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1 INTRODUCAO

As formigas t€ém um papel importante nos ecossistemas da Terra, pois mantém as
condi¢cdes quimicas e fisicas do solo, bem como a homeostase do ambiente, além de serem
polinizadoras de plantas e dispersoras de sementes (BROWN Jr., 2000; HOLLDOBLER;
WILSON, 1990). Porém, em determinados ambientes onde ndo ha certo equilibrio, elas
podem se tornar pragas, prejudicando as atividades agricolas e levando bactérias e outros
micro-organismos de um lugar para outro.

As formigas cortadeiras pertencem a familia Formicidae, subfamilia Myrmicinae, tribo
Attini. Os géneros mais derivados, Acromyrmex (quenquéns) e Atta (sauvas), sao herbivoros
dominantes em muitos ecossistemas, além de ocuparem uma posicdo importante dentre as
pragas agricolas (WILSON, 1980). Elas possuem colonias bem desenvolvidas, polimorfismo
funcional das operarias e, nas espécies de Atta, uma distinta casta de soldados (STRADLING,
1991).

As plantas, normalmente cortadas por formigas cortadeiras, sdo utilizadas como
substrato para crescimento de um fungo simbionte, Leucoagaricus gongylophorus Singer
(Moller), que serve de alimento para as larvas e adultos de formigas (HEBLING-BERALDO
et al., 1991). Entretanto, ja foi determinado que as operarias adultas de formigas cortadeiras
também ingerem liquido proveniente dos tecidos das folhas cortadas para satisfazer alguns de
seus requerimentos metabolicos (LITTLEDYKE e CHERRETT, 1975; QUINLAN e
CHERRETT, 1979).

As sauvas sdo responsaveis por grandes danos econdmicos em areas agricolas, devido
ao grande tamanho dos sauveiros, que, por esse motivo, necessitam de um enorme volume de
folhas para o cultivo do fungo (HOWARD, 1988). Ha varios trabalhos que demonstram os
danos causados pelas cortadeiras em areas agricolas e de pastagens, mas nao hd muitos relatos
sobre os danos em areas urbanas. Sabe-se, porém, que elas ocorrem em jardins, parques,
hortas e na arborizagao das ruas (JUSTI Jr. et al., 1996).

Os prejuizos ocasionados por estas formigas sdo mencionados desde o século XVI,

mas as medidas de controle sdo ainda insuficientes (MARICONI, 1970). Além disso, todas as
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formas de controle apresentam custos elevados, efeitos temporarios e, muitas vezes, causam
danos ao ambiente (WILLIAMS, 1990).

O controle quimico de pragas de plantas cultivadas constitui-se uma das principais
preocupagdes ecologicas, devido aos efeitos maléficos causados pelos agrotoxicos, sobre o
ambiente, 0 homem e outros animais. Como consequéncia deste fato, nos ultimos anos tem
aumentado a pesquisa na busca de alternativas para o controle de insetos pragas. Uma delas ¢
utilizar produtos que possam substituir estes agrotoxicos por outros com degradacao rapida,
que sejam mais especificos e que causem, portanto, menos danos ao ambiente.

O Centro de Estudos de Insetos Sociais da UNESP de Rio Claro, em colaboragdo com
pesquisadores do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Sdo Carlos, vém
desenvolvendo, ha algum tempo, estudos que utilizam plantas indicadas pelo conhecimento
popular para o controle de formigas cortadeiras.

O objetivo do trabalho foi verificar os efeitos toxicos de alguns produtos ativos
naturais sobre as formigas cortadeiras pertencentes a subespécie Atta sexdens rubropilosa,
com o intuito de encontrar um método eficiente de controle, mas que ndo seja tdo prejudicial

para a flora e a fauna.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 As formigas cortadeiras e o fungo simbionte

As formigas pertencentes a familia Formicidae, subfamilia Myrmicinae, tribo Attini
caracterizam-se por serem simbiontes obrigatorias do fungo Leucoagaricus gongylophorus
Singer (Moller), que ¢ a principal fonte de alimento das larvas, além de ser parte da
alimentacdo dos adultos (QUINLAN e CHERRETT, 1979; MUELLER, 2002). Elas
compreendem cerca de 215 espécies dentro de 13 géneros (BROWN Jr., 2000; BRANDAO e
MAYHE-NUNES, 2001) ¢ Atta e Acromyrmex representam as formigas cortadeiras de folhas
que cultivam seu fungo predominantemente sobre fragmentos frescos de origem vegetal
(HOLLDOBLER e WILSON, 1990).

A simbiose existente entre o fungo e as formigas ¢ benéfico para ambos (SCHULTZ et
al., 2005) e pode ser percebida entre os custos e beneficios desta relagcdo: as formigas sio
beneficiadas pela quebra de enzimas que possibilitam a detoxicagdo de compostos
secundarios provenientes dos vegetais e que poderiam atuar como inseticidas (LITTLEDYKE
& CHERRETT, 1978; NORTH et al., 1997, 1999); por outro lado, o fungo se beneficia pelo
ambiente livre de competidores, ja que as formigas produzem compostos antibidticos
(CURRIE e STUART, 2001). Assim, existe uma relacdo de interdependéncia entre as
formigas e o fungo, na qual a auséncia de um acarretaria no desaparecimento do outro
(CURRIE et al., 1999).

A associacdo simbionte entre formigas e fungo data de aproximadamente 50 milhdes
de anos (SCHULTZ, 1999; MUELLER et al., 2001). Esse mutualismo teria origem com uma
espécie ancestral Attini, que era forrageadora generalista e cultivava o fungo facultativamente.
Com o passar do tempo, esta relacio passou a ser obrigatéria (MUELLER, 2002).
Considerando este fato, surgiram diversas hipoteses para explicar a simbiose entre os dois

organismos: (1) fornecimento de sementes; (2) micorrizas; (3) madeira podre; (4) cadaveres
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de artropodes; (5) paredes dos ninhos; (6) fezes de formigas e (7) pellets infrabucal
(MUELLER et al., 2001).

As formigas dos géneros Atta e Acromyrmex apresentam distribuicdo geografica desde
os Estados Unidos até a Argentina (WEBER, 1970; FARJI-BRENER e RUGGIERO, 1994),
sendo inexistentes nas regides transandinas da América do Sul (WEBER, 1970; FOWLER,
1983; FARJI-BRENER ¢ RUGGIERO, 1994), em algumas ilhas das Antilhas na América
Central (MARICONI, 1970; DELLA LUCIA, 1993) e em altitudes acima de 2500 metros
(HOLLDOBLER e WILSON, 1990).

No Brasil, ocorrem 21 espécies do género Acromyrmex (GONCALVES, 1961;
FOWLER et al., 1986; FOWLER, 1988) e 9 espécies do género Atta (DELABIE, 1998),
inclusive a subespécie Atta sexdens rubropilosa, conhecida como “satva limdo” e
considerada a mais amplamente distribuida e que causa maiores danos as lavouras
(GONCALVES, 1963).

As formigas do género Atta sdo insetos sociais que habitam ninhos subterraneos,
caracterizados por numerosas camaras e galerias (MARICONI, 1970). A organizagdo social ¢
caracterizada pelo acentuado polimorfismo e pela divisdo nas tarefas entre os individuos da
colonia. A casta das jardineiras, operarias com capsula cefalica entre 0,8 ¢ 1,0 mm, ¢
responsavel pela manutengdo do jardim de fungo e pelo cuidado com as crias; a casta das
operarias generalistas, que possuem capsula cefalica aproximada de 1,4 mm de largura, tem a
tarefa de explorar novos recursos alimentares, escavar ninhos e realizar o corte e o transporte
do material vegetal; a casta dos soldados, operdrias que possuem largura da céapsula cefalica
de aproximadamente 3,0 mm, desempenha a fun¢do de defender a colonia, podendo,
ocasionalmente, cortar e transportar material vegetal. Além de todas as castas citadas, existe a
rainha, responsavel por promover o aumento da colonia. As formas aladas i¢as (f€émeas) e
bitus (machos) aparecem apenas em época reprodutiva (WILSON, 1980; FORTI e
BOARETTO, 1997).

2.2 Seletividade de plantas pelas formigas cortadeiras

Apesar de as sauvas cortarem folhas e flores de varias espécies vegetais, elas

apresentam certas preferéncias (BLANTON e EWEL, 1985).
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Frequentemente, as espécies de plantas introduzidas s3o mais suscetiveis ao ataque das
formigas cortadeiras (CHERRETT, 1972), enquanto algumas espécies nativas sao imunes a
este ataque (LITTLEDYKE e CHERRETT, 1975, 1978).

Num estudo de Cherrett e Seaforth (1970), houve uma andlise sobre as preferéncias
das sauvas, com o objetivo de identificar as substancias quimio-estimulantes que tornavam
Citrus paradisi (toranja) e Hibiscus rosa-sinensis atraentes para as formigas. Das fragdes que
foram purificadas, a mais ativa consistiu principalmente de carboidratos, aminoacidos, acido
fenolico e outros glicosideos, com resultados similares para ambas as plantas.

As formigas sdo consideradas insetos altamente organizados e engenhosos, que podem
identificar quase que imediatamente qualquer substancia que interfira na vida normal da
colonia (FONTES e PETENUCCI, 1972). Segundo Barrer e Cherrett (1972), a seiva liberada
pelas folhas a partir do corte, ja seria o suficiente para levar informacdes quimicas do vegetal
as formigas.

Rockwood (1976) relatou que a selecdo de plantas cortadas pelas formigas do género
Atta estd relacionada com as diferengas no valor nutritivo, teor de umidade e compostos

secundarios.

2.3 Biologia das Sauvas

Uma vez por ano, as colonias de Atta produzem machos e fémeas alados para que haja
a reproducdo. Na regido sudeste, este fendmeno ocorre nas primeiras chuvas da primavera.

O acasalamento ¢ realizado a partir da revoada (também chamada de voo nupcial), que
geralmente acontece em dias claros, quentes e umidos. ApoOs algum tempo sobre o
formigueiro, as icas (fémeas) levantam voo, sendo seguidas pelos bitus (machos). Quando a
revoada se torna geral, o acasalamento acontece no ar (MARICONI, 1970).

As fémeas de Atta sexdens rubropilosa sdo capazes de acumular de 200 a 320 milhdes
de espermatozdides em sua espermateca e podem copular com 5 a 8 machos, pois cada um
deles possui de 40 a 80 milhdes de espermatozoides (DELLA LUCIA e BENTO, 1993).

Imediatamente apds a fecundacdo, as icds retornam ao solo, livram-se das asas e
procuram locais de vegetagdo menos densa para iniciar a escavagdo de seu ninho (DELLA
LUCIA, 1993). Elas escavam um canal de aproximadamente 8,5 a 18 cm de profundidade,
construindo a primeira camara onde o fungo simbionte trazido por ela em sua cavidade

infrabucal da colonia de origem, ¢ regurgitado (WILSON, 1980).
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2.4 Formigas cortadeiras como pragas

As formigas cortadeiras dos géneros Atta e Acromyrmex siao consideradas pragas
importantes nas regioes tropicais americanas. Isso porque a densidade populacional aumenta
muito, através da proliferacdo de colonias, que possuem grande capacidade de colonizagdo e
forrageamento. Essa caracteristica, quando aliada a ambientes em desequilibrio ecologico por
acdo antropica, propicia condigdes ideais para o desenvolvimento destas formigas.
(CHERRETT, 1986; DELLA LUCIA e FOWLER, 1993).

As cortadeiras sao responsaveis por danos econdmicos em reflorestamentos (VILELA,
1986; ANJOS et al., 1998; OLIVEIRA et al., 1998; PERREIRA et al., 1999), na agricultura
(MARICONI, 1970; CHERRETT, 1986) e em pastagens (AMANTE, 1967; FOWLER et al.,
1986). Além destes prejuizos, existem outros problemas de forma indireta, como a grande
quantidade de agrotdxicos que sdo aplicadas na tentativa de controle destes insetos, o que
afeta a satlde humana e de outros animais (DELLA LUCIA e FOWLER, 1993), além de trazer

prejuizos ao meio ambiente.

2.5 Controle das formigas cortadeiras

Em razao dos danos econdmicos que causam, principalmente nas areas de culturas
agricolas, as sauvas tém sido alvo de varias tentativas de controle, que incluem desde receitas
caseiras, que passam de geracdo para geracdo, até recursos de alta tecnologia, que nao
apresentaram resultados muito significativos (DELLA LUCIA e VILELA, 1993).
Atualmente, estas formigas podem ser controladas com barreiras mecanicas ¢ métodos

culturais, bioldgicos e quimicos.

2.5.1 Controle mecanico

O controle mecanico de formigas cortadeiras se d& pela 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 areas e onde os ninhos

estejam superficiais, porém o esforco demandado ¢ grande (DELLA LUCIA et al., 1993). Na
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pratica, torna-se invidvel em areas de plantios comerciais, em reflorestamentos e sistemas de

pastagens (FORTI e BOARETTO, 1997).

2.5.2 Controle cultural

O controle cultural consiste em arar determinada area, dentro do prazo de 4 meses do
inicio do formigueiro. E um método importante para formigueiros pequenos, que serdo
eliminados 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, j4 que mexer no solo pode descaracterizar parcialmente o formigueiro, cessando a
sua atividade por certo periodo de tempo e dando a falsa impressao de que foi controlado.

Além disso, acaba dificultando a sua posterior localizacdo (FORTI e BOARETTO, 1997).

2.5.3 Controle biologico

O controle biolodgico consiste no emprego de predadores, parasitas € micro-organismos
(fungos, bactérias e virus) que utilizam a formiga cortadeira como hospedeiro (FORTI e
BOARETTO, 1997). Existem algumas dificuldades neste tipo de controle, dentre as quais esta
a detec¢dao de micro-organismos através das antenas destas formigas (KERMARRECA et al.,
1993). Assim, a introdug¢do de inimigos naturais ainda ndo pode ser considerada uma
estratégia de controle para as formigas cortadeiras. Deve, contudo, ser sempre lembrado como

técnica de manejo integrado de pragas (DELLA LUCIA e VILELA, 1993).

2.5.4 Controle quimico

Existem varias estratégias de controle quimico, que sdo diferenciadas essencialmente

pela formulacao e pelo tipo de aplicagdo dos inseticidas. Sao elas:

Fumigantes: o método consiste na utilizagdo de gases toxicos, como o brometo de metila.
Apesar de ser altamente eficaz, exige mao de obra especializada para a aplicacdo, além de ser

uma alternativa de alto custo e alta periculosidade ao aplicador (DELLA LUCIA e VILELA,



18

1993; FORTI e BOARETTO, 1997). Além disso, o brometo de metila estd incluido na lista de
substancias que destroem a camada de ozonio. Sendo assim, segundo o informativo do
Programa Nacional de Eliminacao do Brometo de Metila, os paises que assinaram o Protocolo

de Montreal em 1987, devem eliminar completamente seu uso até 2015.

Pés-quimicos: formicidas que possuem acdo de contato. A aplicagdo consiste em polvilhar
estes produtos com o uso de equipamentos manuais. A agdo ¢ limitada, ja que o produto nao
atinge todas as camaras de ninhos adultos, além de grande parte ficar aderida ao solo, por
causa da umidade. Entre 24 e 48 horas antes da aplicagdo, deve-se remover a terra solta dos

formigueiros (BOARETTO e FORTI, 1997).

Iscas granuladas: sao formuladas em pellets e constituidas de principio ativo toxico aliado a
um substrato atrativo (FORTI e BOARETTO, 1997). Os pellets sao colocados proximos ao
formigueiro e transportados pelas formigas para dentro da colonia. A aplicagdo ¢ facil, por
nao necessitar de ferramentas especificas, além de ser um método econdmico e eficiente.
Porém, ndo pode ser utilizado em periodos chuvosos (ANJOS et al., 1993; DELLA LUCIA e
VILELA, 1993), além de intoxicar, também, as espécies que nao sao alvo (RAMOS et al.,
2003).

Termonebulizacdo: consiste na introducao, através dos olheiros, de um inseticida veiculado
em Oleo mineral ou diesel sob a agao de calor, o que produz pequenas particulas semelhantes
a “fumaca” téxica dentro do formigueiro. Para isso ¢ utilizado um aparelho chamado de
termonebulizador (DELLA LUCA e VILELA, 1993; FORTI e BOARETTO, 1997). E um
método eficiente que permite a rapida paralisacdo das atividades do formigueiro (DELLA
LUCIA e VILELA, 1993). Pode ser aplicado em qualquer tipo de solo e ¢ eficiente até nos
grandes ninhos (FORTI e BOARETTO, 1997). Por outro lado, a manutencao do equipamento
possui custo elevado e ha necessidade de formulagdo especial do formicida (DELLA LUCIA

e VILELA, 1993).

Nebulizacao: para este método deve ser utilizado um aparelho chamado de Aero-system, que
permite criar particulas a frio. Alguns estudos indicam que esta técnica s6 ¢ eficiente em

formigueiros novos (FORTI e BOARETTO, 1997; BOARETTO e FORTI, 1997).
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Mesmo com suas varias restricdes, o controle quimico ¢ o Unico que apresenta
tecnologia disponivel para utilizagdo pratica no controle de formigas cortadeiras (JUSTI Jr. et
al., 1996). Apesar de ser o tipo de controle que mais apresenta resultados, ele ¢ prejudicial ao

meio ambiente, por contaminar o solo e pela possibilidade de causar problemas a fauna local.

2.6 Plantas toxicas as formigas cortadeiras ou ao fungo simbionte

Inicialmente, os produtos utilizados para controle de pragas eram naturais, obtidos a
partir de partes das plantas ou de minerais extraidos da terra (JACOBSON, 1989). Porém,
com o tempo, estes foram sendo substituidos por produtos sintéticos, que apresentavam efeito
mais rapido (VIEGAS Jr., 2003). No entanto, o uso em larga escala destes inseticidas causou
a contaminacao do ambiente e prejudicou organismos ndo alvo (BERENBAUM, 1989).

Por esses motivos, muitos pesquisadores voltaram a se interessar pelo controle de
pragas através de produtos naturais. A vantagem destes produtos € que ndo sao persistentes no
ambiente, além de ndo deixarem residuos nos alimentos e possuirem baixo custo (ROEL,
2001). Segundo Jacobson (1989), os derivados botanicos mais promissores sdo aqueles
pertencentes as familias Meliaceae, Rutaceae, Asteraceae, Annonaceae e Canellaceae. Isman
(2000) afirma que os 6leos essenciais, principalmente das espécies pertencentes as familias
Lamiaceae e Myrtaceae estdo entre os inseticidas naturais que apresentam resultados notaveis.

Reunindo alguns estudos, algumas substancias que se destacaram foram a piretrina,
extraida de Chrysanthemum (familia Compositae), a nicotina extraida de Nicotiana tabacum
(Solanaceae) e a rotenona, encontrada em algumas leguminosas (ADDOR, 1994; GODFREY,
1994).

As pesquisas priorizam as plantas que nao sdo cortadas pelas formigas, o que pode
representar uma indicacdo de que elas possuem alguns compostos quimicos, como
metabdlitos secundarios, que funcionam como repelentes. Como exemplo disso, pode-se citar
um estudo de 1983, de Hubbell & Wiemer. Eles isolaram o terpenoide epdxido cariofileno da
arvore tropical Hymenaea courbaril, da familia Caesalpiniaceae, que era repelente para as
formigas. Em seguida, Howard et al. (1988) descobriram que este composto era letal para o
fungo simbionte de Atta cephalotes.

Em 1979, Mullenax descobriu que, tratando colonias de Atta sp. com as folhas de
Canavalia ensiformis (fava-branca), familia Fabaceae, ocorria diminui¢do da atividade da

colonia. Ele sugeriu que isso acontecia por causa da desmetilomopterocarpina, que possui
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acao fungicida. Porém, Stradling & Powell (1992), acreditavam que os efeitos toxicos eram
causados pelo aminoacido canavanina. Monteiro et al. (1998) indicaram que os efeitos
inibitérios sobre o fungo eram decorrentes de uma mistura de acidos graxos, que foi isolada
dos extratos foliares da planta.

Mais tarde, Hebling et al. (2000) estudaram os efeitos toxicos das folhas frescas de
Canavalia ensiformis em colonias de Atta sexdens rubropilosa mantidas em laboratdrio,
observando alta taxa de mortalidade das formigas, bem como a redugdo da esponja fingica.
Apos 11 semanas de tratamento, o formigueiro estava extinto. Takahashi-del-Bianco (2002)
realizou bioensaios com operarias médias de Atta sexdens rubrobilosa e sugeriu que a
atividade toxica da planta estaria relacionada a mistura de agucares € a misturas complexas de
acidos graxos.

O gergelim (Sesamum indicum), familia Pedaliaceae, é outra planta bem estudada.
Colonias de Atta sexdens rubropilosa tratadas exclusivamente com as folhas de gergelim
apresentaram redu¢do do jardim de fungo e alteragdes no comportamento das operarias. O
resultado foi a extingdo dos formigueiros (BUENO et al., 1995). Analises das plantas
revelaram a presenca de compostos com efeitos inibitorios ao fungo e toxicos as formigas
(PAGNOCCA et al., 1990). Hebling-Beraldo (1991) verificou que as colonias tratadas com
folhas de gergelim apresentavam alteracdes no metabolismo respiratério.

A presenca de lignanas nas sementes ¢ fundamental para inibir o fungo. Entre estes
compostos estdo a sesamina € a sesamolina, que sdo sinergistas de varios inseticidas
(PAGNOCCA et al., 1996). Morini et al. (2005), descobriu que a toxicidade para as formigas
esta relacionada a grande quantidade de lipidios da semente. Nas folhas, a toxicidade ¢
proveniente de uma mistura complexa de actcares (BUENO et al., 2004b).

Uma linha de pesquisa relacionada ao estudo de plantas toxicas as formigas
cortadeiras ¢ desenvolvida hd quase 30 anos por pesquisadores do Centro de Estudos de
Insetos Sociais (CEIS) do Instituto de Biociéncias da UNESP de Rio Claro em parceria com
pesquisadores do Labortorio de Produtos Naturais da Universidade Federal de Sao Carlos.
Assim, as plantas sdo testadas em bioensaios com as formigas. Em seguida, as que
apresentarem atividade, serdo fracionadas e testadas novamente. O processo ¢ repetido até que
os compostos toxicos sejam identificados e possam ser aplicados em colonias incipientes de
laboratério através de nebuliza¢do ou iscas granuladas. Se os compostos forem considerados
toxicos nos testes de laboratorio, passam a ser testados em colonias de campo (BUENO F.C.,

2005).
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2.7 Plantas utilizadas

As plantas escolhidas para serem testadas foram Magonia pubescens e Duguetia
lanceolata.

M. pubescens vem sendo estudada como alternativa de controle para larvas de Aedes
aegypti. Num trabalho de Arruda et al. (2003), larvas de A. aegypti no terceiro estadio de
desenvolvimento foram colocadas em frascos que continham solu¢ao do extrato desta planta,
o que resultou em agdes deletérias, principalmente nas células mesentéricas das larvas.

Outra potencial aplicagcdo toxica desta planta foi descoberta mais recentemente, por
Fernandes et al. (2008), contra as larvas do carrapato vermelho do cdo Rhipicephalus
sanguineus. As larvas foram colocadas em papel filtro impregnado com diferentes
concentragdes do extrato. A mortalidade ou falta de motilidade das larvas foi observada até
mesmo nas menores concentragdes, ainda que de forma branda em relagcdo as concentragdes
mais elevadas.

Em relagdo a D. lanceolata ndo existem, até o momento, trabalhos que tenham testado
seu potencial toxico. No entanto, ela pertence a familia Annonaceae, a qual apresenta como
um dos principais constituintes as acetogeninas. Estas acetogeninas sdo uma classe de

substancias que apresentam grande potencial citotdxico e genotdoxico (NASCIMENTO, 2008).

2.7.1 Magonia pubescens (Tingui)

A planta pertence a familia Sapindaceae. Possui 5 a 9 metros de altura, com tronco de
20 a 30 cm de diametro. As folhas s3o compostas paripenadas, possuindo de 3 a 6 pares de
foliolos glabros (LORENZI, 2000).

M. pubescens (Figura 01) se distribui do Ceara até Minas Gerais, Goias, Mato Grosso
do Sul e Mato Grosso, no Cerrado (LORENZI, 2000). A madeira ¢ resistente ao ataque de
organismos xiloéfagos. Os fungos xilofagos sdo os causadores das podriddes branca ou parda.
Eles sdo os responsaveis pelas maiores perdas causadas a estruturas de madeira, como postes,
dormentes e outras (PAES et al., 2005).

Segundo Lorenzi (2000), a madeira de M. pubescens ¢ empregada na construgio civil,
além de ser utilizada também para lenha e carvao. A infusdo da casca da raiz ¢ utilizada para
intoxicar peixes das lagoas, um método que torna mais fécil sua captura. A arvore € bastante

ornamental, principalmente por ter a folhagem com aspecto de renda, podendo ser empregada
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na composi¢do de jardins, pracas e arborizagio de ruas estreitas. E uma planta pioneira
adaptada a terrenos fracos, indicada para plantios de areas degradadas de preservacao
permanente.

Magonia pubescens ¢ uma planta decidua, heliofita, seletiva xerdfita. Ocorre em
frequéncia moderada, tanto em formagdes primarias como em secundarias, porém em terrenos
altos ¢ bem drenados. Produz anualmente uma quantidade moderada de sementes viaveis.

Floresce durante os meses de agosto e setembro (LORENZI, 2000).

Figura 01: Magonia pubescens: a. Arvore; b. Tronco; c¢. Madeira;
d. Folhas; e. Frutos; f. Sementes. Escala: quadrado = 1 X 1 cm. (Figuras
retiradas de LORENZI, 2000).
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2.7.2 Duguetia lanceolata (Pindaiva)

A planta Duguetia lanceolata (Figura 02) pertence a familia Annonaceae. Tem entre
15 e 20 metros de altura. Seu tronco tem 40 a 60 cm de diametro. As folhas sdao simples e
glabras. Ela ocorre em Minas Gerais, Sdo Paulo e Mato Grosso do Sul até o Rio Grande do
Sul, em especial na floresta semidecidua de altitude e na mata pluvial atlantica. A madeira ¢
pesada e de baixa resisténcia ao apodrecimento. Porém, tem resisténcia ao ataque de cupins. E
utilizada na construcgao civil e na confeccao de méveis (LORENZI, 2000).

A arvore ¢ esbelta e elegante, servindo para o paisagismo. Os frutos sdo comestiveis e
sao muito procurados pela fauna em geral. Apesar de apresentar crescimento lento, ela ¢
indicada para plantio em areas degradadas de preservagdao permanente.

D. lanceolata ¢ perenifolia e heliofita. Ocorre geralmente em agrupamentos
populacionais muito homogéneos em topos de morro onde o solo é bem drenado. E comum,
também, em varzeas e beira de rios, porém sempre em barrancos bem drenados. Ela ocorre
tanto no interior da mata primaria como em formacdes abertas e secundarias. Produz

anualmente uma pequena quantidade de sementes vidveis. Floresce durante os meses de

outubro e novembro (LORENZI, 2000).



Figura 02: Duguetia lanceolata: a. Arvore; b. Tronco; ¢. Madeira;
d. Folhas; e. Frutos; f. Sementes. Escala: quadrado = 1 X 1 cm.
(Figuras retiradas de LORENZI, 2000).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Origem das formigas

As operarias de Atta sexdens rubropilosa foram coletadas de formigueiros (Figura 03)
mantidos em laboratério no Centro de Estudos de Insetos Sociais, localizado no Instituto de
Biociéncias de Rio Claro.

Para a manutencdo destes formigueiros, sdo oferecidas, diariamente, folhas de
eucalipto, flocos de aveia e farinha de milho. Ocasionalmente, sdo oferecidas outras plantas

palataveis como Hibiscus, Ligustrum ou folhas ¢ pétalas de roseiras.

Figura 03: Formigueiro mantido no laboratorio de formigas cortadeiras do Centro de
Estudos de Insetos Sociais. A estrutura tem 1 metro de largura por 2 m de comprimento.
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3.2 Extracio das substancias

A extracao das substancias foi realizada pela aluna Vanessa de Cassia Domingues,
vinculada ao Laboratdrio de Produtos Naturais do Departamento de Quimica da Universidade
Federal de Sao Carlos, sob a coordenagdo do Prof. Dr. Jodo Batista Fernandes.

Apos a coleta das folhas, ramos, sementes e cascas dos frutos de Duguetia lanceolata,
o material foi seco em estufa de circulacao de ar a 40°C, por aproximadamente 72 horas.
Posteriormente, foi pulverizado em um moinho tipo Willey. Em seguida os pulverizados
foram submetidos a trés extragdes consecutivas com etanol, a temperatura ambiente, na
propor¢ao 5:1 (em que 5 é o volume de solvente e 1 é o peso do material vegetal), com
intervalo de trés dias entre cada extragdo, em repouso com etanol. Os extratos foram filtrados
e concentrados em evaporador rotativo. Foram obtidos os extratos DLER (ramos), DLEF
(folhas), DLECaf (casca dos frutos) e DLES (sementes). Estes, por sua vez, foram submetidos
a uma particdo liquido-liquido utilizando uma fase hidroalcoolica MeOH:H20 (1:3). Em um
funil de separagdo adicionou-se o extrato solubilizado em 100 mL de metanol e 300 mL de
agua. Em seguida as extragdes foram feitas com solventes em ordem crescente de polaridade

(hexano, diclorometano e acetato de etila) conforme mostra o Fluxograma (Figura 04).

e
-
e
=

Figura 04: Fluxograma para ilustrar como sdo feitas as particdes dos extratos.
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Para obter as parti¢cdes liquido-liquido (Tabela 01) do extrato etandlico dos ramos de
D. lanceolata, foram seguidos os seguintes procedimentos:

(1) Extracao com hexano por trés vezes com 200 mL por vez,

(2) Extracao com diclorometano por trés vezes com 200 mL por vez,

(3) Extracao com acetato de etila por trés vezes, com 200 mL por vez,

(4) Fragao hidroalcoolica (metanol/agua).

Tabela 01: Tabela que mostra as parti¢oes liquido-liquido de Duguetia lanceolata.

EXTRATO PARTICOES
DLER — Hexano
DLER — Diclorometano
DLER - Acetato de Etila
DLER — Hidroalcodlica
DLEF — Hexano
DLEF — Diclorometano
DLEF - Acetato de Etila
DLEF — Hidroalcodlica
DLES — Hexano
DLES — Diclorometano
DLES - Acetato de Etila
DLES — Hidroalcodlica
DLECaf — Hexano
CASCA DOS DLECaf — Diclorometano

FRUTOS DLECaf - Acetato de Etila
DLECaf — Hidroalcoolica

RAMOS

FOLHAS

SEMENTES

O extrato DLEF-hex foi entdo submetido a uma coluna cromatografica, sob vacuo, nas
condicdes especificadas abaixo:
e (Coluna de silica gel 60 (70-230 mesh)
e Diametro (¢) =5,5 cm
e Altura (h) =25cm
e Solvente: Gradiente hexano, diclorometano, acetato de etila, metanol e metanol:agua

(3:1 v/V)

Para o material vegetal de M. pubescens, o procedimento seguido foi 0 mesmo. Porém,
como os extratos sao muito polares, nao foi possivel fazer a coluna a vacuo, pois a separacao

ndo foi eficaz.
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3.3 Bioensaios de toxicidade de extratos

Para a realizagdo dos experimentos, as formigas foram coletadas e colocadas em uma
bandeja plastica, com as paredes laterais revestidas com Teflon-30. No interior da bandeja foi
mantido algoddo embebido em agua.

As formigas foram agrupadas em 10 individuos e colocadas em placas de Petri
descartaveis (Figura 05), de 10 cm de diametro, forradas com papel filtro. Cada placa recebeu,
diariamente, uma pequena quantidade (aproximadamente 0,5 g) de dieta artificial, colocada
sobre o papel aluminio. Para cada tratamento, foram utilizadas 5 placas, que equivalem a um

lote de 50 formigas.

Figura 05: Imagem ilustrando uma das placas do bioensaio. Para cada tratamento
sdo usadas cinco placas. Em cada placa, sdo colocadas 10 formigas, alimentadas
diariamente com a dieta artificial.

Estas placas foram mantidas em estufa para B.O.D. (Figura 06) com temperatura de
24°C + 1°C e umidade relativa acima de 70%. Diariamente, elas foram examinadas para que
as formigas mortas fossem retiradas e para que ocorresse a troca da dieta artificial e do papel

filtro. O mimero de formigas mortas foi anotado.
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Figura 06: Estufa para B.0O.D., onde as formigas ficam
armazenadas ao longo dos 25 dias do experimento.

O periodo de durag¢do dos experimentos foi de 25 dias, para que o tempo de vida de

cada operaria ndo interferisse nos resultados.

3.3.1 Dieta Artificial

Para a manuten¢do das formigas isoladas do formigueiro e, consequentemente,
desprovidas de sua dieta natural, foi utilizada uma dieta artificial s6lida (BUENO et al.,
1997), preparada com 1,25 g de glicose, 0,25 g de peptona bacteriologica, 0,025 g de extrato
de levedura e 0,25 g de agar bacteriologico, dissolvidos em 25 mL de agua destilada.

Juntamente com essa mistura, nas placas de tratamento por ingestdo, foram utilizados
os extratos que eram enviados pela pesquisadora Vanessa Domingues do Departamento de

Quimica da Universidade Federal de Sao Carlos.
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A dieta foi aquecida em forno microondas, para melhor solubilizacao dos ingredientes
e, posteriormente, autoclavada a 120°C e 1 atm por 20 minutos. Em seguida, foi vertida ainda
quente em placas de Petri de 10 cm de diametro, esterilizadas pelo mesmo procedimento.

Apos a solidificacdo da dieta, as placas foram embrulhadas com filme de PVC e
mantidas em geladeira para melhor conservacao e para evitar a contaminagdo por fungos e

leveduras.

3.3.2 Tratamento por ingestao

Neste tipo de tratamento, os extratos foram incorporados a dieta pelo método dry-mix,
que consiste em misturar glicose ao material a ser testado € macerar a mistura antes de
adiciona-la ao restante dos ingredientes. A dieta foi oferecida para as formigas durante os 25
dias do experimento.

Para o controle, utilizou-se a dieta pura, ou seja, livre dos extratos. Esse procedimento
foi utilizado para avaliar a sobrevivéncia das formigas com referéncia a temperatura, a

umidade e a0 manuseio.

3.3.3 Tratamento topico

Neste tratamento, as formigas coletadas foram imobilizadas, com o auxilio de uma
pinga entomologica, para a aplicagcdo das substancias a serem testadas, que foram colocadas
no pronoto de cada operaria, utilizando uma pipeta de precisao.

Foram feitos dois controles: em um deles ndo ocorreu aplicagdo topica de nenhuma
substancia; no outro, houve a aplicagdo de 1 pL de acetona, que foi o solvente utilizado. O
controle acetona teve o objetivo de avaliar a sobrevivéncia das operdrias em relagdo ao
manuseio durante a aplicagdo e a toxicidade do solvente.

Foram testados dois tratamentos de 6leo essencial de D. lanceolata, nas concentragoes
de 50 pg/ul e 100 pg/pL. Os ingredientes ativos foram dissolvidos em acetona, nas
concentragdes estipuladas.

Apds a aplicacdo, as formigas foram depositadas em uma bandeja até se recuperarem
de seu estado de torpor, provocado pelo vapor da solu¢ao. Posteriormente, foram colocadas

nas placas. Durante os 25 dias de experimento, as formigas foram alimentadas com dieta pura.
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3.4 Analise dos dados

Para a analise dos dados, foi utilizado o software Graph-Pad, aplicativo Prisma 3.0.

Inicialmente, foram tragadas as curvas de sobrevivéncia para cada tratamento, a partir
das porcentagens de formigas vivas por dia, no conjunto das 5 placas.

Para a andlise estatistica dos resultados obtidos apds o periodo de 25 dias, foi
empregado o teste ndo paramétrico “log-rank”. As curvas de sobrevivéncia de operarias
tratadas com as dietas que continham extratos foram comparadas com as operarias do

controle.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Toxicidade de Magonia pubescens para operarias de Atta sexdens rubropilosa

Esta planta apresentou bons resultados em alguns dos tratamentos. A partir dos
bioensaios realizados com os extratos brutos, pdde-se perceber que o caule era a parte do
organismo que concentrava maior atividade. Assim, foram feitas particdes liquido-liquido
para dar continuidade ao trabalho.

Os experimentos seguintes indicaram que as fragdes hidroalcoolica e acetato de etila
apresentaram resultados melhores em relagdo as fracdes hexanica e diclorometanica. As
particoes foram entdo colocadas na coluna a vacuo. No entanto, foi impossivel separar as
substancias, por serem muito polares. O que aumenta a polaridade dos extratos da M.
pubescens ¢ a presen¢a muito acentuada de taninos.

Os taninos sdao componentes polifenolicos encontrados em algumas plantas
(MAKKAR e BECKER, 1998; SANTOS et al., 1997). Eles sdo responsaveis pelo controle de
insetos, fungos e bactérias (AERTS et al., 1999).

Os resultados obtidos estdo apresentados abaixo.

4.1.1 Toxicidade de extratos brutos de Magonia pubescens

O extrato bruto do caule (MPC) apresentou bom resultado, alcangando mortalidade de
50% das operarias no quinto dia de experimento. Os extratos dos peciolos (MPP) e das folhas
(MPF), em contrapartida, apresentaram atividade muito lenta, tendo sua mortalidade média

nos dias 23 e 17, respectivamente, como pode ser visto na Figura 07 e na Tabela 02.
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Figura 07: Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de
incorporagdo em dieta artificial com os extratos brutos de Magonia pubescens, na concentra¢ao de 2,0 mg/mL.

Tabela 02: Mortalidade acumulada e sobrevivéncia média (Md) de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao bioensaio de incorporag¢do em dieta artificial com Magonia pubescens, na concentrag¢do de 2,0
mg/mL.

% acumulada de mortalidade por dia
Tratamento Md *

1 2 3 6 8 10 14 17 21 25
Controle Dieta Pura 0 0 2 2 4 12 20 36 46 50 25a
MPP (Peciolo) 2 2 4 10 14 18 30 34 46 64 23a
MPC (Caule) 0 0 14 62 74 8 98 100 100 100 5b
MPF (Folha) 0 0 0 2 4 10 34 54 62 74 17b

* Letras distintas em relacdo ao controle indicam diferenca significativa de acordo com o teste “log rank” (p<
0,05).

4.1.2 Toxicidade de particoes do caule de Magonia pubescens

No segundo teste com M. pubescens, o caule foi particionado ¢ os melhores resultados
foram obtidos com as parti¢cdes acetato de etila e hidroalcoolica, que alcangaram mortalidade

média das formigas no sexto e décimo dia, respectivamente, como pode ser visto na Figura 08
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e na Tabela 03. Na particdo diclorometanica, a mediana foi de 11,5; entretanto, apds esse dia,

houve maior estabilidade e, ao final do experimento, ainda havia 6 formigas vivas.
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Figura 08: Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de
incorporagdo em dieta artificial com Magonia pubescens, na concentragdo de 2,0 mg/mL.

Tabela 03: Mortalidade acumulada e sobrevivéncia média (Md) de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao bioensaio de incorporag¢do em dieta artificial com Magonia pubescens, na concentra¢do de 2,0
mg/mL.

% acumulada de mortalidade por dia

Tratamento Md *
1 2 3 6 8 10 14 17 21 25
Dieta Pura 0 0 0 4 6 10 10 16 32 44 >25a
MPC - Hexano 0 0 0 2 2 26 38 40 48 68 22b
MPC - Diclorometano 0 0 0 6 28 48 58 70 82 88 11,5b
MPC — Acetato etila 0 0 10 62 84 90 100 100 100 100 6,0b
MPC - Hidroalcodlica 0 0 0 16 42 60 70 8 96 100 10b

* Letras distintas em relacdo ao controle indicam diferenga significativa de acordo com o teste “log rank” (p<

0,05).
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4.2 Toxicidade de Duguetia lanceolata para operarias de Atta sexdens rubropilosa

A planta apresentou bons resultados, especialmente nos extratos dos ramos, folhas e
sementes. Sendo assim, todos os extratos foram fracionados, dando continuidade a
metodologia. Em todos os testes das partigoes liquido-liquido, os melhores resultados foram
obtidos nas fragoes hexanicas e diclorometanicas. Por este motivo, ambas foram submetidas a
coluna a vacuo, para separacao de substancias. No entanto, a massa das fragoes
diclorometanicas disponivel era muito pequena, impossibilitando a separacdo. J& a fracao
hexanica foi separada e foram feitos testes com o que foi isolado.

Os resultados sdo apresentados abaixo.

4.2.1 Toxicidade do extrato bruto de Duguetia lanceolata

Neste teste, pode-se observar que houve bons resultados em todos os casos (Figura
09/Tabela 04). No extrato das folhas (DLEF) e das sementes (DLES), as medianas foram,
respectivamente, 9 e 8,5. O extrato da casca do fruto (DLEcaf) apresentou 50% de

mortalidade no décimo segundo dia. J& o extrato dos ramos (DLER) teve mortalidade média

igual a 10,5.
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Figura 09: Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de
incorporagdo em dieta artificial com Duguetia lanceolata na concentragio de 2,0 mg/mL.
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Tabela 04: Mortalidade acumulada e sobrevivéncia média (Md) de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao bioensaio de incorporag¢do em dieta artificial com Duguetia lanceolata na concentragdo de 2,0
mg/mL.

% acumulada de mortalidade por dia
Tratamento Md *

10 22 26 46 54 64 82 8 12b
10 32 50 64 8 92 96 98 85b

DLEcaf (Casca do fruto)

1 2 3 6 8 10 14 17 21 25
Dieta Pura 0 2 2 8 12 22 38 46 58 78 18a
DLER (Ramos) 0 0 8 26 40 50 64 92 96 96 10,5b
DLEF (Folhas) 0 4 10 34 44 54 70 82 8 98 9,0b
0 6
0 0

DLES (Sementes)

* Letras distintas em relacdo ao controle indicam diferenca significativa de acordo com o teste “log rank” (p<

0,05).

4.2.2 Toxicidade de particoes das folhas de Duguetia lanceolata

Os testes indicaram que as particdes diclorometano (DLEF 2) e hexano (DLEF 1)
apresentam maior atividade, tendo mortalidade de 50% de formigas nos dias 7 e 15,
respectivamente. Em contrapartida, as particdes acetato de etila (DLEF 3) e hidroalcodlica
(DLEF 4) apresentaram medianas iguais a 22 e a 24, resultados ndo significativos.

Além disso, DLEF 2 foi a tnica particdo na qual ocorreu mortalidade total das
formigas, o que ocorreu no dia 19 do experimento. Estes resultados podem ser observados na

Figura 10 e na Tabela 05.
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Figura 10: Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de
incorporagdo em dieta artificial com os extratos foliares de Duguetia lanceolata, na concentragdo de 1,0 mg/mL.

Tabela 05: Mortalidade acumulada e sobrevivéncia média (Md) de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao bioensaio de incorporagdo em dieta artificial com os extratos foliares de Duguetia lanceolata, na
concentracdo de 1,0 mg/mL.

% acumulada de mortalidade por dia

Tratamento Md *
1 2 3 6 8§ 10 14 17 21 25
Dieta Pura 0 0 2 4 16 24 24 26 32 38 >25a
DLEF 1 (Hex) 2 6 14 20 36 40 56 62 72 84 15b
DLEF 2 (Dicloro) 2 8 20 44 56 80 94 98 100 100 7b
DLEF 3 (AcoEt) 0 2 4 6 8 20 22 34 44 60 22 a
DLEF 4 (Hidro) 6 8 12 20 22 32 36 42 48 56 24 a

* Letras distintas em relacdo ao controle indicam diferenca significativa de acordo com o teste “log rank” (p<

0,05).

4.2.3 Toxicidade de parti¢oes dos ramos de Duguetia lanceolata

Neste bioensaio, os resultados mais representativos foram, novamente, das parti¢cdes

hexanica (DLER 1) e diclorometanica (DLER 2), que apresentaram mortalidade de 50% das
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operarias nos dias 20 e 12,5, respectivamente. As particdes acetato de etila (DLER 3) e
hidroalcodlica (DLER 4) ndo atingiram a mediana, terminando o experimento com apenas
38% das formigas mortas, em ambos os casos (Figura 11/Tabela 06).

Apesar de DLER 1 e DLER 2 terem apresentado resultado significativo pelo teste de

“log rank”, considera-se apenas DLER 2 com certo potencial de toxicidade.
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Figura 11: Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de
incorporagdo em dieta artificial com os extratos dos ramos de Duguetia lanceolata, na concentragdo de 1,0
mg/mL.

Tabela 06: Mortalidade acumulada e sobrevivéncia média (Md) de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao bioensaio de incorporac¢do em dieta artificial com os extratos dos ramos de Duguetia lanceolata,
na concentragdo de 1,0 mg/mL.

% acumulada de mortalidade por dia
Tratamento Md *
3 6 8 10 14 17 21 25
2 4 16 24 24 26 32 38 >25a
4 14 16 20 30 42 56 66 20b
10 20 30 42 52 64 74 80 12,5b
0 6 6 8 14 18 28 38 >25a

10 14 14 22 30 30 30 38 >25a

Dieta Pura
DLER 1 (Hex)
DLER 2 (Dicloro)
DLER 3 (AcoEt)
DLER 4 (Hidro)

oS o o o O
N O A O ON

* Letras distintas em relagdo ao controle indicam diferenca significativa de acordo com o teste “log rank™ (p<
0,05).
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4.2.4 Toxicidade de particoes das sementes de Duguetia lanceolata

A partigao diclorometano (DLES 2) apresentou maior atividade, com mortalidade
média das formigas no décimo dia, e mortalidade total no décimo oitavo dia.

As particoes hexano (DLES 1), acetato de etila (DLES 3) e hidroalcoolica (DLES 4)
nao forneceram bons resultados. DLES 4 nao alcangou mediana. DLES 1 e DLES 3 tiveram
medianas altas, sendo elas 25 e 24, respectivamente. Os resultados podem ser observados na
Figura 12 e na Tabela 07.

Na conclusdo do bioensaio, DLES 1 tinha mortalidade de 52% e DLES 3 apresentava
mortalidade de 64%. O pior resultado foi de DLES 4, que terminou com apenas 44% das

formigas mortas.
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Figura 12: Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de
incorporagdo em dieta artificial com os extratos das sementes de Duguetia lanceolata, na concentragdo de 1,0
mg/mL.
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Tabela 07: Mortalidade acumulada e sobrevivéncia média (Md) de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial com os extratos das sementes de Duguetia
lanceolata, na concentragdo de 1,0 mg/mL.

% acumulada de mortalidade por dia
Tratamento Md *
1 2 3 6 8 10 14 17 21 25

Dieta Pura 0 0 2 4 16 24 24 26 32 38 >25a
DLES 1 (Hex) 10 16 16 28 28 30 34 38 38 52 25b
DLES 2 (Dicloro) 6 10 10 18 38 54 92 96 100 100  10b
DLES 3 (AcoEt) 2 4 8 12 14 22 26 32 44 64 24 b

DLES 4 (Hidro) 2 2 6 12 16 22 30 34 34 44  >25a

* Letras distintas em relacdo ao controle indicam diferenca significativa de acordo com o teste “log rank” (p<
0,05).

4.2.5 Toxicidade de particoes da casca do fruto de Duguetia lanceolata

Nos experimentos com a casca do fruto, a atividade foi muito baixa. Na particao
hexano (DLEcaf 1), a mediana foi alcancada no décimo oitavo dia. As parti¢des
diclorometano (DLEcaf 2) e acetato de etila (DLEcaf 3) tiveram mortalidade média nos dias
17 e 24. A parti¢ao hidroalcodlica (DLEcaf 4) ndo atingiu a mediana.

Nenhum dos materiais apresentou mortalidade total. Porém, o que se aproximou mais
disso foi a parti¢cdo hexanica que, ao final dos 25 dias do experimento, tinha apenas 4% de

formigas vivas. Os resultados podem ser observados na Figura 13 e na Tabela 08.
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Figura 13: Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de
incorporagdo em dieta artificial com os extratos da casca do fruto de Duguetia lanceolata, na concentragdo de
1,0 mg/mL.

Tabela 08: Mortalidade acumulada e sobrevivéncia média (Md) de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao bioensaio de incorporagdo em dieta artificial com os extratos da casca do fruto de Duguetia
lanceolata, na concentragdo de 1,0 mg/mL.

% acumulada de mortalidade por dia
Tratamento Md *

1 2 3 6 8 10 14 17 21 25
Dieta Pura 0 0 2 4 16 24 24 26 32 38 >25a
DLECaf (Hex) 2 6 6 26 28 28 40 44 70 96 18 b
DLECaf (Dicloro) 0 6 10 16 20 24 34 50 76 90 17b
DLECaf (AcoEt) 2 2 4 8 12 16 24 24 40 56 24a
DLECaf (Hidro) 2 4 6 8 14 20 24 30 38 42 >25a

* Letras distintas em relacdo ao controle indicam diferenca significativa de acordo com o teste “log rank” (p<
0,05).

4.2.6 Toxicidade de esteroides de Duguetia lanceolata

Os esteroides ndo apresentaram atividade contra as formigas. Os resultados das duas

concentragdes foram proximos.
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Na concentracao de 0,1 mg/mL, a mediana foi igual a 23. A concentragcdo de 0,2

mg/mL ndo atingiu a mediana, como pode ser visto na Figura 14 e na Tabela 09.
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Figura 14: Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de
incorporagdo em dieta artificial com os esteroides de Duguetia lanceolata, nas concentragdes de 0,1 mg/mL ¢
0,2mg/mL.

Tabela 09: Mortalidade acumulada e sobrevivéncia média (Md) de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial com os esteroides de Duguetia lanceolata, nas
concentragoes de 0,1 mg/mL e 0,2mg/mL.

% acumulada de mortalidade por dia
Tratamento Md *

1 2 3 6 8 10 14 17 21 25
Dieta Pura 0 0 2 12 14 16 40 52 58 66 17a
Esteroide 0,1mg/mL 0 6 10 12 16 18 24 30 48 56 23a
Esteroide 0,2mg/mL 0 8 10 10 12 16 20 32 36 46 >25b

* Letras distintas em relacdo ao controle indicam diferenca significativa de acordo com o teste “log rank™ (p<
0,05).
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4.2.7 Toxicidade de subfracoes de Duguetia lanceolata

Estes testes também ndo apresentaram resultados promissores para a mortalidade das
formigas cortadeiras. A unica subfracao que apresentou bom resultado foi a FDL 7, na qual
foi utilizado metanol:dgua. Esta substancia alcancou mediana com 9 dias e quase atingiu a
mortalidade total de formigas, pois terminou o experimento com apenas 2% do numero inicial
de 50 operarias.

Foram extraidos trés subfracdes diclorometanicas (FDL 1, FDL 2 e FDL 3) porque, na
coluna foram observadas trés manchas diferentes. No entanto, nenhuma das trés apresentou

resultado significativo (Figuras 15 e 16; Tabela 10).
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Figura 15: Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de
incorporagdo em dieta artificial com as subfragdes hexano e diclorometano a,b e ¢ dos extratos hexanicos foliares
de Duguetia lanceolata, na concentra¢ao de 1,0 mg/mL.
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Figura 16: Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de
incorporagdo em dieta artificial com subfra¢des dos extratos hexanicos foliares de Duguetia lanceolata, na
concentracdo de 1,0 mg/mL.

Tabela 10: Mortalidade acumulada e sobrevivéncia média (Md) de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dicta artificial com subfra¢des dos extratos hexanicos foliares de
Duguetia lanceolata, na concentragao de 1,0 mg/mL.

% acumulada de mortalidade por dia

Tratamento Md *
1 2 3 6 8 10 14 17 21 25
Dieta Pura 0 2 2 4 10 18 32 44 48 62 22,5a
FDL 1 (Hex) 0 0 6 16 18 20 26 40 46 54 23 a
FDL 2 (Dicloro a) 0 0 2 6 14 14 28 32 46 52 23 a
FDL 3 (Dicloro b) 0 0 4 4 8 12 16 26 34 44 >25a
FDL 4 (Dicloro c) 0 0 O 4 10 12 20 28 50 54 20 a
FDL 5 (AcoEt) 0 0 0 6 6 10 14 16 32 44 >25D
FDL 6 (MeOH) 0 2 4 6 12 12 20 26 28 38 >25b
FDL 7 (MeOH:H,0) 0 0 2 20 46 52 76 86 98 98 9b

* Letras distintas em relacdo ao controle indicam diferenga significativa de acordo com o teste “log rank” (p<
0,05).
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4.2.8 Toxicidade de oleo essencial de Duguetia lanceolata (Bioensaio Topico)

Neste experimento, o 6leo essencial em concentragdo maior (100pg/puL) apresentou
resultados razoavelmente bons. No inicio, a mortalidade foi muito rapida, o que pode ser
notado através da mediana, que foi igual a 6. No entanto, as formigas se estabilizaram ao
longo do experimento e ndo ocorreu mortalidade total. Ao final dos 25 dias, restavam 4% das

operarias (Figura 17/Tabela 11).
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Figura 17: Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio topico
com Oleo essencial de Duguetia lanceolata, nas concentragdes de 50 pg/uL e 100 pg/pL.

Tabela 11: Mortalidade acumulada e sobrevivéncia média (Md) de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao bioensaio topico com o6leo essencial de Duguetia lanceolata, nas concentragdes de 50 pg/ul e
100 pg/pL.

% acumulada de mortalidade por dia
Tratamento Md *

1 2 3 6 8§ 10 14 17 21 25
Controle Dieta Pura 0 0 0 6 6 6 14 28 40 68 22a
Controle Acetona 0 0 6 8 12 26 42 58 68 78 17b
Oleo Essencial (50pg/mL) 2 2 2 8 26 32 50 58 72 80 14,5a

Oleo Essencial (100pg/mL) 24 34 36 54 60 76 8 90 94 96 6b

* Letras distintas em relag@o ao controle indicam diferenca significativa de acordo com o teste “log rank” (p<
0,05).
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A planta Magonia pubescens apresentou toxicidade para as formigas. No entanto,
devido a polaridade dos extratos, nao foi possivel realizar a coluna a vacuo, o que impediu a
continuacao dos testes. Ainda assim, seu caule apresentou boa atividade contra as formigas,
nos experimentos realizados em laboratorio.

Em relagdo a Duguetia lanceolata, alguns materiais também se mostraram toxicos
para as operarias de Atta sexdens rubropilosa. Em todos os testes de parti¢des liquido-liquido,
as maiores porcentagens de mortalidade obtidas foram das partigcdes que haviam sido feitas
com os solventes hexano e diclorometano.

Das subfragdoes de D. lanceolata, nota-se que a unica que apresentou um bom
resultado foi a amostra feita com metanol e agua.

Os esteroides isolados da planta ndo tiveram atividade, independente de sua
concentracdo. Pode ser, no entanto, que isso tenha acontecido pela baixa concentracao,
decorrente da pouca quantidade de material disponivel para os testes.

Os testes foram realizados a partir do extrato hexdnico de Duguetia lanceolata. E
provavel que os resultados fossem mais representativos com o extrato diclorometanico, que
veio apresentando resultados melhores desde o inicio, na maioria dos testes. Para isso, no
entanto, seria necessario maior quantidade de material do que foi possivel extrair.

Uma pesquisa realizada por Bueno (2002) utilizou métodos semelhantes aos deste
trabalho, porém com a planta Cedrela fissilis, da familia Meliaceae. A pesquisadora utilizou
extratos brutos hexanicos, diclorometanicos e metandlicos de raizes e folhas de C. fissilis, que
apresentaram valores significativos na mortalidade de operarias de Atta sexdens rubropilosa
quando presentes na concentragdo de 2 mg/mL. Houve o fracionamento dos extratos brutos
hexanicos e diclorometanicos, tanto das raizes quanto das folhas e foi comprovado o efeito
toxico para todas estas fragdes. As fracdes obtidas através dos extratos hexanicos das raizes e
das folhas proporcionaram mortalidade de 50% das formigas no oitavo dia de experimento.
As fracdes obtidas através dos extratos diclorometéanicos das raizes e das folhas apresentaram
mortalidade de metade das formigas no sétimo dia.

O oleo essencial de Duguetia lanceolata, cujos testes foram feitos por aplicagao
topica, apresentou atividade em sua maior concentracao (100 pug/uL), cuja mortalidade de
50% das formigas ocorreu no sexto dia de experimento.

Em testes topicos realizados com extratos de Ricinus communis (familia
Euphorbiaceae), por Bigi (1994), foram observados resultados semelhantes ao do presente

trabalho. A pesquisadora utilizou as fracdes hexano, diclorometano-1, diclorometano-2,
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acetato de etila ¢ metanol. Para cada uma destas fragdes, ela realizou trés tratamentos, sendo
eles: 20, 100 e 200 pg/formiga, da solugdo criada a partir de extrato e solvente. Para as
fragdes hexano, diclorometano-1 e diclorometano-2, os tratamentos de 100 pg/formiga e de
200 pg/formiga, apresentaram toxicidade, enquanto o tratamento de 20 pg/formiga teve
resultados semelhantes ao controle. Para a fracao acetato de etila, os tratamentos de 20
pg/formiga e 100 pg/formiga proporcionaram maior porcentagem de mortalidade que o
tratamento de 200 pg/formiga. J4 a fragdo metanol provocou um abaixamento das
porcentagens de sobrevivéncia em todas as concentragdes, evidenciando boa toxicidade do
extrato, principalmente na concentragdo mais alta, em que a mortalidade total de operarias de

Atta sexdens rubropilosa ocorreu entre 13 e 14 dias do experimento.
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5 CONCLUSOES

Tanto Magonia pubescens, quanto Duguetia lanceolata apresentaram alguns
resultados promissores. No entanto, para que se conheca melhor o potencial toxico destas
duas plantas, se fazem necessarios mais testes.

No que diz respeito a D. lanceloata, os bioensaios foram realizados com o extrato
hexanico e ndo com o diclorometanico, cujos resultados foram mais representativos. Desta
forma, ¢ provavel que os testes apresentassem resultados melhores se as particoes

diclorometanicas fossem utilizadas.
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6 RESUMO

As formigas cortadeiras, pertencentes aos géneros Atta e Acromyrmex, possuem esse
nome pelo habito que tém de cortar as folhas das plantas. Por este motivo, elas causam danos
econdmicos, principalmente em areas de cultura agricola. Para realizar o controle dessas
pragas, existem inimeros métodos; porém, os Uinicos que apresentam resultados satisfatorios
sdao os que utilizam inseticidas tradicionais. O controle quimico pode gerar efeitos maléficos
ao ambiente, a fauna e a populagio humana. E por isso que hd uma grande procura por
métodos alternativos, utilizando produtos que tenham grande especificidade e sejam passiveis
de rapida degradacao, sendo, portanto, menos danosos ao ambiente. Uma destas alternativas ¢
a utilizagdo de produtos naturais presentes nos vegetais superiores, que podem constituir
novas fontes de material com agdo toxica para estes insetos praga. Este trabalho teve por
objetivo avaliar a toxicidade das plantas Magonia pubescens e Duguetia lanceolata para
operarias de Atta sexdens rubropilosa. Para os testes, as formigas foram divididas em lotes de
50 operarias, distribuidas em 5 placas para cada tratamento ¢ mantidas em B.O.D. durante os
25 dias do experimento. Nos bioensaios de ingestdo, os extratos provenientes das plantas
foram incorporados em dieta artificial e testados durante 25 dias. No bioensaio topico, as
substancias eram colocadas no pronoto das formigas e era oferecida dieta pura em todos os
dias do experimento. Apds os testes, os dados foram transferidos para o software Prisma 3.0,
para a confeccdo de curvas de sobrevivéncia e para a realizacdo das andlises estatisticas.
Apesar de Magonia pubescens apresentar um bom resultado, ndo foi possivel continuar com
os testes, pois a alta polaridade dos extratos impossibilitava a separacdao das substancias. Para
Duguetia lanceolata, os melhores resultados obtidos foram das parti¢des liquido-liquido que
tinham como solventes o hexano e o diclorometano, além do 6leo essencial na concentracao

de 100 pg/pL.

Palavras-chave: Formigas. Controle. Produtos naturais.
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