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RESUMO

TEIXEIRA, F.V. Bioatividade de extratos vegetais a operarias de Atta sexdens
(Hymenoptera: Formicidae) em duas metodologias de exposi¢cdo por ingestao. Vitdria
da Conquista- BA, UESB, 2022. 63p. (Dissertacdo: Mestrado em Agronomia; Area de
Concentracdo: Fitotecnia)”.

A formiga cortadeira Atta sexdens destaca-se como cortadeira de varias culturas de
importancia econémica. O controle com iscas formicidas é o mais utilizado, no entanto, um
dos ingredientes ativos mais usados, a sulfluramida, foi enquadrada como poluente organico,
evidenciando a urgente necessidade de se buscar novos ingredientes ativos com maior
seguranca ecoldgica e ambiental. Dessa forma, o presente trabalho teve por objetivos avaliar
a bioatividade de extratos botdnicos em operérias da formiga cortadeira A. sexdens, bem
como comparar duas metodologias de exposicdo dos extratos por acdo de ingestdo, com o
intuito de selecionar extratos que possuam caracteristicas essenciais para uso em iscas
toxicas para futuro isolamento de substancias e prospeccao de inseticidas. Para tanto, foram
realizados dois bioensaios (I e Il) no Laboratério de Mirmecologia da UESB, Vitoria da
Conquista, Bahia. O bioensaio | foi realizado em Delineamento Inteiramente Casualizado
(DIC), com oito tratamentos e quatro repeticOes, totalizando 32 parcelas; ja o 1l, com dez
tratamentos e trés repeticdes, com 30 parcelas, cada parcela era composta por dez operarias.
Para o bioensaio I, foram utilizados os tratamentos: 1. M. maracasana-cascas; 2. C.
mastigophorus—caule; 3. E. macrocalyx-folhas; 4. E. macrocalyx-galhos; 5. E. plowmanii-
folhas; 6. E. plowmanii-galhos; 7. Controle 1 — dieta + etanol; e 8. Controle 2 - apenas dieta
2. No bioensaio I, foram incluidos os extratos de C. mastigophorus-caule e M. maracasana
— caule. Foram realizadas avaliagdes diarias da mortalidade acumulada, de acordo com cada
metodologia. A fungdo de sobrevivéncia foi calculada pelo estimador de Kaplan-Meier. As
curvas de sobrevivéncia de operarias de A. sexdens, expostas aos extratos vegetais no
bioensaio I, evidenciaram diferenca significativa entre si e com as curvas dos controles. Para
0 bioensaio Il, constatou-se que a sobrevivéncia na primeira avaliagdo (24 horas) foi
relativamente alta em todos os tratamentos com extratos. As analises da comparacao pareada
das curvas de sobrevivéncia, obtidas para 0s mesmos extratos nos bioensaios, evidenciaram
diferencas significativas entre as metodologias para seis dos extratos estudados e, também,
para o tratamento Controle com Dieta+Etanol. De modo geral, os tempos de sobrevivéncia
foram maiores, quando se usou a metodologia Il, exceto para M. maracasana-cascas e E.
plowmanii-galhos. Os extratos de M. maracasana, C. mastigophorus, E. macrocalyx e de E.
plowmanii apresentaram atividade inseticida as operarias de A. sexdens. A atividade
inseticida dos extratos testados é inédita para operarias de A. sexdens e apresentam potencial
para fracionamento e selecdo das substancias responsaveis por essa atividade.

Palavras-chave: Formigas cortadeiras; controle; plantas toxicas.

ABSTRACT

* Orientadora; Profa. Dra. Aldenise Alves Moreira, UESB.
Coorientadora: Profa. Dra. Aline Silva, UESC.
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TEIXEIRA, F.V. Bioactivity of plant extracts to workers of Atta sexdens (Hymenoptera:
Formicidae) in two methodologies of exposure by ingestion. Vitoria da Conquista-BA,
UESB, 2022. 63p. (Dissertation: Master Science in Agronomy; Area of Concentration: Crop
Science)*.

The leaf-cutting ant Atta sexdens stands out as a leaf-cutting ant in several crops of
economic importance. Control with ant baits is the most used, however, one of the most
used active ingredients, sulfluramid, was classified as an organic pollutant, highlighting the
urgent need to seek new active ingredients with greater ecological and environmental safety.
Thus, the present work aimed to evaluate the bioactivity of botanical extracts in workers of
the leaf-cutting ant A. sexdens, as well as to compare two methodologies of exposure of
extracts by ingestion action, in order to select extracts that have essential characteristics for
use. in toxic baits for future isolation of substances and prospecting for insecticides. For that,
two bioassays (I and Il) were carried out at the Myrmecology Laboratory of UESB, Vitéria
da Conquista, Bahia. Bioassay | was carried out in a completely randomized design (DIC),
with eight treatments and four replications, totaling 32 plots; II, with ten treatments and
three replications, with 30 plots, each plot was composed of ten workers. For bioassay I, the
following treatments were used: 1. M. maracasana-cascas; 2. C. mastigophorus—stem; 3. E.
macrocalyx-leaves; 4. E. macrocalyx-twigs; 5. E. plowmanii-leaves; 6. E. plowmanii-twigs;
7. Control 1 — diet + ethanol; and 8. Control 2 - only diet 2. In bioassay II, extracts of C.
mastigophorus-stem and M. maracasana-stem were included. Daily assessments of
accumulated mortality were performed, according to each methodology. The survival
function was calculated by the Kaplan-Meier estimator. The survival curves of workers of A.
sexdens, exposed to plant extracts in bioassay I, showed a significant difference between
them and with the curves of controls. For bioassay I, survival at the first evaluation (24
hours) was found to be relatively high in all treatments with extracts. The analysis of the
paired comparison of survival curves, obtained for the same extracts in the bioassays,
showed significant differences between the methodologies for six of the extracts studied and
also for the Control treatment with Diet+Ethanol. In general, survival times were longer
when methodology Il was used, except for M. maracasana-cascas and E. plowmanii-
branches. The extracts of M. maracasana, C. mastigophorus, E. macrocalyx and E.
plowmanii showed insecticidal activity against workers of A. sexdens. The insecticidal
activity of the tested extracts is unprecedented for workers of A. sexdens and has potential
for fractionation and selection of substances responsible for this activity.

Keywords: leaf-cutting ant; control; toxic plants.

* Adviser: Aldenise Alves Moreira, D.Sc., UESB.
Co-advisor: Aline Silva, D.Sc., UESC.
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1 INTRODUCAO

Formigas dos géneros Atta Fabricius, 1804 e Acromyrmex Mayer, 1865
(Hymenoptera: Formicidae) sé@o conhecidas como formigas cortadeiras por conta do seu
habito de desfolha, no qual cortam e coletam partes frescas das plantas para servir de
substrato para o cultivo do seu fungo simbidtico (Leucoagaricus gongylophorus Mdller,
2002) (Britto et al., 2016).

As formigas cortadeiras assumem o status de pragas gerais nos agroecossistemas
agricolas, florestais e em pastagens no Brasil e na regido Neotropical (Gandra et al.,
2016). Os danos causados por herbivoria das formigas nos ecossistemas de Floresta
Neotropical podem chegar a 25%, sendo capaz de remover de 10 a 15% de todas as
folhas encontradas em areas de forrageamento (Swanson et al., 2019). Estimativas de
danos ocasionados por formigas especializadas no corte de plantas dicotileddneas, cana-
de-agUcar e de pastagens, principalmente, tém ressaltado a importancia econémica de,
pelo menos, cinco espécies de Atta no Brasil, dentre as quais a Atta sexdens Lineu,
1758, destacando-se em funcgéo da sua polifagia e ampla distribuicdo geografica.

Desfolhas ocasionadas pelas formigas cortadeiras podem ocorrer em qualquer
periodo e idade das plantas, fazendo-se necessario um controle eficiente para garantir a
produtividade das culturas (Pereira, 2021). O método mais utilizado é o quimico (Forti
et al., 2007), por meio de iscas tdxicas, com destaque para a Sulfluramida e o Fipronil
como principios ativos mais empregados na fabricacdo de iscas formicidas. A
Sulfluramida esta sofrendo restricbes na producdo e utilizacdo em paises signatarios da
Convencdo de Estocolmo sobre Poluentes Organicos Persistentes (POPS), pois suas
caracteristicas contribuem para a contaminacdo da agua, do solo, e, inevitavelmente,
intoxicam fauna e flora. Os riscos da utilizacdo desse tipo de pesticida sdo decorrentes
dos compostos quimicos gerados pela sua rapida degradacdo, entre eles o Acido
Perfluoroctanoico  Sulfonico (PFOS), poluente extremamente persistente e
bioacumulavel (Bion, 2019).

Considerando o cenario atual de possivel suspensdo da sulfluramida no Brasil,
uma das alternativas é encontrar substancias quimicas de menor impacto ambiental e
maior seguranca para substituicdo dos ingredientes ativos utilizados atualmente nas
iscas formicidas. A natureza é considerada a principal fonte dessas substancias, pois

algumas plantas possuem compostos que podem ser repelentes ou tdxicos as formigas
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e/ou ao fungo simbionte, podendo servir como modelos para prospeccao de inseticidas
bot&nicos ou sintéticos mais ambientalmente aceitos (Sousa et al., 2018).

Dentro da perspectiva da descoberta de compostos toxicos para formigas
cortadeiras ou seu fungo, a literatura € relativamente abrangente, destacando-se 0s
trabalhos pioneiros do Centro de Estudos de Insetos Sociais (CEIS) da UNESP, Rio
Claro, SP. Diferentes espécies e familias botanicas ja foram estudadas, a exemplo dos
extratos de Tabebuia vellosoi, Azadirachta indica, Magonia pubescens, Annona
reticulata e Amburana acreana (Souza et al., 2011); Aspidosperma spruceanum Benth
ex. Mull Arg., Casearia arborea (Rich.) Urb., Casearia sylvestris Sw., Erythroxylum
affine  A.St.-Hil., Esenbeckia grandiflora Mart., Ocotea brasiliensis Coe-TeiX,
Simarouba amara Aubl.,, Tabernaemontana bracteolaris Mart. ex Mull.Arg. e
Zanthoxylum rhoifolium Lam. (Gomes et al., 2016); Mentha piperita L. e Ruta
graveolens L. (Da Silva et al., 2020). Oleos vegetais também tém sido estudados, a
exemplo do 6leo essencial de Aristolochia trilobata L. (De Oliveira et al., 2017) e 6leo
de Melaleuca alternifolia Cheel. (Buteler et al., 2021).

A descoberta e screening de substancias com atividade toxica ou repelente a
insetos, com o objetivo de prospeccdo de inseticidas, se constituem em tema de
trabalhos de inimeras instituicGes pablicas e privadas no mundo. Nesse contexto, 0
Brasil apresenta grande potencial, dada a diversidade da sua flora, especialmente em
regides de clima semiarido, onde predominam vegetacao tipica de biomas exclusivos do
Pais, como é o caso da Caatinga e de areas de Floresta Estacional Semidecidual (Mata-
de-Cip6), contemplando espécies botanicas endémicas e, ainda, ndo exploradas
comercialmente. A espécie Metrodorea maracasana Kaastra € um exemplo tipico de
vegetal endémico do semidrido que tem apresentado bioatividade ao microcrustaceo
Artemia salina Leach (Santana, 2012) e a mosca-das-frutas Ceratitis capitata
Wiedmman (Costa, 2016), cuja toxicidade ainda ndo foi explorada para formigas
cortadeiras.

Metodologias para bioensaios de screening de extratos botanicos, quanto a sua
atividade toxica a insetos, incluem, geralmente, aplicacdes tdpicas com avaliacdo da
mortalidade em diferentes tempos de exposi¢cdo. No entanto, algumas especificidades
devem ser observadas na fase de screening de compostos toxicos a formigas cortadeiras,
em funcdo do tipo de controle quimico a ser utilizado. Para uso na termonebulizagéo, o
produto devera apresentar forte efeito de contato, enquanto para iscas toxicas, 0 toxico

ideal deve agir por ingestdo, ser toxico em baixas concentracbes e apresentar efeito
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retardado (mortalidade < 15% em 24 horas e > 90% com 21 dias) (Nagamoto et al.,
2004). Basicamente, duas metodologias para avaliacdo toxica por ingestdo sdo
referenciadas na literatura, a de Bueno et al. (1997), que predominava até 2004; e a
desenvolvida por Nagamoto et al. (2004), recomendada pela Instrugcdo Normativa n° 36
de novembro de 2009 (Mapa, 2009). Todavia, considerando que ambas séo adequadas
para a selecéo de extrato ou composto, por indicarem resultados similares, as vantagens
de cada uma em relacdo a otimizacdo do tempo e esforco laboral ndo sdo conhecidas.
Diante do exposto, o estudo foi desenvolvido com os objetivos de avaliar a bioatividade
de extratos botanicos em operarias da formiga cortadeira A. sexdens, bem como
comparar duas metodologias de exposicdo dos extratos por acdo de ingestdo, com o
intuito de selecionar extratos que possuam caracteristicas necessarias para uso em iscas

toxicas para futuro isolamento de substancias e prospeccdo de inseticidas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Caracteristicas e importancia das formigas cortadeiras

As formigas cortadeiras pertencem a Ordem Hymenoptera: a familia
Formicidae: na qual reinem todas as formigas a subfamilia Myrmicinae e a tribo Attini.
Essas formigas pertencem aos géneros Atta e Acromyrmex, popularmente conhecidas
como salvas e quenguéns, respectivamente. Vivem no continente Americano desde o
Sul dos Estados Unidos da Ameérica do Norte (latitude 44 N) até o centro da Argentina
(latitude 33 S) (Forti e Boaretto, 1997).

Essas espécies sdo insetos sociais e se dividem em castas, que realizam tarefas
tanto no interior como no exterior dos ninhos. A divisdo é entre rainha: reprodutora;
soldados: protecdo e forrageamento; forrageiras: forrageamento e carregamento;
generalistas: diversas fungdes; e jardineiras: cuidados com o fungo, prole, manutengéo e
limpeza do fungo e do ninho (Sujimoto, 2018). Essa divisao ja torna as formigas de
dificil controle, pois, de forma conjunta, elas mantém a coldnia produtiva e protegida,
tanto de ataques, como de contaminacdo. Além disso, apresentam plasticidade a
mudancas climaticas e a perda numerosa de individuos, pois mesmo com a diminuigdo
da populacdo, ndo ha alteracdo comportamental e na taxa de coleta de folhas (Bueno,
2020).

A associacdo simbiética dessas formigas com o fungo L. gongylophorus é
considerada uma das razGes de seu sucesso ecoldgico na natureza (Vasconcelos e
Fowler, 1990). A origem dessa associacao formiga-fungo simbionte é estimada em 50
milhGes de anos aproximadamente (Mueller et al., 2001; Schultz et al., 2008) e o
elevado grau de polifagia dessas espécies é provavelmente devido a interacdo com o
fungo. Assim, as formigas fragmentam as folhas, levam ao ninho, onde inserem o fungo
mutualistico que degrada e absorve esse material (Herz Schultz e Brady, 2008); e é
capaz de intermediar a assimilagdo de todos os polissacarideos das plantas e a celulose,
sendo entdo as fontes mais importantes para a nutricdo do simbionte (Siqueira et al.,
1998).

As hifas produzidas pelo fungo alimentam as formigas e trazem uma boa fonte
energética, principalmente por ser originada da seiva das plantas que foram fornecidas
(Bass e Cherrett, 1995).
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As formigas do género Atta sdo consideradas pragas de grande importancia para
as culturas comerciais da América Latina. O fato de elas cortarem parte dos vegetais
tem representado altos prejuizos (Amante, 1972), constituindo-se em uma das pragas
mais gerais de plantas cultivadas, como reflexo das mudancas ecoldgicas provocadas
pelo homem e, em particular, do modo como se obtém o alimento (Cherrett, 1968).
Estima-se que a quantidade de vegetagdo cortada, apenas por Atta spp., seja de 12 a
17% do que é produzido. A implantacdo de monoculturas pelo homem aumenta a
densidade populacional dessas formigas e facilita a colonizacdo de novas areas
(Cherrett, 1986; Della Lucia e Fowler, 1993).

A salva A. sexdens, conhecida popularmente como “sativa limdo”, possui uma
ampla distribuicdo geogréafica, ocorrendo em praticamente todos os Estados brasileiros
(Della Lucia et al., 1993). Essa espécie destaca-se como cortadeira de dicotiledéneas,
assumindo importancia econdmica em eucalipto, citros, mandioca e outras culturas de

interesse econdémico (Mariconi, 1970).

2.2 Métodos quimicos de controle de formigas cortadeiras

As formigas cortadeiras podem ser controladas com taticas culturais, fisicas,
biolégicas e quimicas. No entanto, o controle quimico € o Unico que apresenta
tecnologia disponivel para utilizacdo, em escala comercial, no controle desses insetos.

O wuso de inseticidas para controle de formigas cortadeiras difere,
principalmente, pelo tipo de formulagdo e modo de aplica¢do do produto, destacando-se
a termonebulizacdo e as iscas toxicas, com uso de ingredientes ativos de diferentes
grupos e subgrupos quimicos.

A termonebulizagdo consiste na producdo de uma “fumaga” toxica (gotas em
torno de 40 ), a partir de um formicida veiculado em 6leo mineral ou diesel sob a acao
do calor, aplicado diretamente nos orificios sobre o monte de terra solta, através de
equipamentos denominados termonebulizadores (Della Lucia e Vilela, 1993). Neste
caso, o inseticida deve ter boa acdo de contato e atingir grande nimero de operarias,
resultando na paralisacdo imediata do corte de folhas. Apesar de a termonebulizacdo
apresentar eficiéncia no controle de grandes ninhos, localizados em éareas muito
extensas, nos periodos que ndo e possivel a utilizagdo de iscas e quando é necesséria a
paralisacdo imediata do corte, ela também apresenta desvantagem operacional e

econémica, sendo a manutencdo dos equipamentos um dos principais entraves a sua
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utilizacdo (Forti e Boaretto, 1997). Além das desvantagens apontadas, a
termonebulizagdo pode causar considerdvel impacto ambiental. O monitoramento da
fumaca, dentro e fora do ninho de Atta capiguara Goncalves, indicou que mesmo antes
da mesma atingir as camaras de fungo (7 minutos), ja havia penetrado no solo num raio
de 0,5 m a 1 m de profundidade (3 minutos) do ponto de aplicacdo, um dado
preocupante quanto ao impacto da técnica na biota do solo (Bolazzi et al., 2014).

Ja as iscas toxicas sdo mais utilizadas por oferecerem maior seguranca ao
aplicador, dispensarem méo de obra e equipamentos especializados e por permitirem o
tratamento de formigueiros em locais de dificil acesso (Loeck e Nakano, 1984). No
entanto, essas iscas precisam atender a algumas caracteristicas para serem ideais: deve
ser atrativa as formigas (a certa distancia do ninho); ser carregada sempre que
encontrada; ser de acdo retardada (para ser conduzida por longas distancias); ter o
composto toxico amplamente distribuido pela colénia (antes dos sintomas iniciais de
intoxicagdo); apresentar especificidade as espécies-alvo; ter baixa toxicidade a
mamiferos; e permanecer efetiva no solo por aproximadamente 10 dias, sob condi¢bes
de altas temperaturas, umidade e chuva (Etheridge e Phillips, 1976; Nagamoto et al.,
2004).

As iscas toxicas comerciais sdo constituidas de um substrato (veiculo) atrativo
em mistura com o principio ativo toxico, formuladas em pellets. O inseticida €
dissolvido em éleo vegetal (6%) e incorporado ao substrato. O material, amplamente
utilizado como veiculo, € a polpa citrica desidratada, particularmente aquela derivada de
laranja (Robinson, 1979). As formigas exibem uma série de comportamentos que levam
ao processamento dos pellets nas camaras de fungo e a intoxicacdo das operérias,
culminando com a desorganizacdo do fungo mutualistico e morte da rainha (Diniz e
Bueno, 2009; Andrade et al., 2002; Camargo et al., 2017; Forti et al., 2019; Silva et al.,
2015). A boa distribuicdo do produto tdxico nas camaras fungo € outro componente
importante relacionado a eficacia da isca tdxica e essa distribuicdo pode variar em
funcdo do modo de acéo do produto toxico (Catalani et al., 2019).

Alguns estudos tém apontado que até mesmo produtos mais especificos para
controle de fungos, como o fungicida ciclo-hexamida, pode provocar mortalidade em
operarias de formigas, quando oferecidos em altas concentracfes em dietas artificiais
(Sousa et al., 2018). A associacdo de bioativos para fungos e formigas pode ser um

caminho inovador para a construgdo de um novo modelo de isca toxica.
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De modo geral, pode-se afirmar que a detecgdo da bioatividade e da distribuicdo
temporal da mortalidade nas operérias de formigas cortadeiras é o primeiro passo para a
prospeccdo de novos componentes ativos para uso em iscas toxicas e que muitas

possibilidades ainda podem ser exploradas na flora brasileira.

2.3 Plantas toxicas as formigas cortadeiras

Um dos assuntos que vem despertando o interesse de pesquisadores de diversas
instituicdes nacionais e internacionais de pesquisa e inovacdo € o estudo de produtos
naturais presentes nos vegetais superiores, principalmente os que fazem parte do
metabolismo secundario, que constituem novas fontes para o controle de insetos-praga.
Diante disso e das constatacbes de que existem compostos quimicos com efeitos
inibitorios ou arrestantes sobre as formigas cortadeiras, abrem-se possibilidades de
estudos no sentido de desenvolver tecnologia alternativas de controle. Isto sera possivel
através da utilizacdo desses compostos inibitérios as formigas ou ao fungo simbionte, na
melhoria das iscas ja existentes, no desenvolvimento de novas iscas e de outras
tecnologias de aplicagdo mais efetivas no controle e na seguranga ambiental e humana
(Della Lucia et al., 2014; Brito et al., 2016).

O substrato no qual o fungo se desenvolve varia com o género de formiga.
Assim, géneros primitivos usam fezes e carcacas de insetos, enquanto 0S mais
derivados, como Atta e Acromyrmex, cultivam o fungo quase que exclusivamente a
partir de flores e folhas cortadas de plantas vivas (Martin, 1970; Della Lucia, 1993;
2011).

Formigas tendem a rejeitar plantas que contém compostos quimicos prejudiciais
ao fungo, e os compostos secundarios do fungo, circulando por trofalaxia e durante o
ato de lamber o corpo das operarias do ninho, regulam a selecdo de vegetais pelas
formigas (Ridley et al., 1996). A busca por métodos de controle de formigas cortadeiras
mais efetivos e menos agressivos a0 homem e ao meio ambiente tem encontrado boas
perspectivas na utilizagdo de produtos originarios de plantas potencialmente toxicas ao
fungo e/ou as formigas cortadeiras (Bueno, 1990).

Embora muitos autores afirmem que compostos quimicos prejudiciais ao fungo e
compostos secundarios do fungo circulam por trofalaxia, para alguns autores a
trofalaxia ndo é o maior agente dispersor de substancias dentro da colbnia. Eles

argumentam que a intoxicacdo ocorre por meio do contato direto com iscas toxicas
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durante o seu processamento e incorporacdo ao jardim de fungos, e que os
comportamentos higiénicos, como a autolimpeza e limpeza mutua, bem como o contato
entre operarias contaminadas e ndo contaminadas, proporcionam a dispersdo do
inseticida para os demais integrantes da col6nia (Andrade et al., 2002; Camargo et al.,
2017; Forti et al., 2019, 2020; Catalani et al., 2019, 2020, 2022).

Uma importante contribuicdo nessa linha de estudo foi obtida com a planta
Azadirachta indica, cuja substancia azadiractina, presente nas sementes, mostrou efeito
inibitério no crescimento e reproducédo e acao repelente e deterrente para a maioria dos
insetos (Rembold, 1987; Jacobson, 1989; Saxena, 1989; Nasiruddin e Mordue, 1993).

Existem alguns relatos antigos sobre o efeito de plantas tdxicas no controle de
salivas sobre efeitos toxicos de Sesamum indicum (gergelim) em formigas cortadeiras
(Santos, 1925; Barbielini, 1926; Borges, 1926; Barreto, 1930, 1936). Diante dessas
observagdes, Goncgalves (1944) tratou um formigueiro artificial de A. sexdens
rubropilosa com folhas de S. indicum, durante quatro meses, mas néo observou nenhum
efeito sobre a col6nia ou o fungo. J& Hebling-Beraldo et al. (1984, 1986, 1987)
obtiveram mortalidade total das coldnias de A. sexdens rubropilosa em laboratorio,
tratadas com folhas dessa planta. Bueno et al. (1995) observaram uma reducgéo gradual
no nimero de formigas e no tamanho do jardim de fungo, bem como alteracbes no
comportamento das operarias, no teor de umidade das cadmaras, na consisténcia e no
aspecto geral do lixo acumulado nos formigueiros.

Varios estudos de crescimento do fungo simbionte das formigas cortadeiras tém
permitido identificar compostos quimicos das plantas que sdo toxicos as formigas ou ao
fungo. Dentro dessa linha de pesquisa, destacam-se, no Brasil, estudos com plantas de
gergelim (S. indicum) (Hebling-Beraldo et al., 1986; Pagnocca et al., 1990; Bueno et al.,
1995; Sinhori et al., 1997; Costa et al., 1997), de mamona (Ricinus communis) (Acécio-
Bigi et al., 1997; Fernandes et al., 1997; Villa et al., 1998); de Canavalia ensiformes
(Takahashi-Del-Bianco et al., 1997, 1998); e de Virola (Pagnocca et al., 1996).

De acordo com os ensaios de atividade realizados por Leite (2000) com folhas
de mamona, no crescimento do fungo simbionte das formigas cortadeiras, 0s
responsaveis pelo efeito toxico sdo acidos graxos de cadeia curta. JA Gomes et al. (2016)
obtiveram em seu estudo uma acgdo toxica as formigas cortadeiras, por contato dos
extratos da folha e do galho de Zanthoxylum rhoifolium, casca de Simarouba amara,

galho de Aspidosperma spruceanum e folha de Casearia arborea, e uma agdo de
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ingestdo dos extratos de galho e folha de Z. rhoifolium, folha de Esebenckia grandiflora
e casca de Casearia sylvestris.

2.4 Plantas utilizadas na obtencao dos extratos

2.4.1 O género Metrodorea

A familia Rutaceae constitui o0 maior grupo da ordem Rutales (Dahlgreen, 1980),
possuindo 150 géneros, com 1500 espécies de tamanhos variados, e amplamente
distribuidas nas regides tropicais e temperadas do globo terrestre, sendo mais
abundantes na América tropical, sul da Africa, Asia e Australia. No Brasil, sdo descritas
cerca de 160 espécies (Albuquerque, 1976). Essa familia apresenta uma diversidade
muito grande de metabdlitos secundarios, destacando-se: os alcaloides, especialmente
os derivados do &cido antranilico (Mester, 1983; Waterman, 1975), cumarinas, lignanas,
flavonoides, terpenoides e limonoides.

Metrodorea é um dos géneros pertencentes a familia Rutaceae,
taxonomicamente localizado na subtribo Pilocarpinae, tribo Galipeae (antiga
Cusparieae) (Kaastra, 1982). Metrodorea possui seis espécies descritas (M. flavida K.
Krause, M. maracasana Kaastra, M. Concinna, M. mollis Taub., M. nigra A. St.-Hil. e
M. stipularis Mart.), sendo cinco nativas do Brasil (Pombal et al., 2000) e apenas uma
(M. flavida) ndo é endémica (Pirani et al., 2010).

Alguns estudos quimicos ja foram realizados sobre duas espécies do género
Metrodorea (Pernin et al., 1999; Baetas et al., 1996; Baetas et al., 1999; Miller et al.,
1995), destacando-se aqueles relacionados a M. maracasana, cujos extratos tém
apresentado toxicidade a microcustaceos (Artemia salina Leach) e a moscas-das-frutas
(Diptera: Tephritidae). A toxicidade de extratos de galhos, folhas e cascas de M.
maracasana, coletadas em dois fragmentos de florestas estacionais, conhecidas como
mata de cip0, localizados nos municipios de Maracas e Jequié, variou em funcdo da
localidade de coleta, da parte da planta e do solvente usado para obtencdo do extrato,
sendo mais toxicos aqueles procedentes de Jequie, de galhos e obtidos com acetato de
etila (Santana, 2012). O fracionamento dos extratos dos galhos, obtidos no fragmento de
mata de Jequié, levou ao isolamento de duas piranocumarinas, uma angular
(aloxantoxiletina) e outra linear (5-metoxixantiletina), do extrato hexanico e, destas,

duas piranocumarinas, além de uma furanocumarina (bergapteno) e da 5,7-
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dimetoxicumarina, do extrato acetato de etila. Todas as fragOes deste extrato foram
testadas (100 g mL™), e uma delas ocasionou 100% de mortalidade para A. salina. A
purificacdo desta fracdo levou a identificacdo de uma mistura contendo o bergapteno e a
5,7-dimetoxicumarina, numa proporc¢do aproximada de 1:1, além da 5-metoxixantiletina
(Santana, 2012).

Para a mosca-das-frutas C. capitata, extratos da casca de M. maracasana, em
aplicacdo topica, determinaram mortalidade superior a 50%. Fracdes e substancias
isoladas do extrato, especialmente, isodentatina, citrusarina A e uma mistura de
citrusarina A+dipetalolactona+isodentatina, determinaram mortalidade de 97-100%, em
24 horas, podendo, portanto, serem as responsaveis pela atividade inseticida do extrato
da casca de M. maracasana (Gomes, 2014). Posteriormente, verificou-se que o extrato
da casca de M. maracasana apresentou boa eficiéncia agronémica (em torno de 80% de
mortalidade) para controle de outra espécie de moscas-das-frutas de importancia
quarentendria, Anastrepha obliqua Macquart, a0 mesmo tempo em que foi classificado
como indcuo ao parasitoide Diachasmimorpha longicudata Ashmead. A seletividade a
inimigos naturais € uma caracteristica que deve ser avaliada na fase de screening de

compostos naturais.

2.4.2 O género Conchocarpus

As espécies Conchocarpus sdo classificadas na familia Rutaceae, subfamilia
Rutoideae, tribo Cusparieae (Da Silva et al., 1988).

O género Conchocarpus é constituido por 52 espécies, muitas eram
anteriormente classificadas em Angostura (Pinto et al., 2022), como é o caso da espécie
C. heterophyllus, e era denominada Angostura heterophyla. Nas espécies do género,
foram isolados alcaloides acridénicos, 2- e 4-quinolénicos e indoloquinazolinicos, além
de amidas, flavonas e diversas cumarinas (Pinto et al., 2022; Cortez, 2002; Mafezoli,
2001; Veloso, 1995; Vieira et al., 1992). Extratos etandlicos e hexanicos de folhas de
Conchocarpus mastigophorus, coletadas de plantas localizadas em Itamari, BA,
mostraram-se toxicos a Anastrepha obliqua (Costa, 2016), apresentando potencial para

estudos sobre bioatividade em outros insetos.
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2.4.3 O género Erythroxylum

A familia Erythroxylaceae Kunth pertence ao grupo das Angiospermas,
abrangendo quatro géneros: Erythroxylum P. Browne (descrito em 1756), Aneulophus
Benthan (descrito em 1862), Nectaropetalum Engl. (descrito em 1902) e Pinacopodium
Exell & Mendonca (descrito em 1951), sendo que apenas o género Erythroxylum P.
Browne é amplamente distribuido em toda regido tropical, enquanto os demais se
encontram restritos ao continente africano (Costa-Lima et al.,, 2014). As plantas
pertencentes a essa familia podem ser encontradas como &rvores, arbustos ou
subarbustos (Souza e Lorenzi, 2008).

O género Erythroxylum possui distribuicdo subtropical, pantropical e
neotropical, sendo Venezuela, Brasil e Madagascar os maiores centros de diversidade e
endemismo do género (Daly, 2004; Barbosa et al., 2014). O Brasil possui
aproximadamente 127 espécies nativas catalogadas, sendo 83 endémicas, com
distribuicdo em todo territério brasileiro (Loiola e Costa-Lima, 2015a).

Dentre os diversos autores que descreveram o género, Plowman € um dos que
mais se destacam. Descreveu novas espécies de Erythorxylum para o Brasil e
Venezuela, em 1983; em 1984 identificou novas espécies na Amazonia Brasileira;
descreveu novas espécies para o Nordeste, em 1986; e, no ano seguinte, prop6s dez
novas espécies para o estado da Bahia (Loiola e Cordeiro, 2018). Os autores destacam
também Amaral Jr., Loiola e Costa-Lima como contribuintes importantes no
conhecimento taxondmico das espécies de Erythroxylum. Muitas espécies tém sido
utilizadas na medicina popular para diversos fins terapéuticos: diurético; tonico;
estimulante; antidiarreico, tratamento de asma; contra parasitas intestinais; febre,
amenorreia; sangramento; distarbio renal; influenza; sinusite; problemas estomacais;
combater a fadiga e fome, dentre outros (Ribeiro et al., 2013a).

Recentemente, um novo alcaloide tropano 7p-acetoxi-6B-benzoiloxi-3a-
hidroxitropano foi isolado dos galhos de E. macrocalyx Mart. juntamente com as
substancias conhecidas: 6f,7p-dibenzoiloxi-3a-hidroxitropano, 6f3,7p-dihidroxi-3a-
(fenilacetoxi)tropano,  3a-benzoiloxi-6p,7p-dihidroxitropano,  6B-benzoiloxi-3a-(4-
hidroxi-3,5-dimetoxibenzoiloxi)tropano,  ombuin-3-rutinoside-5-glucoside,  lupeol,
taraxerol e lupenona. Os compostos 7p-acetoxi-6p-benzoiloxi-3a-hidroxitropano e
6B,7p-dibenzoiloxi-3a-hidroxitropano também foram isolados das folhas. O composto

6B-benzoiloxi-3a-(4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzoiloxi) tropano mostrou alta atividade
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antiproliferativa em células de carcinoma hepatocelular do figado, mas sem efeito
citotoxico nas células de linfoblastos humanos. Esse estudo revela o potencial uso desse
composto como protdtipo para a sintese de novos agentes antiproliferativos (Silva
Junior, 2021).

A espécie Erythroxylum plowmanii Amaral é uma arvore terricola, podendo
atingir até 12 m de altura, é endémica do Brasil, ocorrendo apenas nos estados da Bahia
e Espirito Santo; tendo a Mata Atlantica como seu principal dominio fitogeografico
(Loiola e Costa-Lima, 2015b). Atividades leishmanicidas foram detectadas no extrato
etandlico das folhas de E. plowmanii, que apresentou 84% de atividade inibitdria,
demonstrando ser uma promissora fonte de compostos bioativos que podem ser usados
no combate as leishmanioses (Santana, 2020). Em adultos de moscas-das-frutas (C.
capitata), extratos das folhas da espécie E. affine determinaram mortalidade acima de
50% (Gomes, 2014).

2.5 Metodologias utilizadas em estudos sobre bioatividade de extratos vegetais

em formigas cortadeiras

Os estudos de bioatividade de extratos vegetais e eficiéncia de produtos para
formigas cortadeiras vém sendo realizados por varios pesquisadores na area e em
funcdo das particularidades desses insetos, por serem sociais e pela simbiose com o
fungo mutualistico, as metodologias utilizadas apresentam algumas especificidades,
a exemplo dos testes de eficiéncia de iscas em laboratorio, nos quais Forti et al.
(1993) recomendam a apresentacdo das iscas (ja pesadas) as colbénias de formigas
cortadeiras em placas de Petri, durante 24 horas, e a retirada da mesma apos esse
periodo, sendo a sobra de isca pesada e, caso necessario, colocado o substrato usual
para cultivo do fungo na col6nia. As avaliagbes de carregamento das iscas eram
realizadas pelo sistema de notas, sendo a nota 1 para pouco carregamento (25%), 2
medianamente carregado (50%), 3 grande quantidade de isca carregada (75%) e 4
para carregamento total (100%). O periodo de observacdo recomendado seria do
terceiro ao décimo quinto dia de experimento, com observacdes diarias e semanais
a partir do décimo sexto dia. Os parametros avaliados eram: carregamento,
devolugdo ou rejeicdo da isca; preparacdo das iscas para incorpora-las no fungo;
corte e incorporacdo de folhas; incorporacgéo das iscas na cultura do fungo; presenca

de fungos contaminados ou desorganizados na cultura do fungo; presenca de
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pedacos da cultura do fungo na camara de lixo; presenca de pedacos da cultura do
fungo ao lado da propria cultura; formigas mortas; e rainha viva ou morta.

A metodologia desenvolvida por Bueno et al. (1997), para testes de
substancias com provaveis atividades inseticidas em laboratdrio, consiste na
utilizacdo da dieta artificial preparada com 5% de glicose, 1% de peptona
bacteriologica, 0,1% de extrato de levedura e 1% de Agar bacterioldgico,
dissolvidos em 100 mL de agua destilada, autoclavada por 15 minutos, a 120 °Ce 1
atm de pressdo e, posteriormente, conservada em geladeira. Na realizacdo dos
bioensaios, 0s autores recomendam a utilizacdo de operérias médias com peso entre
10 e 20 mg e largura da cépsula cefalica entre 2,0 e 2,8 mm, com seis operarias por
placa de Petri, com algoddo hidréfilo umedecido e trocado a cada 24 horas junto
com a dieta sdlida. A avaliacdo da mortalidade era feita a cada 24 h, durante 21
dias.

Conforme a Instru¢cdo Normativa n° 36, seguindo o protocolo desenvolvido
por Nagamoto et al. (2004) e estabelecida pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento/Controle de Pragas (Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento/Secretaria de Defesa Agropecuaria - MAPA/SDA) (Mapa, 2009), as
iscas eram confeccionadas com os tratamentos que, inicialmente, foram dissolvidos
em solvente p.a., em seguida, misturados a polpa citrica e homogeneizados; apés a
evaporacdo do solvente, acrescenta-se a solucdo de sacarose (10%) até a formacéo
de uma pasta, sendo ofertado 2 g da pasta formulada, por repeticdo, durante vinte e
quatro horas, e depois era retirada e ofertada esponja fangica contendo 20
jardineiras para cultiva-las. As avaliacfes sdo realizadas durante vinte e um dias (1,
2,3,5,7,9,11, 14, 17 e 21 dias), sendo avaliada a quantidade de formigas mortas.
A classificacdo dos ingredientes ativos para o uso em iscas toxicas esta dividida em
quatro classes: Classe 1- provoca a mortalidade < 90% com vinte e um dias, mesmo
a 1%; Classe 2 — acdo rapida em uma concentracdo (mortalidade >15% em vinte e
quatro horas e > 90% com vinte e um dias); Classe 3 — ac¢do retardada em uma
concentracdo (mortalidade < 15% em vinte e quatro horas e > 90% com vinte e um
dias); Classe 4 — acdo retardada em duas concentracdes; e a classe 5 — agéo

retardada em duas concentracdes.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local experimental

Este estudo foi realizado no Laboratério de Mirmecologia da Universidade
Estadual do Sudoeste da Bahia, UESB, campus de Vitdria da Conquista, Bahia.

3.2 Coleta e manutencéo das col6nias de A. sexdens em laboratorio

As colbnias de A. sexdens foram coletadas no campo e mantidas em laboratorio
para utilizacdo das operdrias nos bioensaios. Apds a coleta, as colénias foram
acondicionadas em recipientes de plastico transparente com uma camada de gesso no
fundo para manter a umidade do jardim de fungo. Posteriormente, outros dois
recipientes foram interligados por tubos plasticos transparentes, um para fornecimento
do substrato vegetal e outro para deposi¢cdo do lixo (material exaurido da esponja de
fungo).

Para manutencdo das coldnias no laboratério, sdo utilizados varios substratos
vegetais frescos (folhas de Acalipha sp., Eucalyptus, Citrus e outros) e também material
seco (quirera de milho e aveia em flocos). Periodicamente foi realizada a retirada do

lixo e limpeza dos potes para evitar contaminacdo das colénias.

3.3 Extratos vegetais utilizados nos bioensaios com operérias de A. sexdens

Os extratos vegetais utilizados nos bioensaios foram obtidos de Metrodorea
maracasana (Rutaceae — casca e caule), Conchocarpus mastigophorus (Rutaceae —
casca e caule), Erythroxylum macrocalyxmacrocalyx (Erythroxilaceae - folha e galho) e
Erythoxylum plowmanii (Erythroxilaceae - folha e galho) (Figura 1).

O material vegetal de M. maracasana foi coletado a 9 km de Jequié-
BA (13°56°41”’S e 40°06°33.9”W), o de C. mastigophorus foi coletado na Fazenda Alto
da Caixa D’Agua, Itamari - BA (S13°71°804” ¢ W039°62°815”) ¢ o de E. macrocalyx e
E. plowmanii foram coletados a 9 km de Jequié-BA (13°56°41”’S e 40°06°33.9”W). As
exsicatas (HUESB 1335, 9559, 1463 e 12829, respectivamente) encontram-se
depositadas no Herbario da UESB, Campus de Jequié, BA.
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Para o preparo dos extratos, o material vegetal (folhas, galhos, caule e casca do
caule) foi seco e triturado, submetido a extracdo por maceragdo exaustiva, a temperatura
de 25 + 2 °C, com etanol. ApoOs a extracdo, o liquido foi filtrado e concentrado em
evaporador rotativo, sob pressdo reduzida, para obtencdo dos respectivos extratos. O
solvente residual foi completamente removido, deixando o frasco aberto em capela de
exaustdo, a temperatura ambiente, até que a massa de cada extrato permanecesse

constante.

3.4 Bioensaio I: bioatividade de extratos vegetais em operérias de A. sexdens
utilizando a metodologia | (Nagamoto et al., 2004)

A metodologia |, desenvolvida por Nagamoto et al. (2004) e estabelecida pelo
Mapa (2009), consistiu na utilizacdo da dieta, confeccionada com polpa citrica
desidratada e moida em solucdo de sacarose (10%) até a formacao de uma pasta. Apds a
confeccao, foram acrescidos 0,2 mg mL™ do extrato referente a cada tratamento & pasta

de polpa citrica (Tabela 1).
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Figura 1. Vegetais utilizados para obtencdo dos extratos utilizados nos bioensaios: (A)
Metrodorea maracasana (Rutaceae); (B) Conchocarpus mastigophorus (Rutaceae); (C)
Erythroxylum macrocalyx (Erythroxilaceae) e (D) Erythoxylum plowmanii
(Erythroxilaceae).
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Os tratamentos utilizados no bioensaio | foram: 1. M. maracasana-cascas
(MMC); 2. C. mastigophorus-caule (CMCL); 3. E. macrocalyx-folhas (EMF); 4. E.
macrocalyx-galhos (EMG); 5. E. plowmanii-folhas (EPF); 6. E. plowmanii-galhos
(EPG); 7. Controle 1 (dieta + etanol), Controle 2 (apenas dieta). O bioensaio foi
realizado em delineamento inteiramente casualizado (DIC), com oito tratamentos e
quatro repeticBes, totalizando 32 parcelas. Cada repeticdo constou de 10 operarias,
dispostas em placas de Petri, contendo a dieta com o extrato referente a cada tratamento,
totalizando 40 operarias por tratamento. Os extratos foram diluidos em etanol e
adicionados a dieta.

Nas placas, forradas com papel de filtro, colocou-se aproximadamente 1 g da
dieta (contendo o extrato) (Nagamoto et al., 2004) sobre um pedaco de papel aluminio.
Operarias de A. sexdens com 10 a 15 mg foram coletadas das col6nias, com abstinéncia
de folhas por 24 horas, e acondicionadas em bandeja pléstica branca, com as paredes
laterais revestidas com talco neutro e contendo um pedaco de algoddo embebido em
agua destilada para manter a umidade. Em seguida, procedeu-se a transferéncia das
formigas das bandejas para as placas ja contendo a dieta acrescida do extrato (10
formigas por placa), permanecendo nesta condi¢do por 24 horas. Apés esse periodo, a
dieta foi retirada de todas as parcelas e, logo depois, foram oferecidos fragmentos da
esponja fungica (volume aproximado de 2,0 cm?), contendo 20 jardineiras (operarias
pequenas) para auxiliar no cultivo do fungo mutualistico (Tabela 1, Figura 2).

As placas, devidamente identificadas, foram distribuidas aleatoriamente e
permaneceram em ambiente com temperatura de 25 + 1 °C e umidade relativa de 70% +
10. A avaliagdo da mortalidade das formigas foi realizada através da mortalidade
acumulada de operéarias, no periodo de 1, 2, 3, 5, 7, 9, 11, 14, 17 e 21 dias apés a

aplicacdo da dieta com os tratamentos (Tabela 1).

3.5 Bioensaio Il: bioatividade de extratos vegetais em operarias de A. sexdens

utilizando a metodologia Il (Bueno et al., 1997)

Para o bioensaio Il, foi utilizada a metodologia desenvolvida por Bueno et al.
(1997), que consiste na utilizacdo da dieta artificial preparada com 5% de glicose, 1%
de peptona bacterioldgica, 0,1% de extrato de levedura e 1% de &gar bacterioldgico,
dissolvidos em 100 mL de agua destilada, autoclavada a 120 °C e 1 atm, por 15 minutos
(Tabela 1).
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Os tratamentos utilizados foram: 1. M. maracasana-cascas (MMC); 2. C.
mastigophorus-caule (CMCL); 3. M. maracasana — caule (MMCL); 4. C.
mastigophorus — casca (CMC); 5. E. macrocalyx-folhas (EMF); 6. E. macrocalyx-
galhos (EMG); 7. E. plowmanii-folhas (EPF); 8. E. plowmanii-galhos (EPG); 9.
Controle 1 — dieta 2+ etanol (DET) e 10. Controle 2 - apenas dieta 2 (CD).

O bioensaio foi realizado em delineamento inteiramente casualizado (DIC), com
dez tratamentos e trés repeticdes, totalizando 30 parcelas. Cada repeticdo constou de 10
operarias (10 a 15 mg) dispostas em placas de Petri, contendo a dieta com o extrato
referente a cada tratamento, totalizando 30 operarias por tratamento.

A dieta, ainda liquida, foi derramada em placas de Petri de 10 cm de didmetro,
acrescida de 0,2 mg mL™ de extrato (Gomes et al., 2016), diluido em etanol, referente a
cada tratamento e, ap0s resfriamento e solidificacdo, foi mantida em geladeira e
oferecida as operarias durante o periodo experimental, que foi de 25 dias (Tabela 1).

As placas de Petri eram forradas com papel de filtro, colocando-se
aproximadamente 0,4 g da dieta por placa, sobre um pedaco de papel aluminio (Bueno
et al., 1997), contendo o extrato referente a cada tratamento (Figura 2) e 10 operarias do
mesmo tamanho das utilizadas no bioensaio I.

As placas, devidamente identificadas e distribuidas aleatoriamente,
permaneceram em ambiente com temperatura de 25 + 1 °C e umidade relativa de 70% +
10. Diariamente, anotacGes do nimero acumulado de formigas mortas/placa foram
realizadas e efetuadas trocas da dieta (conforme o tratamento) e do papel de filtro. As
avaliacGes eram realizadas diariamente, por 25 dias, em decorréncia do periodo normal

de sobrevivéncia das formigas na dieta (Bueno et al., 1997) (Tabela 1).
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Tabela 1. Diferencas entre as metodologias | (Nagamoto et al., 2004) e Il (Bueno et al.,
1997) para avaliacdo da atividade inseticida, ao longo do tempo, em operérias de A.
sexdens.

Parametros Metodologia I Metodologia 11

5% de glicose + 1% de peptona
bacterioldgica + 0,1 % de extrato de
levedura + 1 % de agar
bacteriolégico, dissolvidos em 100
mL de &gua destilada, autoclavada
a 120 °Ce 1 atm por 15 minutos.

P de polpa citica + solugdo
Dieta de sacarose 10% até
formag&o de uma pasta

Quantidade de dieta 1 g/ placa/ 24 horas 0,4 g/placa/dia
Durante 24 horas e nos dias
Oferecimento da dieta subsequentes utilizada Oferta diaria durante o periodo de
com os tratamentos esponja fungica para avaliacdo
alimentacdo
1,2,3,57,9,11,14,17¢
Periodo de avaliacao 21 dias apos a aplicagédo da Diariamente por 25 dias
dieta

Figura 2. Bioensaio com extratos, oferecidos por ingestdo a operarias de Atta sexdens:
Metodologia I, com dieta 1, com os tratamentos, oferecida por 24 horas (A) e troca por
fungo simbionte nos demais dias de observacdo; e (B) metodologia I, com dieta (C),
com os tratamentos, oferecida em todos os dias de observacao (D).

32



3.6 Analise dos dados

Os dados obtidos foram tabulados de duas formas: primeiro em valores
acumulados de mortalidade diaria das 10 formigas em cada placa e depois acumulados
no tempo. A transformagéo complementar de 100 resultou em valores de sobrevivéncia
ao longo do tempo, cuja representacdo gréfica é a curva de sobrevivéncia.

O estimador de Kaplan-Meier (também conhecido por limite-produto) foi
utilizado para calcular a funcdo de sobrevivéncia (Kaplan e Meier, 1958). Esse

estimador é uma adaptagdo da funcdo de sobrevivéncia empirica:

n® de individuos que sobreviveram até o tempo t

S(t)=
(£) n® total de individuos no estudo

Esta funcdo implica na auséncia de censuras, presenca de informacdes

incompletas ou parciais (Giolo e Colosimo, 2006). S(t) é uma funcdo em forma de
escada com degraus nos tempos em que ocorreu a morte do individuo. Os degraus tém

tamanho i (n = tamanho da amostra) que é multiplicado pelo nimero de empates, no

caso deles ocorrerem.

O teste de Log-rank ou Mantel Haenszel foi empregado para testar a hipétese da
inexisténcia de diferenga das fungOes de sobrevivéncia entre os tratamentos. Os valores
de P foram ajustados pelo método de Benjamini e Hochberg (1995), que controla a taxa
de falsa descoberta (a proporcdo esperada de descobertas falsas entre as hipoteses
rejeitadas), por ser um método dos mais poderosos, dentre os métodos de ajuste dos
valores de P.

Os pacotes ggplot2, survival e survminer do ambiente R, versdo 4.1.2,
conjuntamente com o ambiente de desenvolvimento integrado RStudio 2022.02.3,
foram utilizados para a computacao estatistica e elaboragéo dos graficos (R Core Team,
2020).
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4 RESULTADOS

4.1 Bioensaio |: bioatividade de extratos vegetais nas operarias de A. sexdens

utilizando a metodologia | (Nagamoto et al., 2004)

As curvas de sobrevivéncia de operarias de A. sexdens, expostas aos diferentes
extratos vegetais, evidenciaram diferenca significativa entre si; e destes tratamentos
com as curvas dos controles negativos, Controle 1 e Controle 2 (Tabela 2, Figura 3),
exceto para T1 (Metrodorea maracasana — cascas) em relagdo T6 (Erythoxylum
plowmanii — galhos) e T8 (Dieta, Controle 2), os quais ndo diferiram significativamente
entre si (Tabela 2). Os tratamentos 2, 3, 4 e 5 determinaram mortalidade total (100%)
das formigas até 24 horas, enquanto nos tratamentos 1 (Metrodorea maracasana —
cascas) e 6 (Erythoxylum plowmanii —galhos) a sobrevivéncia foi igual (T6) ou superior
a 90% (T1) para o0 mesmo periodo de avaliacdo. A sobrevivéncia foi diminuindo ao

longo do tempo, chegando a 2,5% aos 21 dias, para o T1 (Figura 3).

Tabela 2. Valor P da analise de sobrevivéncia para operarias de Atta sexdens
(Hymenoptera: Formicidae) em diferentes extratos, de acordo com a metodologia de
Nagamoto et al. (2004).

T1 T2-T5 T6 T7
T2-T5 8,27E-16
T6 0,994067 3,00E-15
T7 2,85E-08 1,63E-07 1,29E-09
T8 0,684773 2,81E-16 0,022832  1,66E-10

Legenda: T1 - Metrodorea maracasana-cascas (MMC), T2 - Conchocarpus mastigophorus -
caule (CMCL), T3 - Erythoxylum macrocalyx -folhas (EMF), T4 - Erythoxylum macrocalyx -
galhos (EMG), T5 - Erythoxylum plowmanii -folhas (EPF), T6 - Erythoxylum plowmanii -
galhos (EPG), T7 - Dieta + Etanol (Controle 1), T8- Dieta (Controle 2).
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Figura 3. Curvas de probabilidade de sobrevivéncia para operarias de Atta sexdens
(Hymenoptera: Formicidae) em diferentes extratos, de acordo com a metodologia de
Nagamoto et al. (2004).

Legenda: 1 - Metrodorea maracasana -cascas (MMC), 2 - Conchocarpus
mastigophorus -caule (CMCL), 3 - Erythoxylum macrocalyx -folhas (EMF), 4 -
Erythoxylum macrocalyx -galhos (EMG), 5 - Erythoxylum plowmanii -folhas (EPF), 6 -
Erythoxylum plowmanii -galhos (EPG), 7 - Dieta + Etanol (Controle 1), 8- Dieta
(Controle 2).
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4.2 Bioensaio Il: bioatividade de extratos vegetais nas operarias de A. sexdens
utilizando a metodologia Il (Bueno et al., 1997)

As curvas de sobrevivéncia de operarias de A. sexdens, expostas a diferentes
extratos vegetais, evidenciaram diferenca significativa entre si; e dos tratamentos
controle negativo, Controle 1 e Controle 2 (Tabela 3, Figura 4), exceto: T1 (Metrodorea
maracasana — cascas) em relacdo a T6 (Erythoxylum macrocalyx-galhos); e T8
(Erythoxylum plowmanii-galhos); T2 (Conchocarpus mastigophorus-caule) comparado
com T3 (Metrodorea maracasana-caule); e T4 (Conchocarpus mastigophorus-casca) e
T10; T3 (Metrodorea maracasana-caule) comparado com T4 (Conchocarpus
mastigophorus-casca) e comparado com T10 (Dieta, Controle 2); T4 (Conchocarpus
mastigophorus-casca) comparado com T10 (Dieta, Controle 2); T5 (Erythoxylum
macrocalyx-folhas) comparado com T7 (Erythoxylum plowmanii-folhas); e com T9
(Dieta + Etanol, Controle 1); T6 (Erythoxylum macrocalyx-galhos) comparado com T7
(Erythoxylum plowmanii-folhas) e com T8 (Erythoxylum plowmanii-galhos); os quais
ndo diferiram significativamente entre si (Tabela 3).

De modo geral, constata-se que a sobrevivéncia na primeira avaliacdo (24 horas)
foi relativamente alta em todos os tratamentos com extratos, de 70% (MMC — T1) a
100% (T2- CMCL, T5 - EMF e T9 CDE) (Figura 4). O tempo de sobrevivéncia variou
entre os tratamentos, sendo que, para a maioria, a mortalidade atingiu valores maximos
entre os 10 e 20 dias. Aos 21 dias, apenas nos tratamentos T3 (Metrodorea maracasana-
caule-MMCL) e T4 (Conchocarpus mastigophorus-casca - CMCL) ainda eram
observadas formigas vivas, com sobrevivéncia de 10 e 3,3%, respectivamente, ndo

diferindo significativamente entre si.
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Tabela 3. Valor P da analise de sobrevivéncia para operarias de Atta sexdens
(Hymenoptera: Formicidae) em diferentes extratos, de acordo com a metodologia de
Bueno et al. (1997).

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9

T2  1,20E-09
T3 596E-10 0,134315

T4 1,20E-08 0,14516 0,508674

T5 2,65E-07 0,002183 0,000138 0,000312

T6 0087536 0,000417 7,53E-06 3,28E-05 0,037246

T7 0001509 4,31E-06 6,45E-07 2,36E-06 0,053932 0,439648

T8 0928899 1,80E-08 2,39E-09 2,65E-07 1,54E-05 0,107188 0,006369

T9 7,91E-10 0,002661 0,000106 0,00166 0,653578 0,010864 0,006369 3,20E-07

T10 157E-07 0,606423 0,081646 0,138661 0,030997 0,001871 0,00033  7,90E-07  0,027662

Legenda: 1 - Metrodorea maracasana-cascas (MMC), 2 - Conchocarpus
mastigophorus-caule (CMCL), 3 - Metrodorea maracasana-caule (MMCL), 4 -
Conchocarpus mastigophorus-casca (CMC), 5 - Erythoxylum macrocalyx-folhas
(EMF), 6 - Erythoxylum macrocalyx-galhos (EMG), 7 - Erythoxylum plowmanii-folhas
(EPF), 8 - Erythoxylum plowmanii-galhos (EPG), 9 - Dieta + Etanol (Controle 1), 10 -
Dieta (Controle 2).
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Figura 4. Curvas de probabilidade de sobrevivéncia para operarias de Atta sexdens
(Hymenoptera: Formicidae) em diferentes extratos, de acordo com a metodologia de
Bueno et al. (1997).

Legenda: 1 - Metrodorea maracasana-cascas (MMC), 2 - Conchocarpus
mastigophorus-caule (CMCL), 3 - Metrodorea maracasana-caule (MMCL), 4 -
Conchocarpus mastigophorus-casca (CMC), 5 - Erythoxylum macrocalyx-folhas
(EMF), 6 - Erythoxylum macrocalyx-galhos (EMG), 7 - Erythoxylum plowmanii-folhas
(EPF), 8 - Erythoxylum plowmanii-galhos (EPG), 9 - Dieta + Etanol (Controle 1), 10 -
Dieta (Controle 2).
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4.3 Comparacdo entre as metodologias | (Nagamoto et al., 2004) e 11 (Bueno et al.,
1997) para avaliacao da atividade inseticida ao longo do tempo em operérias de A.

sexdens

As andlises da comparacao pareada das curvas de sobrevivéncia, obtidas para 0s
mesmos extratos nos bioensaios (I e 1), evidenciaram diferencas significativas entre as
metodologias para seis dos extratos estudados e, também, para o tratamento Controle
com Dieta+Etanol (P < 0,05) (Tabela 4, Figura 5). De modo geral, os tempos de
sobrevivéncia foram maiores, quando se usou a metodologia de Bueno et al. (1997),
exceto para Metrodorea maracasana -cascas (MMC) (BUEL e SAT1) (Figura 5A) e
Erythoxylum plowmanii-galhos (EPG) (BUES8 e SAT6) (Figura 5G).

Tabela 4. Comparacdo pareada dos métodos Nagamoto et al. (2004) e Bueno et al.
(1997) em cada tratamento.

BUE1 BUE10 BUE2 BUES BUEG6 BUE7 BUES BUE9 BUEI10

SAT1 0,001757
SATS 2,10E-05
SAT2-5 2,58E-15
SAT2-5 2,58E-15
SAT2-5 6,11E-12
SAT2-5 1,08E-14
SAT6 0,000228
SAT7 1,78E-13
SATS 2,10E-05

Legenda: BUE1 e SAT1= Metrodorea maracasana - cascas (MMC); BUE10 e SAT8=
Dieta (Controle 2); BUE2 e SAT2-5= Conchocarpus mastigophorus-caule (CMCL);
BUE5 e SAT2-5= Erythoxylum macrocalyx-folnas (EMF); BUE6 e SAT2-5=
Erythoxylum macrocalyx-galhos (EMG); BUE7 e SAT2-5= Erythoxylum plowmanii-
folhas (EPF) ; BUES8 e SAT6= Erythoxylum plowmanii-galhos (EPG) ; BUE9 e SAT7=
Dieta + Etanol (Controle 1) ; BUE10 e SAT8= Dieta (Controle 2).
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Figura 5. Curvas de probabilidade de sobrevivéncia para operarias de Atta sexdens
(Hymenoptera: Formicidae) dos tratamentos (A) Metrodorea maracasana-cascas
(MMC) (BUE1 e SAT1); (B) Dieta (Cont. 2) (BUE10 e SATS); (C) Conchocarpus
mastigophorus-caule (CMCL) (BUE2 e SAT2-5); (D) Erythoxylum macrocalyx-folhas
(EMF) (BUE5 e SAT2-5); (E) Erythoxylum macrocalyx-galhos (EMG) (BUEG e SAT2-
5); (F) Erythoxylum plowmanii-folhas (EPF) (BUE7 e SAT2-5); (G) Erythoxylum
plowmanii-galhos (EPG) (BUE8 e SAT6); (H) Dieta + Etanol (Cont. 1) (BUE9 e
SAT7= Dieta + Etanol (Controle 1).



5 DISCUSSAO

5.1 Bioensaio I: bioatividade de extratos vegetais nas operarias de A. sexdens

utilizando a metodologia de Nagamoto et al. (2004)

Os extratos etandlicos das espécies vegetais estudadas apresentaram uma forte
atividade inseticida para as operarias de A. sexdens, em particular, cascas e caules de M.
maracasana, cascas e caule de C. mastigophorus, folhas e galhos de E. macrocalyx,
folhas e galhos de E. plowmanii. Essas espécies sdo inéditas como plantas com
atividade inseticida ou fungicida em pesquisas com formigas cortadeiras.

Na literatura, encontram-se muitas plantas utilizadas com atividades inseticida
e/ou fungicida, sendo elas: Ricimus communis (Hebling et al., 1996; Bigi et al., 1998;
Kitamura et al., 1999; Bigi et al., 2004; Caffarini et al., 2008), Sesamum (Barbiellini,
1926; Gongalves, 1944; Pagnocca et al., 1990; Betella, 1990; Hebling et al., 1991;
Bueno et al., 1995; Ribeiro et al., 1998; Peres Filho e Dorval, 2003; Morini et al., 2005;
Bueno et al., 2004; Peres Filho et al., 2002), Ipomea batatas (Hebling et al., 2000),
Canavalia ensiformis (Mullenax, 1979; Hebling et al., 2000a,b; Rodriguez et al., 2008;
Valderrama-Eslava et al., 2009; Aubad-Lopez, 2011; Varon, 2006), Raulinoa echinata
(Biavatti et al., 2005), Simarouba versicolor (Pefiaflor et al., 2009), Manihot esculenta
(Santos et al., 2013), Melia (Caffarini et al., 2008), Trichilia (Caffarini et al., 2008),
Hymenaea courbaril (Howard et al., 1988), Melampodium divaricatum (Howard et al.,
1988), Vismia baccifera (Howard et al., 1988), Tithonia diversifolia (Giraldo-Echeverri,
2005; Castano, 2009), Cedrela fissilis (Bueno et al., 2005), Cipadessa fruticosa (Leite et
al., 2005), Virola sebifera (Pagnocca et al., 1996a,b), Otaba parvifolia (Pagnocca et al.,
1996a,b), Hellietta puberula (Almeida et al., 2007), Cucurbita méxima (Palacios e
Gladstone, 2003), Azadirachta indica (Bigi et al., 2004; Gruber e Valdix, 2003; Herrera,
2009), Phyllanthus acuminatus (Escobar et al., 2002a,b), Clibadium asperum (Escobar
et al., 2002a,b), Mammea americana (Boulogne et al., 2012), Nerium oleander
(Boulogne et al., 2012), Nicotina tabacum (Boulogne et al., 2012), Gliricidia sepium
(Gruber e Valdix, 2003), Havenia dulcis (Specht et al., 1994), Aleuritis fordii (Specht et
al., 1994) e Hura crepitans (Varon, 2006).

Em relagdo as plantas estudadas, os extratos de casca e caule de M. maracasana
apresentaram uma forte acdo inseticida para as operarias de A. sexdens. Essa atividade

pode estar relacionada a presenca de metabolitos secundarios, pois, em estudos sobre a
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constituicdo quimica desse género nas espécies M. flavida (Pernin et al., 1999; Baetas et
al., 1996, 1999) e M. nigra (Muller et al., 1995), foi observada uma diversidade de
metabolitos secundarios, tais como alcaloides, cumarinas, lignanas e terpenoides, sendo
que os alcaloides furoquinolinicos e cumarinas foram 0s mais abundantes dessas
espécies.

Em um estudo quimico realizado com os galhos de M. maracasana, foram
isoladas e identificadas quatro substancias pertencentes a classe das cumarinas, sendo
duas piranocumarinas, uma dimetoxicumarina e uma furanocumarina (Santana, 2012).
Além disso, o autor observou que as piranocumarinas aloxantoxiletina e 5-
metoxixantiletina eram os constituintes majoritarios dos extratos. No entanto, nos
extratos de um espécime coletado na regido de Maracés, BA, a aloxantoxiletina era o
constituinte majoritario, enquanto que, nos extratos de um espécime coletado na regido
de Jequié, BA, a 5-metoxixantiletina era o constituinte majoritario. Outras cumarinas
presentes em menor concentracdo foram a 5,7— dimetoxicumarina e o bergapteno, uma
furanocumarina. E conhecido que algumas furanocumarinas possuem certa acio toxica
frente a determinados insetos (Simdes et al., 2004). A xantotoxina, por exemplo, é
bastante conhecida por sua capacidade de, quando ativada pela luz, reagir com as bases
pirimidinicas dos &cidos nucleicos, impedindo, assim, infestacdo por lagartas. Outras,
como o isopsoraleno (furanocumarina angular), agem reduzindo a capacidade
reprodutiva de algumas borboletas. Ja outras furanocumarinas lineares, como psoraleno,
bergapteno, mostram-se ativas contra lagartas (Heliothis virescens, Noctuidae).

Os extratos das cascas e caule de C. mastigophorus apresentaram uma forte
atividade inseticida que pode estar relacionada com a presenca de alcaloides
acridénicos, 2- e 4-quinol6nicos e indoloquinazolinicos, além de amidas, flavonas e
diversas cumarinas isoladas de espécies do género (Cortez, 2002; Mafezoli, 2001;
Veloso, 1995; Vieira et al., 1992). Do caule de C. mastigophorus, foram isolados
diversos alcaloides acridénicos, furanoquinolico e quinol6nicos, cumarinas, e uma
piperidinona (Pinto et al., 2022). Os extratos de C. heterophyllus, em testes bioldgicos,
mostraram que as plantas selecionadas sdo promissoras na procura de compostos
antiparasitarios (Ambrozin, 2004).

Essa mesma atividade inseticida foi observada em extratos de folhas e galhos de
E. macrocalyx, folhas e galhos de E. plowmanii, em operéarias de formigas cortadeiras.
Essas espécies vegetais pertencem ao género Erythroxylum P. Browne da familia

Erythroxylaceae. Algumas espécies deste género, como E. monogynum e E. coca, tém

42



sido usadas como remédios populares na India ou na América do Sul por uma longa
histéria. E bem conhecido que as plantas do género Erythroxylum sdo ricas em
alcaloides tropanicos, e 0 membro representativo cocaina apresenta notavel atividade no
sistema nervoso central humano (Lv e Tian et al., 2022). Além disso, extratos alcalinos
de E. vacciniifolium, popularmente conhecida como catuaba, demonstraram atividade
antibacteriana frente & Escherichia coli e Staphylococcus aureus, além de significativa
inibicdo do HIV e de infec¢des oportunas em portadores do virus (Manabe et al., 1992).

Alguns flavonoides isolados em espécies de Erythroxylum demonstraram possuir
diversas atividades biologicas, dentre elas, antioxidante, anti-inflamatoria,
anticarcinogénico, antibacteriana, citotoxica; inibidora da acetilcolinesterase (Hansen et
al., 1996; Lucas-Filho et al., 2010; Albuquerque et al., 2014; Leite et al., 2014; Barros et
al., 2017; Restrepo et al., 2019). Provavelmente, um efeito neurotdxico possa ter
ocorrido nas operarias das formigas cortadeiras, visto que muitos inseticidas
neurotdxicos apresentam um modo de acdo em inibir a enzima acetilcolinesterase.

A mortalidade foi de 100% nos tratamentos T2 a T5 (T2 - Conchocarpus
mastigophorus-caule (CMCL), T3 - Erythoxylum macrocalyx-folhas (EMF), T4 -
Erythoxylum macrocalyx -galhos (EMG) e T5 - Erythoxylum plowmanii -folhas (EPF),
24 horas apds o oferecimento da dieta contendo os extratos vegetais, ndo apresentando
diferenca significativa entre eles. Os tratamentos Tl e T6 (T1 - Metrodorea
maracasana-cascas -MMC e T6 - Erythoxylum plowmanii-galhos - EPG) apresentaram
apenas 7,5 e 10% de mortalidade em 24 horas, havendo diferenca apenas entre 0s
tratamentos T1 com T8 e T6.

No sétimo dia, apos a oferta dos extratos, apenas os tratamentos T1 e T6
apresentaram 2,5 e 12,5 % de operdrias vivas. A maioria dos tratamentos ndo diferiu
entre si, apesar de apresentarem uma mortalidade acentuada das operéarias de A. sexdens
(Tabela 2). Isso se deve ao método de screening aplicado e variavel mensurada, bem
como as caracteristicas intrinsecas das operarias e dos extratos. Além disso, Brito et al.
(2016) discutiram as dificuldades com possiveis ingredientes ativos das plantas, tais
como:

a) Instabilidade das substancias, que sdo complexas e degradadas pela luz UV e calor;

b) Desconhecimento da concentracdo a ser utilizada, pois cada método de extracdo
mostra diferentes maneiras de isolar os grupos quimicos, além da variabilidade das
plantas;

c¢) Desconhecimento do modo de atuagdo dos compostos;

43



d) Sintese dificil das moléculas ativas.

Em geral, sabe-se que muitas plantas podem apresentar substancias que causam
alteracdes no comportamento do inseto, e também a sua morte. Enquanto isso, milhares
de anos de coevolucgdo se passaram atuando na interacdo formiga versus planta. Devido
a esse fato, conclui-se que os extratos de M. maracasana, C. mastigophorus, E.
macrocalyx e E. plowmanii sdo toxicos as operarias de A. sexdens. Contudo, um estudo

mais aprofundado, com col6nias em laboratorio, deve ser realizado.

5.2 Bioensaio Il: bioatividade de extratos vegetais nas operarias de A. sexdens
utilizando a metodologia de Bueno et al. (1997)

Os extratos etanolicos das cascas e caules de M. maracasana, cascas e caule de
C. mastigophorus, folhas e galhos de E. macrocalyx, folhas e galhos de E. plowmanii
apresentaram uma alta atividade inseticida para as operarias de A. sexdens. Essas
espécies pertencem as Familias Rutaceae e Erythroxylaceae, sendo esta Ultima inédita
na atividade inseticida as operarias de A. sexdens por ingestdo, representada por duas
espécies vegetais. Na literatura, encontramos algumas espécies de plantas da familia
Asteraceae (Howard et al., 1988; Giraldo-Echeverri, 2005; Castafio-Quintana et al.,
2013), Apocynaceae (Boulogne et al., 2012), Euphorbiaceae (Bigi et al., 2004; Alonso e
Santos, 2013), Myrtaceae (Marinho et al., 2005), Fabaceae (Aubad-Lopez, 2011;
Valderrama-Eslava et al., 2009; Rodrigues et al., 2008; Castano, 2009), Calophyllaceae
(Boulogne et al., 2002), Caesalpiniaceae (Howard et al., 1988), Convolvulaceae
(Hebling et al., 2000a,b), Clusiaceae (Howard et al., 1988), Curcubitaceae (Palacios e
Gladstone, 2003), Meliaceae (Leite et al., 2005; Bueno et al., 2005), Myristicaceae
(Pagnocca et al., 1996a,b), Rutaceae (Biavatti et al., 2002; Miyashira et al., 2012),
Pedaliaceae (Bueno et al., 1995, 2004; Ribeiro et al., 1998), Piperaceae (Pagnocca et al.,
2006), Phyllanthaceae (Escobar et al., 2002a, b), Simaroubaceae (Pefaflor et al., 2009)
e Solanaceae (Boulogne et al., 2012) as quais podem conter compostos quimicos toxicos
para formigas cortadeiras.

No presente estudo, foram utilizados extratos etandlicos de plantas das familias
Rutaceae e Erythroxylaceae, porém, nenhum estudo sobre seus constituintes quimicos
foi realizado, a fim de determinar o agente causal da morte das operarias, bem como
discutir sobre seu modo de a¢do. O modo de a¢do da maioria desses compostos ainda é

desconhecido, provavelmente, pela dificuldade em conduzir estudos fisioldgicos,
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comuns a uma adequada precisdo. No entanto, poucos pesquisadores tém estudado o
modo de acdo dos compostos de plantas tdxicas. Por exemplo, bullatacin é uma
acetogenina isolada de plantas da familia Annonaceae, com grande potencial como
inseticida. Tal composto causa inibicdo da respiracdo celular com um efeito antagénico
sobre os elétrons transportados na mitocéndria, com agdo especifica no complexo |
(Ahammadsahib et al., 1993).

Outros compostos estdo sendo estudados com um foco neurofisiolégico, como
os silfinenos, uma classe rara de sesquiterpenos triciclicos extraidos das folhas do
Senecio palmensis que atuam como antagonistas do sistema y-aminobutirico (GABA),
mais especificamente canais receptores de cloreto de cloro (Bloomquis et al., 2008).
Outro ingrediente ativo com atividade neurotdxica € o monoterpenoide pulegona-1,2-
epoxido, isolado da planta Lippia steochadifolia (Grundy e Still, 1985). Os autores
verificaram que este composto atua como carbamato, com um efeito irreversivel na
inibicdo da enzima acetilcolinesterase. Contudo, uma acao bioquimicamente especifica,
como a inibicdo da acetilcolinesterase, esta relacionada a coevolucdo inseto-planta, ou
seja, as plantas produzem compostos quimicos como uma defesa contra insetos
herbivoros, geralmente produzindo substdncias da classe dos terpenoides (Ryan e
Byrne, 1988), mas nenhum desses principios ativos é comercializado. Eles identificaram
seis terpenoides (pulegona, gossipol, citral, linalol, acetato de bornila e cineol) que
inibem a enzima acetilcolinesterase, com efeitos de paralisia e morte de insetos.

Os resultados obtidos nos bioensaios mostraram que, na concentragdo estudada,
os extratos de M. maracasana, C. mastigophorus, E. macrocalyx e E. plowmanii séo
toxicos as operarias de A. sexdens. Entretanto, esses estudos laboratoriais de screening
utilizam um ndmero reduzido de operarias da col6nia e sabe-se claramente que isso faz
parte dos estudos iniciais, no entanto, essas triagens também devem ser realizadas em
coldnias de laboratério. Dessa forma, os resultados esperados podem ser diferentes,
devido a interacdo associada formiga-fungo-simbidtico-microbiota. Assim, considera-se
a necessidade de continuidade dos estudos com a realizagcdo de experimentos com oS
extratos mais promissores em coldnias, em laboratdrio, para posterior fracionamento
dos mesmos, selecdo das substancias ativas e, por fim, experimentos-piloto em campo

com prototipos de iscas.
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5.3 Comparacéao entre as metodologias I (Nagamoto et al., 2004) e Il (Bueno et al.,
1997) para avaliacao da atividade inseticida ao longo do tempo em operérias de A.
sexdens

Os dois métodos de Screening utilizados na experimentacdo demonstraram que
os extrados das plantas M. maracasana, C. mastigophorus, E. macrocalyx e E.
plowmanii sdo toxicos as operarias de A. sexdens. A divergéncia encontrada na forma de
administracdo do extrato (ou ingrediente ativo) as operarias de formigas, de acordo com
Brito et al. (2016), pode ser em decorréncia de que o problema mais critico e recorrente
da metodologia é a oferta diaria de potenciais compostos tdxicos e substancias extraidas
das plantas, adicionadas a produtos artificiais, dietas liquidas e mais frequentemente
solidas, durante o periodo de experimentacdo, que pode durar até 25 dias. Esse tipo de
procedimento metodologico contradiz estudos desenvolvidos por Stringer et al. (1964) e
Nagamoto et al. (2004), que consideram a oferta de compostos ou substancias de uma sé
vez, como a forma mais adequada para andlise do efeito toxico para formigas
cortadeiras.

Resultados mostrados em publicacbes cientificas sobre essa metodologia de
oferta continua e diaria, quando sdo claros, geralmente permitem concluir se as
substancias ou compostos de origem boténica sdo tdxicos para operarias de formigas
cortadeiras ou causam inibicdo no crescimento do fungo simbidtico (Brito et al., 2016).
Esses compostos sdo resultantes de pesquisas iniciais e ndo podem ainda serem
recomendados para uso em campo. Qualquer substancia (composto ou molécula), com
possibilidade de uso para o controle de formigas cortadeiras, deve ser exaustivamente
testada, antes de serem recomendadas para controle (Schoereder et al., 2012).

Em estudos de toxicologia de inseticidas para formigas cortadeiras, o ingrediente
ativo formulado em isca tdxica deve agir por ingestdo e basicamente ter as mesmas
caracteristicas dos inseticidas que atuam principalmente sobre operarias de Solenopsis
spp., de acordo com estudos iniciais de Lofgren et al. (1962), seguida a proposta de
Stringer et al. (1964), complementada por Lofgren et al. (1967) e Vander Meer et al.
(1985), que sdo: 1) Acdo toxica com mortalidade inferior a 15%, apds o primeira dia; e
superior a 89%, ao final do experimento (décimo quarto ou vigésimo primeiro dia); 2)
Letal em baixas concentragdes; 3) Ser prontamente espalhado na colonia e matar os
individuos receptores; e 4) Ndo cause impacto ao meio ambiente.

Considerando as caracteristicas do inseticida adequado para uso em iscas toxicas

para formigas cortadeiras, sua respectiva classificacdo e potencial para uso, elencadas
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por Nagamoto et al. (2004), poderia estabelecer a classificacdo para os extratos
estudados com vistas a selecdo daqueles com maior potencial para futuros estudos.

De acordo com a metodologia de Nagamoto et al. (2004) e utilizando o Anexo
VI da Instrucdo Normativa n® 36 do Mapa (2009), constata-se que todos o0s extratos
estudados apresentam potencial para novos estudos, pois nenhum causou mortalidade
menor que 90% aos 21 dias, sendo considerados promissores os extratos T2, T3, T4 e
T5 e muito promissores T1 e T6. Pela metodologia de Bueno et al. (1997), a maioria dos
extratos foi enquadrada como muito promissora (T2, T3, T4, T5, T6, T7 e T8) e apenas
T1 como promissor. De modo geral, apesar das curvas de sobrivéncia terem sido
significativamente diferentes para maioria dos extratos estudados, nas duas

metodologias, constata-se que todos os extrados merecem uma melhor investigacéo.
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6 CONCLUSOES

Os extratos de Metrodorea maracasana, Conchocarpus mastigophorus,
Erythoxylum macrocalyx e de Erythoxylum plowmanii apresentaram atividade inseticida
as operarias de A. sexdens nos bioensaios, utilizando as duas metodologias.

A atividade inseticida das espécies Erythoxylum macrocalyx, E. plowmanii
Metrodorea maracasana e Conchocarpus mastigophorus € inédita para operarias de A.
sexdens.

Os extratos estudados apresentam potencial para fracionamento e selecdo das
substancias responsaveis pela atividade inseticida, visando a propepecgdo de iscas

toxicas.
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