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1. RESUMO

As formigas estdo presentes em quase todos os habitats do planeta. Na maioria das
vezes nao causam danos ao homem, mas em ambientes modificados, como areas agricolas,
podem gerar grandes populagdes e acabar sendo consideradas pragas. As sauvas sio
chamadas de formigas cortadeiras, pelo hébito que elas tém de cortar as folhas das plantas.
Causam danos econdmicos justamente pelo desfolhamento que produzem nos vegetais.

Para realizar o controle dessas pragas, muitos produtos quimicos sao utilizados, mas
esse tipo de controle pode gerar efeitos maléficos ao ambiente e a populacdo humana.
Atualmente, ha uma grande procura por métodos alternativos de controle dessas pragas
buscando produtos que apresentem grande especificidade e uma rapida degradagao.

Uma alternativa ¢ a utilizacdo de produtos naturais presentes nos vegetais superiores,
que podem constituir novas fontes de material com ac¢do toxica para esses insetos praga. Este
trabalho teve por objetivo avaliar a toxicidade de Rauia sp. para Atta sexdens rubropilosa.

Para tal, foram realizados bioensaios por ingestao dos compostos presentes no vegetal.
Foram realizados também testes de nebulizagdo, com ninhos incipientes, utilizando os
extratos que apresentaram maior potencial toxico contra as formigas cortadeiras.

Com os resultados dos bioensaios por ingestdo, pode-se observar que os compostos
presentes no caule e nas folhas de Rauia sp. apresentaram toxicidade para Atta sexdens
rubropilosa. Os extratos brutos diclorometanico e metanolico de ambas as partes vegetais
foram fracionadas e testadas novamente por ingestdo, e também testados na forma de
nebulizagio.

Das fragdes obtidas a partir dos extratos diclorometanicos, as de maior polaridade das
folhas foram as que apresentaram maior toxicidade, e as de menor polaridade do caule foram
as mais toxicas. Das fragdes obtidas a partir dos extratos metanolicos, tanto das folhas quanto
do caule, as que apresentaram maior toxicidade foram as de menor polaridade.

Os resultados dos testes de nebulizagdo revelaram que os extratos brutos metandlicos,
tanto de folhas quanto do caule de Rauia sp., possuem um potencial toxico contra o ninho
como um todo, pois apresentam a¢ao deletéria contra toda a coldnia.

Com este trabalho pdde-se concluir que os metabolitos secundarios presentes em caule
e folhas de Rauia sp. apresentam toxicidade contra a formiga cortadeira Atta sexdens

rubropilosa.

Palavras chave: Formigas cortadeiras, controle, produtos naturais.



2. INTRODUCAO

Os insetos pertencem ao grupo de animais com maior diversidade de espécies do
mundo, dentre os quais estdo as formigas que sdo importantes na dispersao de sementes e
polinizagdo de plantas, na estabilidade do ambiente e do solo (HOLLDOBLER; WILSON,
1990). Entre elas, estdo as formigas cortadeiras, conhecidas como sauvas (género Atta) e
quenquéns (género Acromyrmex), que cortam e transportam folhas e outros pedagos de
vegetais frescos para usa-los como substrato para o crescimento do fungo simbionte

Leucoagaricus gongylophorus do qual alimentam suas crias e parcialmente os adultos

(JAFFE, 1993).

Com as devastacdes das matas e reducdo de competidores e inimigos naturais, as
formigas cortadeiras encontram condigdes ideais de proliferacao e estabelecimento de novas
colonias, se tornando muitas vezes pragas na agricultura dado os efeitos maléficos que
causam em monoculturas de larga escala (ANJOS et al., 1998). Isto ocorre tanto pela
competi¢dao por esses produtos com o homem e seus animais domésticos (AMANTE, 1972),
como pela preferéncia desses insetos para a utilizacdo de plantas exoticas cultivadas
(CHERRETT, 1968).

Diversas formas de controle para as formigas cortadeiras t€ém sido empregadas
(DELLA LUCIA; VILELA, 1993), mas a maior parte das metodologias apresenta efeitos
temporarios e, em alguns casos, danos indesejaveis ao ambiente (WILLIAMS, 1990).
M¢étodos fisicos, culturais e bioldgicos podem ser empregados no controle, contudo o controle
quimico ¢ o Unico que apresenta tecnologia disponivel para utilizacdo em escala comercial.
As estratégias de controle quimico diferem principalmente pelo tipo de formulagdo e modo de
aplicacdo, envolvendo ingredientes ativos de diferentes grupos. Entre as estratégias do
controle quimico destacam-se as iscas toxicas (LOECK; NAKANO, 1984) e a
termonebulizac¢do, que tem ampla utilizagdo nos periodos onde ndo ¢ possivel a utilizagdo de
iscas, como o periodo de chuvas, por exemplo, e quando a paralisagdo imediata do corte ¢
necessaria (FORTI; BOARETTO, 1997).

Atualmente ha uma grande necessidade em se buscar novas formas de controle que
satisfacam tanto os interesses econdOmicos quanto a preservagdo do meio ambiente, como o
uso de produtos de maior especificidade e degradacdo rapida (MORINI et al., 2005). Uma
alternativa que tem apresentado boas perspectivas ¢ a utilizagdo de produtos naturais

originarios de vegetais potencialmente toxicos ao fungo e/ou as formigas cortadeiras



(BUENO et al., 1990). Estas substancias, denominadas metabolitos secundérias, do ponto de
vista evolutivo, seriam uma das estratégias utilizadas pelas plantas para se defenderem da
herbivoria (ROCKWOOD, 1976).

Virias espécies vegetais ja foram estudadas visando o controle de formigas cortadeiras
e algumas apresentaram efeitos satisfatorios, demonstrando regressdo gradual tanto no
nimero de formigas quanto na esponja do fungo. Tais resultados foram observados nas
espécies Sesamum indicum (BUENO et al., 1994; MORINI et al., 2005), Ricinus communis
(HEBLING et al., 1996), Canavalia ensiformis (HEBLING et al., 2000), Cedrela fissilis
(BUENO et al., 2005) e Cipadessa fruticosa (LEITE et al., 2005).

Dentro deste contexto, o género Rauia foi escolhido para a realizagdo de testes de
toxicidade com a formiga cortadeira Atta sexdens rubropilosa, pois pertence a familia
Rutaceae, que possui outros géneros e espécies que ja foram estudados no controle de
algumas pragas. Além disso, essa familia apresenta uma diversidade muito grande de
metabolitos secundarios, destacando-se: os alcaldides (MESTER, 1983; WATERMAN,
1975), cumarinas, lignanas, flavonodides, terpenodides e limonoides, que possuem efeitos

deterrentes, repelentes e tOXicos para os insetos.



3. OBJETIVO

Diante da importancia de se obter novas fontes de substancias com agao inseticida, o
presente trabalho teve como principal objetivo avaliar a toxicidade de extratos organicos e
fracdes de partes vegetais de Rauia sp. (Rutaceae) para a formiga cortadeira Atta sexdens
rubropilosa (Hymnoptera: Formicidae), visando o seu potencial no controle seletivo dessas
formigas.

Para tal, foram realizados bioensaios in vitro com as operarias isoladas da colonia e

testes in vivo com a utilizacao de ninhos incipientes.



4. REVISAO DA LITERATURA

4.1. As formigas cortadeiras

Segundo WILSON (1986), as formigas da tribo Attini tiveram uma origem
monofilética e o primeiro ancestral surgiu na América do Sul, espalhando-se em dire¢do ao
norte, com abrupta diminui¢ao do nimero de espécies e géneros.

As formigas cortadeiras, pertencentes a tribo Attini, apresentam ampla distribuigao
geografica desde o sul dos Estados Unidos até o centro da Argentina, abrangendo desde a
latitude 40°N a 44°S (WEBER, 1970). Entretanto, o género Atta inexiste no Chile, em
algumas ilhas das Antilhas e no Canada (MARICONI, 1970).

No Brasil ha a subespécie Atta sexdens rubropilosa, conhecida como satva-limao, que
¢ considerada a mais amplamente distribuida e que causa maiores prejuizos a lavoura
(GONCALVES, 1963). O género Atta ocorre principalmente nos estados de Sao Paulo, sul de
Minas Gerais, Espirito Santo, Rio de Janeiro, sul do Mato Grosso e Parand (MARICONI,
1976).

4.2. Biologia das sauvas

A populagdo de um sauveiro ¢ composta de individuos que se diferenciam
morfologicamente (polimorfismo) de acordo com as fungdes que desempenham na coldnia
(DELLA LUCIA et al., 1993).

As sauvas apresentam castas permanentes e tempordrias. A casta tempordria ¢
constituida pelos individuos férteis que sdo as fémeas aladas, denominadas rainhas, i¢as ou
tanajuras, ¢ dos machos alados, conhecidos como bitus. Ambos sdao produzidos pela colonia
em determinadas épocas do ano, vindo a superficie dos ninhos durante a revoada ou voo
nupcial. As fémeas aladas apresentam cabeca, mandibulas, torax e gaster bem desenvolvidos,
enquanto que os machos possuem cabeca e mandibula pouco desenvolvidas, e apresentam um
periodo de sobrevivéncia curto, morrendo logo apds o voo nupcial (MARICONI, 1970).

A casta permanente ¢ composta pela fémea fundadora do ninho (rainha), a qual pode
viver até¢ 20 anos, e pelas quatro castas de operdrias que nao possuem fun¢do reprodutiva e
sdao encarregadas de diversas tarefas no ninho (DELLA LUCIA et al., 1993). A diferenca
morfologica entre as operarias se dd principalmente pela largura da capsula cefalica: as

jardineiras, com capsula cefélica entre 0,8 a 1,0 mm, sdo responsaveis pelo cuidado com a cria



e no tratamento final e incorporagcdo do material vegetal a esponja do fungo; as generalistas,
com capsula cefalica em torno de 1,5 mm de largura, t€ém a fun¢do de cuidado com o fungo,
prole, rainha e descarte do lixo; as forrageadoras, com cépsula cefalica entre 2,0 a 2,2 mm de
largura, que recrutam operarias, cortam e coletam vegetagao para o ninho e abrem galerias e
novas panelas (que sdo as camaras dos quais sao formados os formigueiros); e os soldados,
com capsula cefalica em torno de 3,0 mm, que tém a funcdo de proteger a colonia (PEREIRA
DA SILVA, 1975).

Uma coldnia de Atta € considerada adulta quando ocorre seu primeiro voo nupcial. O
fendomeno acorre no Sudeste e Centro Oeste do Brasil durante o periodo de setembro a
dezembro, enquanto que no Sul do Brasil ocorre entre junho e dezembro. A revoada acontece
geralmente em dias quentes, imidos e claros (MARICONI, 1970).

O vobo caracteriza-se pela liberagdo de grande numero de formas aladas que se
acasalam no ar. A fémea ¢ fecundada por 3 a 8 machos, depois desce ao solo e corta suas asas.
Apo6s a fecundag@o o bitu morre e a icad comeca a escavar o solo construindo uma camara
inicial a uma profundidade de 8 a 25 cm (FORTI; BOARETTO, 1997).

Antes de sairem para a revoada, as i¢ds carregam uma pequena por¢ao de fungo em
sua cavidade infrabucal. Ap6s 48 horas do inicio da fundag¢do da nova coldnia, a rainha
deposita o fungo armazenado na camara inicial e comega a cultiva-lo com suas proprias fezes
e secregoes. Durante 80 a 100 dias, a rainha coloca ovos grandes (troficos), os quais servem
para sua propria alimentagdo e da prole inicial, € ovos menores que dardo origem as operarias.
Antes das primeiras operarias emergirem, cabe a rainha os cuidados gerais com a prole, como
alimentacdo e remocdo de um local para outro. Assim que a coldnia cresce, as primeiras
operarias se desenvolvem e entdo, tornam-se responsaveis pelo cuidado com o fungo, com as
larvas e com a limpeza mutua e da rainha (MARICONI, 1970).

O ciclo de vida de uma operaria, de ovo a adulto, ¢ de aproximadamente 55 dias em
Atta sexdens rubropilosa e os ovos eclodem entre 14 a 22 dias, as pupas sdo nuas e com
apéndices e segmentos claramente definidos. Os ovos colocados pela rainha originardo todos

os tamanhos de operarias (FORTI; BOARETTO, 1997).



4.3. Interacio com o fungo simbionte

A formiga cortadeira apresenta um mutualismo com o fungo simbionte: a formiga se
alimenta do fungo, e este por sua vez, pode se desenvolve no interior do formigueiro, longe de
predadores e outros inimigos naturais. A relacdo mutualistica entre o fungo e as formigas
cortadeiras ¢ vista como um dos grandes fatores que levam a existéncia de muitas coldnias,
com grande sucesso de desenvolvimento nas areas em que se instalam (SCHADE, 1973;
HUBBEL; WIEMER, 1983).

As formigas da tribo Attini cultivam um fungo simbionte denominado Leucoagaricus
gongylophorus, pertencentes 4 familia Agaricaceae Fr., da divisdo Basidiomycota
(WARTCHOW, 2005). Apesar de estarem incluidos nesse grupo, esses fungos raramente
desenvolvem estruturas sexuais. Alguns autores, como BONONI et al. (1981), sugerem que
ha emissdo de substancias no formigueiro que impedem a manifestacdo natural do estagio

sexual do fungo, inibindo o desenvolvimento do seu ciclo de vida natural.

4.4. Seletividade de plantas por formigas cortadeiras

Apesar das Attini serem consideradas herbivoros generalistas nos ecossistemas
naturais, as formigas cortadeiras ndo atacam todas as espécies vegetais com a mesma
freqiiéncia ou intensidade (ROCKWOOD, 1976).

O processo de selecao de plantas pelas formigas pode estar relacionado a uma série de
fatores. Um deles ¢ a presenca de substancias que podem ser toxicas as formigas, ao fungo, ou
a ambos (HUBBEL; WIEMER, 1983). Essas substancias sao localizadas, geralmente, na
cuticula das folhas e representam uma defesa da planta contra a herbivoria. Outros fatores sao
as propriedades fisicas das plantas como dureza das folhas, pilosidade e producdo de latex
(STRADLING, 1978), o conteudo de agua e densidade das folhas (WALLER, 1986).

De um modo geral, as espécies nativas sdo quase imunes ao ataque desses insetos
(ROCKWOOD, 1975). Ja as espécies de plantas introduzidas e cultivadas sdo mais
susceptiveis ao ataque das formigas cortadeiras (LITTLEDYKE; CHERRETT, 1975).

Normalmente as operarias selecionam material vegetal de diferentes fontes para
manter o balanco de nutrientes ¢ umidade adequados ao fungo, sem sobrecarrega-lo com
compostos secunddrios, que podem ser toxicos a formiga e/ou ao fungo simbionte

(HOWARD et al., 1988).



4.5. Preparo do substrato para o fungo simbionte

As formigas cortadeiras desenvolveram um processo complexo para a preparagdo das
partes frescas dos vegetais antes da inoculagdo do fungo simbionte (WILSON, 1980;
ANDRADE et al., 2002).

O processo comeca quando as operarias forrageiras coletam e levam fragmentos de
folhas para o formigueiro. Tais fragmentos sdo inspecionados e levados para dentro do ninho.
Em seguida, as formigas lambem as superficies da folha para retirar possiveis
microorganismos infectantes e outras impurezas, além de removerem a camada de cera
epicuticular da folha (ANDRADE, 1997; DINIZ, 2009). Apds a limpeza, as operarias cortam
fragmentos em pedagos de 1 a 2 mm, prensam suas bordas, e podem depositar gotas de fluido
fecal. Este comportamento ¢ necessario para a deposicdo de enzimas que auxiliam na
degradacdo inicial de proteinas e polissacarideos do substrato (QUINLAN; CHERRETT,
1977; DINIZ, 2000; ANDRADE et al., 2002). Finalmente uma operaria deposita o pequeno
fragmento de folha previamente preparado no fungo e, posteriormente, inocula um pedaco de

fungo sobre esse fragmento (DINIZ, 2000, RONHEDE et al., 2004, DINIZ, 2009).

4.6. Formigas cortadeiras como pragas

A introdu¢dao de monoculturas agricolas e florestais causa um desequilibrio ecologico
que fornece condigdes ideais de proliferagdao e estabelecimento das colonias de formigas
cortadeiras (CHERRETT, 1986).

Altos prejuizos causados por essas formigas devem-se ao fato de que elas atacam
muitas espécies vegetais, competindo por esses produtos com o homem e seus animais
domésticos (AMANTE, 1972), além do efeito indireto em decorréncia da contaminagao
ambiental pelos agrotdxicos utilizados no seu controle (DELLA LUCIA; FOWLER, 1993).

As formigas cortadeiras sdo responsaveis por 75% dos custos, ¢ do tempo total gasto
no controle de pragas nos reflorestamentos (VILELA, 1986). De acordo com CHERRETT
(1986), estas formigas causam danos a diversas culturas como café, cana-de-acucar, laranja,
eucalipto, pinheiro, entre outras. Em culturas de cana-de-aglicar, as sauvas podem ser
responsaveis pela perda de 3,6 toneladas do vegetal por ano, o equivalente a perda de 450 Kg
de agucar ou 300 litros de alcool (DOW AGROSCIENCES, 1998).

Além dos prejuizos na area agricola, tais formigas podem causar danos a prédios,

pontes, estradas de rodagem e de ferro, pois os tuneis e cdmaras das colonias sdo susceptiveis



ao peso dessas construgdes. Assim, sdo inegéaveis as perdas ocasionadas por estas formigas

(MARICONI, 1970).

4.7. Métodos de controle

Em razao de sua importancia econdmica, as sativas tém sido alvo de varias tentativas
de controle que incluem desde receitas caseiras, que passam de geracdo para geragdo, até
recursos de alta tecnologia, que ndo apresentaram resultados muito significativos (DELLA
LUCIA; VILELA, 1993). Atualmente estas formigas podem ser controladas com barreiras
mecanicas, métodos culturais, bioldgicos e quimicos.

O controle mecanico de formigas cortadeiras consiste na destruicdo dos ninhos da area
através da escavacdo do formigueiro, que ¢ efetuada até que a rainha seja localizada e morta.
E uma alternativa razoavel de controle quando realizado em pequenas 4reas sempre que 0s
ninhos estiverem superficiais, dado o esfor¢co demandado (DELLA LUCIA et al., 1993). Na
pratica, o controle mecanico torna-se invidvel em areas de plantios comerciais, em
reflorestamentos e sistemas de pastagens (FORTI; BOARETTO, 1997).

O controle cultural consiste na aragdo e gradagem da area, dentro do prazo de 4 meses
do inicio do formigueiro. Esse método pode ser importante na eliminacdo de formigueiros
pequenos, o que ocorrera se a lamina do arado matar a rainha (DELLA LUCIA et al., 1993).
Esse controle basicamente deixou de existir para formigueiros adultos, pois em Atta, o efeito
pode ser até prejudicial, uma vez que a mecanizagdo do solo pode descaracterizar
parcialmente o formigueiro, cessando temporariamente a sua atividade, dando a falsa
impressao de que foi controlado e dificultando a sua localizagdo (FORTI; BOARETTO,
1997).

O controle bioldgico cldssico consiste no emprego de predadores, parasitdides e
microorganismos (fungos, bactérias e virus), que utilizam a formiga cortadeira como
hospedeiro (FORTI; BOARETTO, 1997). A dificuldade nesse tipo de controle deve-se a
vigilancia social, base do controle higiénico do ninho das formigas cortadeiras e detecgdo de
microorganismos através das antenas das mesmas (KERMARRECA et al., 1993). Desta
forma, o emprego de controle biologico pela introducao de inimigos naturais ainda ndo pode
ser considerado uma estratégia de controle para as formigas cortadeiras, contudo deve ser
sempre lembrado como técnica de manejo integrado de pragas (DELLA LUCIA; VILELA,
1993).
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Apesar de suas varias restri¢des, o controle quimico € o unico que apresenta tecnologia
disponivel para utilizagdo pratica no controle de formigas cortadeiras. Este controle pode ser
efetuado por meio de liquidos termonebulizéveis, gases toxicos, pos secos € iscas granuladas

(JUSTI JUNIOR et al., 1996).

A aplicacdo dos liquidos termonubulizaveis consiste na introdugdo de um inseticida
liquido veiculado em o6leo mineral ou diesel sob acdo do calor, aplicado nos olheiros
(aberturas por onde as formigas entram e saem dos ninhos) por aparelhos proprios, os
termonebulizadores, que produzem fumaca toxica (FORTI; BOARETTO, 1997). Esse método
destaca-se como eficiente no controle de grandes ninhos em 4reas extensas. No entanto, ele
também traz desvantagens operacionais e econdmicas, como O custo para aquisi¢do, a
manutengdo e o transporte do equipamento, a formulagao especial do inseticida, a demanda de
tempo no tratamento de cada formigueiro e o risco de intoxicagdo dos operadores
(LARANIJEIRO; LOUZADA, 2000).

O emprego de gases toxicos para matar formigas cortadeiras ¢ um dos métodos
pioneiros no controle desses insetos. Consiste no uso de gases que sdo comercializados
comprimidos em embalagens apropriadas e sdo liberados diretamente no interior dos ninhos,
através dos olheiros por meio de mangueiras adaptadas ou uma valvula de saida. Tal método
dispensa o uso de equipamentos na aplicagdo, no entanto o custo da formulagdo dos
ingredientes ativos utilizados ¢ elevado e envolve muita mao-de-obra (JUSTI JUNIOR et al.,
1996).

Os formicidas em po6 sdo formulados em veiculos sélidos, para serem aplicados com
equipamentos manuais denominados polvilhadeiras. A morte das formigas ocorre pelo contato
direto com o produto, que ¢ aplicado nos olheiros visando atingir o interior do formigueiro.
Esse tipo de utilizacdo tem como limitagdo a impossibilidade de penetragdo do produto em
todas as camaras de ninhos adultos de Atta, devido a sua complexidade estrutural e aderéncia
do produto ao solo devido a umidade (FORTI; BOARETTO, 1997).

As iscas toxicas sao constituidas da mistura de um substrato atrativo com um principio
ativo toxico, na forma de granulos, os quais sao distribuidos nas trilhas, proximas as colonias,
e transportadas para o interior pelas formigas. O inseticida deve agir por ingestdo e apresentar
acdo toxica retardada, deve ser letal em baixas concentragdes, ser inodoro, ndo deve ser

repelente e ndo causar danos ambientais (FORTI; BOARETTO, 1997).
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4.8. Uso de plantas inseticidas, como alternativa de controle

Os inseticidas sintéticos t€ém a vantagem de promover ganhos na producao agricola,
porém, a aplicacdo repetida provoca polui¢do ambiental (VIEGAS JUNIOR, 2003),
intoxicacdo de trabalhadores no campo (ALMEIDA; PUGA, 1979), toxicidade para insetos
ndo alvo, resisténcia e ressurgimento de pragas (CHIU, 1989). Por essas implicagdes, ha uma
intensificacdo na busca de substancias mais seguras. BUENO et al. (1990) tém encontrado
boas perspectivas na utiliza¢ao de produtos origindrios de plantas potencialmente toxicas ao
fungo e/ou as formigas cortadeiras.

A toxicidade de uma substincia quimica aos insetos ndo a qualifica necessariamente
como um inseticida. Algumas propriedades devem estar associadas a atividade, tais como a
eficacia em baixas concentracdes, a auséncia de toxicidade para animais superiores como
mamiferos e vegetais, a facil obten¢do, manipulacdo e aplicacdo, a viabilidade econdmica e o
fato de ndo ser acumulativa no tecido adiposo humano e de animais domésticos (VIEGAS
JUNIOR, 2003).

A maior parte dos produtos naturais presentes nos vegetais superiores sao metabolitos
secundarios e tem sido identificada como toxica por serem inibidores de crescimento e de
reproducdo, repelentes e deterrentes para os insetos (TAVERNER et al., 2001).

A Azadirachta indica (Meliaceae), o nim, ¢ considerada atualmente a planta com
propriedade inseticida mais importante, pois ela apresenta uma série de compostos quimicos
presentes na semente, com atividade inseticida, principalmente a azadiractina
(VENDRAMIM, 2000). Tais compostos inibem o crescimento e reproducdo, além de agirem
como deterentes e repelentes na maioria dos insetos (REMBOLD, 1987; JACOBSON, 1989;
SAXENA, 1989). Estudos mostraram que o 6leo bruto da semente de Azadirachta indica
causa alta mortalidade, com redugdo significativa em operarias de Atta sexdens rubropilosa
quando adicionado a dieta das formigas e também pela aplicagdo topica de seus extratos
organicos. (SANTOS-OLIVEIRA et al., 2006).

MULLENAX (1979) forneceu folhas de Canavalia ensiformis, conhecida como fava-
branca, para o formigueiro de Atfa e observou uma diminui¢do na atividade do ninho,
sugerindo ser conseqiliéncia de substiancias com atividade fungicida. Os efeitos toxicos
observados podem ser atribuidos a um aminodcido denominado canavanina (STRADLING;
POWELL, 1992).

Uma linha de pesquisa vem sido desenvolvida no Cento de Estudos de Insetos Sociais,

em parceria com pesquisadores do Laboratorio de Produtos Naturais da Universidade Federal
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de Sao Carlos, na procura de novas espécies vegetais, e seus metabolitos secundarios, que
sejam toxicos para Atta sexdens rubropilosa. O presente trabalho teve a colaboragdo da aluna
de pos-graduacdo em quimica da UFSCar Tatiani Mesquita Bondancia, sob orientacdo do
Prof. Dr. Jodo Batista Fernandes, e de dois outros pesquisadores, a Prof*. Dr*. Maria Fatima
das Gragas Fernandes da Silva e o Prof. Dr. Paulo Cezar Vieira.

Virias espécies ja apresentaram efeitos satisfatorios, como as folhas de Sesamum
indicum, o gergelim, que apresentam toxicidade as formigas (HEBLING-BERALDO et al.,
1984; BUENO et al., 1995, 2004a,b; MORINI et al., 2005). Esse efeito foi observado por
BUENO et al. (1995), pois as folhas desse vegetal reduziram gradualmente tanto o nimero de
formigas quanto a esponja de fungo, além de provocar mudancas de comportamento das
operarias, na umidade das camaras e no aspecto geral do lixo acumulado nos formigueiros de
Atta sexdens rubropilosa tratados no laboratorio.

Efeitos toxicos também foram observados em espécies como Ricinus communis
(HEBLING et al., 1996; BIGI et al., 2004), Canavalia ensiformis (HEBLING et al., 2000a),
Ipomoea batatas (HEBLING et al., 2000b), Cedrela fissilis (BUENO et al., 2005), Cipadessa
fruticosa (LEITE et al., 2005) e Carapa guianensis (AMBROZIN et al., 2006).

4.9. Rauia sp. (Rutaceae)

O género Rauia pertence a familia Rutaceae, e a ordem Rutales que ¢ constituida por
3000 a 3500 espécies distribuidas em 6 familias: Rutaceae, Meliaceae, Ptaeroxylaceae,
Simaroubaceae, Cneoraceae e Burseraceae. Nesse grupo de familias ¢ encontrada uma rica e
diversificada gama de metabolitos secundarios. Os metabolitos de maior ocorréncia sdo as
cumarinas, alguns grupos de alcaldides (acridonas, carbasois, hemiterpenos e quinolinas),
flavonoides, quassindides (VELOSO, 1995 apud WATERMAN, 1975).

Com base nesta riqueza e diversidade, a ordem Rutales tornou-se alvo de um
consideravel numero de pesquisadores interessados na biogénese, no isolamento e na
identificacao de novos compostos.

A familia Rutaceae possui uma grande diversidade de metabolitos secundarios. Dentre
eles podem-se destacar os alcaldides, especialmente os derivados do acido antranilico,
terpendides, flavonodides, cumarinas, lignanas e os limonodides (VELOSO, 1997 apud
WATERMAN, 1975).

Muitos desses metabolitos possuem variadas atividades biologicas, de grande

importancia farmacologica (WATERMAN; GRUNDON, 1983), despertando o interesse cada
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vez maior na investiga¢do fitoquimica dessa familia. Inimeros trabalhos sobre atividades
antifungicas, bactericidas, antivirais e inseticidas de alcaldides, cumarinas e limonoides de
plantas desta familia t€ém sido publicados. Varios produtos naturais t€ém sido purificados e
identificados da familia Rutaceae de espécies brasileiras, sendo alguns deles com atividade
anticancerigena, antimicrobiana e fungicida (ativas contra o fungo de formigas cortadeiras)

indicando que novos estudos utilizando plantas dessa familia devem ser realizados.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1. Delineamento experimental

Inicialmente, foram realizados bioensaios de toxicidade in vitro por ingestdo dos
compostos de partes vegetais de Rauia sp., utilizando-se operarias médias de Atta sexdens
rubropilosa. Apos a obtencdo dos primeiros resultados, os extratos brutos que apresentaram
maior toxicidade as formigas foram aplicados em coldnias pequenas (1 L de jardim de fungo)
mantidas em formigueiros artificiais em laboratorio, pela técnica de nebulizagdo, de acordo
com a metodologia utilizada em experimentos anteriores (SANTOS-OLIVEIRA, 2006). Nao
foram realizados testes de nebulizagdo com as fracdes de maior toxicidade por ndo haver
quantidade suficiente, ja que foram necessarios 1,6 g de material para a mistura a ser

nebulizada, e a maioria das fragdes obtidas ndo atingiu essa massa.

5.2. Partes vegetais de Rauia sp.

A espécie Rauia sp. foi coletada no municipio Aureliano Leal, Bahia, pela Dra.
Jacquelyn Kallunki e pelo Dr. José Rubens Pirani. A amostra utilizada no presente trabalho
foi a de nimero 415. Foram separadas as folhas e caule da planta.

A Dra. Jacquelyn Kallunki esta realizando a revisao taxondmica do género Rauia na

qual descrevera espécies ainda inéditas que inclui a espécie em estudo.

5.3. Obtencao dos extratos brutos de folhas e caule de Rauia sp.

Os extratos brutos foram preparados anteriormente no Laboratoério de Produtos
Naturais do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Sao Carlos, pela técnica
Dorai Periotto Zandonai. As partes vegetais (folhas e caule) da espécie de Rauia sp. foram
secas em estufa de circulagdo a 40°C durante aproximadamente dez dias e posteriormente
trituradas em moinho. O material seco e moido foi submetido a trés extragdes consecutivas
com um intervalo de trés dias entre cada uma delas utilizando-se os solventes hexano (EH),
diclorometano (ED), metanol (EM), nessa ordem de polaridade (Figura 1). Esse procedimento

foi 0 mesmo para folhas e caule.
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Figura 1. Preparacdo dos extratos brutos de folhas e caule de Rauia sp.

a) Macerac¢ao com Hexano por cinco dias por trés vezes.
b) Maceragdo com Diclorometano por cinco dias por trés vezes.

¢) Maceragdo com Metanol por cinco dias por trés vezes.

Os extratos foram concentrados em rotaevaporadores. As partes vegetais utilizadas no

preparo dos extratos, assim como as massas obtidas, estao descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Massas de material vegetal e de extratos brutos obtidos.

Rauia sp. Massas de Extratos Obtidos (g)
Material Vegetal . V12sS2 E. H. E.D. E.M.
Vegetal (g)
Folhas 1324 7,02 16,26 24,92
Caule 4986 5,61 14,22 242,79

E = Extrato; H = Hexanico; D = Diclorometanico; M = Metanolico.
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5.4. Fracionamento dos extratos brutos de Rauia sp.

5.4.1. Fracionamento do extrato bruto diclorometianico das folhas

O extrato bruto diclorometanico das folhas de Rauia sp. apresentou um potencial
toxico para as operdrias de Atta sexdens rubropilosa. Por isso, 10 g desse extrato foram
fracionados por cromatografia a vacuo utilizando-se silica gel 70-230 Mesh como fase
estaciondria e como fase moével uma mistura de solventes em ordem crescente de polaridade
como demonstrado resumidamente na Figura 2 obtendo-se oito fracdes. As fracdes obtidas e

suas respectivas massas estao representadas na Tabela 2.

Figura 2. Fracionamento do extrato bruto diclorometanico de folha de Rauia sp.

a) Hexano 100% e) Acetato de Etila : Acetona 5 : 5
b) Hexano : Acetato de Etila 7,5 : 2,5 f) Acetona 100%

¢) Hexano : Acetato de Etila 5 : 5 g) Acetona : Metanol 5 : 5

d) Acetato de Etila 100% h) Metanol 100%

RFD = Rauia sp. folha fra¢dao diclorometanica.
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Tabela 2. Fragdes obtidas do extrato bruto diclorometinico de folha de Rauia sp.

Fracao Massa (g)
RFD 1 0,228
RFD 2 0,706
RFD 3 0,173
RFD 4 2,272
RFD 5 2,588
RFD 6 0,908
RFD 7 2,732
RFD 8 0,393

5.4.2. Particionamento do extrato bruto metanolico das folhas

O extrato bruto metanolico das folhas de Rauia sp. apresentou potencial toxico para as
operarias de Atta sexdens rubropilosa. Entao, 8 g desse extrato foram submetidos a parti¢ao
liquido-liquido (Figura 3) originando trés fragdes. As fracdes obtidas e suas respectivas

massas estao representadas na Tabela 3.



18

[ Extrato Metan6lico da Folha J

1) Suspensdoem400mL de EtOH:H,0 (1:3)
2) Extracdo com CH,Cl, - 3 x 150mL

[ Fracédo Diclorometanica J [ Fracdo Hidroalcodlica J

1) Extracdo com AcOEt 3 x 150mL

[ Fracdo Acetato de Etila J [ Fracdo Hidroalcoolica J

Figura 3. Particdo do extrato bruto metanolico de folha de Rauia sp.

As partigdes resultantes foram concentradas sob vacuo em evaporador rotativo e a
completa secagem do material vegetal foi obtida através do seu armazenamento em vidros sob

capela de exaustdo de gases, a temperatura ambiente.

Tabela 3. Fragdes obtidas do extrato bruto metanélico de folha de Rauia sp.

Fraciao Massa da Fracao (g)
Fragdo Diclorometanica (PFD) 0,9
Fragdo Acetato de Etila (PFA) 1,3

Fracao Hidroalcoolica (PFH) 5,8




5.4.3. Fracionamento do extrato bruto diclorometianico do caule

O extrato bruto diclorometanico do caule de Rauia sp. apresentou potencial toxico
para as operarias de Atta sexdens rubropilosa. Diante disso, 2,5 g desse extrato foram
fracionados por cromatografia a vacuo utilizando-se como fase estaciondria silica gel 70-230

Mesh com eluigdo gradiente em ordem crescente de polaridade (Figura 4) originando nove

fracoes.

Foram realizados testes de toxicidade com as formigas somente com as fragdes de 4 a

9. As fracdes de 1 a 3 ndo foram testadas por ndo haver massa suficiente para a preparacao de

dietas artificiais para alimentagao das operarias nos bioensaios.

[ Extrato Diclorometanico do Caule J
a C e g [
RCD1 L RCD3 } L RCDS5 } L RCD7 J L RCD9 J
b d f h

Figura 4. Fracionamento do extrato bruto diclorometanico de caule de Rauia sp.

a) Hexano 100%

b) Hexano : Acetato de Etila 7,5 : 2,5
¢) Hexano : Acetato de Etila 5 : 5

d) Acetato de Etila 100 %

e) Acetato de Etila : Acetona 7,5 :2,5

f) Acetato de Etila : Acetona 5 : 5
g) Acetona 100 %

h) Acetona : Metanol 5 : 5

i) Metanol 100 %

RCD = Rauia sp. caule fragao diclorometanica.
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As fracdes obtidas e suas respectivas massas estdo representadas na Tabela 4.

Tabela 4. Fragdes obtidas do extrato bruto diclorometanico de caule de Rauia sp.

Fracao Massa (g)
RCD 1 0,007
RCD 2 0,023
RCD 3 0,025
RCD 4 0,556
RCD 5 0,209
RCD 6 0,324
RCD 7 0,247
RCD 8 0,858
RCD 9 0,246

5.4.4. Particionamento do extrato bruto metanolico do caule

O extrato bruto metanolico do caule de Rauia sp. apresentou atividade toxica para as
operarias de Atta sexdens rubropilosa. Entdo 17,4 g desse extrato foram submetidos a uma
parti¢do liquido-liquido (Figura 5) originando trés partigdes.

Os extratos foram concentrados em rotaevaporadores. A quantidade obtida de cada

particdo esta descrita na Tabela 5.
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[ Extrato Metandlico do Caule }

1) Suspensdoem 400mL de MeOH:H,0 (1:3)
2) Extrag8o com CH,Cl, : 3 x 150mL

[ Fragao Diclorometanica J [ Fracao Hidroalcoolica J

1) Extracéio com AcOEt: 3 x 150mL

[ Fragdo Acetato de Etila J [ Fracao Hidroalcoolica ]

Figura 5. Parti¢ao do extrato bruto metanoélico de caule de Rauia sp.

Tabela 5. Fracdes obtidas do extrato bruto metandlico de caule de Rauia sp.

Fracao Massa da Fracao (g)
Fragdo Diclorometanica (PCD) 2,068
Fracdo Acetato de Etila (PCA) 2,158
Fragdo Hidroalcoodlica (PCH) 13,174

5.5. Origem das formigas utilizadas nos bioensaios

Para o desenvolvimento deste trabalho, foram coletadas operarias de Atfa sexdens
rubropilosa com massa corporea variando de 15 a 25 mg e largura da cépsula cefalica entre
2,0 e 2,8 mm, que sdo as forrageadoras. As formigas foram obtidas de um ninho adulto,
mantido em sala climatizada com temperatura de 24°1°C e U.R. acima de 70% no Laboratério
do Centro de Estudos de Insetos Sociais (CEIS) do Instituto de Biociéncias da UNESP de Rio
Claro.
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Os formigueiros mantidos em laboratorio foram tratados basicamente com folhas de
eucalipto e aveia em flocos e ocasionalmente bagaco de laranja, flores de Hibiscus sp. e

quirera de milho.

5.6. Dieta artificial para manutencio das operarias

Para manutencdo das formigas isoladas do formigueiro, € consequentemente na
auséncia do fungo simbionte, foram preparadas dietas so6lidas, cada uma contendo 5 g de
glicose, 1 g de peptona bacteriologica, 0,1 g de extrato de levedura e 1,5 g de agar
bacteriologico, dissolvidos em 100 mL de dgua destilada (BUENO et al., 1997). Apos a
mistura das substancias, as dietas foram levadas ao forno micro-ondas para melhor
solubilizacao e homogeinizacao. Depois, foram autoclavadas a 120°C e 1 atm por 15 minutos.
Em uma capela as dietas ainda liquidas foram vertidas em placas de Petri de 10 cm de
diametro previamente esterilizadas na autoclave e, apos o resfriamento das dietas, as placas
foram envolvidas com filme PVC e mantidas na geladeira para melhor conservagdo durante o

periodo dos bioensaios.

5.7. Bioensaio por ingestiao para determinacio da toxicidade

Com o auxilio de uma pinga entomologica realizou-se a coleta das formigas do ninho,
sendo estas depositadas em uma bandeja de plastico com as bordas revestidas com Teflon-30,
para evitar fugas. No interior da bandeja foi colocado um chumacgo de algodao embebido em
agua, para manter a umidade ideal as formigas.

Para cada um dos tratamentos foram separadas 5 placas de Petri com 10 cm de
diametro, previamente esterilizadas e forradas com papel filtro, contendo 10 formigas em
cada uma delas. Essas placas foram mantidas em estufa para B.O.D. com temperatura média
de 24*1°C e umidade relativa acima de 70%. A cada 24 horas as dietas foram renovadas e,
sempre que necessario, os papéis filtro foram trocados, a fim de se evitar o desenvolvimento
de microorganismos contaminantes bem como manter o ambiente limpo para as formigas.
Diariamente foram efetuadas as retiradas e anotacdes das formigas mortas. As dietas foram

colocadas em pedagos de papel aluminio na quantidade aproximada de 0,5 g/placa.
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Foi estipulado um periodo maximo de 25 dias para a realizacdo dos experimentos de
toxicidade levando em consideragdo o periodo normal de sobrevivéncia das formigas
mantidas com dieta artificial isoladas do formigueiro (BUENO et al., 1997).

Tanto os extratos quanto as fragdes de Rauia sp. foram incorporados na dieta
utilizando o método dry-mix, que consiste em acrescentar o principio ativo a glicose e aos
demais ingredientes secos da dieta e, posteriormente, a dgua destilada. Neste caso, ndo ¢
utilizado solvente. Os extratos e fragdes foram incorporados na concentragao de 2,0 mg/mL.

Durante o periodo do bioensaio foi utilizado um controle que constituiu no
oferecimento de apenas dieta artificial com o intuito de verificar a interferéncia do manuseio

na sobrevivéncia das formigas.

5.8. Analise estatistica

Os dados do bioensaio por ingestdo foram avaliados através da elaboracdo das curvas
de sobrevivéncia, a partir da porcentagem de formigas vivas por dia, no conjunto das 5 placas.
A comparagao entre as curvas de sobrevivéncia das operarias do grupo controle com aquelas
dos tratamentos foi realizada com o emprego do teste “long-rank” (HARVEY MOTULSKY,

1995), utilizando-se o software Graph-Pad Prism (versao 3.0).

5.9. Bioensaios de nebulizacio em colonias de Atta sexdens rubropilosa mantidas em

laboratorio

5.9.1. Origem e manutencao das colonias

As colonias de Atta sexdens rubroplilosa utilizadas nesses bioensaios foram coletadas
na Fazenda Corumbatai, Corumbatai, SP (22° 17° S, 47° 39° W) em marg¢o de 2009. Cada
coldnia foi colocada em um recipiente de plastico transparente de 1000 mL contendo uma
camada de gesso no fundo para manter a umidade do jardim de fungo. Posteriormente, outras
duas camaras de plastico, de 500 mL cada, foram interligadas ao primeiro por tubos plasticos
transparentes, sendo uma para o descarte do lixo produzido pela colonia, e a outra para o

fornecimento de alimento (Figura 6).

As colonias foram mantidas em laboratério em sala climatizada em uma temperatura

controlada de 24 * 1°C e umidade relativa acima de 70%. Foram oferecidos diariamente folhas
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de eucalipto e flocos de aveia até que o jardim de fungo atingisse o volume de 1000 mL, ideal

para a realizac¢do dos bioensaios.

Figura 6. Vista geral de um ninho artificial de A#ta sexdens rubropilosa mantido em laboratorio.
A: camara de lixo, B: cdmara de fungo, C: cadmara de alimentacao.

5.9.2. Bioensaios de nebulizaciao

Para a realizagdo dos bioensaios de nebulizacdo foi utilizado um equipamento
composto de um compressor portatil, acoplado a um nebulizador pequeno que ¢ utilizado para
inalacdo (Figura 7). A panela de alimentacdo foi removida do ninho e o equipamento foi

acoplado no lugar desta, para aplicagao da nebulizagao.

Foram selecionadas 12 colonias incipientes de Atta sexdens rubropilosa com 1000 mL
de jardim de fungo, distribuidas em trés colonias para cada um dos tratamentos testados, além

do grupo testemunha que ndo recebeu nenhum extrato de Rauia sp.

Em trabalhos anteriores, foi feita uma padroniza¢ao de um veiculo que ¢ misturado aos
extratos para a formacao da fumaga pelo aparelho. A substancia escolhida foi o 6leo de soja,

por ndo causar mortalidade das formigas e por ser facilmente encontrado (SANTOS-
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OLIVEIRA, 2006). Para a homogeneizagao dos componentes foi utilizado um emulsificante,

o detergente Renex.

O grupo controle recebeu somente 6leo de soja com o detergente. Os tratamentos
foram nebulizados com uma mistura de 10% de extrato com 90% de 6leo de soja, com o
emulsificante, de acordo com uma metodologia j& utilizada em trabalhos anteriores para

tratamento por nebulizagdo em ninhos de formigas cortadeiras (KENNARD, 1965).

Os tratamentos foram compostos por trés ninhos cada, que receberam os seguintes
extratos brutos: diclorometanico e metanolico de caule e folhas de Rauia sp., pois esses foram

0s extratos que apresentaram um maior potencial toxico nos bioensaios por ingestao.

No dia anterior a realizacdo dos testes, todos os restos de folhas nio cortadas e lixo
foram retirados das panelas de alimentacdo e de lixo respectivamente. As coldnias ficaram
sem receber nenhum tipo de alimento por 24 horas. Isto foi feito para que o corte das folhas
que seriam oferecidas as formigas ap6s a nebulizacio fosse estimulado. Os ingredientes (6leo
de soja, extrato bruto e detergente) foram homogeneizados manualmente, de modo a formar
uma calda e, posteriormente, foram colocados no recipiente plastico (unidade nebulizadora)
que foi acoplado ao ninho e ao equipamento de nebulizacao (Figura 8). Cada colonia recebeu,
entdo, 5 mL dessa mistura (LOECK et al., 2001). A nebuliza¢do durou aproximadamente de

15 a 20 minutos em cada colonia.

Tratamentos realizados:

a-) Grupo controle: 100% de 6leo de soja.

b-) Tratamento 1: extrato bruto diclorometanico de folha de Raiua sp. (10%) e 90%

de dleo de soja

c-) Tratamento 2: extrato bruto metandlico de folha de Rauia sp. (10%) e 90% de

6leo de soja.

d-) Tratamento 3: extrato bruto diclorometanico de caule de Rauia sp. (10%) e 90%

de ¢6leo de soja.
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e-) Tratamento 4: extrato bruto metanodlico de caule de Rauia sp. (10%) e 90% de

6leo de soja.

Figura 7. Equipamento desenvolvido para nebulizagdo em ninhos artificiais. A: compressor portatil,
B: Regulador da vazao.

Figura 8. Unidade nebulizadora (seta) acoplada ao ninho incipiente de Atta sexdens rubropilosa.
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5.9.3. Avalia¢ao da nebulizacao

Apo6s 24 horas da aplicacao da nebulizagdo, todas as coldnias voltaram a receber o
suprimento usual de folhas e durante 21 dias foram realizadas avaliacdes didrias de alguns
aspectos das coldnias, baseadas nas observagdes de: intoxicacdo de formigas, corte de folhas,
mortalidade de formigas, mudanca de panela, presenca de fungo filamentoso, redu¢do no

jardim de fungo, presenca de pedagos de fungo no lixo (corte de fungo).
Para os itens avaliados utilizou-se as seguintes escalas de quantificagdo:

¢ Intoxicacdo de formigas: 0 — sem sintomas de intoxicacdo; 1 — 25% das formigas com

sintomas; 2 — 50% das formigas com sintomas; 3 — 75% das formigas com sintomas; 4 —
100% das formigas com sintomas. Os sintomas de intoxicacdo esperados foram: tremores,

dificuldade de locomogao, paralisia das pernas.

¢ Corte de folhas: 0 — sem corte de folhas; 1 — corte de 25% das folhas; 2 — corte de 50% das
folhas; 3 — corte de 75% das folhas; 4 — corte de 100% das folhas.

¢ Mortalidade das formigas: 0 — sem mortalidade; 1 — 25% das formigas mortas; 2 — 50% das

formigas mortas; 3 — 75% das formigas mortas; 4 — 100% das formigas mortas.

¢ Colonias com mudanga de panela: 0 — sem mudanga de panela; 1 — com mudanca de

panela. A mudanca de panela pode indicar que as formigas perceberam alguma ameaga, como
alguma substancia toxica (fumaga) e por isso t€ém esse comportamento de levar o fungo e as

crias para outro lugar mais seguro.

¢ Presenca de fungo filamentoso: 0 — sem ocorréncia de contaminacao; 1 — com ocorréncia

de contaminagao.

¢ Coldnia com redu¢do do jardim de fungo: 0 — sem redugao; 1 — com redugao.

¢ Corte de fungo: 0 — sem corte de fungo; 1 — 25% do fungo cortado; 2 — 50% do fungo

cortado; 3 — 75% do fungo cortado; 4 — 100% do fungo cortado.

A andlise grafica de cada um dos itens observados foi feita através dos valores

acumulados das trés repeti¢des (colonias).
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6. RESULTADOS

6.1. Bioensaio por ingestao

6.1.1 Extratos brutos de folhas de Rauia sp.

Os resultados obtidos nos bioensaios por ingestdo dos extratos brutos de folhas de
Rauia sp., na concentragdo 2,0 mg/mL, estdo representados através da Figura 9 que contém as
curvas de sobrevivéncia e da Tabela 6, que contém as porcentagens acumuladas de
mortalidade diéria, o respectivo valor mediano (Md), que indica o dia de experimento em que
metade das formigas estava morta, e a interpretagao do teste “log-rank”.

Neste experimento, a mortalidade das operdrias acumulada (%) por dia aumentou
gradativamente durante o decorrer do bioensaio, sendo que atingiu 100% das formigas mortas
com os extratos obtidos com os solventes diclorometanico ¢ metanodlico, até o término do
experimento. Metade das operarias ja estava morta no 4° dia do bioensaio tanto para os
tratamentos com os extratos diclorometanico e metanolico, e no 9° dia do bioensaio para o
tratamento com o extrato hexanico. Como os dois primeiros extratos apresentaram uma maior
toxicidade para Atta sexdens rubropilosa, eles foram fracionados para realizagdo de novos
bioensaios por ingestdo. Todos os tratamentos tiveram uma diferencga significativa dos valores

do controle, de acordo com a interpretagdo do teste “log-rank™.

100 - — Dieta Pura
— Folha Hexano
£ 50 —— Folha Diclorometano
=t Folha Metanol
G
c 60
<@
=
=
2 40
=]
=]
)
20
U T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
Dias

Figura 9. Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa submetidas ao tratamento por
ingestao de extratos brutos de folhas de Rauia sp. na concentracao 2,0 mg/mL.
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Tabela 6. Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao tratamento por ingestdo de extratos brutos de folhas de Rauia sp. na concentragdo 2,0 mg/mL.

Extrato Mortalidade acumulada (%) por dia

Md*
1 2 3 6 8 10 14 17 21 25
Controle Dieta Pura 0O 0 o6 12 18 22 30 46 50 64 19a
Hexanico 0 6 18 40 48 58 70 74 84 86 9b
Diclorometanico 2 18 36 72 80 86 96 98 98 100 4b
Metanélico 2 18 44 94 98 100 100 100 100 100 4»b

* Letras distintas em relag@o ao controle indicam diferenga significativa de acordo com a interpretacdo do teste
“log-rank” (p<0,05).

6.1.2. Fracoes do extrato bruto diclorometanico de folhas de Rauia sp.

Na Figura 10 e na Tabela 7 constam os resultados obtidos nos bioensaios por ingestao
das fracdes obtidas a partir do extrato bruto diclorometanico das folhas de Rauia sp., também
na concentragao de 2,0 mg/mL. Os resultados consistem nas curvas de sobrevivéncia, nas
porcentagens acumuladas de mortalidade diaria, nos respectivos valores medianos (Md) e
também na interpretacdo do teste “log-rank”.

A mortalidade acumulada (%) por dia teve um aumento gradativo durante o tempo de
experimento. Todas as fragdes testadas apresentaram uma diferenca significativa em relagao
ao controle com dieta pura. Porém, ndo houve mortalidade de 100% em nenhuma delas.

Pode-se observar que as fracdes de maior polaridade, RFD 6, RFD 7 e RFD 8, foram
as que apresentaram uma maior toxicidade para as operdrias de Atta sexdens rubropilosa,

atingindo uma mortalidade acima ou igual a 90% de formigas mortas.
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Figura 10. Curva de sobrevivéncia de operarias de Atfa sexdens rubropilosa submetidas ao tratamento por
ingestao de fracdes do extrato bruto diclorometanico de folha de Rauia sp. na concentragdo 2,0 mg/mL.

Tabela 7. Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao tratamento por ingestdo de fragdes do extrato bruto diclorometanico de folha de Rauia sp. na
concentragdo 2,0 mg/mL.

Fraciao Mortalidade acumulada (%) por dia
Md*
1 2 3 6 8 10 14 17 21 25
Controle Dieta Pura 0 2 2 22 38 42 50 50 58 62 18a
RFD 1 4 22 36 54 60 64 64 64 64 66 4b
RFD 2 0 8 24 50 58 70 76 80 82 84 6,5b
RFD 3 0 0 8 34 44 56 70 78 82 88 10b
RFD 4 2 14 26 40 46 56 70 70 74 84 9b
RFD 5 0 16 32 52 56 68 80 80 80 80 6b
RFD 6 2 20 40 58 64 72 84 92 92 94 5b
RFD 7 0 18 38 60 74 84 92 92 92 94 4b
RFD 8 0 12 22 48 54 64 76 88 90 90 7b

* Letras distintas em relacdo ao controle indicam diferenca significativa de acordo com o teste “log rank” (p<
0,05).
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6.1.3. Particoes do extrato bruto metanoélico de folhas de Rauia sp.

Os resultados obtidos nos bioensaios por ingestdo das particdes do extrato bruto
metanolico de folhas de Rauia sp., na concentracao 2,0 mg/mL, estdo representados através da
Figura 11 e da Tabela 8 que contém a curva de sobrevivéncia, as porcentagens acumuladas de
mortalidade diaria, o respectivo valor mediano (Md) e a interpretacao do teste “log-rank”.

A andlise estatistica mostrou que as parti¢des diclorometanica (PFD) e hidroalcoolica
(PFH) tiveram um potencial toxico para o controle de Atta sexdens rubropilosa, sendo que a
primeira teve um total de 100% de formigas mortas ao término do experimento, € no 3° dia de
experimento, metade das operarias ja estava morta. A parti¢ao obtida com o solvente acetato
de etila ndo diferiu significativamente do controle com dieta pura

Neste caso, a amostra de menor polaridade (PFD) foi a que apresentou maior
toxicidade para esses insetos.

O controle apresentou uma alta mortalidade ao fim do experimento, mas a mediana foi
atingida somente no 11° dia, e ndo houve uma mortalidade alta logo nos primeiros dias do

bioensaio, por isso os dados podem ser considerados confiaveis.
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Figura 11. Curva de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa submetidas ao tratamento por
ingestdo de particdes do extrato bruto metandlico de folha de Rauia sp. na concentragdo 2,0 mg/mL.
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Tabela 8. Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao tratamento por ingestdo de particdes do extrato bruto metandlico de folha de Rauia sp. na
concentragdo 2,0 mg/mL.

Particao Mortalidade acumulada (%) por dia
Md*
1 2 3 6 8 10 14 17 21 25
Controle DietaPura 0 0 6 32 44 48 70 74 80 84 lla
PFD 2 26 58 88 94 94 96 98 98 100 3b
PFA 2 14 28 60 64 68 78 78 78 86 Sa
PFH 0 18 38 62 68 72 80 80 82 88 6b

* Letras distintas em relag@o ao controle indicam diferenga significativa de acordo com a interpretacdo do teste
“log-rank” (p<0,05).

6.1.4. Extratos brutos de caule de Rauia sp.

Os extratos brutos de caule de Rauia sp. incorporados em dieta artificial provocaram
diminui¢do na sobrevivéncia das operarias de Atta sexdens rubropilosa em todos os solventes
testados (Figura 12). Todos os tratamentos diferiram de forma significativa do controle com
dieta pura. Houve mortalidade de 100% das formigas com os extratos obtidos com os
solventes hexano e diclorometano. O extrato bruto metandlico causou uma mortalidade de
96% das operarias no final do experimento (Tabela 9). Como nos extratos brutos de folhas de
Rauia sp., os extratos brutos do caule diclorometanico e metandlico apresentaram uma alta
mortalidade para Atta sexdens rubropilosa. Por isso, esses dois extratos foram fracionados
para a realiza¢do de novos bioensaios de toxicidade. Foram escolhidos esses dois extratos, e
ndo o hexanico, pois apesar do extrato hexanico ter atingido uma mortalidade de 100%, ele
ndo diferiu de maneira significativa do extrato metandlico, e ja havia uma metodologia
desenvolvida para o fracionamento do extrato metanolico. Optou-se por esses dois extratos
brutos entdo, pois ambos foram tdéxicos, € ja havia uma metodologia desenvolvida para o
fracionamento de ambos. As medianas dos tratamentos com os extratos hexanico,
diclorometanico e metanolico foram atingidas nos 5° 2° e 6° dias de experimento,

respectivamente (Tabela 9).
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Figura 12. Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa submetidas ao tratamento por
ingestao de extratos brutos de caule de Rauia sp. na concentragdo 2,0 mg/mL.

Tabela 9. Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao tratamento por ingestao de extratos brutos de caule de Rauia sp. na concentragdo 2,0 mg/mL.

Extrato Mortalidade acumulada (%) por dia
Md*
1 2 3 6 8 10 14 17 21 25
Controle Dieta Pura 0 0 o6 12 18 22 30 46 50 64 19a
Hexano 0 6 28 68 76 90 98 98 98 100 5b
Diclorometano 0 56 90 98 98 100 100 100 100 100 2b
Metanol 0 8 22 56 66 76 92 94 96 96 6b

* Letras distintas em relag@o ao controle indicam diferenga significativa de acordo com a interpretacao do teste
“log-rank” (p<0,05).
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6.1.5. Fracoes do extrato bruto diclorometanico de caule de Rauia sp.

Na Figura 13 e na Tabela 10 constam os resultados obtidos nos bioensaios por
ingestdo das fracdes obtidas a partir do extrato bruto diclorometanico do caule de Rauia sp.,
também na concentragdo de 2,0 mg/mL. Os resultados consistem nas curvas de sobrevivéncia,
nas porcentagens acumuladas de mortalidade diaria, nos respectivos valores medianos (Md) e
também na interpretagao do teste “log-rank™.

As fragdoes RCD 1, RCD 2 e RCD 3 nao foram testadas, pois ndo foram obtidas em
massas suficientes para a incorporagdo nas dietas artificiais usadas na manuten¢do das
operarias na auséncia do fungo simbionte.

Somente a fragdo RCD 4 apresentou mortalidade de 100%, com metade das formigas
mortas no 5° dia de bioensaio. Todas as fracdes testadas apresentaram uma diferenca
significativa em relagdo ao controle com dieta pura.

A mortalidade acumulada (%) por dia teve um aumento gradativo durante o tempo de
experimento. As fragdes de menor polaridade testadas, RCD 4 e RCD 5, apresentaram uma
maior toxicidade para as operarias de Atta sexdens rubropilosa, atingindo uma mortalidade

acima de 95% de formigas mortas, antes do fim do experimento.
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Figura 13. Curva de sobrevivéncia de operarias de Atfta sexdens rubropilosa submetidas ao tratamento por
ingestdo de fragdes do extrato bruto diclorometanico de caule de Rauia sp. na concentragdo 2,0 mg/mL.
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Tabela 10. Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao tratamento por ingestdo de fragdes do extrato bruto diclorometanico de caule de Rauia sp. na
concentragdo 2,0 mg/mL.

Fracao Mortalidade acumulada (%) por dia

Md*
1 2 3 6 8 10 14 17 21 25
Controle DietaPura 0 4 4 14 16 24 34 36 44 52 23a

RCD 4 0 18 38 60 72 88 94 96 100 100 5b
RCD 5 12 52 64 88 88 88 92 92 94 96 2b
RCD 6 8 40 54 66 78 88 88 8 8 92 3b
RCD 7 16 36 48 68 72 76 82 82 88 96 4b
RCD 8 4 40 54 68 72 76 72 78 80 84  3b
RCD 9 22 48 78 88 8 90 90 90 90 90 3b

* Letras distintas em relag@o ao controle indicam diferenga significativa de acordo com a interpretacao do teste
“log-rank” (p<0,05).

6.1.6. Particoes do extrato bruto metandlico de caule de Rauia sp.

Os resultados obtidos nos bioensaios por ingestdo das particdes do extrato bruto
metanolico de caule de Rauia sp., na concentragdo 2,0 mg/mL, estdo representados através da
Figura 14 e da Tabela 11 que contém a curva de sobrevivéncia, as porcentagens acumuladas
de mortalidade diaria, o respectivo valor mediano (Md) e a interpretacdo do teste “log-rank”.

A andlise estatistica mostrou que a somente particdio obtida com o solvente
diclorometano (PCD) diferiu significativamente do controle com dieta pura, atingindo uma
mortalidade de 100% de formigas mortas. A mediana, ou seja, metade de operarias mortas foi
atingida no 4° dia de bioensaio.

Neste experimento, a amostra de menor polaridade (PCD) foi a unica que apresentou
toxicidade para Atta sexdens rubropilosa, de acordo com a interpretacao do teste “log-rank™.

O controle apresentou uma alta mortalidade ao fim do experimento, mas a mediana foi
atingida somente no 12° dia, e ndo houve uma mortalidade alta logo nos primeiros dias do

bioensaio, por isso os dados podem ser considerados confiadveis.
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Figura 14. Curva de sobrevivéncia de operarias de Atfa sexdens rubropilosa submetidas ao tratamento por
ingestao de particdes do extrato bruto metandlico de caule de Rauia sp. na concentracao 2,0 mg/mL.

Tabela 11. Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao tratamento por ingestdo de particdes do extrato bruto metanolico de caule de Rawia sp. na
concentragdo 2,0 mg/mL.

Substincia Mortalidade acumulada (%) por dia
Md*
1 2 3 6 8 10 14 17 21 25§
Controle DietaPura 0 4 14 24 34 44 68 80 88 90 12a
PCD 6 20 48 82 90 90 96 98 100 100 4b
PCA 0 10 22 48 60 62 74 78 90 96 7,5a
PCH 2 16 28 52 62 62 80 82 90 94  6a

* Letras distintas em relag@o ao controle indicam diferenga significativa de acordo com a interpretacdo do teste
“log-rank” (p<0,05).
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6.2. Testes de nebulizagao

6.2.1. Intoxicacio das formigas

As formigas tratadas nos bioensaios de nebulizacdo ndo apresentaram sintomas de
intoxicagdo para nenhum extrato de Rauia sp. testado, comportando-se semelhantemente ao
controle, que recebeu nebulizagao somente de 6leo de soja.

As operarias ficaram agitadas durante a aplicagdo e transportaram as crias para outros
locais do jardim de fungo, porém, ap6s 24 horas da aplicagdo esse comportamento havia

desaparecido.

6.2.2. Corte de folhas

Na Figura 15 estdo representadas as porcentagens de folhas cortadas a partir de 24
horas de seu oferecimento.

Nas colonias tratadas com os extratos brutos metandlicos de folhas e caule de Rauia
sp. o corte de folhas foi feito em menor propor¢do em comparagdo ao controle, € somente no
primeiro dia ap6s a aplicagdo de nebulizacdo. A partir do segundo dia o corte foi paralisado.

A redugdo do corte de folhas pelas formigas nas colonias nebulizadas com os extratos
brutos diclorometanicos de folhas e caule de Rauia sp. foi semelhante ao grupo controle.
Nessas colonias, o corte de folhas ndo sofreu alteragdo ao longo do experimento, as formigas

cortavam praticamente toda folha oferecida.
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Figural5. Corte de folhas em colonias de Atta sexdens rubropilosa mantidas em laboratorio e submetidas a

nebulizagdo com extratos brutos de folhas e caule de Rauia sp.

6.2.3. Mortalidade de formigas

Houve uma mortalidade alta nas coldnias tratadas com os extratos brutos metanoélicos,
de folhas e de caule de Rauia sp., desde o inicio do bioensaio. Essa mortalidade chegou a
100% das operarias mortas nos dias 14 e 12 de experimento, respectivamente.

Nos tratamentos com extratos brutos diclorometanicos, folhas e do caule, houve uma
mortalidade inicial de 25% de operarias mortas no dia seguinte a aplicagdo da nebulizacao,
depois os ninhos se recuperaram ao longo do experimento, passados alguns dias.

Nas coldnias do grupo controle também houve uma mortalidade de 25% das formigas
no dia seguinte a aplicagdo da nebulizacdo, depois os ninhos também se recuperaram, como
no tratamento com extratos brutos diclorometanicos de folhas e caule, mas essa recuperacao

foi mais rapida e ndo houve mais morte de operarias até o final do bioensaio (Figura 16).
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Figural6. Mortalidade de formigas em colonias de Atfa sexdens rubropilosa mantidas em laboratorio e

submetidas a nebulizagdo com extratos brutos de folhas e caule de Rauia sp.

6.2.4. Mudanca de panela

Nas coldnias tratadas com o extrato bruto diclorometanico do caule e com os extratos
brutos metanolicos, tanto das folhas quanto do caule, as operarias mudaram o jardim de fungo
e as crias de panela, transferindo-os para a panela de alimentagdo. Nas colonias tratadas com
extrato bruto diclorometinico da folha de Rauia sp. e nas colonias do controle tratadas

comente com 6leo de soja nao foi observada nenhuma mudanca de panela.

6.2.5. Presenca de fungo filamentoso

Nos tratamentos com extratos brutos metandlicos, de folhas e caule de Rauia sp.,
houve uma contaminagdo das coldnias por fungos filamentosos, em uma ou mais panelas.

No tratamento por extrato bruto metanolico do caule de Rauia sp. a contaminagao teve
inicio no 3° de experimento, apresentando um fungo branco na panela de lixo. Esse fungo
também ocorreu na panela do fungo simbionte e cresceu ao longo do experimento dentro da

colonia. A contaminagdo foi de 100% no 11° dia do bioensaio.
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Nas coldonias em que foi aplicada a nebulizacdo com extrato bruto metanolico da folha
de Rauia sp. houve o aparecimento de um fungo filamentoso no 4° dia de experimento, na
panela do fungo simbionte. Essa contaminacdo aumentou gradativamente até o 16° dia de
bioensaio em que a contaminacao era de 100% das coldnias, com o fungo presente também na
panela de lixo.

Nenhuma das colonias tratadas com os extratos brutos diclorometanicos, tanto das
folhas quanto do caule, apresentou fungos filamentosos. O mesmo aconteceu com o grupo
controle (Figura 17).

Nao foi feita a identificacdo do fungo filamentoso presente nas colonias. Estima-se

que seja um fungo do género Escovopsis pela morfologia bem caracteristica do género.
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Figural7. Presenca de fungos filamentosos em colonias de Atta sexdens rubropilosa mantidas em laboratorio e

submetidas a nebulizagdo com extratos brutos de folhas e caule de Rauia sp.
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6.2.6. Reducio do jardim de fungo

Nas colonias nebulizadas com extratos brutos metanolicos, de folhas e de caule, o
fungo regrediu muito, cerca de 75%, logo no primeiro dia do experimento, ficando com um
aspecto de queimado (Figura 18). Em nenhuma dessas colonias o fungo se recuperou. No 17°
dia de experimento, a redugao foi de 100% nas coldnias tratadas com extrato bruto metanolico
das folhas. E nas colonias nebulizadas com extrato bruto metandlico do caule, a redugao total
do fungo ocoreu no 16° dia de bioensaio.

Nao ocorreu redugdo no jardim de fungo nas coldnias tratadas apenas com o 6leo de
soja (controle), como mostra a Figura 19, e nem nas colonias tratadas com os extratos brutos

diclorometanicos das folhas e do caule de Rauia sp. (Figura 20).

Figura 18. Ninho incipiente de Atta sexdens rubropilosa, tratado com nebulizagdo de extrato bruto metanolico

de folha de Rauia sp., com redugdo do fungo simbionte.
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Figura 19. Ninho incipiente de Atta sexdens rubropilosa, tratado com nebulizagdo sem nenhum extrato bruto de

Rauia sp. (controle), sem redugdo do fungo simbionte.

Figura 20. Ninho incipiente de Atta sexdens rubropilosa, tratado com nebulizagdo de extrato bruto

diclorometanico de folha de Rauia sp., sem redug@o do fungo simbionte.
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6.2.7. Corte de fungo

Todas as coldonias testadas com extratos brutos de caule e folhas de Rauia sp.
apresentaram corte de fungo. As operdrias cortaram pedagos do fungo simbionte e
descartaram como lixo, na panela de lixo. A Figura 21 representa o corte de fungo do
conjunto das colonias.

Esse comportamento pode indicar que as formigas interpretaram parte do fungo
simbionte como invidvel para alimentag¢do, pela presenga de uma substancia tdxica por
exemplo, e descartaram essa por¢ao de fungo como lixo.

Nas coldnias tratadas com extratos brutos metanolicos, tanto das folhas quanto do
caule de Rauia sp., observa-se um aumento gradual do corte do fungo simbionte, desde o dia
seguinte a nebulizacdo até o 17° de experimento, em que 100% do fungo foi cortado, em
ambos tratamentos.

As coldnias tratatas com extrato bruto diclorometanico das folhas apresentou um corte
de fungo inicial de 25% como no controle, e esse corte aumentou um pouco a partir do
segundo dia, se mantendo até ao fim do bioensaio com 33% do fungo cortado. As coldnias
tratadas com extrato bruto diclorometdnico do caule apresentaram um comportamente
semelhante, sendo que a taca de 33% do fungo cortado foi atingido no 6° de experimento, se
mantendo assim até o fim do periodo do bioensaio.

No grupo controle foi observado um corte de fungo de 25% um dia apos a aplicacdo

da nebulizacdo, depois esse corte foi paralisado.
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Figura 21. Corte do fungo simbionte em colonias de Atta sexdens rubropilosa mantidas em laboratorio e

submetidas a nebulizagdo com extratos brutos de folhas e caule de Rauia sp.
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7. DISCUSSAO

As formigas cortam uma grande quantidade e variedade de vegetais, porém nem
sempre na mesma intensidade. Elas sdo seletivas e exibem preferéncia a algumas espécies de
plantas (HOWARD, 1988). Essa preferéncia deve-se, principalmente, aos fatores quimicos,
como terpenooides e alcaldides presentes nesses vegetais (HUBBELL et al., 1984). As plantas
desenvolvem defesas quimicas contra a herbivoria dos insetos por coevolucao (EHRLICH;
RAVEN, 1964), e assim ¢ criada uma complexa inter relacdo entre ambos. Isso tem feito
aumentar o interesse na andlise de seus constituintes quimicos e seus efeitos sobre as formigas
cortadeiras.

Segundo JACOBSON (1989), os derivados botanicos mais promissores estao
presentes nas familias Meliaceae, Rutaceae, Asteraceae e Canellaceae. Além disso, as familias
Lamiaceae e Myrtaceae também estdo entre as plantas inseticidas com resultados notaveis
devido, principalmente, a presen¢a dos 6leos essenciais (ISMAN, 2000).

A familia Rutaceae tem sido estudada em diversas areas por conter uma grande
quantidade de metabolitos secundarios. Muitos desses estudos sdo voltados para o controle de
formigas cortadeiras. Substancias presentes em algumas espécies dessa familia, como
limonoides isolados de caule de Raulinoa echinata, provocaram alta mortalidade em operarias
de Atta sexdens rubropilosa (BIAVATTI et al., 2005). Outras espécies desse grupo ja foram
testadas contra o fungo simbionte de formigas cortadeiras e foi comprovada a toxicidade de
algumas cumarinas presentes nesses vegetais (BIAVATTI et al., 2002; GODOY et al., 2005).

Os resultados do presente trabalho revelaram que extratos brutos e suas fragdes de
folhas e caule de Rauia sp. possuem efeitos toxicos para operarias de Atta sexdens
rubropilosa. Esses efeitos foram observados tanto nas fragdes obtidas a partir do extrato bruto
diclorometanico de folhas quanto nas obtidas a partir do extrato bruto diclorometanico do
caule. As fracdes mais polares da folha foram mais toxicas e, por outro lado no caule, as
fragdes menos polares foram as mais toxicas. Isso pode evidenciar a presenca de compostos
diferentes nos extratos brutos diclorometanicos de folhas e caule. O mesmo fato ndo ocorreu
com as parti¢des obtidas a partir dos extratos brutos metandlicos, pois em ambos a parti¢cao
mais toxica foi a de menor polaridade, o que sugere que nos extratos brutos metanolicos de
folhas e caules pode conter composi¢cdes semelhantes. Essa hipdtese podera ser confirmada
com futuras analises quimicas, em que os compostos presentes nesse vegetal possam ser

isolados e identificados.
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A fracdo de menor polaridade obtida dos extratos brutos metanolicos (de folhas e
caule) foi a fragdo diclorometanica. Em estudos anteriores, foi isolada e identificada uma
cumarina nessa fracdo chamada rauianina, que ¢ caracteristica do género Rauia (FACHINNI,
2006). Esta cumarina ja foi testada contra as formigas cortadeiras e seu fungo simbionte, se
mostrando muito toxica a ambos (FACHINNI, 2006).

HILL; SCHOONHOVEN (1981) observaram que alguns 4cidos graxos presentes nos
Oleos vegetais tém efeito inseticida para pragas de graos armazenados. O modo de ag¢ao dos
Oleos vegetais sobre os insetos ainda nao estd totalmente elucidado. Existem trabalhos com
insetos e acaros sugerindo que o 6leo atinge, principalmente, o sistema respiratorio desses
animais, interferindo na respiragdo normal e causando sufocamento que, consequentemente,
causa a morte (DAVIDSON et al., 1991). Outros estudos revelaram que os 6leos devem agir
no sistema nervoso do inseto pelo aumento da permeabilidade da membrana do neurdnio a
troca de ions, causando acentuada excitabilidade das células nervosas (TAVERNER et al.,
2001). A maioria dos inseticidas tem seu modo de agdo ligado ao sistema nervoso. Alguns
trabalhos na literatura consideram que a atividade inseticida dos Oleos vegetais esta
relacionada, principalmente, com a composicao de acidos graxos (VARMA; PANDEY, 1978;
MESSINA; RENWICK, 1983; DON PEDRO, 1990).

Estudos anteriores sobre a toxicidade de extratos vegetais para formigas cortadeiras
revelaram resultados promissores. Fragdes de folhas de  Canavalia ensiformis foram
significativamente toxicas para operarias de Atta sexdens rubropilosa (TAKAHASHI-DEL-
BIANCO, 2002; MORINI, 2005). Sementes e folhas de Sesamum indicum também
apresentaram os acidos graxos como toxicos as formigas em experimentos realizados em
laboratorio (RIBEIRO et al., 1998; HEBLING-BERALDO at al., 1984; BUENO et al., 1995,
2004a,b; MORINI et al., 2005).

A Azadirachta indica, popularmente conhecido como nim (neem), possui uma
substancia presente no 6leo de alta polaridade muito toxica aos insetos, a azadiractina, capaz
de inibir a oviposicdo e o crescimento, diminuir o apetite e a fecundidade
(SCHUMUTTERER, 1990). Extratos aquosos das folhas do nim ja foram utilisados para o
controle de Spodoptera frugiperda (PRATES et al., 2003). Também houve redugdo da
sobrevivéncia de individuos de Diaprepes abbreviatus que foi alimentada com uma dieta que
continha extratos de nim (WEATHERSBEE; TANG, 2002). Trabalhos com Anastrepha
fraterculus, a mosca-da-fruta, revelaram que o nim possui uma ac¢ao toxica contra esses
insetos, reduzindo a postura e interferindo no desenvolvimento larval e pupal dos individuos

(SALLES; RECH, 1999).
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Em trabalhos realizados com formigas cortadeiras, o 6leo bruto de Azadirachta indica
apresentou toxicidade para operdrias de Atta sexdens rubropilosa, quando oferecido na forma
de ingestdo, em bioensaios semelhantes aos do presente trabalho (SANTOS-OLIVEIRA,
2006). Por outro lado, ele ndo apresentou efeito toxico para as colonias incipientes de
formigas quando aplicado em forma de nebulizagdo, nem em forma de iscas granuladas, ou
seja, apresentou toxicidade a formiga, mas ndo suficiente para eliminar a colénia (SANTOS-
OLIVEIRA, 2006).

O oleo bruto de Carapa guianensis € toxico tanto para satva-limdo quanto para seu
fungo simbionte (AMBROZIN, 2000; AMBROZIN et al., 2006). Em trabalhos anteriores
pode-se verificar essa agdo toxica do 6leo aplicado na forma de ingestdo, e de aplicagdo topica
(SANTOS-OLIVEIRA, 2006).

Outras plantas apresentam efeito deletério para Atta sexdens rubropilosa verificado
por estudiosos, como a Ricinus communis (TORKOMIAN, 1994; ACACIO-BIGI et al., 1998;
ACACIO-BIGI et al., 2004). Estudos revelaram que esse vegetal ¢ toxico também para o
fungo simbionte da sativa em concentragdes baixas, de 5,0 mg/mL, e essa toxicidade se da
pela presenca de acidos graxos de longas cadeias saturadas (ACACIO-BIGI et al., 2004).

Individuos de colonias de Atta sexdens L. alimentadas diariamente com folhas de
Ipomoea batatas tiveram interferéncia em seu metabolismo respiratério com o aumento da
taxa respiratoria sugerindo a ocorréncia de efeitos fisioldgicos nos adultos dessas formigas
(HEBLING et al., 2000b). Além disso, em colonias alimentadas com folhas de /. batatas ha a
inibicao do crescimento do fungo (HEBLING et al., 2000b). Utilizando uma metodologia
semelhante a do presente trabalho, BUENO (2002) observou uma mortalidade significativa de
formigas nos bioensaios com Cedrela fissilis, indicando a presenca de substancia(s) toxica(s)
nessa planta (BUENO et al., 2005).

Efeitos toxicos também foram observados por extratos organicos obtidos a partir de
frutos, galhos e folhas da espécie vegetal Cipadessa fruticosa sobre as formigas cortadeiras,
além de inibir em 80% o desenvolvimento de seu fungo simbionte (LEITE et al., 2005).

Alguns o6leos brutos de plantas como E. guineensis, R. communis e S. indicum,
revelaram toxicidade para as formigas cortadeiras em bioensaios por ingestdo, mas nao
apresentam intoxica¢do nas formigas, nem redu¢do do ninho quando aplicados em forma de
nebulizacdo (SANTOS-OLIVEIRA,2006). Segundo HILL; SCHOONHOVEN (1981), a agao
toxica de E. guineensis pode ser devido a fragdes de triglicerideos presentes nesse vegetal.

O oleo bruto da planta Anacardium occidentale foi toxico para a formiga Atta sexdens

rubropilosa tanto na forma de ingestdo, quanto na forma de aplica¢do topica (SANTOS-
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OLIVEIRA, 2006). Esse 6leo ndo se mostrou toxico quando foi incorporado em iscas
granuladas em experimentos anteriores (SANTOS-OLIVEIRA, 2006). Quando aplicado em
bioensaios, sobre a forma de nebulizacao, o 6leo bruto causou um aumento na mortalidade
das operarias, como o extrato bruto diclorometanico de Rauia sp.. Fungos filamentosos foram
verificados nas colOnias tratadas com esse 6leo e com os extratos de A. occidentale, € esse
aparecimento se deve provavelmente ao enfraquecimento das barreiras de defesa da colonia e

a debilitacdes ocasionadas pela aplicacao desse tratamento (SANTOS-OLIVEIRA, 2006).

Resultados semelhantes foram observados no presente trabalho. Os ninhos nebulizados
com os extratos brutos de folhas e de caule de Rauia sp. obtidos com o solvente metanol
apresentaram o jardim de fungo totalmente contaminado por outros fungos, o que levou a
extingdo ao longo do experimento. A presenga de fungos filamentosos, como o Escovopsis,
que sdo parasitas antagonistas do fungo simbionte das formigas cortadeiras, causa grandes
impactos as condigdes e a sobrevivéncia dos ninhos, pois diminuem a taxa de crescimento do
fungo simbionte e reduz a sobrevivéncia das formigas (CURRIE, 2001 a; 2001 b). A
cumarina rauianina estd presente no extrato bruto metanolico de Rauia sp. e ela € toxica tanto
a formiga cortadeira quanto ao seu fungo simbionte (FACHINNI, 2006). Bioensaios
anteriores revelaram que essa cumarina reduziu a sobrevivéncia do fungo simbionte da
formiga em 100% (FACHINNI, 2006), como aconteceu também no presente trabalho.

A toxicidade do dleo e de extratos da castanha A. occidentale foi relatado por
MENDONCA et al. (2005) em estudos com larvas do mosquito Aedes aegypti, em que foi
verificada uma alta mortalidade para as larvas desse inseto. Cerca de 70% dos constituintes
presentes na casca da castanha de caju sdo os acidos anacérdicos, compostos fendlicos
biosintetizados a partir de dcidos graxos (AGOSTINI-COSTA et al., 2005).

Os efeitos toxicos dos extratos brutos e fragdes de folhas e caule de Rauia sp.
verificados no presente trabalho devem estar relacionados a composi¢do desses extratos. Os
acidos graxos, as cumarinas, as lignanas, os terpenodides sdo exemplos de compostos que
possuem uma grande atividade bioldgica, e podem estar ligados diretamente a toxicidade dos
vegetais sobre os insetos. Existe a necessidade de novos estudos a fim de isolar, e identificar
0s compostos que apresentem toxicidade as formigas.

A continuidade dessa linha de trabalho realizado por BONDANCIA (2009) envolveu a
realizacdo de um estudo fitoquimico dos extratos e fragdes de Rauia sp. que revelarou a
presenca de esterdides, sesquiterpenos, cumarinas, acidos graxos, alcaloides, e flavonoides

glicosilados como possiveis responsaveis pela atividade toxica as satvas. Até o momento, ndo
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foi possivel a realizacdo de novos testes, pois ndo se obteve massa suficiente dos grupos de

compostos identificados.
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8. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Metabolitos secundarios presentes nas folhas e no caule de Rauia sp. apresentaram
atividade toxica para operarias de Atta sexdens rubropilosa diminuindo sua longevidade,
como evidenciado em bioensaios por ingestdo (“in vitro”).

Os testes de nebulizacdo (“in vivo”) confirmaram a presenca de acdo deletéria dos
extratos e fragdes de Rauia sp. ao sauveiro como um todo uma vez que levou a extingdo em

poucos dias.
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