopamina e nos canais de sodio (Enan,
2001; Kostyukovsky et al., 2002; Priestley et al., 2003).

A velocidade com que as operarias morrem t€ém um impacto direto no manejo aplicado.
Geralmente, os compostos que provocam uma mortalidade rapida (OE de C. grewioides) podem
apresentar eficiéncia quando aplicados de forma direta nas colonias, através de
termonebulizagdes. J4 compostos que t€m a sua a¢do retardada (Eugenol) podem ser usados na
formulacao de iscas granuladas, havendo assim tempo habil para a dispersao do composto entre
as operarias, podendo chegar até o fungo simbionte e a rainha, provocando o colapso da colonia

(Della Lucia e Souza, 2011; Oliveira et al., 2011).
5.4. Comportamento individual e coletivo

No comportamento de autolimpeza das operarias de A. sexdens houve diferenca
significativa quando expostas aos tratamentos (H = 28,8; g.I. = 3; p < 0,001). As operarias

aumentaram o numero de autolimpezas quando foram expostos as DLs3¢ da deltametrina e do
24



eugenol. O nimero de autolimpeza das operarias tratadas com OE de C. grewioides ndo diferiu

do controle (Figura 2).
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Figura 2: Comportamento de autolimpeza de Atta sexdens expostas por contato a DL3o dos compostos. Os circulos
representam os percentis 5 € 95, as linhas de erro os percentis 10 e 90 e as bordas da caixa os percentis 25 e 75. As
medianas (linhas pretas dentro dos boxplots) seguidas de um asterisco diferem do controle pelo teste de Dunn
em p < 0,05.

O aumento no numero do comportamento de autolimpeza das operarias expostas a
deltametrina e ao eugenol indica que a operaria identificou a contaminagdo, no entanto, apesar
do comportamento de autolimpeza ser natural para a remocao de possiveis contaminantes, ele
ndo ¢ eficiente para limitar a dispersdo de compostos, ele acaba aumentando a exposi¢do das
operarias a essas substancias toxicas, aumentando o risco de contaminag¢ao individual (Catalani
et al.,2020; Forti et al., 2019).

Em contrapartida, as operarias nao identificaram a presenga do OE de C. grewioides,
uma vez que ndo houve o aumento no nimero de autolimpezas, facilitando a dispersdo de
substancias nocivas entre os individuos da colonia, principalmente em insetos sociais como as
FCs (Richard e Hunt, 2013; Theis et al., 2015).

O comportamento de antenagao variou entre as doses (H = 132,6; g.1. = 3; p < 0,001),
sendo maior nos individuos tratados com deltametrina. O menor nimero de antenagdes foi
observado nas operarias tratadas com o OE de C. grewioides e eugenol quando comparados

com o controle (Figura 3).
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Figura 3: Comportamento coletivo de antenacdo em operarias de Atta sexdens expostas por contato a DL3o dos
compostos. Os circulos representam os percentis 5 e 95, as linhas de erro os percentis 10 e 90 e as bordas da caixa
os percentis 25 e 75. As medianas (linhas pretas dentro dos boxplots) seguidas de um asterisco diferem do controle
pelo teste de Dunn em p < 0,05.

Esses resultados indicam que os individuos ndo tratados conseguiram perceber a
presenga da deltametrina na operaria tratada, pois o aumento de antenagdes esta diretamente
relacionado & percepcdo do composto pelas operdrias, uma vez que o comportamento de
antenacdo desempenha um papel importante na comunicacao entre os individuos da coldnia,
tanto para identificar as companheiras de colonia quanto compostos toxicos (Detrain e
Deneubourg, 2006).

J& para os tratamentos OE de C. grewioides e eugenol houve a reducdo desse
comportamento, indicando que o composto ndo foi percebido pelas operarias, facilitando a
disseminagdo do composto entre as operarias, uma vez que o contato entre as operarias ¢ a
principal via de disseminacdo dos compostos pela colonia (Theis et al., 2015; Traniello e
Robson, 1995).

O comportamento de evitacdo das operarias de A. sexdens variou entre os compostos
(H = 55,1; gl. = 3; p < 0,001). Todos os tratamentos aumentaram significativamente o

comportamento de evitagdo em relagao ao controle. (Figura 4).
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Figura 4: Comportamento coletivo de evitagdo em operarias de A#ta sexdens expostas por contato a DL3o dos
compostos. Os circulos representam os percentis 5 € 95, as linhas de erro os percentis 10 e 90 e as bordas da caixa
os percentis 25 e 75. As medianas (linhas pretas dentro dos boxplots) seguidas de um asterisco diferem do controle
pelo teste de Dunn em p < 0,05.

O comportamento de atracao variou entre os tratamentos (H=76,3; g.1. =3, p <0,001).
Todos os compostos, OE de C. grewioides, eugenol e deltametrina, apresentaram um efeito
significativo na reducdo do comportamento de atra¢do das operarias nao tratadas em relacao as

tratadas quando comparados com o controle (Figura 5).
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Figura 5: Comportamento coletivo de atragdo em operarias de Atta sexdens expostas por contato a DLz dos
compostos. Os circulos representam os percentis 5 e 95, as linhas de erro os percentis 10 e 90 e as bordas da caixa
os percentis 25 e 75. As medianas (linhas pretas dentro dos boxplots) seguidas de um asterisco diferem do controle
pelo teste de Dunn em p < 0,05.

De forma geral, o OE de C. grewioides, seu composto majoritario ¢ a deltametrina
alteraram os comportamentos de evitagdo e atragdo das operarias de 4. sexdens em relagdo ao
controle. Resultados demonstram que as operarias tratadas com os compostos OE de C.
grewioides, eugenol e deltametrina foram identificadas como possiveis contaminantes para o
grupo. Dessa maneira, o aumento no comportamento de evitacao e a redu¢do no comportamento
de atragdo pode reduzir o nimero de operarias contaminadas (Richard e Hunt, 2013; Traniello

e Robson, 1995).
5.5. Caminhamento individual

Em geral, no comportamento de caminhada, a velocidade (H = 124,3; g.1. = 3; p <0,001)
(Figura 6A) ¢ a distancia (H= 123,845; g.l. = 3; p < 0,001) (Figura 6B) das operarias de 4.
sexdens diferiu do controle (Figura 7). As operarias tratadas com eugenol aumentaram
significativamente a velocidade e a distdncia percorrida. No caminhamento das operarias
tratadas com OE de C. grewioides foi observada uma menor velocidade em relagdo ao controle,
enquanto a distdncia ndo apresentou diferenga significativa. A velocidade e a distincia

percorrida dos individuos tratados com deltametrina nao diferiu do controle (Figura 6A e 6B).
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Figura 6: Comportamento de caminhamento individual das operarias Atta sexdens expostas a DL3y do dleo
essencial de Croton grewioides (CGR 107), seu composto majoritario eugenol e a deltametrina. Os circulos
representam os percentis 5 e 95, as linhas de erro os percentis 10 e 90 e as bordas da caixa os percentis 25 € 75. As
medianas (linhas pretas dentro dos boxplots) seguidas de um asterisco diferem do controle pelo teste de Dunn
em p <0,05.
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Figura 7: Mapas das trilhas de caminhamento individual de Atta sexdens expostas por 600s a DL3y do 6leo
essencial de Croton grewioides (CGR 107) (B), seu composto majoritario eugenol (C) e a deltametrina (D).

O OE de C. grewioides causou redugdo na velocidade e distdncia percorrida das
operarias, essas mudangas no padrdo de caminhamento, como alteracdes na velocidade de

caminhada e distncia percorrida, podem alterar o fluxo de operarias tanto nas trilhas de
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forrageamento quanto dentro da coldnia, afetando diretamente a capacidade de forrageamento,

a harmonia e a sobrevivéncia da colonia (Holldobler e Wilson, 2011; Richard e Hunt, 2013).
Esse comportamento de reducdo nao foi observado na deltametrina, podendo ter relagao

com o modo que os piretroides atuam no sistema nervoso provocando a hiperexcitabilidade dos

insetos (Soderlund e Bloomquist, 1989).
5.6. Irritabilidade

De forma geral, os bioinseticidas causaram irritabilidade as operarias de 4. sexdens, que
ficaram em média 5,23% do tempo no lado tratado com o OE de C. grewioides ¢ 10,45% do
tempo do lado tratado com o eugenol. O inseticida deltametrina ndo causou irritabilidade nos

insetos, as operarias passaram em média 53,4% do tempo no lado tratado (p = 0,015) (Figura

Tratado Nio tratado
P=0,015 Deltametrina

' P <0,001 + + Eugenol

P <0,001 + CGR 107

600 400 200 0 200 400 600

Tempo de permanéncia (s)

Figura 8: Tempo médio de permanéncia das operarias de Atfa sexdens em cada lado da arena parcialmente tratadas
com a concentragdo de 0,1% do 6leo essencial de Crofon grewioides (CGR 107), seu composto majoritario eugenol
e a deltametrina. Histogramas seguidos por asterisco indicam que houve diferenca no tempo de permanéncia das
operarias entre o lado tratado e o néo tratado por um periodo de 600s, pelo teste de Dunn (p < 0,05).

Os oleos essenciais possuem efeitos de irritabilidade descritos, por serem volateis
durante a sua evaporagdo, eles sdo capazes de criar barreiras e evitam que o inseto entre em
contato com superficies contaminadas. Esses efeitos estdo ligados a composicao quimica dos
Oleos essenciais, nos quais monoterpenos e sesquiterpenos estao presentes, pois eles sao capazes
de ativar os receptores olfativos dos insetos (Bakkali et al., 2008; Isman, 2006; Nerio, Olivero-
Verbel e Stashenko, 2010; Regnault-Roger, Vincent e Arnason, 2012).

O eugenol ¢ um dos compostos que atuam bloqueando os canais de sddio do sistema
nervoso dos insetos, provocando efeitos irritantes (Enan, 2001), explicando a irritabilidade
causada também pelo OE de C. grewioides, ja que ¢ o seu composto majoritario, além disso o

OE pode ter apresentado uma irritabilidade maior que o eugenol devido a acdo de outros
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compostos presentes no 6leo atuando em outros sitios de acdo no sistema nervoso do inseto
(Nerio, Olivero-Verbel e Stashenko, 2010; Regnault-Roger, Vincent e Arnason, 2012; Tong e
Bloomquist, 2013).

5.7. Transferéncia Horizontal

Na transferéncia horizontal dos compostos, a mistura de individuos mortos expostos a
DLyo dos compostos do OE de C. grewioides, eugenol e a deltametrina, com individuos vivos
reduziu significativamente a sobrevivéncia das operarias de 4. sexdens ao longo do tempo (°
=4923; g.1.=7; p<0,001). Todos os tratamentos, nas duas propor¢des diferiram do controle.
Nao houve diferengas estatisticas significativas entre as curvas de sobrevivéncia nas duas
proporg¢des (1:20 e 1:5) do tratamento do OE de C. grewioides e o eugenol (p < 0,001), assim
como nao houve diferengas entre as proporgdes 1:20 dos tratamentos deltametrina ¢ OE de C.
grewioides.

O maior tempo de transferéncia horizontal ocorreu nas operarias quando foram expostas
ao tratamento deltametrina na propor¢ao 1:5, necessitando de 75,3 horas (ICose, = 72,8 — 77,7)

para que o composto matasse 50% dos individuos (Figura 9).
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Figura 9: Curvas de sobrevivéncia e tempos letais (TLso) de Atta sexdens expostas a cadaveres das operarias
expostas DLgo do 6leo essencial de Croton grewioides (CGR 107), seu composto majoritario eugenol e a
deltametrina, em duas propor¢des [1:20] e [1:5], um cadaver para 20 operarias vivas e cinco cadaveres para 20
operarias vivas, respectivamente. As curvas de sobrevivéncia foram feitas pelo método de Holm-Sidak com nivel
de significancia de 0,05.

Nao houve alteragdo no comportamento de antenagdo nos tratamentos com OE de C.
grewioides quando comparados com o controle. Dessa maneira a dispersdo desse composto por
transferéncia horizontal entre as operarias ¢ facilitada (Zhang et al., 2022), e quando associada
a toxicidade do OE de C. grewioides e seu tempo letal, € capaz de causar uma maior mortalidade
de operarias dentro da colonia e alterar ou interferir no fluxo de operarias nas trilhas de

forrageamento (Oliveira et al., 2011).
6. Conclusao

Os resultados deste estudo indicam que o OFE de Crofon grewioides e seu composto
majoritario, o eugenol, exercem efeitos significativos sobre a mortalidade das operarias de Atta
sexdens. Ambos os compostos alteraram os comportamentos sociais essenciais, incluindo
autolimpeza, antenacao, evitagdo e atracdo, interferindo nas intera¢des e na comunicagao entre
as operarias. Esses resultados demonstram o potencial dos OEs como alternativas vidveis no
controle de FCs, com a vantagem de causarem menos impactos ambientais do que os inseticidas

sintéticos tradicionais.
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