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RESUMO

RIBEIRO, Myriam Marques Ramos, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, novembro
de 2011. Atividade formicida de IB 151239 em At#fa sexdens rubropilosa.
Orientadora: Terezinha Maria C. Della Lucia. Coorientadores: Raul Narciso Carvalho
Guedes e Marcelo Coutinho Picanco.

Dentre as pragas de importancia no Brasil, as formigas cortadeiras se destacam
por causarem danos considerdveis nos eucaliptais e em diversos cultivos. Atualmente, o
seu controle em larga escala utiliza ingredientes t6xicos como o fipronil, a sulfluramida
e o clorpirifés, que eventualmente deverdo ser proibidos frente a pressdao exercida pelas
certificadoras estrangeiras dos produtos florestais brasileiros. Assim, os objetivos deste
estudo foram: avaliar o efeito de folhas de IB 151239 em coldnias da formiga cortadeira
Atta sexdens rubropilosa, bem como seu efeito subletal nas operdrias; avaliar o efeito
fungicida dos extratos etandlico e hexanico de folhas de IB 151239 sobre o fungo
simbionte das cortadeiras, Leucoagaricus gongylophorus, e identificar as substancias
causadoras desse efeito presentes no extrato. Para avaliar a acdo de folhas de IB 151239
nas coldnias, os estudos foram realizados em formigueiros de laboratério, no Insetario
do Departamento de Biologia Animal da Universidade Federal de Vigosa em salas sob a
temperatura de 25 £ 5 °C, 75 £ 5 % U.R. e 12:12 (L:E). Folhas desse vegetal eram
oferecidas diariamente as colonias. Os efeitos subletais eram avaliados, retirando-se
operdrias para medicdo da taxa de encapsulacdo, contagem do nimero de hemdcitos
totais presentes na hemolinfa e medi¢do da taxa respiratéria. Além disso, eram
verificados o consumo foliar e o volume do jardim de fungo dessas colonias. Para
avaliar a atividade fungicida de IB 151239, extratos hexanico e etandlico foram
acrescidos ao meio de cultura do L. gongylophorus. Apds a deteccdo do extrato mais
ativo foi feito o fracionamento do mesmo e posterior identificacdo das possiveis
substancias causadoras do efeito fungicida. De acordo com os resultados encontrados,
folhas de IB 151239 inibem o sistema imune de operdrias de A. sexdens rubropilosa,
uma vez que, em colonias tratadas com esse vegetal, as operdrias apresentaram menor
taxa de encapsulacdo e diminui¢do na quantidade total de hemdcitos. Além disso, apds
oferecimento desse vegetal as colOnias, houve diminui¢do do consumo foliar e do
volume do jardim de fungo. Os extratos etandlico e hexanico de IB 151239 provocaram
efeito fungicida no simbionte mutualista das cortadeiras, sendo que a fracdo

cloroférmica do extrato etandlico demonstrou a maior atividade. O sub-fracionamento
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indicou possiveis substancias fungicidas; dentre elas, o liral/intermedeol e
avocadinofurano/(E)-nerolidil  isobutirato/difenil-disulfide = que necessitam  ser

confirmadas e testadas biologicamente.
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ABSTRACT

RIBEIRO, Myriam Marques Ramos, D.Sc. Universidade Federal de Vicosa, November
of 2011. Lethal effect of IB 151239 on the leaf-cutting ant Atfa sexdens rubropilosa.
Adviser: Terezinha M. C. Della Lucia. Co-Advisers: Raul Narciso Carvalho Guedes and
Marcelo Coutinho Picanco.

Important pests in Brazil, leaf-cutting ants cause considerable damage to several
crops and to eucalyptus. Currently, they are controlled on a large-scale by using toxic
ingredients such as fipronil, sulfluramide and chlorpyrifos; these eventually will be
prohibited due to the pressures exerted by foreign certification of forest products in
Brazil. The objectives of this study were to see if there is a detrimental effect of IB
151239 leaves on colonies of the leaf-cutting ant Atta sexdens rubropilosa and if so, the
possible sublethal effect on workers; to evaluate the fungicidal effect of ethanolic and
hexanic extracts of leaves of IB 151239 on the fungus Leucoagaricus gongylophorus,
the symbiotic fungus of leaf-cutters and to identify the substances in the extract which
may be responsible for these toxic effects. To verify the effect of these leaves of IB
151239 on the colonies, studies were performed in laboratory colonies kept at the
Insectary/ Department of Animal Biology Federal University of Vicosa, in rooms at 25
+5°C, 75+ 5% RH and 12:12 (L: E). Leaves of this plant were offered daily to the
colonies. A sublethal effect was evaluated by measuring the encapsulation rate of
workers taken from the colonies, counting the total number of hemocytes present in
hemolymph and by measuring workers respiratory rate. In addition, leaf consumption
was weighed daily and the fungus garden volume of these colonies was estimated every
week. To evaluate the fungicidal activity of IB 151239, hexanic and ethanolic extracts
were added to the culture medium of L. gongylophorus. After detection of the most
active extract it was fractionated and used to a subsequent identification of possible
substances causing the fungicidal effect was identified. Leaves of IB 151239 inhibit the
immune system of workers of A. sexdens rubropilosa, as reflected by the lower
encapsulation rate and the decrease in the total number of haemocytes in workers from
colonies receiving the leaves. Furthermore, after offering this plant to the colonies, there
was a gradual decline in leaf consumption and in the volume of the fungus garden. The
ethanolic and hexanic extracts of IB 151239 caused a fungicidal effect on the mutualist

symbiont; the chloroformic fraction of the ethanolic extract showed the highest activity.



The sub-fractionation indicated possible antifungals; among them, the liral / intermedeol
and avocadinofurano / (E)-isobutyrate nerolidil / diphenyl disulfide were isolated but

they need to be confirmed and tested biologically.



INTRODUCAO GERAL

As formigas cortadeiras pertencentes aos géneros Atta (sauvas) e Acromyrmex
(quenquéns), sdo responsaveis por danos econdmicos em areas agricolas, pastagens e no
setor florestal brasileiro (Della Lucia 1993; Anjos et al. 1998; Zanetti et al. 2003, Della
Lucia 2011). Neste dltimo, causam danos considerdveis e acarretam a maior parte dos
custos de producdo de florestas. Em 1997, Boareto e Forti relataram gasto nacional de
12.000 toneladas/ano de iscas para o controle das cortadeiras. De acordo com o IPEF,
naquele ano, a drea plantada de eucalipto era de 100 mil hectares e como em 2006 o
setor de papel e celulose plantou 322 mil hectares de florestas no pais (IPEF 2006) com
um faturamento de US$ 8,9 bilhdes em 2005 (SBS 2007), verifica-se que esses gastos
tendem a aumentar a cada ano. Na regido Sudeste, o estado de Minas Gerais € o que
possui maior area plantada (128 mil hectares); € também o estado com maior produgao
de carvao vegetal (mais de 5 mil toneladas/ano), destacando-se também no setor de
papel e celulose, movelaria, entre outros (SBS 2007).

Vérios s@ao os métodos de controle utilizados para formigas cortadeiras como:
barreiras fisicas, métodos culturais, bioldégicos e quimicos (Della Lucia & Aradjo
2000; Oliveira et al. 2011). Apesar das op¢des disponiveis, o controle quimico é o
mais utilizado, sendo o tnico com tecnologia disponivel para uso em escala comercial
(Della Lucia & Aradjo 2000; Oliveira et al. 2011). Os métodos de controle quimico
atualmente disponiveis sdo os gases liquefeitos, pds-secos, liquidos termonebulizdveis
e iscas granuladas (Della Lucia & Vilela 1993; Boareto & Forti 1997), sendo estas
dltimas a base de fipronil, sulfluramida ou clorpirifés (Della Lucia & Araidjo 2000).

Os danos causados ao ambiente pelos organosintéticos sdo ja bem conhecidos;
i1sso tem pressionado a agricultura nacional a utilizar técnicas de manejo de pragas cada
vez menos agressivas ao homem e ao meio. Dentre esses danos, pode-se destacar a
ressurgéncia e aparecimento de novas pragas, surtos de pragas secunddarias, morte de
insetos benéficos, residuos em alimentos, resisténcia a inseticidas e contaminac¢do do
ambiente (Kogan 1998). Por esse motivo, as pesquisas focadas no controle de pragas
tém buscado plantas inseticidas, que possuem efeito residual mais brando, e que podem
ser utilizadas com efici€éncia no manejo, como uma alternativa aos produtos sintéticos
atuais e que sao danosos ao ambiente (Costa et al. 2004).

O uso de plantas que possuem propriedades inseticidas no controle de pragas é

uma prdtica antiga (Guerra 1985; Roel et al. 2000). No entanto, foi substituida pelos
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produtos sintéticos, descobertos na primeira metade do século passado, com as grandes
guerras, devido a facilidade de utilizacdo nas dreas de cultivo cada vez maiores. As
plantas inseticidas tém se tornado ferramentas promissoras porque, muitas vezes suas
substancias toxicas sdo biodegraddveis e mais seletivas (Raguraman & Singh 1999).

Segundo Isman (2006), alguns fatores parecem dificultar o sucesso das
substancias extraidas de plantas com efeito inseticida: barreiras regulatrias e a
disponibilidade de novos produtos sintéticos que apresentam custo menor quando
comparados aos produtos de origem botanica.

Grupos de pesquisa t€m investigado o efeito téxico de extratos de plantas no
controle de pragas, como por exemplo, em pragas de graos armazenados (Moreira et al.
2007), pragas de cultivo protegido (Cloyd 2004), pragas de tomate (Gokce et al. 2006),
lepid6pteros-praga de hortaligas (Moreira et al. 2004), entre outros.

Embora as cortadeiras sejam herbivoros que causam prejuizos expressivos, em
culturas de importancia econdmica, apresentam caracteristicas comportamentais e, ou,
fisiolégicas, que lhes confere a capacidade de selecionar o material a ser cortado
(Hubbell & Wiemer 1983; Santana & Couto 1990; Della Lucia et al. 1995; Vendramin
et al. 1995; Ribeiro & Marinho 2011) e isso pode ser utilizado no desenvolvimento de
novas técnicas de controle. Quando uma espécie vegetal é evitada, provavelmente ela
possui alguma caracteristica fisica, mecanica ou quimica que € prejudicial as colOnias.
Segundo Hubbell e Wiemer (1983) a capacidade de selecdo se deve a: 1) presenca de
compostos secunddrios que sdo téxicos as formigas, ao fungo ou a ambos; 2) compostos
secunddrios presentes nas plantas e que possivelmente, reduzem a digestibilidade do
material vegetal, como os taninos; 3) o valor e as necessidades nutricionais do fungo e
das formigas, incluindo proteinas, carboidratos, lipidios e substincias—traco essenciais,
como esteroides; 4) defesas mecénicas de plantas, incluindo sua dureza, densidade de
tricomas e presenca de litex; e 5) teor de umidade das folhas. Dentre estes, os
compostos secundarios constituem o fator que mais tem sido estudado no controle de
formigas atualmente. Os mesmos autores relatam que Atta cephalotes € capaz de fazer
distincdes sobre a qualidade das folhas, ndo apenas entre espécies, mas também entre
plantas individuais dentro de uma mesma espécie e até entre folhas diferentes da mesma
planta. Isso se deve a presenca de metabodlitos secundérios téxicos, ou mesmo de
compostos com potencial de redugcdo de digestibilidade, como é o caso dos taninos

(Bueno et al. 2004).



Os efeitos causados por esses vegetais nas operdrias das cortadeiras podem
variar de letais a subletais, sendo os primeiros os mais estudados nesses insetos.

Virios trabalhos tém sido feitos avaliando os efeitos letais causados por plantas
com potencial inseticida no controle de saivas como, por exemplo, o gergelim
(Sesamum indicum) (Vieira et al. 1997), a mamona (Ricinus communis) (Hebling et al.
1996), a batata doce (Ipomoea batatas) (Vieira et al. 1997), o feijao-de-porco
(Canavalia ensiformis) (Takahashi-del-Bianco 2002), Eucalyptus maculata (Marsaro Jr.
et al. 2004; Marinho et al. 2005; Marinho et al.2006), o cedro (Cedrela fissilis) (Bueno
et al. 2005), o barbatimdo (Dimorphandra mollis) (Cintra et al. 2005), a Cipadessa
fruticosa (Leite et al. 2005), o nin (Azadirachta indica) (Santos-Oliveira et al. 2006), o
mentrasto (Ageratum conyzoides) (Ribeiro et al. 2008), o coentro (Coriandrum
sativum), o horteld (Mentha piperita) e a arruda (Ruta graveolens) (Ribeiro et al. 2008).
Alguns desses trabalhos relatam os efeitos toxicos desses vegetais nas operdrias € no
jardim de fungo das cortadeiras.

Quanto aos efeitos considerados subletais, pode-se listar alteracdo
comportamental entre as companheiras de ninho, como observado em operdrias de Atta
sexdens rubropilosa quando em contato com o sesquiterpeno B-eudesmol, extraido de
folhas de Eucalyptus maculata (Marinho et al. 2005), que provocou agressao entre
membros da mesma colonia.

Além de alteragdes comportamentais, outros efeitos subletais de inseticidas
incluem a interagdo desses produtos com o sistema imune dos insetos. A acdo desses
inseticidas e suas respostas sdo varidveis, aumentando a capacidade de desencadear uma
resposta imune, ou diminuindo-a (Desneux et al. 2007). Essa variagdo da resposta
imune dos insetos ilustra a sua complexidade e a necessidade de estudos mais
detalhados para compreendé-la.

As substancias conhecidamente supressoras do sistema imune dos insetos sao a
actinomicina D, a ciclohexamida, a hidrocortisona e a azadiractina (Kaaya et al. 1987;
Azambuja et al. 1991; Jarosz 1993; Jarosz 1994).

Experimentos com o imunossupressor Ciclosporina A mostraram que esta
substancia foi capaz de reduzir a resisténcia de larvas do lepidoptero Galleria
mellonella (Linnaeus) (Lepidoptera: Pyralidae) a uma bactéria patogénica (Fiolka
2008). Ciclosporinas sdo peptideos ciclicos, hidrofébicos, produzidos por vdrias
espécies de fungos dos géneros Beauveria (Bals.) Vuill, Verticilium Nees e

Tolyplocadium W. Gams. Também, a ciclosporina A tornou-se uma das mais
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importantes drogas médicas, usada para suprimir a rejeicdo de 6rgdos transplantados
(Winkler 2000).

Até o momento, ndo se sabe os efeitos das plantas cortadas pelas formigas
cortadeiras sobre o seu sistema imune, tampouco o de outros compostos quimicos,
incluindo os inseticidas.

A pesquisa tem avancado no sentido de isolar constituintes quimicos que
estariam presentes nos extratos vegetais de plantas que sdo ativos contra as formigas.
Das plantas conhecidamente téxicas as cortadeiras, ja se identificou, em algumas delas,
qual a substancia (ou quais as substincias) promovem a toxicidade para as formigas,
seja por ingestdo ou por contato. Em estudos com o gergelim, Morini et al. (2005)
comprovaram que a sesamolina, ou a sesamina (encontrada no extrato da semente
madura dessa planta), ou at¢é mesmo a combinacdo dessas substancias provoca
intoxicagdo em operdrias de A. sexdens rubropilosa. Na mamona, Bigi et al. (2004)
encontraram que a ricinina seria a principal substancia causadora da mortalidade das
operdrias da satva-limao, mediante ao extrato desta planta incorporado a dieta artificial
liquida. Em estudos com o barbatimdo verificou-se que o astilbin é a substancia
responsavel pela rejeicdo da planta por A. sexdens rubropilosa (Cintra et al. 2005).
Nesses trabalhos, os efeitos dos extratos de plantas toxicas testados em formigas foram
realizados oferecendo-se o extrato incorporado a uma dieta artificial (ingestao) ou por
contato. Verifica-se, ainda, que na maioria dessas pesquisas o efeito téxico é mais
intenso quando os extratos sdo ingeridos do que quando aplicados no corpo das
operdrias (aplicacao tépica).

Em trabalhos com o B-eudesmol, extraido de Eucalyptus maculata (Marsaro Jr.
et al. 2004; Marinho et al.2005; Marinho et al. 2006 ) e com o ep6xido de cariofileno
extraido de Hymenaea courbaril (Hubbell et al. 1983; North et al. 2000), constatou-se
que estas duas substancias promovem alteragcdo comportamental em operdrias, que €
caracterizada por luta, mutilagdes de pernas, antenas e abdomens, levando ao desarranjo
das colonias e possivel destruicdo das mesmas. Marinho et al. (2005, 2006), oferecendo
o [-eudesmol sintético nas arenas de forrageamento de saidva-limdo também
encontraram reacdo agressiva entre as companheiras de ninho, agressividade essa
similar a aquela desencadeada frente ao produto natural.

J4 Batista-Pereira et al. (2006) realizaram estudos com A. sexdens rubropilosa e
extratos de sete espécies de eucalipto, e através de respostas eletrofisiologicas

(eletroantenograma), encontraram que essa cortadeira responde bem ao estimulo de
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Eucalyptus cloeziana, seguido de E. camaldulensis, E. urophylla e E. saligna com igual
resposta, sendo estas trés espécies mais preferidas para o corte que o E. grandis e E.
citriodora (consideradas, entdo, resistentes) e que o E. maculata foi o menos preferido.
Vale ressaltar que esses resultados reforcam ainda mais os resultados de testes de
preferéncia realizados por Anjos e Santana (1994), Della Lucia et al. (1995) e
Vendramin et al. (1995).

Até o momento, foram encontrados dois grupos de substancias que causam
efeito toxico as cortadeiras: 1) Aquelas que promovem morte por intoxicacdao
(sesamolina, sesamina, astilbin e ricinina); 2) aquelas que promovem alteracio
comportamental (B-eudesmol e o epdéxido de cariofileno). Como se pode observar, os
efeitos dos extratos de plantas, ou até mesmo de algumas substancias presentes nessas
plantas, podem se expressar de forma diferenciada. Outro aspecto que deve ser
considerado também € que a maioria dos trabalhos sdo realizados com A. sexdens
rubropilosa e no campo existem vdrias outras espécies de cortadeiras. Pode ser que um
produto seja efetivo para uma espécie de formiga e ndo para outra. Marinho et al
(2006), utilizando o B-eudesmol em coldnias das formigas cortadeiras Acromyrmex
subterraneus molestans e A. subterraneus subterraneus e ainda da formiga lava-pés
Solenopsis invicta, observaram que nao houve alteracio comportamental nas operarias
similar a que ocorreu em A. sexdens rubropilosa, A. laevigata e A. bisphaerica. Isso
demonstrou que esse produto tem acdo especifica para o género Atta. Esses mesmos
autores relataram ainda que o P-eudesmol desencadeou reacdo mais agressiva em
colonias de A. sexdens rubropilosa em comparagdo com as demais espécies de Atta
testadas. Ribeiro et al. (2008), em testes com aplicacdo tépica em operdrias de A.
sexdens rubropilosa e Ac. subterraneus molestans encontraram que o extrato de arruda
(Ruta graveolens) foi altamente toxico apenas na primeira espécie citada. Portanto, em
estudos utilizando extratos de plantas com efeito toxico deve-se estar atento ao fato de
que se uma substancia presente numa planta nem sempre € toxica para todas as espécies
de cortadeiras. Isso provavelmente inviabiliza a sua utilizacdo no campo. O interessante
a ser encontrado € uma substancia extraida de uma planta, com baixo efeito residual, e
que seja efetiva contra varias espécies de cortadeiras e ndo contra uma s espécie, o que
implicaria na redu¢do dos custos de controle dessas pragas.

Estudos prévios com algumas espécies de cortadeiras e com extratos de

mentrasto (Ageratum conyzoides) e hortela (Mentha piperita) aplicados topicamente no



corpo de operdrias de A. sexdens rubropilosa e Ac. subterraneus molestans
proporcionaram até 100% de mortalidade (Ribeiro et al. 2008).

IB 151239 € uma planta da familia Tropaeolaceae, origindria do Peru, que pode
agir como repelente a insetos herbivoros. Poucos trabalhos sdo encontrados mostrando a
eficdcia deste vegetal como pesticida, entretanto, muito se conhece sobre sua acdo
antibacteriana. Alguns autores mostraram uma eficiente acdo carrapaticida do extrato
etandlico de diversas partes aéreas de IB 151239. Ribeiro (2008) observou mortalidade
de colonias de Ac. subterraneus molestans apés oferecimento de folhas desse vegetal.

Diante do exposto e da escassez de trabalhos sobre os possiveis efeitos subletais
de certas plantas as cortadeiras, é de suma importdncia investigar, com maior
profundidade, o efeito de vegetais que podem afetar consideravelmente esses insetos e
que podem auxiliar no manejo integrado dessas importantes pragas na regido
Neotropical. O estudo dos mecanismos de acdo comportamental dessas substancias
poderd contribuir para maior entendimento do efeito dos produtos face a organizagdo
social das cortadeiras, permitindo maior suporte na sua aplicacdo pratica. Esses estudos
poderdo evidenciar fontes de substancias toxicas as cortadeiras ou para o seu fungo
simbionte, e assim constituir uma ferramenta alternativa e de menor impacto ambiental
em relagdo aos métodos tradicionais do seu controle.

Esta tese estd dividida em uma introducdo geral e dois capitulos.

e No primeiro capitulo objetivou-se avaliar o efeito de folhas de IB 151239
em colonias da formiga cortadeira Atta sexdens rubropilosa, bem como
seu efeito subletal nas operarias.

e No segundo capitulo o objetivo foi avaliar o feito fungicida dos extratos
etandlico e hexadnico de folhas de IB 151239 sobre o fungo
Leucoagaricus gongylophorus, simbionte das formigas cortadeiras, bem
como realizar o fracionamento do extrato com maior potencial fungicida

e identificar as substancias causadoras desse efeito.
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Atividade formicida de folhas de IB 151239 sobre Atta sexdens rubropilosa

(Hymenoptera: Formicidae)

Resumo

As formigas cortadeiras sdo conhecidas pragas dos setores agricola, florestal e
de pastagens de toda a regido Neotropical. O principal método de controle destas pragas
sdo os inseticidas organosintéticos aplicados principalmente em forma de iscas
granuladas. Devido a proibicao ao uso dos principios ativos atualmente usados no seu
controle, imposta pelas certificadoras internacionais, diversas pesquisas em andamento
buscam novas moléculas téxicas a esses insetos. O uso de plantas com efeito téxico as
formigas e/ou a seu fungo simbionte € um ponto inicial nessas pesquisas. Varias
substancias ja foram testadas no controle das formigas cortadeiras, contudo existem
muitas possibilidades a serem exploradas. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
toxicidade de folhas de IB 151239 as colonias de A. sexdens rubropilosa bem como
efeitos subletais (defesa imune celular e taxa respiratéria) das operdrias tratadas com
folhas dessa planta. Tanto a taxa de encapsulacdo como o nimero total de hemdcitos foi
menor em operdarias de coldonias tratadas com folhas de IB 151239, ou seja, folhas desse
vegetal suprimem o sistema imune celular das operarias de A. sexdens rubropilosa. Em
relacdo ao consumo foliar das colonias tratadas, os resultados mostram que mesmo
causando certas alteracdes no metabolismo das operdrias, as mesmas nao rejeitaram as
folhas de IB 151239 ao longo do tempo. O volume do jardim de fungo das colonias
tratadas foi significativamente menor que das colonias ndo tratadas, o que mostra que as
folhas desse vegetal apresentaram algum efeito fungicida. Uma vez conhecido o efeito
imunossupressor de folhas de IB 151239 em operdérias de A. sexdens rubropilosa, € seu
efeito no volume do jardim de fungo das colonias dessa subespécie, fazem-se
necessdrias a constatacdo dessa atividade fungicida e a identificacdo dos possiveis

compostos que desencadeiam tal efeito.
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1. Introducao

As formigas-cortadeiras, dos géneros Atta e Acromyrmex, sao pragas severas em
cultivos florestais, agricolas e pastagens em toda a regidao Neotropical (Della Lucia
2003). O seu controle € realizado utilizando principalmente iscas granuladas, podendo
apresentar a sulfluramida ou fipronil como ingrediente ativo. Entretanto, o controle das
cortadeiras € dificultado devido a caracteristicas biolégicas e comportamentais desses
complexos insetos (Della Lucia & Aratjo 2000). Devido a seu alto poder de
bioacumulacdo (FSC 2007), tanto a sulfluramida como o fipronil tiveram seu uso
proibido para as empresas que buscam o selo de certificacdo florestal do Forest
Stewardship Council e poderdo ser usados apenas até 2015. Com essa derroga imposta
pela FSC (FSC 2010), diversas pesquisas tém sido feitas em busca de outras substancias
que sejam efetivas para o controle das formigas-cortadeiras. A substancia ideal a ser
descoberta precisa apresentar certas caracteristicas como: ter acdo lenta, ou seja, agir
apenas quando dentro do formigueiro, ndo apresentando efeito sobre as operdrias na
trilha, podendo assim ser passada as demais operdrias e a rainha via trofalaxia; possuir
alguma substancia atrativa, para que seja facilmente transportada ao formigueiro;
apresentar acdo fungicida e que essa nao seja percebida pelas operarias no momento do
transporte para o interior do formigueiro (por exemplo, se veiculada como isca) e ainda
ser de facil producdo, ou seja, sintese rapida e facil.

Uma das caracteristicas que dificultam o controle das formigas-cortadeiras € a
capacidade inata de selecionar o material vegetal a ser cortado e implantado no fungo
simbionte. Essa selecdo impede que muitos vegetais que apresentem substincias
danosas ao fungo e, ou, as operarias sejam carregados para o ninho (Rockwood 1976;
Bueno et al. 2004; Morini et al. 2005). Dentre essas substancias destacam-se saponinas,
taninos, ligninas e outros compostos como terpenodides, alcaldides, e aminodcidos ndo-
protéicos presentes em plantas, desempenhando papel importante contra herbivoros
(Taiz & Zeiger 2003). Essas substancias ou até misturas, que sao utilizadas pelas plantas
como defesa, podem atingir ndo apenas as operarias, mas também seu fungo simbionte,
prejudicando a sua sobrevivéncia .

Os efeitos causados por compostos de plantas nas operdrias das cortadeiras
podem variar de letais a subletais. A alteracdo comportamental, como observado por
Marinho et al. (2005) quando operarias de Atta sexdens rubropilosa foram expostas a

B-eudesmol, € um exemplo de efeito subletal.
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Efeitos subletais de inseticidas incluem ainda a interacdo desses produtos com o
sistema imune dos insetos e as respostas sdo varidveis, ora aumentando a capacidade de
desencadear uma resposta imune, ora diminuindo-a (Desneux et al. 2007). Essa variacdo
da resposta imune dos insetos ilustra a sua complexidade e a necessidade de estudos
mais aprofundados. Até o momento, ndo se sabe os efeitos das plantas toxicas cortadas
pelas formigas nem o efeito de compostos quimicos, incluindo os inseticidas, sobre o
seu sistema imune.

Dentre as substancias quimicas que afetam negativamente o sistema imune de
insetos, conhecem-se, por exemplo, os efeitos imunossupressores da actinomicina D, da
ciclohexamida, da hidrocortisona e da azadiractina (Kaaya et al. 1987; Azambuja et al.
1991; Jarosz 1993; Jarosz 1994).

Muitas plantas com efeito inseticida tém sido testadas em formigas-cortadeiras,
principalmente em se tratando do género Affa (Hebling et al. 1996; Vieira et al. 1997,
Takahashi-Del-Bianco 2002; Santos-Oliveira et al. 2006; Marsaro Jr. et al. 2004;
Marinho et al. 2005; Marinho et al. 2006; Marinho et al. 2008; Ribeiro et al. 2008),
sendo algumas delas avaliadas nas operdrias e no fungo simbionte, no entanto nao sao
encontrados na literatura trabalhos que investigam a resposta imune.

Originéria do Peru, a IB 151239 € uma planta de odor muito forte, que pode agir
como um repelente para insetos herbivoros. Poucos destes atacam as folhas dessa
planta, sendo mais comum a lagarta de Ascia monuste orseis Godart, 1819
(Lepidoptera: Pieridae), o curuqueré-da-couve (observacao pessoal). Nas cortadeiras,
Ribeiro (2008) relatou mortalidade de colonias de Acromyrmex subterraneus molestans
apds oferecimento de folhas desse vegetal.

Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar a toxicidade de folhas
de IB 151239 as coldnias de A. sexdens rubropilosa bem como os efeitos subletais —

defesa imune celular e taxa respiratoria - das operérias tratadas com folhas dessa planta.
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2. Material e métodos

2.1. Oferecimento de folhas de IB 151239 a coldnias de Atta sexdens rubropilosa

Foram utilizadas 10 coldnias de A. sexdens rubropilosa com a mesma atividade
de forrageamento, sendo elas divididas aleatoriamente em dois grupos de cinco
colonias. O primeiro grupo foi o controle e ao segundo foram oferecidas folhas de IB
151239. Nas colonias usadas, o volume do jardim de fungo variou de 1 a 2 L. Todas
foram mantidas a 25+5 °C, 75+5 % U.R. e 12 horas de fotofase (Della Lucia et al.
1993). Folhas de IB 151239 oferecidas aos formigueiros foram coletadas no campus da
Universidade Federal de Vigcosa (20°45” S 42°52” W) e em outras localidades préximas.

Vinte e quatro horas antes de se iniciar os testes foi retirado todo o substrato
vegetal das colonias, as quais permaneceram em jejum. Apds este, foram oferecidas 10
g de folhas de IB 151239 diariamente, a cada uma das colonias. Essas folhas foram
pesadas em balancga de precisdo antes e 24 horas apds seu oferecimento. Para o cdlculo
da correcdo da perda de 4gua, folhas da mesma planta foram pesadas e mantidas
intactas, fora do alcance das formigas, no mesmo local e ambiente onde as folhas foram
oferecidas as colonias. Por diferenca de peso se obtinha a perda de dgua das folhas
(Antunes & Della Lucia 1999). Ao controle foram oferecidas diariamente 10 g de folhas
de Acalypha wilkesiana, que também eram pesadas antes e apds o oferecimento as
colonias para a obtengdo do consumo foliar didrio. Observagdes didrias sobre o
comportamento geral das colonias foram efetuadas, anotando-se o aspecto do fungo
simbionte, além de seu volume determinado semanalmente de acordo com Hebling et al.

(2000a).

2.2. Medig¢do da taxa de encapsulagdo e contagem de hemdcitos

Encapsulacdo seguida por melanizacdo é uma forma eficiente de resposta do
sistema imune inato contra infec¢do por parasitas (De Souza et al. 2009), muito usada
para avaliar a imunocompeténcia de um inseto. Essa resposta celular envolve a adesao
de hemdcitos ao redor de um corpo estranho, melanizagdo e formacdo de uma cdpsula
ao redor desse antigeno (Baer et al. 2005). Para iniciar esse processo, insere-se um

antigeno inerte como, por exemplo, um microfilamento de nylon.
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Operdrias tratadas diariamente com folhas de IB 151239 e tratadas com acalifa
(Acalypha wilkesiana) (controle) foram retiradas das coldonias semanalmente, durante
um més (tempo maximo de sobrevivéncia das colonias), para a avaliacdo de seu sistema
imune; medicdo da taxa de encapsulacdo e contagem de hemdcitos. Cada coldnia foi
avaliada quatro vezes, sendo esta avaliacdo semanal.

Para a avaliacdo da taxa de encapsulacdo, 20 operdrias sendo 10 das colonias
controle e 10 das colonias do tratamento. Nessas formigas foi inserido um
microfilamento de nylon transparente de 1,5 mm de comprimento e 0,12 mm de
diametro entre o segundo e terceiro pares de pernas na regido pleural. As operdrias
escolhidas para ambos os testes apresentavam aproximadamente 2,0 mm de cdpsula
cefdlica. Apds a introdugdo do antigeno, as operdrias foram individualizadas em tubos
de ensaio e mantidas em B.O.D. por 24 horas. Apds esse intervalo de tempo os
implantes foram removidos da hemocele, colocados em laminas de vidro para
montagem com resina Entellan. O filamento foi fotografado sob microscépio Axioskop
40 (Zeiss) com camera PowerShot A6440 (Canon) e as imagens analisadas usando o
programa ImagelJ (National Institutes of Health). Foi assumido que a coloragdao mais
escura (preto total) era a mais alta taxa de encapsulacao (De Souza et al. 2009).

Para a contagem dos hemdcitos também foram utilizadas 10 operérias das
colonias controle e 10 das colonias tratadas. A hemolinfa foi coletada com o auxilio de
um microcapilar graduado, apds se decapitar a operdria e manter o corpo da mesma sob
pressdo (Giannotti & Caetano 1985). Aproximadamente 0,25 uL de hemolinfa foram
retirados por formiga. A esta hemolinfa foram adicionados 0,50 uL do corante Giemsa a
2% e 3,3 uL de uma solucdo tampao que impedia a coagulacdo dos hemdcitos. Esta
solu¢do era transferida para cimara de Newbauer e posteriormente analisada sob
microscopio (Olympus). A contagem dos hemdcitos foi feita em relacdo ao niimero total

dos mesmos, ndo se levando em consideracdo os diversos tipos de hemdcitos.
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2.3. Ensaios respirométricos

A producdo de gés carbonico foi medida num analisador de CO, (TR3, Sable
Systems International, Las Vegas, NV, USA) usando métodos adaptados de Hebling et
al. (2000b) e de Guedes et al. (2006) para um respirdmetro diferencial.

Para a realizacdo dos testes retirou-se 14 operdrias de cada grupo de coldnias
(tratamento e controle) sendo que elas apresentavam aproximadamente 2,0 mm de
cépsula cefélica. Essas formigas foram colocadas duas a duas em uma série de frascos
de 25 mL, num sistema fechado, onde a produgao de CO, foi medida. Cada colonia foi
avaliada quatro vezes, sendo esta avaliacdo semanal.

Os frascos foram conectados ao sistema por 3 horas antes da medicao de CO,
produzida pelas operdrias. As medi¢des foram obtidas pela injecdo de ar livre de CO,
nos frascos por 2 minutos a um fluxo de 600 mL/min. Essa corrente de ar direciona o
CO; a um leitor infravermelho conectado ao sistema, permitindo a pronta quantificacio
de umol de CO; produzido por hora. Apds as medicdes, as formigas foram removidas
dos frascos e tiveram suas cdpsulas cefdlicas medidas. Os valores de respiracao foram

normalizados pela cdpsula cefdlica das operérias.

2.4. Analises estatisticas

Os dados das medicdes das taxas de encapsulagdo, bem como do nimero de
hemocitos e o valor médio de producdo de CO, de cada coldnia foram submetidos a
uma andlise de covaridncia com colOnias tratadas e ndo tratadas como varidvel
independente e tempo como covaridvel no programa estatistico SAS (SAS Institute,

2008).
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3. Resultados

Os resultados encontrados na andlise de covariincia para a taxa de encapsulagdo,
nimero de hemdcitos, taxa respiratéria, volume do jardim de fungo e consumo foliar
(corte de folhas) das colOnias tratadas e ndo tratadas com folhas de IB 151239 estdo
representados na Tabela 1.

Em relacdo a taxa de encapsulacdo e ao nimero de hemdcitos na hemolinfa,
observa-se que em ambos houve diferenca entre operdrias de coldnias tratadas e ndo
tratadas com o vegetal e a interacdo tratamento-tempo foi significativa (Tabela 1). Nas
colonias tratadas, tanto a taxa de encapsulacdo quanto o nimero de hemdcitos das
operdrias diminuiu ao longo do tempo, enquanto nas operdrias das coldonias controle
houve aumento nesses nimeros (Figura le 2). Esses dois resultados mostram que o
sistema imune celular das operarias de A. sexdens rubropilosa € suprimido pelas folhas
desse vegetal.

Diferente dos demais pardmetros avaliados, a taxa respiratdria variou apenas no
tempo (Tabela 1), mostrando diminui¢do do metabolismo respiratério das operdrias ao
longo das semanas (Figura 3). Dessa forma constata-se que folhas de IB 151239 nao
interferiram no metabolismo respiratdrio das operarias.

O consumo foliar (corte de folhas) das coldnias tratadas com folhas de IB
151239 foi menor que em colonias tratadas com folhas de A. wilkesiana, entretanto, o
tempo ndo apresentou relagdo nessa diferenca (Tabela 1, Figura 4), mostrando que
mesmo causando certas alteragdes no metabolismo das operdrias, as mesmas nao
diminufram o corte e transporte de folhas desse vegetal, ou seja, ndo rejeitaram as folhas
de IB 151239 ao longo do tempo.

O volume do jardim de fungo das coldnias tratadas diferiu daquele das colonias
ndo tratadas (Tabela 1), sendo que nas primeiras, em algumas colonias, o volume do
fungo chegou a zero. Nas colOnias tratadas com A. wilkesiana (controle) o volume do
fungo permaneceu constante ou aumentou, diferindo das tratadas com IB 151239 em
que o volume diminuiu drasticamente ao longo do tempo (Figura 5), o que mostra que

as folhas desse vegetal apresentaram algum efeito fungicida.
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Tabela 1. Valores da anélise da covariancia (GL, F e p) de pardmetros analisados (taxa de encapsulacdo, nimero de hemdcitos,
taxa respiratoria, volume do jardim de fungo e corte do vegetal) em operdrias de colonias de Atta sexdens rubropilosa tratadas

com folhas de IB 151239.

Taxa de encapsulacio Nimero de hemécitos Taxa respiratéria Volume do fungo Corte do vegetal

Fonte de variacio GL F p GL F p GL F P GL F p GL F p
Tratamento 1 83.63  <0.0001 1 511.43  <0.0001 1 1.15 0.291 1 199.42  <0.001 1 515.55 <0.001
Tempo 3 0.42 0.737 3 1.48 0.237 3 20.92 <0.0001 4 27.14 <0.001 3 0.07 0.977
Trat X tempo 3 5.89 0.0026 3 8.25 0.0003 3 1.69 0.188 4 16.37 <0.001 3 1.44 0.248
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Figura 1. Taxa de encapsulagdo de operérias de A. sexdens
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de IB 151239 em funcdo do tempo.
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Figura 2. Numero de hemocitos na hemolinfa de operdrias de

A. sexdens rubropilosa de colonias tratadas ou nao tratadas

com folhas de IB 151239.

22



y = 5.140 - 2.022 Inx
[R?= 0.907; p= 0.047]
6,0 -

55
5,0
45 -
4,0 -

3,5 1

Taxa respiratoria (ug CO,/h)

2,5 A

2,0 T T T T

Tempo (semanas)

Figura 3. Taxa respiratOria de operdrias tratadas e nao tratadas

de A. sexdens rubropilosa ao longo do tempo.
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Discussao

De acordo com os resultados encontrados, folhas de IB 151239 inibem o sistema
imune de operdrias de A. sexdens rubropilosa, uma vez que, em colonias tratadas com
esse vegetal, as operdrias apresentaram menor taxa de encapsulacdo e diminui¢do na
quantidade total de hemdcitos. A inibi¢do do sistema imune de insetos praga pode ser
considerada uma caracteristica positiva de um inseticida, sendo assumido que isso
represente um efeito subletal do mesmo. Em se tratando de formigas cortadeiras, a
supressao do sistema imune das operdrias expde as mesmas, € consequentemente a
colonia, a situagdes de risco pois as deixam susceptiveis a possiveis patdgenos e
doencas, que em uma colonia sauddvel ndo seriam considerados um problema. Nesse
momento de baixa imunidade da coldnia, o possivel controle da mesma € facilitado,
podendo ser feito com doses mais baixas de inseticida ou até mesmo por algum fungo
conhecidamente patogénico as operdrias e,ou, ao fungo simbionte.

Diversos trabalhos mostram que substancias extraidas de vegetais podem causar
efeitos letais e,ou, subletais nas operdrias, em seu fungo simbionte ou em ambos (Bueno
et al. 2004; Marsaro Jr. et al. 2004; Marinho et al. 2005; Marinho et al. 2006; Marinho
et al. 2008; Ribeiro et al. 2008; Gandra et al. 2011a). Até o momento, os efeitos
subletais observados em operarias de cortadeiras foram alguns sintomas de intoxicacao
como tremores e lentiddo, quando essas formigas entravam em contato com a ricinina,
extraida do Ricinus communis (Bigi et al. 2004) e com o astilbin, extraido de
Dimorphandra molis (Cintra et al. 2005). Também alteracdo comportamental como
formagdo de grupos em agressdo foi verificada quando operdrias entraram em contato
com o B-eudesmol, extraido de folhas de Eucalyptus maculata (Marinho et al. 2005;
Marinho et al. 2006). Até o presente trabalho nao se conhecia nenhum vegetal ou
substancia que interferisse no sistema imune das cortadeiras, provavelmente por ser uma
area ainda pouco explorada.

Dentre as substancias quimicas que afetam negativamente o sistema imune de
insetos, conhecem-se, por exemplo, os efeitos imunossupressores da actinomicina D, da
ciclohexamida, da hidrocortisona, as ciclosporina A e da azadiractina (Kaaya et al.
1987; Azambuja et al. 1991; Jarosz 1993; Jarosz 1994; Fiolka 2008).

Assim como observado no presente trabalho com colonias de A. sexdens
rubropilosa tratadas com folhas de IB 151239, a azadiractina também apresentou efeito

imunossupressor, reduzindo o nimero total de hemdcitos no inseto Rhodnius prolixus
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(Azambuja et al. 1991). Outra maneira de se comprovar o efeito imunossupressor do
vegetal oferecido as colnias da cortadeira foi a reducdo da taxa de encapsulacdo das
operdrias ao longo de tempo. Pelo que tudo indica, alguma substancia ou substancias
das folhas de IB 151239 desencadeiam efeito semelhante ao da azadiractina no que diz
respeito a resposta imune.

Apesar do efeito imunossupressor causado pelas folhas de IB 151239, esse
vegetal ndo afetou o metabolismo respiratério das operdrias, fato semelhante ao
encontrado por Gandra et al. (2011b) para A. bisphaerica e Acromyrmex balzani quando
em contato com extratos desse mesmo vegetal.

Além da alteracdo no sistema imune das operdrias, folhas de IB 151239
provocaram outros efeitos negativos nas coldnias de A. sexdens rubropilosa como a
diminuicdo do volume do jardim de fungo, que pode ocasionar competicdo por alimento
entre as larvas e os adultos; fato ja observado por Aradjo et al. (2004) em A. bisphaerica
em regioes de queimadas; diminuic@o do corte de folhas e, por fim, morte das colonias.

Trabalhos efetuados com A. sexdens rubropilosa testando a toxicidade de folhas
de Ricinus communis (Hebling et al. 1996), de Canavalia ensiformes (Hebling et al.
2000a) e Ipomoea batatas (Hebling et al. 2000b) também constataram reducdo do
volume do jardim de fungo e aumento significativo da mortalidade de operdrias em
tempo varidvel a partir do tratamento com as folhas, porém, tempo este, sempre maior
do que o obtido com o uso de IB 151239.

Neste trabalho, além da diminui¢do do jardim de fungo, verificou-se a mudanca
de coloragdo do fungo, o que indicou sua degeneracdo, pois seu aspecto inicial, imido e
cinza, passou a apresentar aparéncia amarela e ressequida até, em duas colonias de A.
sexdens rubropilosa, a cor se tornar escura. Resultado semelhante foi encontrado por
Hebling et al. (2000b) em colonias de A. sexdens rubropilosa tratadas com folhas de
Ipomoea batatas. Provavelmente, vérios fungos patogénicos se alojaram sobre o jardim;
como por exemplo, o Escovopsis, parasita especialista do L. gongylophorus; ja que a
defesa da colbnia era quase inexistente, ou seja, a colonia estava debilitada, devido a
diminuicdo da defesa imune das operdrias e a diminui¢do do fungo simbionte. Esse fato
€ claramente observado quando o formigueiro € submetido a uma situacdo de estresse,
como observado por Rodrigues et al. (2005a) quando ninhos de cortadeiras foram
submetidos a doses letais ou subletais de formicidas, ou quando as formigas foram

removidas dos ninhos (Bass & Cherrett 1994; Rodrigues et al. 2005b).
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Alguns autores consideram o formigueiro como um “organismo” e assim pode-
se esperar que membros dessa microbiota possam se transformar em ameacgas quando
este “organismo” estiver debilitado.

Apesar do efeito observado no jardim de fungo e no sistema imune das
operdrias, essas formigas nao deixaram de cortar e transportar as folhas de IB 151239
para dentro do jardim ao longo do experimento. Essa € uma caracteristica importante
para um formicida, se pensarmos nesse vegetal incorporado em iscas granuladas, uma
vez que a rejeicdo € um dos grandes problemas durante a sintese de substancias a serem
incorporadas em iscas.

Poucos trabalhos foram feitos para constatar o efeito inseticida de IB 151239,
sendo que em um deles, folhas deste vegetal foram oferecidas a larvas de Pieris
brassicae, tendo ocorrido alto indice de mortalidade das mesmas nos ultimos instares.
Além disso, as folhas foram pouco cortadas por lagartas de instares iniciais. Os autores
desse trabalho relataram que essa toxicidade estd relacionada com a presenca de
substancias toxicas nas folhas e que a quantidade dessas substancias € pequena, nio
causando mortalidade inicial. Em relacdo a cortadeiras, extrato foliar hexanico de IB
151239 incorporado a dieta foi altamente tdxico para operdrias de A. sexdens
rubropilosa, provocando 80% de mortalidade (Ribeiro 2008). Além disso, a autora
relata que operdrias dessa subespécie, apos se alimentarem da dieta incorporada com o
extrato na concentracdo de 100 mg/mL, apresentaram sintomas de intoxicacdo como:
pouca movimentagdo, tremores nas pernas e prostracao.

Ao que tudo indica, a substancia ou substancias encontradas nas folhas de IB
151239 tém efeito fungicida mais pronunciado do que o efeito formicida, j4 que os
melhores resultados de controle ocorreram quando as folhas foram oferecidas as
colonias, matando primeiramente o fungo simbionte e consequentemente as operarias, €
a colonia. No entanto, as operérias podem ter sofrido efeitos diretos e indiretos da(s)
substancia (s) presentes no vegetal, pois além de terem seu sistema imune
comprometido apds se alimentarem da seiva das folhas, sofreram inani¢do com a morte
do fungo simbionte. O efeito subletal causado nas operarias € um resultado importante
do ponto de vista do manejo integrado das cortadeiras, uma vez que a supressao do
sistema imune, predispde a colonia a uma situagdo de maior fragilidade.

Frente aos resultados deste trabalho, faz-se necessdrio: a constatacdo da
atividade fungicida e a identificacdo da substincia ou substincias causadoras desse

efeito presente nas folhas de IB 151239; teste com outras espécies de formigas; testes
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com rainhas, uma vez que todos os tipos de controle de cortadeiras visam a eliminagdo
da rainha, e ainda a incorporacdo deste material em iscas granuladas para testar sua
viabilidade no campo. Apds todos estes testes, a planta IB 151239 pode vir a ser uma

ferramenta promissora no manejo integrado de formigas cortadeiras.
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Efeito do extrato de IB 151239 no fungo simbionte Leucoagaricus gongylophorus

Resumo

As formigas-cortadeiras sdo conhecidas por manterem uma estreita relacdo simbidtica
com um fungo que é a principal fonte de alimentagcdo das larvas e constitui parte da
alimentacdo dos adultos. Essa simbiose é considerada um dos entraves no controle
dessas importantes pragas, pelo fato do fungo simbionte, além produzir enzimas
responsdveis pela digestdo da celulose, destoxificar substancias presentes nos vegetais
que podem ser deletérias as formigas. Atualmente no controle desses insetos, as
substancias usadas apresentam efeito em apenas um lado da simbiose: as formigas.
Encontrar uma molécula com efeito em ambos os lados do mutualismo seria de grande
valia para o eficiente combate dessas formigas. Neste trabalho, objetivou-se constatar a
acdo fungicida de extratos hexanico e etandlico de folhas de IB 151239, bem como
identificar possiveis substancias causadoras desse efeito. Para isso, os extratos foram
adicionados ao meio de cultura do fungo simbionte L. gongylophorus e o peso seco do
mesmo foi quantificado apés 30 dias. Ambos os extratos inibiram o crescimento do
fungo, ou seja, apresentaram efeito fungicida, sendo o extrato etandlico o que
desencadeou atividade mais pronunciada. No fracionamento desse extrato, a fragcdo
cloroférmica foi a mais ativa. As possiveis substancias causadoras do efeito fungicida
sdo liral/intermedeol e avocadinofurano/(E)-nerolidil isobutirato/difenil-disulfide. Faz-
se necessdria a confirmagao dessas substancias e posteriormente as mesmas devem ser

testadas biologicamente.
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1. Introducao

As formigas-cortadeiras, herbivoros dominantes nos neotrépicos, tém o habito
de cortar material vegetal e transporta-lo para dentro do ninho, onde servird de substrato
para cultivo de seu fungo simbionte Leucoagaricus gongylophorus (Holldobler &
Wilson 1990), associagdo que existe ha pelo menos 50 milhdes de anos (Rico Gray &
Oliveira 2007, Schultz & Brady 2008).

Essa relacdo simbidtica mutualista existente na colOnia entre as formigas e seu
fungo, que serve como alimento para larvas e adultos, é considerada um entrave no
controle desses insetos. Isso ocorre porque o fungo mutualista, além produzir enzimas
responsdveis pela digestdo da celulose, destoxifica substancias presentes nos vegetais
que podem ser deletérias as formigas. (Fowler et al., 1989).

As cortadeiras, por sua vez, apesar de cortarem uma gama de espécies vegetais,
possuem uma capacidade inata de selecionar o material vegetal a ser cortado e
implantado no fungo simbionte. Essa selecio impede que muitos vegetais que possam
apresentar substancias danosas ao fungo e, ou, as operdrias sejam carregados para o
ninho (Rockwood 1976; Bueno et al. 2004; Morini et al. 2005). Dentre essas
substancias destacam-se as saponinas, taninos e ligninas e outros como terpendides,
alcal6ides, aminodcidos ndo-protéicos, que sao aleloquimicos produzidos pelas plantas,
desempenhando papel importante contra herbivoros (Taiz & Zeiger 2003). Em relacdo
as cortadeiras, esses compostos de defesa dos vegetais podem atingir ndo apenas as
operdrias, mas também seu fungo simbionte.

A toxicidade de algumas substancias oriundas de vegetais como a mamona
(Ricinus communis) (Hebling et al. 1996), o gergelim (Sesamum indicum) (Vieira et al.
1997), a batata doce (Ipomoea batatas) (Vieira et al. 1997), o feijio de porco
(Canavalia ensiformes) (Takahashi-Del-Bianco 2002), o cedro (Cedrela fissilis) (Bueno
et al. 2005) e Helietta puberula (Almeida et al. 2007) ao fungo L. gongylophorus ja
foram testadas. Mais recentemente, Ribeiro (2008) observou mortalidade de coldnias de
Acromyrmex subterraneus molestans apos oferecimento de folhas de IB 151239. Nesse
trabalho, a autora relatou que os ninhos submetidos ao tratamento com folhas desse
vegetal apresentaram diminui¢ao do jardim de fungo até a total morte do mesmo.

Originaria da América do Sul, IB 151239 tem sido estudada nas ultimas décadas
devido a suas propriedades medicinais. Nessa planta, sdo encontrados alguns

metabolitos secundarios como o isotiocianato de benzila, com atividade antibacteriana,
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antiviral e antifiingica; cubitacinas, com atividade medicinal e d4cido erdcico,
considerado um eficiente antimicrobiano, inibindo Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Penicillium notatum e Candida albicans.

Como a propriedade fungicida e formicida encontrada no IB 151239 constituem
uma combinacdo desejdvel para os produtos desenvolvidos para o controle de formigas
cortadeiras, faz-se necessdrio a sua investigacdo. O objetivo deste trabalho foi
determinar a toxicidade de extratos etandlico e hexanico desse vegetal e das fracdes
mais ativas desses extratos ao fungo simbionte L. gongylophorus, bem como identificar

as possiveis substancias presentes nesse vegetal, causadoras do efeito fungicida.
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2. Material e Métodos

2.1. Isolamento e manuten¢do da cultura do fungo Leucoagaricus gongylophorus

O fungo L. gongylophorus foi isolado de ninhos de Atta sexdens rubropilosa
coletados do campo, em areas proximas ao local de estudo e mantidos no Insetdrio da
Universidade Federal de Vigcosa segundo Della Lucia et al. (1993).

O isolamento de L. gongylophorus se deu pela retirada de fragmentos do jardim
e da sua transferéncia asséptica para placas de Petri contendo meio de cultura. Este era
composto de peptona, cloreto de sédio, extrato de malte, glicose, aveia em flocos, dgar,
dgua destilada e o antibidtico cloranfenicol. Apés preparado, o meio era autoclavado a
120°C e 1,1 atm por 30 minutos (Pagnocca et al. 1990).

As culturas do fungo foram mantidas em incubadora B.O.D. (25£2°C) por um
més, devido a seu lento crescimento. ApoOs esse tempo, “plugs” (fragmento do fungo
cortado com tamanho definido) de 1 cm de didmetro eram retirados das culturas e
assepticamente transferidas a outras placas (um “plug”por placa) contendo meio novo

para a manutenc¢ao da cultura.

2.2. Preparacgdo dos extratos de IB 151239

As folhas de IB 151239 foram coletadas no Campus da Universidade Federal de
Vigosa e em outras localidades préximas. O material foi seco em estufa a 40°C por um
periodo de 48 horas e triturado em triturador industrial até que as folhas se tornassem
p6. O pd formado foi colocado em erlemeyer de 2L e coberto com hexano. Apds 72
horas, a solucdo hexénica foi retirada sob filtracdo e o material vegetal foi submetido a
extracdo com etanol por 72 horas. Os extratos hexinicos e etandlicos foram
concentrados em evaporador rotativo a baixa pressao e temperatura reduzida (< 50° C).

Os extratos foram armazenados sob refrigeracdo para os testes biologicos (Bueno et al.

2004).

2.3. Ensaio de toxicidade

Os extratos hexanicos e etandlicos foram diluidos em diclorometano e

adicionados ao meio de cultura autoclavado, contendo peptona, cloreto de sédio, extrato
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de malte, glicose, aveia em flocos, dgar e d4gua destilada; até as concentragdes finais de:
6,25, 12,5, 25, 50 e 100 mg/mL. A quantidade de meio colocada em cada placa foi de
10 mL, seguida de um “plug” de fungo de 1 cm de didmetro colocado em cada placa,
totalizando 20 placas por concentracdo. O antibidtico rifampicina foi adicionado ao
meio apds colocd-lo na placa de Petri. As placas contendo o fungo nas diferentes
concentragdes dos extratos foram mantidas em incubadora B.O.D. (25+2°C) por um
més para a avaliaciko do  crescimento. Apds esse  tempo,  Os
“plugs”’de fungo foram retirados, colocados em copos de papel aluminio e em seguida

levados a estufa a temperatura de 28°C por 3 dias, até a estabilizacao do peso seco.

2.4. Extracdo etandlica e hexanica de folhas de IB 151239

As folhas de IB 151239 (526,9 g) foram distribuidas em doze baldes de
erlenmeyers de 250 mL onde se adicionava etanol PA para manter submergido esse
material, durante dez dias sob agitacdo, no Laboratério de Biomoléculas do
Departamento de Quimica da UFV. Ao final desse periodo, o extrato etandlico dessas
folhas foi filtrado em papel-filtro de 12,5 cm de diametro e 205 um de porosidade e
concentrado no evaporador rotativo a 50 °C, produzindo um 6leo verde escuro. Em
seguida, foi adicionado hexano PA para a extracdo das substancias apolares, seguindo o

mesmo procedimento citado acima.

2.5. Extragdo particionada com hexano, acetato de etila, cloroférmio e butanol

A partir do extrato etandlico obtido, retirou-se 43,7 g o qual foi diluido em 600
mL de uma solu¢do de metanol e dgua (1:1), que logo em seguida, foi transferida para
um baldo de decantacdo. Ao extrato dissolvido foram adicionados 300 mL de hexano.
Essa mistura foi agitada vigorosamente e decantada por 2 minutos, para que houvesse
separacdo das fases polar (fase com metanol:dgua) e apolar (fase com hexano). As duas
fracOes obtidas (polar e apolar) foram separadas em erlenmeyer de 1L e a fracdo polar
foi novamente extraida com hexano por mais duas vezes, a fracdo hexanica foi
recolhida, filtrada, concentrada no evaporador rotativo a temperatura inferior a 50°C e
armazenada em refrigerador. Em seguida, o mesmo procedimento foi adotado,
utilizando como solvente o cloroférmio, depois o acetato de etila e por fim, o butanol

para a obtengd@o de extratos particionados desses solventes (Leitdo et al. 2005).
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A partir do extrato hexanico retirou-se 21,13 g e seguiu 0 mesmo procedimento
de extracdo particionada utilizando os mesmos solventes (hexano, cloroférmio, acetato

de etila e butanol), conforme anteriormente descrito.

2.6. Testes biologicos com as fracdes obtidas com hexano, acetato de etila, cloroférmio

e butanol

As cinco fragdes obtidas de cada extrato (etandlico e hexanico) foram levadas ao
Insetario/DBA/UFV para os testes no fungo L. gongylophorus.

Cada uma das fragdes particionadas foram diluidas em diclorometano e
adicionada ao meio de cultura autoclavado, contendo peptona, cloreto de sédio, extrato
de malte, glicose, aveia em flocos, dgar e dgua destilada; até as concentragdes finais de:
25 e 50 mg/mL. A quantidade de meio colocada em cada placa foi de 10 mL e em
seguida dois “plugs” de fungo de 1 cm de didmetro foram colocados em cada placa,
totalizando 5 placas por concentracdo. O antibidtico rifampicina foi adicionado ao meio
apés colocd-lo na placa de Petri. As placas contendo o fungo nas diferentes
concentragdes dos extratos foram mantidas em incubadora B.O.D. (25+2°C) por um
més para a avaliacdo do crescimento.

Apos esse tempo, os “plugs” de fungo foram retirados, colocados em copos de
papel aluminio e em seguida levados a estufa a temperatura de 28°C por 3 dias, até a
estabiliza¢ao do peso seco. Todos os “plugs” foram pesados para a comparagdo entre os

tratamentos.

2.7. Fracionamento cromatografico das fracOes ativas

O fracionamento de compostos ativos foi realizado no Laboratério de Manejo
Integrado de Pragas no Departamento de Entomologia da UFV, utilizando colunas
cromatograficas contendo silica gel 60 (70-230 Mesh-ASTM, Merck) como fase
estaciondria. Nas andlises cromatograficas em camada delgada foram utilizadas placas
preparadas com silica gel 60.

Para cada separacdo cromatografica foi feita a selecio do solvente ou da
composicdo de solventes, em cromatografia de camada delgada (CCD), que
proporcionasse a melhor separacdao dos constituintes. As fracdes foram recolhidas em

frascos de 10 mL e deixadas em capela de exaustdo para evaporacido do solvente. Foi
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feita a comparacdo das manchas em placas de CCD para o agrupamento das fracdes
recolhidas. Os reveladores utilizados foram solugdo de fosfomolibidico/etanol (12g/150
mL) ou observagdo sob luz ultravioleta a 254 ou 360 nm.

O primeiro fracionamento utilizou uma coluna de 6,0 cm de didmetro por 50 cm
de altura contendo aproximadamente 45 cm de silica e as seguintes proporcdes de
solventes: hexano/acetato de etila (3:7), acetato de etila puro, acetato de etila/metanol
(1:1), acetato de etila/metanol (7:3) e metanol puro. O segundo e terceiro fracionamento
utilizaram uma coluna com 2,5 cm de didmetro por 50 cm de altura contendo
aproximadamente 40 cm de silica e as seguintes propor¢cdes de solventes: acetato de
etila/cloroférmio (2:8), acetato de etila/cloroférmio (4:6), acetato de etila/cloroférmio
(6:4), acetato de etila/cloroférmio (8:2), acetato de etila puro, acetato de etila/metanol

(8:2), acetato de etila/metanol (6:4), acetato de etila/metanol (2:8) e metanol puro.

2.8. Avaliacao da atividade fungicida das fracdes

As fragdes obtidas em maior quantidade foram escolhidas para os testes

biolégicos. A metodologia utilizada foi a mesma descrita no item 2.5.

2.9. Identificacdo parcial das sub-fracdes do extrato etandlico de folhas de IB 151239

através do cromatdgrafo em fase gasosa (CG)

As sub-fracdes do extrato etandlico de folhas de IB 151239 foram injetadas no
cromatégrafo a gas QP-2010 da Shimadzu com injetor manual. Fluxo constante de 1,0
mL de gas carreador (hélio) e pressdo do injetor varidvel para manter esse fluxo. As
condi¢des de operacdo do aparelho CG estdo especificadas no Tabela 1.

Com os tempos de retencdo dos compostos identificados e dos padroes de
hidrocarbonetos (C7 — C30), foram calculados os Indices de Kovats (I), conforme
férmula abaixo. A partir dessas informacdes identificou-se os compostos das amostras

tendo como base os indices de Kovats tabelados por Adams (2007).

[=100*z + 100*((log t’rx — log t’r,) / (log t’r(z+1)- lOg t’r,))
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onde:

I = niimero hipotético, que € igual ao nimero de dtomos de carbono de um alcano
saturado de cadeia normal, que tem o mesmo tempo de retengdo ajustado (t’r) que o
composto cujo indice estd sendo determinado;

z = nimero de carbonos de um alcano saturado normal;

t’rx = tempo de retencdo ajustado do composto x;

t’rz € t'R(z+1) = tempos de retencdo ajustados de alcanos de cadeia normal, sendo que

t’rx € Intermedidrio a t’g, € t’riz+1) (Bonato, 1997);

Tabela 1. Parametros de funcionamento do cromatégrafo de fase gasosa (CG) utilizados
para a identificagdo parcial das sub-fracdes do extrato etandlico de folhas de IB 151239.

Parametros de funcionamento do CG Condicdes

Temperatura inicial 35°C por 5 min.

Programa de temperatura 8°C/min até 310°C por 5 min
Temperatura do injetor 250°C

Temperatura do detector (F.I.D.) 310°C

Controlador do fluxo “Splitless”

Tipo de coluna DB-5
Diametro/comprimento da coluna 0,32 mm/30m

Espessura da fase estaciondria 0,25 um.
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2.10. Analises estatisticas

Os dados de concentragdo letal dos extratos etandlico e hexanico de IB 151239
ao fungo simbionte foram submetidos a uma andlise de probit (PROC PROBIT, SAS
Institute, 2008); a razdo de toxicidade foi calculada e os intervalos de confianca (95%)
dessa toxicidade foram estimados segundo Robertson et al. (2007). Os demais
resultados (comparacdo da toxicidade entre as diferentes fracdes) foram submetidos a
andlise de variancia seguido pelo teste de Tukey (P<0.05) quando necessario (SISVAR
5.3).
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3. Resultados

3.1. Toxicidade dos extratos etandlico e hexanico de IB 151239 ao fungo simbionte

Leucoagaricus gongylophorus

Nao ocorreu inibicdo do crescimento do fungo no controle e seus valores foram
usados para corrigir a inibi¢do das diferentes concentragdes dos extratos.

O modelo de probit foi adequado aos dados baseado no teste de qui-quadrado de
adequabilidade do modelo (Etandlico: xz =4,36; P=0,22; Hexanico: x2 = 3,96; P=0,26).

Com os resultados encontrados observa-se que ambos os extratos, etandlico e
hexanico, de folhas de IB 151239, sdo t6xicos para o fungo simbionte das cortadeiras,
inibindo o crescimento do mesmo e aumentando essa inibicdo com o aumento da
concentragcdo. Isso confirma, portanto, a acdo fungicida dos mesmos (Figura 1). A
inibicdo mdxima observada (91,11%) foi na maior concentracdo usada (100 mg/mL)
para o extrato etandlico. J4 para o extrato hexanico, esse valor foi de 87,34%.

Em relacdo a razao de toxicidade, observa-se que o extrato etandlico foi 1,77
vezes mais potente que o hexanico, apresentando menor CLso (Tabela 2). A inclinagcao
da reta do extrato etandlico foi maior que a do extrato hexdnico, mostrando que a
resposta daquele extrato é mais rapida. Devido a esses resultados encontrados, o extrato

etandlico tornou-se o foco de atencao deste trabalho.

3.2. Toxicidade das fracdes particionadas de IB 151239 ao fungo simbionte

Leucoagaricus gongylophorus

A partir do extrato etandlico (43,67 g) produziu-se cinco fragdes por parti¢ao:
fracdo hexanica (FHEE) (27,57 g), cloroférmica (FCEE) (2,70 g), fracdo de acetato de
etila (FAEE) (1,36 g), butandlica (FBEE) (5,39 g) e aquosa (6,46 g), totalizando 43,49g.
Do extrato hexanico (20,63 g) obteve-se também cinco fragdes: fracdo hexanica
(FHEH) (7,31 g), cloroférmica (FCEH) (0,63 g), fracdo de acetato de etila (FAEH)
(0,27 g), butandlica (FBEH) (0,81 g) e aquosa (0,48 g), totalizando 9,5 g.
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Figura 1. Crescimento do fungo Leucoagaricus gongylophorus

em meio de cultura contendo diferentes concentragdes de extratos

de IB 151239. A) Extrato etandlico; B) Extrato hexanico.
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Tabela 2. Concentragdo letal dos extratos etandlico e hexanico de folhas de IB 151239 ao fungo Leucoagaricus gongylophorus.

Extrato Inclinagio (+EP) CL5p (mg/mL) Razao de toxicidade (95% IC) xz P
Etandlico 2,13 (£0,17) 11,68 (8,65 — 14,73) 1,00 (0,70 — 1,44) 4,36 0,22
Hexanico 1,27 (£ 0,15) 20,66 (17,94 —23,69) 1,77 (0,72 - 2,37) 3,96 0,26
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As fracOes acetato de etila e aquosa do extrato hexanico ndao foram usadas para
os bioensaios devido a pequena quantidade conseguida das mesmas (0,27 e 0,48 g,
respectivamente).

Dentre as fracdes particionadas (etandlica e hexénica), houve diferenga quanto a
inibicdo do fungo (Fs 126= 6,91; P < 0,001) (Tabela 3). Quando comparadas as duas
concentragdes usadas (25 e 50 mg/mL) ndo houve diferenca significativa (F; 126 = 1,65;
P = 0.2003). Entretanto, houve diferenca na interacdo fracdo*concentracdo (Fe 126 =
5,58; P < 0.001). No desdobramento da interacdo tem-se que apenas dentro da
concentracdo de 50 mg/mL houve diferenca entre as fracdes na inibi¢ao do crescimento
do fungo simbionte (Fe 126 = 10,21; P < 0,001) (Tabela 4). Dentro de cada fracdo, houve
diferenca entre concentracdes apenas nas fracdes cloroférmica do extrato etandlico
(FCEE) (Fj 126 = 4,08; P = 0,045) e hexanica do extrato etandlico (Fj 26 = 22,71 ; P <
0,001) (FHEE), sendo que em ambas as fracdes, a maior média de inibicdo foi
observada na concentracdo de 50 mg/mL.

As maiores médias de inibicdo, em valores absolutos, foram observadas para as
fracdes cloroférmicas do extrato etandlico e hexanico, entretanto, devido a pequena
quantidade obtida dessa tultima fracdo, seguiu-se o fracionamento apenas da fracdo

etandlica.

3.3. Toxicidade das fragdes e sub-fragdes de IB 151239 ao fungo simbionte

Leucoagaricus gongylophorus

Foram obtidas oito fracdes relativas ao fracionamento da fragao cloroférmica do
extrato etandlico. As quantidades de cada fragcdo obtida estdo representadas na Tabela 5.
Com base na quantidade dessas fragdes, foram escolhidas quatro (fragdes 3, 4, 6 e 7)
para os bioensaios com o fungo (Figura 2).

Dentre as quatro fracOes testadas, houve diferenca significativa na inibicdo do
crescimento do L. gongylophorus (Fs1,=241,9; P < 0,001), sendo que as fragcdes 3 e 4
inibiram completamente o crescimento desse fungo (Tabela 6).

Devido a inibicdo completa do crescimento de L. gongylophorus, as fracdes 3 e
4 foram refracionadas (3° fracionamento). Os fracionamentos dessas fracdes resultaram
em 5 sub-fragdes cada uma, e o peso de cada uma delas estd representado na Tabela 7.
Com as sub-fracOes resultantes desse 3° fracionamento ndo foram realizados bioensaios

devido a pequena quantidade do material obtido.
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Tabela 3. Média da inibi¢do (%) do crescimento de Leucoagaricus gongylophorus
em meio de cultura contendo diferentes fracdes dos extratos etandlico e hexanico de

IB 151239.

Fracdo Meédia da inibicdo*
FHEE 37,58 ¢
FBEE 48,72 be
FBEH 55,13 abc
FAEE 57,05 abc
FHEH 71,15 ab
FCEH 76,92 a
FCEE 79,61 a

*Letras iguais nao diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Tabela 4. Média da inibicao (%) do crescimento de Leucoagaricus gongylophorus em
meio de cultura contendo diferentes fracdes dos extratos etandlico e hexanico de IB

151239 na concentracao de 50 mg/mL.

Fracao Meédia da inibicdo
FHEE 9,37b
FBEE 57,69 a
FBEH 61,53 a
FAEE 66,67 a
FHEH 79,48 a
FCEH 80,00 a
FCEE 91,56 a

*Letras iguais ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 5. Peso (g) das fracdes obtidas do fracionamento da fragdo cloroférmica do extrato

etanodlico de IB 151239.

Fracgdes Peso (g)
1 0,082
0,009
0,151
0,175
0,056
0,239
0,557
0,111

[c <IN e Y, B S OS E \S)
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Figura 2. Crescimento do fungo Leucoagaricus gongylophorus em
diferentes fracdes da fracdo cloroférica do extrato etandlico de IB 151239.

A) Fracdo 3; B) Fracdo 4; C) Fragdo 6; D) Fracdo 7; E) Controle.
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Tabela 6. Média da inibi¢do do crescimento do fungo L. gongylophorus.

Fracao Inibi¢do do crescimento (%)
3 100
4 100
6 28,12
7 18,75

Tabela 7. Peso (g) das sub-fracdes obtidas do refracionamento das fragdes 3 e 4.

Sub-fracdes Peso (g)
3-1 0,0216
3-2 0,0007
33 0,0031
3-4 0,0159
3-5 0,0162
4-1 0,0322
4-2 0,0069
4-3 0,0079
4-4 0,0042
4-5 0,0266
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3.4. Identificacdo das possiveis substancias presentes nas sub-fracdes de 3 e 4

As possiveis substancias presentes nas sub-fragdes das fragdes 3 e 4 estdo
representadas na tabela 8 e foram encontradas com base no célculo do indice de Kovats
(Adams 2007).

As substancias presentes em maior frequéncia foram liral/intermedeol (Figura 3),
presente nas sub-fracdes 3-1,3-3,4-1,4-3,4-4 e 4-5 e avocadinofurano/(E)-nerolidil
isobutirato/difenil-disulfide (Figura 4) nas sub-fracdes 3-1,4-1, 4-2, 4-3, 4-4 e 4-5.

Os possiveis compostos presentes em cada uma das sub-fracdes estdo
representados nas tabelas 9 a 18, com seus respectivos indices de Kovats, porcentagem

presente em cada amostra (porcentagem da drea) e tempo de retencgao.

OH ~0

Figura 3. Estrutura quimica dos compostos A)liral; B)intermedeol.
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5""5

Figura 4. Estrutura quimica dos compostos A) avocadinofurano; B) nerolodil-isobutirato; C) difenil-
dissulfide.
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Tabela 8. Possiveis compostos presentes nas sub-fracoes de 3 e 4 com sua férmula

quimica e indice de Kovats (IK).

Composto Foérmula IK Sub-fragao
acido decandico CI0H2002 1366 4-1
cis-mentolactona C10H1802
acetato cis-carvil CI2H1802 1367 3-1/3-5
(2E)-undecenol C11H220
hexenil-(3Z)-hexenoato C12H2002
(E)-B-damascenona CI13HI180 1384 4-1
isobornil propanoato C13H2202
acetato de trans-mirtanol C12H2002
1386 3-1
d-nonalactona C9H1602
(Z)-isoeugenol C10H1202
o-barbateno C15H24 1407 3-3
longifoleno C15H24
isoamil octanoato C13H2602
. - 1445 3-1/3-4
cis-prenil limoneno C15H24
capillin C12H8O 1639 3-4
junicedranone C15H240 1665 4-2
liral C13H2202
i 1666  3-1/3-3/4-1/4-3/4-4/4-5
intermedeol (5B-10a-eudesm-11en-4-ol) C15H260
13-hidroxicariofileno C15H240 1667 3-4/3-5
alcool a-amil cinnamil C14H200 1683 3-4
acetato de cariofileno C17H2802 1701 4-2
8-a-acetoxielemo C17H2803
) 1793 3-2/4-1/4-2
(E) isovalencenol C15H240
(E)-14-hexadecenal C16H300 1824 3-4
avocadinofurano C17H260
(E)-nerolidil isobutirato CI19H3202 1826  3-1/4-1/4-2/4-3/4-4/4-5
difenil-disulfide C12H10S2
nonadecano C19H40
L ) 1900 3-2
dihidro-columelarina C15H2202
retamina C15H26N20 1980 4-2/4-3/4-4
7-hidroxi-4-metil-cumarina C10H803 1981 3-4/3-5
acido linoléico C18H3202 2133 3-4/3-5
(IS)-.l-etl.l-Z-metllpropll 3,13- C26H4602
dimetilpentadecanoato 2279 4-3/3-4/3-5
(25,135)-2,13-diacetoxiheptadecano C21H4004
abietol C20H320 2401 4-4/4-5
2-naftalenol C20H3602 2422 3-4/3-5
perileno C20H12 2703 3-1/3-4/3-5
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Tabela 9. Compostos presentes na sub-fracdo 3-1 com seus respectivos indices de

Kovats, area (%) e tempos de retencio (min).

SUB-FRACAO 3-1

Composto Foéormula IK Area (%) TR (min)
acetato de trans-mirtanol C12H2002 1386 60.39 23.877
d-nonalactona C9H1602
cis-mentolactona C10H1802
cis-carvil acetato C12H1802 1367 39,6 24,183
(2E)-undecenol C11H220

Tabela 10. Compostos presentes na sub-fracdo 3-2 com seus respectivos indices de

Kovats, drea (%) e tempos de reten¢ao (min).

SUB-FRACAO 3-2

Composto Formula IK Area(%) TR (min)
nonadecano C19H40 1900 17.44 31,634
dihidro-columelarina C15H2202
firal CI3H2202 1666 1337 28496
intermedeol (5B-10a-eudesm-11en-4-ol) C15H260
8-a-acetoxielemo C17H2803 1793 56.8 30.242
(E)isovalencenol C15H240
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Tabela 11. Compostos presentes na sub-fracio 3-3 com seus respectivos indices de

Kovats, area (%) e tempos de retencio (min).

SUB-FRACAO 3-3

Composto Féormula IK Area(%) TR (min)
liral C13H2202 1666 1.57 28.488
intermedeol (5B-100-eudesm-11en-4-ol) C15H260
(Z)-isoeugenol C10H1202
a-barbateno CI15H24 1407 84,80 24,561
Longifoleno C15H24
isoamil octanoato C13H2602 1445 7.00 25.152
cis-prenil limoneno C15H24
(1S)-1-etil-2-metilpropil 3,13-dimetilpentadecanoato C26H4602 2279 128 36.048
(2S,13S)-2,13-diacetoxiheptadecano C21H4004
perileno C20H12 2703 1,49 40,339
avocadinofurano C17H260
(E)-nerolidil isobutirato C19H3202 1326 1,46 30,672
difenil-disulfide C12H10S2

Tabela 12. Compostos presentes na sub-fracdo 3-4 com seus respectivos indices de

Kovats, drea (%) e tempos de retencao (min).

SUB-FRACAO 3-4

Composto Formula IK Area(%) TR (min)
isoamil octanoato C13H2602
. - 1445 35,32 25,148
cis-prenil limoneno C15H24
(15)-1-etil-2-metilpropil 3,13-dimetilpentadecanoato ~ C26H4602
) ] 2279 6,22 36,05
(2S,135)-2,13-diacetoxiheptadecano C21H4004
perileno C20H12 2703 9,2 40,343
capillin CI2H8O 1639 13,27 28,095
alcool a-amil cinnamil C14H200 1683 6,58 28,735
(E)-14-hexadecenal CI16H300 1824 5,56 30,674
13-hidroxicariofileno C15H240 1667 5,73 28,492
7-hidroxi-4-metil-cumarina CI10H803 1981 5,45 32,631
acido linoléico C18H3202 2133 5,41 34,424
2-naftalenol C20H3602 2422 7,25 37,553
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Tabela 13. Compostos presentes na sub-fracdo 3-5 com seus respectivos indices de

Kovats, area (%) e tempos de retencio (min).

SUB-FRACAO 3-5

Composto Féormula IK Area(%) TR (min)
cis-mentolactona C10H1802
cis-carvil acetato CI12H1802 1367 27,21 23,88
(2E)-undecenol C11H220
(1S)-1-etil-2-metilpropil 3,13-dimetilpentadecanoato C26H4602
(2S,13S)-2,13-diacetoxiheptadecano C21H4004 2279 304 36,05
perileno C20H12 2703 5,36 40,343
13-hidroxicariofileno C15H240 1667 5,01 28,491
7-hidroxi-4-metil-cumarina C10H803 1981 3,73 32,632
2-naftalenol C20H3602 2422 3,15 37,555
acido linoléico C18H3202 2133 3,28 34,427
2-naftalenol C20H3602 2422 3,15 37,555

Tabela 14. Compostos presentes na sub-fracdo 4-1 com seus respectivos indices de

Kovats, drea (%) e tempos de retencao (min).

SUB-FRACAO 4-1

Composto Formula IK Area (%) TR

liral C13H2202

. 1666 2,92 28,48
intermedeol (5B-10a-eudesm-11en-4-ol) C15H260
8-0-acetoxielemo C17H2803

. 1793 6,98 30,233
(E)-isovalencenol C15H240
avocadinofurano C17H260

(E)-nerolidil isobutirato CI19H3202 1826 1,67 30,666
difenil-disulfide C12H10S2

acido decandico C10H2002 1366 28,62 23,869
hexenil-(3Z)-hexenoato C12H2002

(E)-B-damascenone CI3H180 1384 46,43 24,174
isobornil propanoato C13H2202
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Tabela 15. Compostos presentes na sub-fracdo 4-2 com seus respectivos indices de

Kovats, drea (%) e tempos de retencio (min).

SUB-FRACAO 4-2

Composto Foéormula IK Area (%) TR

8-a-acetoxielemo C17H2803

. 1793 54,84 30,241
(E)-isovalencenol C15H240
avocadinofurano C17H260

(E)-nerolidil isobutirato C19H3202 1826 2,1 30,664
difenil-disulfide C12H10S2

junicedranona C15H240 1665 4,44 28,47

acetato de cariofileno C17H2802 1701 21,52 28,992

retamina C15H26N20 1980 2,01 32,618

Tabela 16. Compostos presentes na sub-fracdo 4-3 com seus respectivos indices de

Kovats, drea (%) e tempos de retencao (min).

SUB-FRACAO 4-3

Composto Formula IK Area (%) TR

liral C13H2202

1666 6,7 28,483
Intermedeol (5p-10a-eudesm-11en-4-ol) C15H260
avocadinofurano C17H260

(E)-nerolidil isobutirato C19H3202 1826 10,12 30,663
difenil-disulfide CI12H10S2

retamina C15H26N20 1980 8,07 32,617
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Tabela 17. Compostos presentes na sub-fracdo 4-4 com seus respectivos indices de

Kovats, drea (%) e tempos de retencio (min).

SUB-FRACAO 4-4

Composto Foéormula IK Area(%) TR

liral C13H2202

. 1666 13,38 28,481
intermedeol (5B-10a-eudesm-11en-4-ol) C15H260
avocadinofurano C17H260

(E)-nerolidil isobutirate CI9H3202 1826 12,74 30,667
difenil-disulfide C12H10S2

retamina CI5H26N20 1980 10,72 32,621

abietol C20H320 2401 10,89 37,338

Tabela 18. Compostos presentes na sub-fracdo 4-5 com seus respectivos indices de

Kovats, drea (%) e tempos de reten¢ao (min).

SUB-FRACAO 4-5

Composto Formula IK Area (%) TR
liral C13H2202
. 1666 12,68 28,482
intermedeol (5B-10a-eudesm-11en-4-ol) C15H260
avocadinofurano C17H260
(E)-nerolidil isobutirate C19H3202 1826 12,75 30,666
difenil-disulfide C12H10S2
abietol C20H320 2401 11,67 37,228
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Discussao

Os resultados encontrados mostram que extratos etandlico e hexanico de folhas de
IB 151239 apresentam efeito fungicida sobre o fungo simbionte mutualista das
cortadeiras. A simbiose formigas - L. gongylophorus interfere muito no controle dessas
importantes pragas, sendo que o uso de um produto com um efeito em ambos os lados
do mutualismo serd de grande valor para o controle mais efetivo desses insetos. Na
verdade, o alvo principal de combate de cortadeiras € o elemento reprodutivo, ou seja, a
rainha. No entanto, a elimina¢cdo do fungo e de operérias compromete a sobrevivéncia
do formigueiro.

Ao oferecer a coldonia um produto que possua um efeito fungicida, haveria uma
inibicdo do crescimento do fungo simbionte, 0 que provocaria uma competicdo entre
larvas e adultos pelo micélio como alimento.

Diversos trabalhos avaliando a atividade fungicida de extratos vegetais ja foram
realizados (Pagnocca et al. 1990, Ribeiro et al. 1998, Bueno et al. 2005, Almeida et al.
2007), entretanto, em sua maioria, ndo se conhece a substincia causadora de tal efeito.
A identificacdo desta (as) substancia (as) € de essencial importancia para a continuidade
dos estudos nessa area.

Algumas substancias isoladas de vegetais foram também ja testadas no fungo
simbionte das cortadeiras. A lignana sesamina, encontrada em diversas plantas, como o
Sesamum indicum (gergelim) provoca completa inibicdo do desenvolvimento do fungo
(Pagnocca et al. 1996), assim como o 4cido anthranilico, presente em folhas de Helietta
puberula (Almeida et al. 2007) e as aminas piperidina, dietilamina e pirrolidina
(Pagnocca et al. 2006). Além desses, oito cumarinas extraidas de diversos vegetais ja
foram testadas com resultados de inibicdo de até 80% do crescimento do L.
gongylophorus por algumas delas (Godoy et al. 2005).

A atividade fungicida encontrada no presente estudo foi mais acentuada na fracdo
cloroférmica do extrato etandlico de IB 151239 e € semelhante aos resultados
encontrados por alguns autores, que confirmaram a atividade antimicrobiana dessa
fracdo do mesmo vegetal, contra bactérias gram positivas e negativas.

Apesar de ndo conhecermos ainda ao certo a substincia fungicida presente nas
folhas de IB 151239, dos compostos identificados nas sub-fragdes isoladas, o

liral/intermediol e avocadinofurano/(E)-nerolidil isobutirato/difenil-disulfide sdo as
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mais promissoras para a continuacao dos estudos, uma vez que apareceram em maior
frequéncia nas duas fracdes isoladas (3 e 4).

Com o composto identificado vérios parametros precisam ser testados a fim de
comprovar a eficiéncia do mesmo, como por exemplo, produzir a mesma atividade
biolégica usando a substincia sintética. Além disso, é importante conhecer o tempo para
o inicio dos efeitos fungicida e formicida, o tempo que a substincia leva para interferir
no forrageamento das operdrias, ou seja, o tempo que o produto leva para promover a
paralisac@o do corte. Para que um produto seja eficiente no controle de cortadeiras, uma
das caracteristicas mais relevantes € a rdpida paralisacdo do corte. Esse tempo nido pode
ser muito prolongado para evitar a continuacdo do dano por essas pragas, como
mostrado por Antunes et al. (2000) para a abamectina. Torna-se necessario ainda
conduzir testes de eficiéncia com coldnias no campo utilizando-se iscas impregnadas
com a substancia em diversas concentragdes para se comprovar a possibilidade de seu
emprego em larga escala. Também deve-se explorar possibilidades de outras
formulagdes tais como, termonebulizacdo, pds-secos etc.

Outro atributo importante de um produto para o combate as cortadeiras, se veiculado
na forma de iscas granuladas, é a atratividade destas para as operdrias. Desse modo, o
produto € rapidamente distribuido por toda colonia. Em trabalhos realizados
simultaneamente a este, a impregnacdo de folhas de IB 151239 em p6é em iscas
granuladas, resultou na alta atratividade dos granulos em col6nias de campo de A.
sexdens rubropilosa. Vale ressaltar que essas iscas artesanais eram destituidas de polpa
citrica, de modo que o Unico atrativo foi o p6é das folhas de IB 151239. Os resultados
desses experimentos, inclusive, mostraram que essa isca foi mais atrativa que a
comercial a base de polpa citrica e sulfluramida, e essa atratividade durou até trés meses
apos sua confecgdo, o que d4 um indicativo da facilidade de armazenamento.

Com base no exposto, pode-se considerar como ferramentas promissoras no controle
de cortadeiras alguns possiveis compostos extraidos de IB 151239 cuja identificacio

necessita ser completamente elucidada.
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Conclusoes gerais

e Folhas de IB 151239 supridas as operdrias de A. sexdens rubropilosa
provocaram efeito subletal nas mesmas, de modo que houve reducio na taxa
de encapsulacio e no nimero total de hemdcitos no seu sistema imune;

e As implicacdes desses resultados apontam para maior fragilidade da colonia
uma vez que a supressdo do sistema imune predispde a coldnia a uma
situacdo de maior risco. Isto pode ser explorado sob o ponto de vista do
manejo integrado das cortadeiras;

e Os extratos etandlico e hexanico de IB 151239 provocaram efeito fungicida
em L. gongylophorus, o simbionte mutualista das cortadeiras;

e A fracdo cloroférmica do extrato etandlico de folhas de IB 151239
demonstrou a maior atividade fungicida;

e O sub-fracionamento indicou possiveis substancias fungicidas; dentre elas o
liral/intermedeol e avocadinofurano/(E)-nerolidil isobutirato/difenil-disulfide

que necessitam ser confirmadas e testadas biologicamente.
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