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RESUMO

O uso indiscriminado de defensivos quimicos sintético aliado a peculiar dificuldade de
desenvolvimento de formulacdes formicidas de efeito retardado para controle de formigas-
cortadeiras tém incentivado a busca por produtos formicidas alternativos. Assim, neste trabalho,
foi avaliada a toxicidade de extratos vegetais da Rutaceae Esenbeckia pumila para as operarias
de formigas-cortadeiras Atta laevigata e Acromyrmex balzani. Extrato etandlico de folhas e
frutos de E. pumila foram fracionados, utilizando-se solventes por ordem crescente de
polaridade. Tal processo foi realizado por meio de filtragdo a vacuo apds a incorporagdo do
adjuvante celulose microcristalina D ao extrato etandlico. Desse processo foram obtidas cinco
fracOes de folhas: extrato hexanico de folhas de E. pumila (EPFEH), extrato etondlico de folhas
de E. pumila (EPFE), extrato diclorometanico de folhas de E. pumila (EPFED), extrato acetato-
etilico de folhas de E. pumila (EPFEA), extrato metanolico de folhas de E. pumila (EPFEM) e,
extrato etandlico de frutos de E. pumila (EPFrE). Essas fracdes, em diferentes concentracdes
foram aplicadas topicamente nas operérias das formigas-cortadeiras de A. laevigata e A.
balzani. A toxicidade (mortalidade de operarias) em funcdo de dose das fraces de E. pumila
foram estimadas por curvas de Probit. Também, foi plotado a taxa de mortalidade ao longo do
tempo apds exposicdo das operarias a esses extratos. Todas as fracdes de extratos da planta
testada mostraram efeito formicida quando comparada ao controle, sem aplicacéo do extrato da
planta. Todas as fracdes dos extratos testadas mostraram-se mais toxicas para a salva A.
laevigata, quando comparada a quenquém A. balzani. Pequena proporcao de operarias mortas
nas primeiras horas apés aplicacdo dos extratos quando comparado as operarias mortas apos
maior tempo da exposicdo dos extratos sugerem efeito retardado de todos os extratos da E.
pumila.

Palavras-chave: Planta inseticida; Attini; Mortalidade;



ABSTRACT

The indiscriminate use of synthetic chemical pesticides along with the peculiar difficulties
of developing formicidal formulations of delayed effect to control leaf-cutting ants have
encouraged the search for alternative products. Thus, in this work, the toxicity of plant extracts
of Esenbeckia pumila, Rutaceae,was evaluated for leaf-cutter ant (Atta laevigata and
Acromyrmex balzani). Ethanolic extract of leaves and fruits of E. pumila were fractionated,
using solvents in increasing order of polarity. This process was carried out using vacuum
filtration after incorporation of the microcrystalline cellulose D adjuvant to the ethanolic
extract. Five leaf fractions were obtained: E. pumila (EPFEH); E. colum (EPFE); E. pumila
dichloromethane extract (EPFED); E. pumilaethyl acetate extract (EPFEA); E. pumila
methanolic extract (EPFEM); and E. pumila ethanolic fruits extract (EPFrE). These fractions,
in different concentrations, were applied topically to A. laevigata and A. balzani workers. The
toxicity (worker mortality) as due to the dose of the fractions of E. pumila were estimated by
Probitmodel. Also, the mortality rate was plotted over time after exposing the workers to these
extracts. All the extracts fractions of the tested plant showed a formicidal effect when compared
to the control, without application of the plant extract. All fractions of the tested extracts showed
to be more toxic to the herbal A. laevigata, when compared to the others A. balzani. A small
proportion of workers was dead in the first hours after application of the extracts when
compared to the dead workers after longer exposure of the extracts suggest delayed effect of all
the extracts of E. pumila.

Keywords: Insecticide; Attini; Mortality;



1. INTRODUCAO

Nos dias atuais, o principal método de controle de formigas-cortadeiras continua sendo as
iscas formicidas granuladas. Mesmo sendo essas iscas envenenadas comercializadas
pertencentes a classe toxicologica “verde”, que representa reduzido perigo para trabalhadores e
meio ambiente, ainda existem controvérsias sobre real seguranca dessas iscas para 0 homem e
0 meio ambiente em geral. Assim, a busca por produtos alternativos eficiente menos danoso ao
meio ambiente, menos tdxicos e de menor custo deve ser uma constante pela comunidade
cientifica.

Como alternativa, pesquisas diversas tém investigado o potencial efeito formicida de vérias
plantas. Dentre enorme diversidade de plantas, algumas familias como Meliaceae, Rutaceae,
Asteraceae, Annonaceae, Labiatae e Canellaceae tém se destacado por apresentarem
propriedades inseticidas (VIEGAS JR., 2003; AGUIAR-MENEZES, 2005; GURULINGAPPA
et al., 2009). Embora j& sejam conhecidos os efeitos tdxicos de alguns inseticidas de origem
vegetal como a nicotina, a azadiractina, as rotenonas e as piretrinas, pouca informacéao se tem
sobre outras potenciais plantas toxicas que interfiram sobre os insetos, particularmente sobre as
formigas-cortadeiras e seu fungo simbionte. Estudos mostrando efeito formicida ou algum
outro efeito deletério em col6nias de formigas-cortadeiras, principalmente em Atta spp. tém
sido realizados. A maioria desses trabalhos trata somente da toxicidade de extratos brutos ou
de compostos quimicos isolados de algumas delas para formigas-cortadeiras, sem, contudo,
apresentarem alguma aplicacdo prética de controle, o que indica, ainda, um vasto caminho a ser
explorado na pesquisa para busca de novos produtos para utilizagdo em controle dessa praga.

Neste estudo foi investigado a toxicidade aguda de extratos de folhas e frutos da planta
Esenbeckia pumila, uma Rutaceae, comumente encontrada em ambiente de cerrado goiano,
sobre operérias de duas relevantes espécies de formigas-cortadeiras, Atta laevigata e

Acromyrmex balzani.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. As formigas-cortadeiras: consideracgdes gerais

As formigas da tribo Attini (cultivadoras de fungo) sdo primariamente neotropicais, com
poucas espécies ocorrendo secundariamente na regido Neartica (BRANDAO et al., 2011). Sio
conhecidos 16 géneros de atineos, distribuidos em 297 espécies (BOLTON, 2006; BRANDAO
et al., 2011). Dentre os atineos, destacam-se 0s géneros Atta (salvas) e Acromyrmex
(quenquens), que sdo consideradas as principais pragas da agricultura e do setor florestal de
paises latino americanos, notadamente o Brasil. O género Acromyrmex é encontrada entre as
latitudes 34° N e 41°S e, Atta, entre as latitudes 32°N e 33°S, ocorrendo em qualquer tipo de
vegetacdo (DELABIE et al., 2011). Essas formigas cortam e transportam para o interior de seus
ninhos, grandes quantidades de folhas frescas da maioria das plantas cultivadas pelo homem
(DELLA LUCIA e SOUZA, 2011).

Segundo Della Lucia e Souza (2011), estimativas de danos diretos provocadas nas
plantacdes pelas formigas-cortadeiras Atta e Acromyrmex sdo escassos devido a complexidade
de sua afericédo e, assim, muitos deles, sdo apresentados de forma, muitas das vezes, empirica.
Entretanto, em todos esses estudos sdo apresentados nimeros de intensidade de desfolha e
custos de controle que destacam o potencial de dano provocado por essa praga nas culturas.
Grande parte desses estudos foram realizados em planta¢cdes de Eucalyptus no Brasil, onde,
sabidamente, essas formigas sdo as principais pragas (OLIVEIRA etal., 2014; ZANETTI et al.,
2014). Para outras culturas e pastagens, 0s prejuizos ocasionados por formigas-cortadeiras sao
também expressivos (DELLA LUCIA, 1999). Indiretamente, os danos provocados por
Acromyrmex e Atta devem-se aos grandes ninhos construidos sob o solo pelas operarias dessas
formigas, que podem provocar prejuizos em constru¢des como pontes, rodovias, represas,
prédios, timulos e outros. Também, indiretamente, pela expressiva quantidade de inseticidas
distribuidos no ambiente, para o seu controle, que provoca efeitos negativos adversos.

2.2. A salva Atta laevigata

A espécie Atta laevigata (F. Smith, 1858), vulgarmente conhecida como “sauva-cabeca-
de-vidro”, ocorre no Brasil, Colombia, Venezuela, Guiana, Bolivia e Paraguai (Mariconi, 1970)
e, particularmente no Brasil, ocorre nos estados de Sdo Paulo, Amazonas, Roraima, Para,
Maranhdo, Ceara, Pernambuco, Alagoas, Bahia, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Mato Grosso,
Goiéas, Parana, Roraima, Piaui e Sergipe (DELLA LUCIA et al, 1993). Além desses locais,
registrados por esses autores, em época mais recente, Rando e Forti (2005) relatam essa espécie
no Estado do Acre. Segundo Vinha (2007), A. laevigata tem sido verificada em um namero
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cada vez maior de localidades, devido principalmente, a abertura de rodovias e a expansao da
pecudria, que servem como meios para a dispersdo da espécie.

Externamente, de maneira geral, os ninhos de A. laevigata apresentam um amontoado de
terra solta, denominado popularmente de “murundu”. Sob o solo, a profundidade e nimero de
camaras dos ninhos de A. laevigata variam em fungdo da idade da colbnia e do tipo de solo
onde estdo presentes. Moreira et al. (2004) escavaram col6nias adultas dessa espécie de salva
e encontraram numero de cdmaras variando de 1149 a 7864 e, algumas dessas camaras podendo
estar localizadas numa profundidade de 7,0 m da superficie.

A salva-cabega-de-vidro € uma praga de pastagens, florestas cultivadas, cana-de-agucar e
plantas cultivadas em geral, com registro de danos a eucaliptos, pinheiros, milho, mandioca e
coqueiros novos (GONCALVES, 1951; GONCALVES, 1960).

2.3. A guenquém Acromyrmex balzani

Acromyrmex balzani (Emery, 1890), vulgarmente conhecida como “quenquém boca-de-
cisco, formiga-rapa-rapa, formiga-rapa e formiga-meia-lua”, ocorre no Brasil, Paraguai,
Uruguai, Argentina, Peru e Bolivia (BRANDAO, 1991) e, particularmente no Brasil, ocorre
nos Estados de S&o Paulo, Minas Gerais, Santa Catarina, Goias e Mato Grosso (MAYHE-
NUNES, 1991). Além desses locais, registrados por esses autores, em época mais recente,
Rando e Forti (2005) relatam essa espécie no Estado do Acre e, mais recente ainda, Delabie et
al (2011) sugerem que a ocorréncia dessa espécie € muito mais ampla do que essa apresentada
por esses autores, distribuindo-se por quase todo os Estados do Pais. Segundo Vinha (2007), A.
balzani tem sua histdria taxonémica marcada por controvérsias, que residem no fato de ser
considerada como uma espécie ou uma subespécie de Acromyrmex landolti Forel, 1884
(FOWLER, 1988; GONCALVES,1961; MAYHE-NUNES, 1991).

Externamente, os ninhos de A. balzani sdo bastante caracteristicos, apresentando um dnico
olheiro de entrada do ninho, em forma de torre, construido de fragmentos de palhada de
graminea seca, principalmente e, préximo e esse olheiro, além de amontoado de terra em forma
de “meia-lua” (de onde origina-se um dos seus nomes populares), apresenta um amontoado de
lixo, composto basicamente de restos de fungo e operarias mortas, descartados pelas operarias
da colonia (MENDES et al., 1992; PIMENTA et al., 2007). Internamente, apresenta inimeras
camaras superpostas, ligadas por estreitas galerias. Geralmente, com quatro a cinco camaras
(PIMENTA et al., 2007).

A. balzani tem o status de “famigerada” cortadeira de gramineas, amplamente distribuida
e prejudicial a agropecuéria, sendo comum em pastagens, principalmente no Brasil, mas

também em alguns outros ambientes como a restinga ou 0 meio urbano. Por essa razdo, Delabie
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et al. (2011), acreditam que seja muito provavel que essa especie seja um invasor recente na
maior parte da sua area de distribuicdo atual, oriundo de uma populacdo naturalmente

ambientada em habitas onde o extrato herbaceo prevalece, como cerrado, campos ou restinga.

2.4.A problemética do controle de formigas-cortadeiras

Segundo Della Lucia e Araujo (2000), a grande quantidade de inseticidas usada para o
controle de formigas-cortadeiras, principalmente iscas granuladas envenenadas, aliada ao alto
custo de operacdo do seu combate tém despertado a atencdo da comunidade cientifica para a
continua busca de produtos alternativos para seu controle, com menor toxicidade ao ambiente
e menor custo.

No setor de florestas plantadas no Brasil, onde se consome a maior parte das iscas
formicidas fabricadas no pais, as necessidades de atender as rigidas normas exigidas nos
processos de certificacdo florestal (ALVES, 2015), necessariamente fizeram com que as
empresas do setor planejassem de maneira criteriosa a operacdo de combate. Entretanto, no
momento atual, o método de controle ainda sdo as iscas granuladas, mesmo procedimento
utilizados ha 65 anos, aprimorando somente técnicas de monitoramento das formigas-
cortadeiras nas plantaces florestais, que implicaram em reducdes de custos operacionais. Nos
dias atuais, os principios ativos usados nas iscas formicidas continuam os mesmos usados no
inicio da década de noventa, no século passado.

Parcos estudos sobre métodos alternativos as iscas formicidas e outros métodos quimicos
de controle como termonebulizacdo e pos-secos foram feitos (ARAUJO et al., 2003). Em
relacdo a controle bioldgico dessa praga, a excecdo dos fungos patogénico (relativamente ja
bem estudados, mas com baixa e questionavel eficiéncia na pratica, principalmente por
dependéncia de condicdes climaticas favoraveis para seu uso no campo), poucos trabalhos
foram realizados explorando o potencial de inimigos naturais, sendo que na maioria dos

trabalhos se limitam a uma listagem de suas ocorréncias (ARAUJO et al., 2011).

2.5. Os inseticidas botanicos e as formigas-cortadeiras

De maneira geral, esses inseticidas apresentam amplo espectro de controle de insetos-
praga, sdo relativamente especificos no seu modo de acéo, sdo de baixo impacto ambiental e
seguros para organismos ndo alvos (AGUIAR-MENEZES, 2005; UPADHYAY, 2012). Além
disso, sdo faceis de serem produzidos pelos préprios agricultores e pequenas industrias
(TALUKDER e HOWSE, 1994; BASKAR e IGNACIMUTHU, 2012). Nos insetos, as plantas
inseticidas sdo capazes de provocar inibicdo alimentar, reducdo da motilidade intestinal,

interferéncia na sintese do ecdisonio, inibi¢do da biossintese de quitina, deformacdes em pupas
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e adultos, redugéo na fecundidade e longevidade, esterilizagéo, inibicdo na oviposicdo e
mortalidade de formas imaturas e adultas (KOUL et al., 2004; BOICA JUNIOR et al., 2005;
BASKAR et al., 2011; VENDAN et al., 2009; ZHANG et al., 2013).

Grainge & Ahmed, apud BOICA JUNIOR et al. (2005) relataram 2.400 espécies de plantas
que teriam propriedades inseticidas. Entretanto, é extremamente reduzido o nimero de plantas
que efetivamente controlaram pragas. Embora ja sejam conhecidos os efeitos toxicos de alguns
inseticidas de origem vegetal como a nicotina, a azadiractina, as rotenonas e as piretrinas, pouca
informacgdo se tem sobre outras potenciais plantas toxicas que interfiram sobre os insetos,
particularmente sobre as formigas-cortadeiras e seu fungo simbionte.

Estudos mostrando efeito formicida ou algum outro efeito deletério em colénias de
formigas-cortadeiras, principalmente em Atta spp. (devido a sua maior importancia econémica)
por uso de extratos de algumas plantas como Eucalyptus maculata, por Marsaro Jr. (2004),
Sesamumindicum por Bueno et al.(1995), Ribeiro et al., (1998) e Morini et al. (2005), Ricinus
comunis por Hebling et al. (1996), Daturae stramonium, Cordia verbenaceae, Mentha
piperitae, Ageratum conyzoides por Araujo et al. (2008) e, Banana guianensis, Clavija
weberbaueri, Mayna parviflora, Ryania speciosa, Spilanthe soleraceae e Siparuna amazonica
por Gouvéa et al. (2010).

Especificamente para Rutaceae, Almeida et al. (2007) investigaram toxicidade de isolados
de Helietta puberula para operarias e fungo simbionte de Atta sexdens e, Araujo et al. (2008)
investigaram efeito toxico de extratos brutos de Ruta graveolens sobre A. laevigata e
Acromyrmex subterraneus subterraneus. A maioria desses trabalhos trata somente da
toxicidade de extratos brutos ou de compostos quimicos isolados de algumas delas para
formigas-cortadeiras, sem, contudo, apresentarem alguma aplicacédo pratica de controle, o que
indica, ainda, um vasto caminho a ser explorado na pesquisa para busca de novos produtos para
utilizacdo em controle dessa praga.

A familia Rutaceae é muito conhecida devido a um unico género, o Citrus, cujo fruto é
largamente consumido na alimentacdo humana. Entretanto, essa familia é muito grande e
amplamente distribuida nas regiGes tropicais, subtropicais e temperadas do mundo, sendo mais
abundantes na América Tropical, sul da Africa e Australia (compreende cerca de 160 géneros
e 1900 especies) (MELO et al., 2004; GROPPO et al., 2008).

No Brasil a familia esta representada por cerca de 29 géneros e 182 espécies (BARROSO
et al., 1986; MELO et al., 2004). O género Esenbeckia Kunth, planta nativa das Américas
Tropicais (Mabberley, 1997 apud SIMPSON e JACOBS, 2005), de cuja espécie Esenbeckia
pumila serd investigada neste trabalho, conta com cerca de 20 espécies. Segundo Medeiros

(2011), essa espécie é um arbusto, que habita bordas de Mata de Galeria, Cerrado (stricto sensu)
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e Campos Sujos, distribuida nos Estados brasileiros de Tocantins, Piaui, Bahia, Mato Grosso,
Goias, Distrito Federal e Minas Gerais.

Devido ao fato dessa familia de plantas ser grande produtora de metabdlitos secundarios,
ela tem sido bastante investigados para uso como medicamentos, herbicidas, agente
antimicrobiano e, também, tem despertando a atengdo como fonte de compostos inseticidas
naturais (Lewis, 1983 apud ALMEIDA et al., 2007; GROPPO et al., 2008). Paula et al. (1997)
e Simpson e Jacobs (2005) citam os metabdlitos produzidos com frequéncia por essas plantas:
terpendides, limonides, proto-limondides, cumarinas, alcaloides e ligninas.

A grande maioria das espécies de Esenbeckia j& tiveram sua constituicdo quimica
investigada (JANUARIO et al., 2009), entretanto, ndo existe relato até entdo da constituicdo
quimica da E. pumila, nem tampouco se a mesma apresenta compostos secundarios com
propriedade formicida.

A toxicidade é uma propriedade que reflete o potencial de uma substancia em causar um
efeito danoso a um organismo vivo e, essa toxicidade, depende da concentracdo, da propriedade
da substancia quimica e, do tempo de exposicdo a essa substancia pelo organismo tratado
(RAND et al.,1995).

Os testes de toxicidade podem ser classificados em agudos e cronicos. Esses testes diferem
na duracdo e nas respostas finais que sdo medidas. Toxicidade cronica € aguela que resulta da
exposicdo continua a uma determinada substancia, sendo que a mesma ndo pode causar
toxicidade aguda por apresentar-se em baixas concentracdes (PROTECAO FLORESTAL,
2017).

Os testes de toxicidade aguda sdo utilizados para medir os efeitos de agentes toxicos sobre
0s organismos tratados (geralmente Gnica dose) durante um curto periodo de tempo em relagédo
ao periodo de vida do organismo-teste. Esses, tém como objetivo estimar a dose ou
concentracdo de um agente toxico que seria capaz de produzir uma resposta especifica
mensuravel, geralmente morte ou alguma manifestacdo que a antecede, como imobilidade, em
um organismo-teste ou populacdo, em um periodo de tempo relativamente curto, geralmente de
24 2 96 horas (GHERARDI-GOLDSTEIN et al., 1990).

Geralmente os valores de concentracOes letais sdo expressos em relacdo a 50% dos
organismos, porque estas respostas sdo mais reprodutiveis, podem ser estimadas com maior
grau de confiabilidade e s&o mais significativas para serem extrapoladas para uma populacdo
(COSTA et al.,2008).



2. OBJETIVO

Investigar efeito formicida de extratos foliares e de frutos da Rutaceae E. pumila, sobre
operérias das formigas-cortadeiras A. laevigata e A. balzani.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Extratos vegetais

Os extratos de E. pumila foram obtidos de plantas coletados em area de Cerrado, em
Anapolis, GO. Dessas plantas, foram coletadas em torno 3,0 Kg de folhas do terco superior e,
0,5 Kg de frutos ainda verdes, que foram transportadas para o Laboratorio de Quimica do
Campus Andpolis de Ciéncias Exatas e Tecnologicas, Universidade Estadual de Goiés (UEG).
Esse material vegetal foi mantido em estufa de secagem (45°C), por 48 horas e, posteriormente,
foi triturado em moinho de facas. O material triturado (folhas e frutos separadamente) foi
mantido imerso em etanol 95%. O extrato bruto desse material foi obtido atraves da maceracdo
desse material a frio apos filtragem, esse extrato bruto foi filtrado e concentrado em evaporador

rotativo, que originou um liquido viscoso, de cor escura.

O extrato etandlico de folhas de E. pumila (EPFE) foi fracionado, utilizando-se solventes
por ordem crescente de polaridade (hexano< diclorometano < acetato de etila< metanol),
conforme aumento de constante dielétrica. Tal processo foi realizado por meio de filtracdo a
Vacuo, apos a incorporagdo da adjuvante celulose microcristalina D ao extrato etandlico. Desse
processo foram obtidas quatro fragcOes de folhas: extrato hexanico de folhas de E. pumila
(EPFEH), extrato diclorometanico de folhas de E. pumila (EPFED), extrato acetato-etilico de
folhas de E. pumila (EPFEA), extrato metandlico de folhas de E. pumila (EPFEM). Processo

idéntico foi realizado para a obtencdo do extrato etandlico de frutos de E. pumila (EPFrE).

Todas as fragcdes obtidas foram colocados em frascos de vidro com tampa rosqueavel,
cobertos com papel aluminio e, mantidos em geladeira até a utilizacdo nos testes bioldgicos,
seis meses apds sua preparacao.

3.2. Ensaios bioldgicos

Os ensaios bioldgicos foram realizados no Laboratério de Entomologia da Universidade
Estadual de Goiéas, em Ipameri, Goias, em sala mantida com temperatura de 25 °C + 2, umidade

relativa do ar de 70 % * 10 e, escotofase total.
3.1.1. As formigas-cortadeiras

As operarias de A. laevigata usadas no experimento foram oriundas de 20 col6nias
selecionadas em areas contiguas de pastagens, Cerrado e plantio comercial de Eucalyptus sp.
localizadas na Fazenda Experimental da UEG, Campus Ipameri, GO e, as operarias de A.
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balzani, também, de 20 coldnias, na mesma localidade, mas somente em &reas de pastagens,

com predominancia da graminea Paspalum notatum, onde foram facilmente encontradas.

Todas as colonias selecionadas foram consideradas “boa atividade” de forrageamento, ou
seja, intenso fluxo de operarias forrageadoras trazendo fragmentos de vegetacao cortada para o
interior da colbnia, o que sugeria integridade da mesma. Tal como Aradujo et al. (2008), foi
padronizado o tamanho de operarias para o ensaio biologico; utilizou-se aquelas de maior porte
dentro das respectivas col6nias; para A. balzani, em torno de 3mm de comprimento de capsula
cefélica e, em A. laevigata, em torno de 4,6mm de comprimento de capsula cefalica. Essas
operarias foram coletadas aleatoriamente na entrada dos olheiros ativos das col6nias, durante

picos de forrageamento das colonias.

3.1.2. A Aplicacao topica dos extratos

As doses das fragdes do extrato hexano de folhas de E. pumila (EPFEH), do extrato
diclorometanico de folhas de E. pumila (EPFED), do extrato acetato-etilico de folhas de E.
pumila (EPFEA), do extrato metandlico de folhas de E. pumila (EPFEM) e, do extrato etandlico
de frutos de E. pumila (EPFrE) aplicadas topicamente na regido notal das operérias das
formigas-cortadeiras foram: 0,1, 0,5; 4,0; 7,0; 50,0; 100,0; 200,0 mg. mL™ de solvente &lcool
70%. A diluicdo das fracbes dos extratos em alcool se deveu ao fato de que, em estudos
preliminares ja realizados, este foi aguele em que visivelmente se observou a melhor dilui¢éo

de todos os extratos testados.

A aplicacdo das fracdes e doses de cada um dos extratos EPFEH, EPFED, EPFEA,
EPFEM e EPFrE foi feita na regido notal da operaria, com auxilio de uma microseringa de
10,0uL, aplicando-se uma tnica dose de 1,0uL de um dos extratos em cada operaria. Para essa
aplicacdo, as operarias foram cuidadosamente imobilizadas com os dedos (com maos
protegidas por luvas cirurgicas descartaveis) e pincas de madeira, evitando qualquer tipo de
dano a operéaria. Da mesma forma no tratamento testemunha, as operéarias foram topicamente
tratadas com igual volume (1,0 pL) de alcool 70%. A unidade amostral foi constituida de uma
Placas de Petri de vidro (de 92 mm de didmetro e 16 mm de altura), contendo 10 operarias de
formiga-cortadeira de uma mesma col6nia e, um pequeno chumaco de algoddo que era
diariamente umedecido com agua destilada. Os individuos vivos e mortos (totalmente
imobilizados) foram contados 6, 12, 24, 48 e 72 horas apés aplicacdo dos tratamentos. A
percentagem de operarias mortas devido a aplicacdo dos diferentes extratos de E. pumila foi
corrigida em relacéo ao tratamento controle (somente com aplicacéo de alcool 70%), conforme

Abbott (1925). O delineamento experimental adotado para estimar a mortalidade de operarias
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em funcdo da dosagem da fragdo de extrato de E. pumila e do tempo pds-aplicacdo foi o
inteiramente casualizado, com 10 repeticdes. As estimativas de percentagem de mortalidade de
operarias de formigas-cortadeiras em funcdo da concentracdo das fracdes de E. pumila e do
tempo (48 e 72 horas) da aplicacdo das mesmas foram realizadas por meio de curva de Probit
(FINNEY, 1971), que definiram as concentracOes letais CLso%. A comparacdo de toxicidade
dos diferentes extratos para as duas espécies de formiga-cortadeira foi feita pelo teste ndo

paramétrico de Kruskal-Wallis, a p<0,001, comparando-se o “ranking” das amostras.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Ap0s 24 horas da aplicacdo topica, verificou-se toxicidade aguda de todas as fracbes
dos extratos de folhas de E. pumila testados em operarias de A. laevigata. 1sso, porque, com 0
aumento da concentragéo de todas as fragdes EPFE, EPFPD, EPFEH, EPFEM e EPFEA ocorreu
aumento da mortalidade operarias (Tabela 1). A fracdo EPFE foi a que apresentou maior
toxicidade aguda para as operarias de A. laevigata, com menor DLsoyw €, maior valor de
coeficiente angular da curva de mortalidade (0,0067). Apesar de apresentar modelo
significativo, a curva dose-resposta para a fracdo EPFrE apresentou a DLspw=213,38, valor
acima do intervalo das doses testadas (0,1 a 200 mg/ml), mostrando menor toxicidade aguda

para essa formiga, quando comparado com os demais extratos.

Apds 72 horas da aplicacdo topica dos extratos de folhas e frutos de E. pumila em A.
laevigata, o efeito toxico de todos os extratos fica mais evidente. Reducdo significativa de
DLso% para todos 0s extratos, com todas as concentragdes estimadas definidas dentro dos
intervalos de doses testadas, mostrou efeito formicida retardado de todos os extratos,

independente de polaridade do solvente usado para o fracionamento dos mesmos.

Em A. balzani, ap6s 48 horas da aplicacdo dos extratos, dentro das fracdes nos intervalos
de doses testadas (0,1 a 200 mg/ml), s6 foi verificada a DLsowdas fracdes EPFrE e EPFEA,
mostrado baixo potencial formicida dos demais extratos quando se avalia no referido tempo de
aplicacdo dos extratos (Tabela 1). Diferentemente, quando se avalia a propor¢éo de mortalidade
de operérias de A. balzani apds 72 horas de aplicacdo topica dos extratos (Tabela 1), a DLso%
foi determinada para todas as fracdes de extratos, no intervalo das doses testadas. Menor DLsg,
ou seja, mais toxico para as operarias de A. balzani foi o extrato da fracdo EPFEA

(DLs0%=95,34), valor que é muito préximo da fragdo EPFrE, com DLsoy = 96,89.

Nota-se nas figuras 1 e 2 que o efeito toxico de todas as fracdes de extrato de E. pumila
apresentaram toxicidade mais destacada, somente a partir de 48 horas de sua aplicagdo nas
operarias de formigas-cortadeiras, sendo que nos tempos de avaliacdo de 6, 12 e 24 horas, em
nenhum caso, se verificou percentagem média de individuos mortos superior a 50%. Em A.
balzani e A. laevigata, sugere-se que o efeito toxico dos extratos dessa planta seja de efeito
retardado, o que proeminentemente foi destacado 72 horas apos aplicacdo dos mesmos. Caso 0
propdsito de uso de extratos dessa planta seja para manufaturar iscas granuladas, o ideal é que
0 veneno promova a morte das operarias lentamente, conforme destaca Gouveia et al. (2010).

Segundo Della Lucia e Araujo (2000), as operarias devem viver o suficiente depois de
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TABELA 1. Dados da anélise de regressdo (concentracdao x mortalidade) das seis diferentes fracdes dos extratos de Esenbeckia pumila sobre as operérias
das formigas-cortadeiras Atta laevigata e Acromyrmex balzani, em dois periodos distintos.

Tipo Dados da curva de Periodo p6s-exposicao tdpica das operérias aos extratos da planta
Extrato” regressio
48 h 72 h 48 h 72 h
Atta laevigata Acromyrmexbalzani
EPFIE Coeficiente angular (EP) 0,0029 (0,0007) 0,0180 (0,0019) 0,0048 (0,0609) 0,0047 (0,0007)
DLsos (1Cos%) 213,88 (132,04-295,73)" 6,66 (0,93-12,38) 185,78 (143,44-228,12) 96,89 (72,97-120,82)
2 (p) 18,4 (<0,001) 87,3 (<0,001) 48,8 (0,001) 47,6 (0,001)
EPFE Coeficiente angular (EP) 0,0067 (0,0007) 0,0418 (0,0051) 0,0014 (0,0007) 0,0020 (0,0007)
DLsos (1Cos%) 91,67 (69,65-113,69) 5,38 (2,80-7,95) 495,43 (67,68-927,19) ™ 200,77 (94,93-340,60)
7 (p) 52,0 (<0,001) 66,7 (<0,001) 4,3 (0,001) 8,8 (0,0001)
EPFED Coeficiente angular (EP) 0,0056 (0,0007) 0,0154 (0,0017) 0,0039 (0,0007) 0,0050 (0,0007)
DLsos (1Co5%) 123,75 (99,26-148,24) 9,37 (2,84-15,91) 232,00 (165,81-300,19) ** 117,46 (91,26-143,66)
2 (p) 66,3 (<0,001) 80,3 (<0,001) 32,0 (<0,001) 53,3 (<0,0001)
EPFEH Coeficiente angular (EP) 0,0032 (0,0007) 0,0198 (0,0021) 0,0031 (0,0007) 0,0045 (0,0007)
DL 50 (1Cos%) 167,77 (111,38-224,15) 4,83 (0,00-10,14) 314,61 (193,02-432,21) ™ 136,74 (103,44-170,05)
2 (p) 23,1 (0,001) 68,4 (<0,001) 19,2 (<0,001) 43,5 (<0,001)
EPFEM Coeficiente angular (EP) 0,0029 (0,0007) 0,0182 (0,0020) 0,0030 (0,0007) 0,0047 (0,0007)
DL 509 (ICas0%) 131,38 (81,92-180,85) 14,46 (7,68-21,25) 335,97 (198,86-473,08) 137,30 (105,75-168,85)
7 (p) 18,6 (<0,001) 86,1 (<0,001) 17,4 (<0,001) 48,7 (<0,001)
EPFEA Coeficiente angular (EP) 0,0042 (0,0007) 0,0153 (0,0017) 0,0039 (0,0007) 0,0047 (0,0007)

DL 509 (1Co5%)
2 (p)

135,95 (104.04-170,83)
39,3 (<0,001)

21,26 (13,56-28,96)

77,3 (<0,001)

195,56 (140,10-251,01)
32,5 (<0,001)

95,34 (71,54-119,15)
47,0 (<0,001)

*EPFrE: Extrato etandlico de frutos de E. pumila; EPFE: Extrato etanélico de folhas de E. pumila; EPFED: Extrato diclorometanico de folhas de E. pumila; EPFEH: Extrato hexanico
de folhas de E. pumila; EPFEM: Extrato metandlico de folhas de E. pumila; EPFEA: Extrato acetato-etilico de folhas de E. pumila; y?: Teste ndo paramétrico qui-quadrado; p: significancia;

EP: Erro padréo; DL so% (ICes%): Concentracdo Letal para 50% da populacéo (Intervalo de confianga); ™ DL so% estimada fora do intervalo de 0,1 a 200 mg.mL™!
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contato com o principio ativo do veneno, para que dé tempo dela distribuir a isca para as demais

companheiras de ninhos, incluindo a rainha.

Considerando a mortalidade geral de operarias de formigas em cada tratamento,
independentemente de dose, apos 48 horas ou 72 horas da aplicacdo das diferentes fracbes dos
extratos de E. pumila indica ndo haver diferenca de toxicidade entre os diferentes extratos para
a mesma espécie de formiga-cortadeira (Kruskal-Wallis, p<0,001) (Tabela 2). Entretanto, foi
verificada diferencas significativas para os tratamentos EPFE, EPEFEH e EPFEM, que
apresentaram maior taxa de mortalidade para A. laevigata comparado com Acromyrmex
balzani, apds 48 horas. A maior toxicidade dos extratos de E. pumila para A. laevigata quando
comparado com a espécie A. balzani é destacada 72 horas pos-aplicacdo de todos os extratos
nas operarias (Kruskal-Wallis, p<0,001). Para todas as fracGes testadas, a toxicidade em A.

laevigata foi maior que em A. balzani (Tabela 2).

Resultados desse trabalho ndo corroboram com os de Aradjo et al. (2008), uma vez que
esses autores creditaram maior toxicidade de extratos de plantas para operérias de Atta quando
comparado com Acromyrmex, devido ao menor tamanho das operarias de Acromyrmex. Em
nosso estudo, em regra, as fraces de E. pumila testadas foram mais toxicas para A. laevigata.
Fracionar extrato de plantas para identificacdo de compostos formicidas é o primeiro passo para
a descoberta de mais uma alternativa de controle de formigas-cortadeiras. Em nosso estudo, foi
observado que independente do grau de polaridade do solvente, a toxicidade para as formigas-
cortadeiras A. laevigata ou A. balzani ndo diferiu significativamente (Kruskal-Wallis,
p<0,001). O uso de solventes de diferentes e gradativas polaridades e o ndo destaque de uma
fracdo do extrato mais tdxico sugerem a ndo existéncia de Unico composto como o fator chave
de mortalidade, ou até mesmo a pequena eficiéncia como formicida de todos os eventuais
compostos secundarios presentes em E. pumila. Também, é importante destacar que os testes

toxicoldgicos foram realizados somente seis

Resultados desse trabalho ndo corroboram com os de Aradjo et al. (2008), uma vez que
esses autores creditaram maior toxicidade de extratos de plantas para operarias de Atta quando
comparado com Acromyrmex, devido ao menor tamanho das operarias de Acromyrmex. Em
nosso estudo, em regra, as fraces de E. pumila testadas foram mais toxicas para A. laevigata.
Fracionar extrato de plantas para identificacdo de compostos formicidas é o primeiro passo para
a descoberta de mais uma alternativa de controle de formigas-cortadeiras. Em nosso estudo, foi
observado que independente do grau de polaridade do solvente, a toxicidade para as formigas-
cortadeiras A. laevigata ou A. balzani ndo diferiu significativamente (Kruskal-Wallis,
p<0,001).
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Figura 1 Mortalidade de operarias de Atta laevigata apos aplicacdo topica de diferentes
concentragOes de extratos de folhas e frutos de Esenbeckia pumila. EPFrE: Extrato hexanico de
frutos de E. pumila; EPFE:Extrato etandlico de folhas de E. pumila; EPFED:Extrato
diclorometéanico de folhas de E. pumila; EPFEH: Extrato hexanico de folhas de E. pumila;
EPFEM: Extrato metandlico de folhas de E. pumila; EPFEA: Extrato acetato-etilico de folhas

de E. pumila.
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Figura 2. Mortalidade de operarias de Acromyrmex balzani ap6s aplicacdo topica de diferentes
concentracdes de extratos de folhas e frutos de Esenbeckia pumila. EPFrE: Extrato etanélico de
frutos de E. pumila; EPFE: Extrato etantdlico de folhas de E. pumila; EPFED: Extrato
diclorometanico de folhas de E. pumila; EPFEH: Extrato hexanico de folhas de E. pumila;
EPFEM: Extrato metandlico de folhas de E. pumila; EPFEA: Extrato acetato-etilico de folhas

de E. pumila.
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Tabela 2. Comparacao de toxicidade aguda topica de extratos de folhas e frutos de Esenbeckia
pumila para operarias de formigas-cortadeiras Atta laevigata e Acromyrmex balzani.

Propor¢do média de mortalidade de operéarias

48 horas 72 horas
Tratamentos? [H (3, n=012) = 242,89; p<0,01] [H (3, n=012) = 354,25; p<0,01]
A. laevigata A. balzani A. laevigata A. balzani
Controle 0,00 bB 0,04 bA 0,09 bA 0,13 bA
EPFrE 0,36 aA 0,29 aA 0,68 aA 0,45 aB
EPFE 0,47 aA 0,29 aB 0,71 aA 0,40 aB
EPFED 0,39 aA 0,27 aA 0,68 aA 0,40 aB
EPFEH 0,40 aA 0,23 aB 0,70 aA 0,38 aB
EPFEM 0,46 aA 0,22 aB 0,75 aA 0,37 aB
EPFEA 0,41 aA 0,32 aA 0,71 aA 0,45 aB

'EPFrE: Extrato etanolico de frutos de E. pumila; EPFE: Extrato etanolico de folhas de E.
pumila; EPFED: Extrato diclorometanico de folhas de E. pumila; EPFEH: Extrato hexanico de
folhas de E. pumila; EPFEM: Extrato metanolico de folhas de E. pumila; EPFEA: Extrato
acetato-etilico de folhas de E. pumila. Média seguidas de mesma letra, minuscula na coluna ou
mailscula na linha, no periodo avaliado, 48 ou 72 horas apds aplicacdo dos extratos, ndo
diferem entre si (Kruskal-Wallis; p<0,001).

O uso de solventes de diferentes e gradativas polaridades e o ndo destaque de uma fracao
do extrato mais toxico sugerem a ndo existéncia de Unico composto como o fator chave de
mortalidade, ou até mesmo a pequena eficiéncia como formicida de todos os eventuais
compostos secundarios presentes em E. pumila. Também, é importante destacar que os testes
toxicoldgicos foram realizados somente seis meses depois de sua preparacdo. Durantes este
tempo, as fracBes dos extratos preparados (liquido viscoso) permaneceram armazenados em
geladeira comum, sob temperatura variando entre zero e 6,0°C e, conforme pondera Rojas
(2011), substancias de origem vegetal podem sofrer transformacdes (perdas e/ou inativacao)
durante o processo de sua extracdo por solvente ou durante o armazenamento. Trabalhos futuros
deverdo ser desenvolvidos para correlacionar toxicidade com formas e tempos de

armazenamentos dos extratos dessa planta.
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5. CONCLUSOES

Todas as fracdes de extratos de E. pumila testadas mostraram efeito formicida quando
comparada ao controle (sem aplicagdo do extrato da planta) e, independente do grau de
polaridade dos solventes usados (hexano, diclorometano, acetato de etila, metanol), ndo foi
verificada diferenca de toxicidade das fracGes dos extratos nas operarias de A. laevigata ou A.

balzani.

As fraches dos extratos testadas mostraram-se mais toxicas para a satva A. laevigata,
qguando comparada a quenquém A. balzani e, essa maior toxicidade dos extratos de E. pumila
para A. laevigata, quando comparada com a espécie A. balzani é destacada 72 horas pos-
aplicacdo de todos os extratos nas operarias.

Pequena proporcao de operarias mortas nas primeiras horas ap6s aplicacao dos extratos
quando comparado as operarias mortas apds maior tempo pés-exposicao desses extratos

sugerem efeito formicida retardado de todos os extratos da E. pumila.
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