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RESUMO

A utilizagdo de extratos de plantas na agricultura pode ser uma alternativa para o
controle de formigas-cortadeiras em agroecossistemas, uma vez que garante maior
autonomia ao agricultor e ndo polui o ambiente com residuos, diferentemente dos
métodos convencionais que Sa0 onerosos e possuem elevada taxa residual no
ambiente. O presente trabalho teve como objetivo avaliar a preferéncia de operarias
de Atta sexdens (Linnaeus, 1758) por discos de folhas de eucalipto (Eucalyptus
grandis) imersas em diferentes concentracdes de solucéo de extrato de batata-doce
(Ipomoea batatas). Para os bioensaios em campo, foram selecionadas trés trilhas de
forrageamento distintas oriundas de ninhos adultos de A. sexdens. Foram utilizadas
trés concentragbes de extrato: C5 (5 mg/ml), C50 (50 mg/ml), C100 (100 mg/ml),
além do tratamento controle (etanol Alcohol Absolute TEDIA). Em cada trilha, foram
ofertados 10 discos de folhas de eucalipto imersos em seus respectivos tratamentos
(extratos) por bioensaio. O tempo de cada bioensaio foi de 15 minutos, totalizando
doze repeticdes e 180 minutos de avaliacao por trilha. A umidade relativa do ar (UR)
e a temperatura também foram mensurados. Foi contabilizado o nimero de discos
carregados por tratamento/repeticdo, ndo havendo diferenca significativa entre as
concentracfes de extrato de batata-doce (p>0,05). Cabe ressaltar que novos
estudos devem ser realizados, a fim de avaliar a ndo repeléncia dos extratos de

batata-doce nas concentracgdes utilizadas.

Palavras-chave: formigas-cortadeiras; bioensaios; discos carregados; batata-doce.



ABSTRACT

The use of plant extracts in agriculture may be an alternative for the control of leaf-
cutting ants in agroecosystems, once it ensures greater autonomy for the farmer and
does not pollute the environment with waste, unlike conventional methods which are
costly and have high residual rate in the environment. The present work aimed to
evaluate the preference of Atta sexdens workers (Linnaeus, 1758) by eucalyptus leaf
discs (Eucalyptus grandis) immersed in different concentrations of sweet potato
extract solution (Ipomoea batatas). For field bioassays, were selected three distinct
foraging trails from A. sexdens adult nests. Three extract concentrations were used:
C5 (5 mg/ml), C50 (50 mg/ml), C100 (100 mg/ml), in addition to control treatment
(etanol Alcohol Absolute TEDIA). In each trail, 10 discs of eucalyptus leaves were
found immersed in their residues (extracts) by bioassay. The time of each bioassay
was 15 minutes, totaling twelve repetitions and 180 minutes of evaluation per track.
Relative humidity (RH) and temperature were also measured. The number of discs
loaded per treatment / repeat was counted, not having significant difference between
the concentrations of sweet potato extract (p> 0.05). It is noteworthy that further
studies should be performed, to evaluate the non-repellency of sweet potato extracts

at the concentrations used.

Keywords: leaf-cutting ants; bioassays; loaded discs; sweet potato.
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1. INTRODUCAO

Depois da consolidacdo da Revolucdo Verde no Brasil, a tendéncia a
utilizacdo indiscriminada de agrotoxicos e a dependéncia de empresas
multinacionais passou a dominar o cendrio agricola. Portanto, assuntos relacionados
a impactos so6cio-ambientais vieram a tona, visando buscar praticas agricolas
amigaveis com o agroecossistema (SILVA e ROSA, 2017)

E preciso que haja uma substituicdo, bem como uma transicdo agroecoldgica
no novo cenario, onde préaticas convencionais sejam substituidas por praticas
alternativas, como € o caso da Agroecologia (GLIESSMAN, 2000).

Também é necessario quebrar o paradigma de que qualquer inseto que cause
danos a producdo agricola deva ser eliminado de seu ambiente. Dentro dessa
perspectiva, a agroecologia se faz presente, uma vez que possui como premissa
basica a insercao de todos os seres no sistema, onde cada um possui a sua funcéo
ecoldgica e contribuicdo para o ambiente.

As formigas-cortadeiras sdo uma das principais “pragas” do cenario agricola
desde a época das NavegacOes. Visando remediar este grande gargalo, que muitos
produtores enfrentam, € necessario que as pesquisas cientificas avancem com foco
em Agroecologia para este tema, excluindo a utilizacdo de qualquer método quimico
ou mecanico, e fomentando métodos ecoldgicos que resolvam de fato o problema,
sem interferir negativamente no meio ambiente e na salude do produtor, além de ser
de facil acesso aos agricultores.

Uma das maneiras de minimizar os impactos sociais e ambientais causados
pela Revolucéo Verde, seria a utilizacdo de métodos alternativos para o controle de
formigas. Sugere-se entdo o uso de extratos de plantas. Desse modo, 0s extratos
naturais apresentam-se como alternativas promissoras no controle de formigas-
cortadeiras, uma vez que ndo possui custo oneroso ao produtor, pois ele mesmo
pode fazer em sua propriedade, lhe trazendo maior autonomia.

Pensando nesta perspectiva, o0 presente trabalho objetivou avaliar a
preferéncia de Atta sexdens (Hymenoptera, Formicidae) por discos de folhas de
eucalipto imersas em diferentes concentracdes de solugcéo de extrato de Ipomoea

batatas (L.) Lam. (Convolvulaceae).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar a preferéncia de operarias de A. sexdens por discos de folhas de
eucalipto imersas em diferentes concentracdes de solucdo de extrato de batata-doce

(Ipomoea batatas var. roxa), em condi¢bes de campo.

2.2 Objetivos Especificos
e Elaborar um protocolo para obtencédo do extrato de batata-doce;
e Avaliar o efeito de do extrato de batata-doce aplicado em folhas de eucalipto

sobre o forrageamento de operéarias de A. sexdens.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Formigas-cortadeiras: uma breve introdugéao

As formigas (Hymenoptera, Formicidae) dispdem de uma das mais complexas
organizacdes sociais, se comparadas com outros insetos eussociais (SILVA; ROSA,
2017). Uma sociedade € considerada como eussocial quando ha atencdo
cooperativa dos individuos, existéncia de individuos reprodutivos e ndo reprodutivos
e sobreposicdo de pelo menos duas geracfes na mesma sociedade (WIRTH et al.,
2003).

Segundo Calheiros (2019), é necessario que exista uma organizacao social e
divisdo do trabalho intracolonial para que as atividades executadas pelas formigas
sejam realizadas. Desse modo, ocorre a divisdo dos individuos em castas,
dependendo de suas caracteristicas fisiologicas, morfologicas e etéarias.

Além disso, visualizando do ponto de vista fisiol6gico, as formigas de uma
colénia podem ser divididas entre individuos reprodutivos (fémeas e machos alados)
e individuos estéreis (operarias). As rainhas (fémeas fertilizadas) possuem vida
longa e realizam tarefas vinculadas apenas a reproducédo, e as operarias, exercem
tarefas como a manutencdo e defesa da coldnia, além do forrageamento
(CALHEIROS, 2019).

Existem mais de 13 mil espécies de formigas, dentre os quais 45 géneros e
2.554 espécies estdo catalogadas na tribo Attini (BOLTON, 2019). Esta tribo esta
restrita ao Novo Mundo e pertence a um grupo estritamente de clima tropical (SILVA;
ROSA, 2017).

Durante sua evolucdo, a tribo divergiu em duas clades, Palleoattini e
Neoattini. A clade primitiva Palleoattini corresponde aos géneros Apterostigma,
Mycocepurus e Myrmicocrypta, 0s quais possuem muitas caracteristicas em comum;
ja a clade Neoattini possui trés divergéncias: o primeiro grupo basal que € composto
pelos géneros Mycetarotes, Mycetophylax, Mycetasoritis e Cyphomyrmex; o grupo
de transicdo superior que nao corta folhas: Trachymyrmex, Mycetagroicus e
Sericomyrmex, 0s quais possivelmente deram origem as Attini cortadoras de folhas,
gue constituem os géneros Atta (sauvas) e Acromyrmex (quenquéns) (Bezerra,
2018).
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As formigas-cortadeiras encontram-se distribuidas em regides tropicais como
0 México, América Central e América do Sul (HOLLDOBLER e WILSON, 2011). Sao
catalogadas 17 espécies de Atta e 33 espécies e 29 subespécies de Acromyrmex
(BOLTON, 2019), sendo que mais de 60% delas ocorre no Brasil.

Ambos o0s géneros possuem o hébito de cortar e transportar substratos
vegetais frescos para o cultivo do fungo mutualista Leucoagaricus gongylophorus
(Basidiomycota: Agaricales), alimento de larvas e adultos (SCHULTZ, 1999; OSTI,
2016). Entretanto, as operarias também podem ingerir a seiva das plantas no
processo de corte das folhas e preparo do substrato vegetal (LITTLEDYKE e
CHERRET, 1975).

Este fungo é cultivado em uma estrutura denominada jardim de fungo, e
compreende fragmentos de substrato vegetal processado pelas formigas e o0 seu
micélio (WEBER, 1972; MUELLER et al., 2010). Em contrapartida ao proposto por
Weber (1972), estudos demonstram que o fungo mutualista ndo é o Unico micro-
organismo ativo no jardim, uma vez que existe uma complexa comunidade
microbiana constituida de bactérias, leveduras e fungos filamentosos.

E importante frisar que alguns desses micro-organismos podem competir com
o fungo mutualista por nutrientes, e outros podem parasita-lo. Porém, também
existem outros micro-organismos que podem auxilid-lo na protecdo contra
patogenos (OSTI, 2016).

3.2 A importancia das formigas-cortadeiras no ambiente vs. prejuizos

econdbmicos

As formigas-cortadeiras sdo extremamente importantes na natureza, uma vez
que realizam a ciclagem de nutrientes do solo, através de suas camaras
subterraneas ou pelos materiais que depositam no solo, arejando-o e enriquecendo-
0. Isso resulta na reparacdo das propriedades fisico-quimicas do solo, devido a
modificacdo das estruturas, permeabilidade e disponibilidade de nutrientes em suas
camaras de lixo e do fungo simbionte. Além disso, atuam como dispersoras de
sementes e realizam a poda da vegetacdo de modo a estimular o crescimento de
algumas plantas (LEAL et al., 2011).

No Cerrado, a agcdo das sauvas favorece o crescimento de arbustos e

arvores, visto que elas levam uma quantidade de matéria organica consideravel em
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profundidades de até sete metros abaixo do solo, longe do alcance de gramineas,
onde somente o extrato arbéreo pode chegar. Dessa forma, as sauvas fornecem
adubo as arvores (SCHNEIDER e BUENO, 2003).

Em contrapartida, as formigas-cortadeiras atacam e consequentemente
desfolham &rvores de muitas espécies agricolas e florestais, acarretando em perdas
significativas na producdo. Por conta disso, estas recebem destaque como principal
praga florestal no Brasil. Por exemplo, se &rvores de Eucalyptus grandis forem
atacadas aos seis meses de idade, podem apresentar perdas de até 13% na
producdo volumétrica de sua madeira, ao fim de sete anos (MAGISTRALI; DOS
ANJOS, 2011). Se a arvore for destinada a celulose, este prejuizo pode triplicar
(DELLA LUCIA e SOUZA, 2011).

O género Atta representa grande importancia econdmica, devido ao seu
potencial de desfolha de plantas e possuem preferéncia por sistemas baseados em
monoculturas (COSTA, 2018). No Brasil, existem quatro espécies de salvas que
apresentam maior relevancia econfGmica: Atta sexdens, Atta laevigata, Atta
capiguara e Atta bisphaerica (MARTINS, 2015).

Ainda, podem causar danos indiretos e menos conhecidos, como danos em
pontes, tumulos, represas, prédios, rodovias e ferrovias, devido a construcdo de
seus ninhos subterraneos. Além disso, tem-se a contaminacdo ambiental causada
pela aplicacdo de agrotoxicos para o controle desses insetos (DELLA LUCIA e
SOUZA, 2011).

3.3 A Agroecologia como ferramenta importante nas questdes
ambientais e sociais

Desde a década de 60, um novo modelo de agricultura foi colocado em
pratica passando-se a denominar Revolucdo Verde. Este modelo trouxe diversas
consequéncias negativas principalmente nos aspectos social e ambiental, devido a
adocao de insumos industriais e mecanizacdo do meio rural.

Além disso, foi estabelecido com politicas agricolas, pesquisas, tecnologias e
linhas de crédito. As consequéncias deste modelo para 0 meio agrario sao:
monocultura, irrigacdo tecnificada, cultivo intensivo do solo, aplicacéo de fertilizantes
sintéticos, controle de pragas e doencas com agrotoxicos e manipulagéo genética de
plantas. Contudo, essas praticas vém acarretando em grandes impactos ambientais,

0 que permite a proliferacdo rapida de insetos tornando-os pragas de importancia
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econdbmica. Essa proliferacdo epidémica de insetos, gera desequilibrio no
agroecossistema, aliado a diminuicdo da biodiversidade e empobrecimento dos
solos (GLIESSMAN, 2000).

Segundo da Silva e Rosa (2017), com a implantacdo do monocultivo poés
Revolucdo Verde, aumentou-se a densidade populacional de espécies pragas,
dentre elas as formigas. Isso se deve a diminuicdo da diversidade ecoldgica no meio
ambiente, uma vez que praticas como rotacdo e consorcio de culturas tendem a
aumentar a diversidade de inimigos naturais.

Além dessa agricultura pés-moderna influenciar negativamente os aspectos
ambientais, também acaba interferindo nos aspectos sociais, uma vez que possui
consequéncia direta ao empobrecimento generalizado ndo s6 do ecossistema, mas
também da populacdo que ele depende (GLIESSMAN, 2000).

Ha uma relacdo intrinseca entre pobreza e degradacdo ambiental, ja que
danificacdo de modo progressivo dos recursos naturais em funcéo da perda de
biodiversidade aliada ao uso irracional da terra ocasiona no seu esgotamento,
fomentando em um ciclo vicioso que demandara emprego crescente de insumos
industriais e dependéncia permanente por agrotoxicos. Consequentemente, isso ira
refletir na qualidade de vida dos agricultores (GLIESSMAN, 2000).

Na contramao disso, a Agroecologia aparece como solucéo desses gargalos:

A Agroecologia é uma disciplina cientifica que
fornece os principios ecoldgicos basicos de como
estudar, desenhar e manejar agroecossistemas,
para que sejam produtivos e conservem 0S recursos
naturais, culturamente sensiveis, socialmente justos
e economicamente viaveis (ALTIERI et al., 1999).

Considera-se que a Agroecologia tem uma visao holistica em relacdo a
exploragdo dos recursos naturais, procurando sempre o desenvolvimento
sustentavel das sociedades, em especial a agricultura familiar. A agricultura familiar
tradicional e local aliada aos povos indigenas, quilombos, pescadores artesanais,
caboclos ribeirinhos e sertanejos, possuem um enorme saber tradicional sobre
producdo de alimentos, formas de cultivo e de criagdes mais adaptadas as
condicdes ecoldgicas locais. Eles possuem um conhecimento profundo sobre as
espécies e variedades vegetais, bem como as crioulas mais aptas ao ambiente local
(GIESEL, 2007).

Nesta conjuntura, a Agroecologia apresenta-se como peca chave na
transformacdo do ser e resgate desses conhecimentos, garantindo a seguranca
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alimentar das comunidades locais, uma vez que sao 0S pequenos produtores 0s
responsaveis pela producdo de alimentos para a populagdo. Contudo, em
determinadas situacfes o0s agricultores familiares se sentem ameacados diante das
adversidades que aparecem ao longo dos periodos de cultivo. Devido a crescente
simplificacdo dos sistemas agricolas, facilita-se a emergéncia ciclica de pragas e
doencas nos agroecossistemas, e as formigas vém superando os mais eficazes
meétodos de controle quimico (GIESEL, 2007).

Para isso, alternativas e métodos que respeitem a natureza devem ser
empregados, buscando sempre diversificar as culturas e entender o solo como
organismo vivo, promovendo o equilibrio biolégico do sistema (da SILVA e ROSA,
2017).

Em suma, €& preciso alternativas viaveis e inovadoras com foco na
Agroecologia para este tema, com métodos ecologicos que atinjam a raiz do
problema e o solucione sem interferir negativamente nos agroecossistemas, na
saude humana e que tenha acessibilidade aos produtores, tanto nos custos quanto
em pesquisas (MERCADANTE et al., 2018).

3.4 Controle por extratos de plantas vs. inseticidas convencionais

Uma expressiva quantidade de agrotoxicos vem sendo aplicada para o
controle de saulvas, em forma de iscas granuladas, pés-secos, pos-soluveis e
liquidos termonebulizaveis (OLIVEIRA et al.,, 2011). Ingredientes ativos como
sulfluramida, fipronil, clorpirifés e deltametrina sdo os mais comumente utilizados
para o controle de formigas-cortadeiras no Brasil (BRASIL, 2011).

Apesar de mais empregado, o controle quimico causa danos ecolégicos
devido ao elevado percentual residual, além de nao solucionar o problema.
Inseticidas com elevado teor de toxicidade ou de grande persisténcia no ambiente
vém sendo proibidos em muitos paises, além de ser evidente o aumento da
ocorréncia de populacdes de insetos resistentes aos produtos que se mantem
regulamentados (MARINHO-PRADO et al., 2018).

Segundo Schneider e Bueno (2003), para que se desenvolva métodos e
produtos altamente eficazes no controle de formigas-cortadeiras, é essencial que
haja maior conhecimento sobre a biologia bésica das espécies, além de seu

comportamento dentro do formigueiro e no jardim de fungos. Por exemplo, o fato
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das formigas possuirem caracteristicas de polimorfismo em suas colénias e, no
caso das cortadeiras, a interagcdo entre planta, formiga e fungo, acaba gerando
uma certa complexidade que limita o controle (GIESEL, 2007).

Atuando na contramdo do problema, alternativamente vem sendo
estudados métodos menos impactantes para o controle de pragas agricolas,
como o uso de produtos de origem natural (FERNANDES et al., 2002; OLIVEIRA
et al., 2007; ALVES et al., 2011; CONCESCHlI et al., 2011).

Dentre esses, algumas espécies de plantas foram consideradas
promissoras para o controle de formigas-cortadeiras e seu fungo mutualistico:
Canavalia ensiformis (Fabaceae), Cipadessa fruticosa (Meliaceae), Persea
americana (Lauraceae), Simarouba versicolor (Simaroubaceae) (TORRES et al.,
2013), Ipomoea batatas (Convolvulaceae) (HEBLING et al., 2000), Sesamum
indicum (Pedaliaceae) (HEBLING-BERALDO et al., 1991; RIBEIRO et al., 1998),
Ricinus communis (Euphorbiaceae) (BIGI et al., 2004), dentre outras.

Porém, é importante ressaltar que quando se utiliza uma espécie vegetal
com potencial para uso no controle fitossanitario, deve-se observar alguns
atributos. Primeiramente, a planta precisa produzir uma boa quantidade de
matéria-prima, bem como um elevado teor de matéria fresca ou seca para
consecutivo uso (GIESEL, 2007). Apos verificada tal caracteristica de uso, ha a

possibilidade de se utilizar de extratos vegetais no manejo de insetos-praga.

3.5 A importancia da batata-doce: metabdlitos secundarios e principios

ativos

A batata-doce (I. batatas) representa grande importancia no contexto humano
e social, devido a sua exigéncia nutricional, por servir de suplemento nutricional na
dieta de povos carentes. Cultivada e propagada mundialmente, a batata-doce € um
alimento histérico e de ordem cultural, presente na agricultura e desenvolvimento de
diversas sociedades (CARTABIANO LEITE, 2017).

Possui diversos usos, seja na alimentacdo humana (produgcao de doces,
paes, alcool e amido de elevada qualidade) e animal (silagem), como na obtencao
de substancias organicas e matéria-prima na industria (fabricacéo de tecidos, papel
e cosméticos), e como ornamentais (CARTABIANO LEITE, 2017).



17

O reino Plantae é representado por uma enorme fonte de investigacdo de
novas moléculas, considerando que das 250 mil espécies conhecidas, apenas uma
pequena porcentagem (8 a 12%) foi apurada do ponto de vista quimico e, menos
que isso, submetida a ensaios de atividade biolégica (POCHAPSKI, 2010).

De acordo com Vizzotto et al. (2010), ha uma producdo vasta e diversa de
componentes organicos produzidos pelas plantas, divididos em metabdlitos
primarios e secundarios. Os metabolitos primarios sdo responsaveis pela atividade
estrutural, plastica e de armazenamento de energia das plantas. Os secundarios,
possuem relevantes funcbBes ecoldgicas, como servir de atrativos para 0s
polinizadores (aroma, cor e sabor), atuar como agentes de competi¢cdo, interagir na
simbiose entre micro-organismos e plantas, e protegé-las da herbivora e patégenos
(TAIZ e ZEIGER, 2006).

A batata-doce possui diversos desses metabdlitos secundarios, que podem
apresentar atividade anti-inflamatéria, antitumoral, antimicrobiana, antiviral,
antioxidante, dentre outras (POCHAPSKI, 2010).

Um dos poucos estudos sobre o uso de batata-doce para o controle de
formigas-cortadeiras é o de Hebling et al. (2000), que ofereceram folhas dessa
planta e de Eucalyptus alba para colbnias de A. sexdens, e observaram mortalidade

de operarias e reducao do jardim de fungos em comparacao a planta controle.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Area de estudo

A elaboracdo do extrato e as diluicbes foram realizadas no Laboratério de
Residuos Solidos (LRS), localizado na Embrapa Meio Ambiente, Jaguaritna, SP.

Os ensaios foram realizados em campo no Sitio Agroecologico (SA) da
mesma unidade (22°72’ S; 47°01’ W), que ocupa uma area de aproximadamente 5
ha (Figura 1).



18

Y

s

Figura 1: Localizagdo do Sitio Agroecoldgico (limites em amarelo) e da Embrapa Meio
Ambiente (limites em vermelho). Fonte: Embrapa Meio Ambiente (2016).

O clima apresenta temperatura média anual em torno de 20°C, precipitacdo
média anual de aproximadamente 1.300 mm e chuvas mal distribuidas concentradas
no verdo (NEVES et al., 2017).

O solo predominante é o Latossolo Vermelho-Amarelo distrofico, classe
textural franco-argilo-arenosa, declividade dos terrenos entre 8 e 12%. Antes da
implantacdo das linhas de Agrofloresta, a &rea apresentava sinais claros de eroséo
laminar de solos e zonas de compactacéo, além de baixos teores de fertilidade e pH
acido (4,6 a 5,3) (NEVES et al., 2017).

Ainda que o SA esteja dentro de uma fazenda experimental, encontra-se
representativamente em condi¢cdes ambientais congruente a areas em que se
praticam agricultura familiar no estado de S&o Paulo (NEVES et al., 2017).

Os bioensaios foram realizados em uma parte do SA, bem como no SAF
Frutas, area destinada a agricultura agroecologica, sem utilizacdo de insumos
sintéticos, como em todo sitio. As praticas agricolas utilizadas neste local sao
integralmente agroecoldégicas desde a sua implantagcdo. A intencdo da Embrapa
sempre foi buscar manejos alternativos espelhando-se na realidade dos
assentamentos rurais, onde a pesquisa-extensao € gerada.
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4.2. Coleta das folhas e preparacédo do extrato de batata-doce

O extrato de batata-doce foi obtido a partir de metodologia adaptada de
Marinho-Prado et al. (2018). Foram coletados 1.165 g de folhas e talos da planta,
secos em estufa com circulacdo de ar (TE 394/2, Tecnal) a 30°C por um periodo de
cinco dias.

E importante frisar que houveram dois processos de extracdo, e que essa
massa coletada de folhas e talos da planta foi referente a ambos os processos.

A matéria seca resultante de 35,72 g foi triturada em moinho por
aproximadamente 30 minutos, obtendo-se teor de massa seca restante de 32,27 g.
Metade da massa seca triturada (16,135 g) foi alocada em Erlenmeyer de 250 mi
com 200 ml de agua e, a outra metade (16,135 g), com 200 ml do solvente etanol
(Alcohol Absolute, Tedia).

Os Erlenmeyers foram colocados em incubadora refrigerada/agitadora (TE
424, Tecnal) em temperatura de 25°C e velocidade de 125 rpm. Apés o periodo de
24 horas, foram retirados para a filtragem. Esta foi realizada com funil de Buchner
com placa porosa sinterizada e filtro branco qualitativo de papel, ou seja, por dupla
filtrac&do. Os filtros foram inseridos em um Kitassato (250ml) com alonga de borracha
e ajustados em um compressor aspirador a vacuo (CA DIA-PUMP) para acelerar o
processo de filtragem.

Figura 2. A) Funil de Buchner com placa porosa sinterizada, filtro branco qualitativo de
papel e alonga de borracha. B) Kitassato com suporte de borracha e filtro de Buchner
interligados ao compressor a vacuo. Fonte: arquivo pessoal.

A filtragem da 4gua demorou uma semana e, apés este periodo, ndo havia
sido 100% filtrada, contendo fungos no funil, devido ao tempo de exposicao fora da
geladeira. O procedimento demonstrou-se lento devido a tensdo superficial da agua.
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Portanto, fez-se necessario excluir a &gua como um possivel solvente, prosseguindo
apenas com o etanol.

A filtragem do etanol demorou aproximadamente 30 minutos e os residuos
solidos restantes foram descartados. Posteriormente, a mistura foi colocada em um
baldo fundo e em geladeira (4 a 6°C) para conservacao dos principios ativos.

No dia seguinte, o baldo foi colocado no rotaevaporador (Heidolph G3) a
39,8°C, 100 rpm e vacuo a 100 mbar. Desse modo, o solvente evaporou e obteve-se

0 extrato a seco referente a primeira extracéo (Figura 3).

= . v 2
Figura 3: Rotaevaporador (Heidolph G3). A) Da esquerda para a direita: medidor de

temperatura, bomba a vacuo para auxiliar na evaporacao e regulador de velocidade e de
vacuo (destacado em vermelho — B). Foto: arquivo pessoal.

Realizou-se 0s mesmos processos para a segunda extracéo, e ao fim dos
procedimentos ambos 0s extratos ja secos foram armazenados em geladeira.

Ap6s uma semana, por meio de uma pipeta Pasteur, diluiu-se uma
pequena quantidade de etanol nos baldes, para que os extratos retornassem em
sua forma liquida. Porém, ainda restaram particulas sdlidas, que foram retiradas
por meio de um ultrassom (Transsonic 660H).

Depois disso, os extratos foram entdo alocados em um baldo fundo e
novamente foram para o rotaevaporador por cerca de uma hora para a
evaporacao do solvente. Os volumes de extrato bruto obtidos foram de 6,31 g e

5,5 g, respectivamente.

4.3. Teste do solvente etanol nas folhas de eucalipto
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Foram realizados testes em campo para verificar se o solvente etanol
poderia provocar reagdes adversas de inibicdo ou atratividade das folhas de
eucalipto (E. grandis) por operarias de A. sexdens.

Utilizou-se de cinco porcentagens de etanol: 100%; 80, 60, 40 e 20%
diluidas em &agua milli-Q; e dez folhas de eucalipto. Cada folha foi imersa por
cinco segundos, sendo colocada em peneira de ago para secagem por cinco
minutos.

Apos identificacdo, as folhas foram colocadas sobre folha de papel
aluminio e fixadas com palitos de dente. Um conjunto de cinco folhas foi
colocado na area de SAF Medicinais, e outro, no SAF Frutas, para fins de

comparacao.

4.4. Dilui¢cbes utilizando etanol e agua milli-Q e suas respectivas

concentragbes

As concentracdes de extrato foram baseadas em Defago et al. (2017).
Inicialmente, foram definidos quatro tratamentos: 5 mg/ml (C5), 25 mg/ml (C25)
e 50 mg/ml (C50), além do controle (C), somente com etanol.

Foi realizado um calculo para determinar o volume das concentracdes,
iniciando-se a partir da maior concentracdo (50 mg/ml), com diluicdes

posteriores com etanol para a obtencdo das demais.

X —100%
6.310 mg - 5%
X =126,2 ml

A massa, em mg, corresponde ao peso bruto total da primeira extracédo. O
X corresponde ao volume de maior concentracdo, 50 mg/ml. Se nos basearmos
na formula m/v, ou seja, 6.310 mg por 126,2 ml, o resultado sera 50 mg/ml.

Por meio de uma pipeta, foram diluidos 126,2 ml de etanol no baldo fundo
gue continha a massa de extrato bruto (6,31 g) e, apds mistura, colocado em
recipiente no ultrassom para liberacdo das particulas mais espessas. Logo

apés, o extrato foi transferido em sua maxima concentracdo para um tubo



22

volumétrico. A partir da C50 foram realizadas as diluicdbes para as demais
concentragoes.

Os tubos volumétricos foram entdo agitados e armazenados em geladeira.
Foram realizados testes-piloto em campo para avaliar a efetividade das
concentracdes. Portanto, decidiu-se substituir o solvente etanol por agua mili-Q,
e aumentar as concentracdoes de 25 para 50 mg/ml, e de 50 para 100 mg/ml.
Sendo assim, os tratamentos utilizados foram: 5 mg/ml (C5), 50 mg/ml (C50),
100 mg/ml (C100) e o controle somente com etanol (C).

O extrato com peso bruto de 5,5 g foi utilizado para gerar as novas

concentracdes e diluido em agua milli-Q, segue o novo calculo:

X —=100%
5,5 -10%
X=55ml

Ao fim de todos o0s processos, 0S equipamentos e materiais foram
higienizados com detergente, &agua destilada, etanol 70%, acetona PA e

autoclavados em estufa.

4.5. Identificac&o de ninhos e trilhas para os bioensaios em campo

Em 12 de junho de 2019 foi realizado o levantamento dos ninhos de A.
sexdens. Os ninhos e suas respectivas trilhas ativas foram identificadas e
demarcadas, bem como o substrato vegetal coletado e o grau de atividade das
operarias forrageiras. Para tanto, foi contabilizado o numero de formigas que
entravam nos respectivos olheiros transportando o substrato, durante um periodo de
trés minutos (DEFAGO et al., 2017).

4.5.1 Selecao de folhas de eucalipto e formas de oferta
Os bioensaios foram adaptados de Defagd et al. (2017). Os ramos de

eucalipto (E. grandis) foram coletados no SA por meio de um pod&o. Foram
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selecionadas as folhas mais vigorosas, sem qualquer tipo de lesdo aparente e de
aproximadamente mesma idade.

Os discos de folhas de eucalipto foram cortados com um perfurador de metal
(@ = 1,0 cm) (Figura 4).

Figura 4: Folhas de eucalipto cortadas em formato de disco. Fonte: arquivo pessoal.
4.5.2 Bioensaios em campo

Foram realizados dois bioensaios por ninho/trilha, totalizando em seis
bioensaios, uma vez que foram selecionados trés ninhos para o experimento. Cada
dia de bioensaio foi constituido por seis repeticdes de 15 minutos cada, totalizando
em 180 minutos de avaliagdo, bem como por dois dias consecutivos. Em cada
repeticédo, foram ofertados 10 discos de folhas de eucalipto por tratamento, e ao final
de cada repeticdo um novo conjunto com 10 novos discos de cada tratamento foi
colocado, porém invertendo-se as posi¢cdes (em sentido anti-horario) para excluir
possiveis efeitos de posicionamento.

Definiu-se transmitir 1 ml de cada concentracéo para seus respectivos frascos
ambar de cor escura devidamente nomeados para ndo absorver luz e calor,
diariamente, ou seja, sempre que 0s bioensaios foram realizados. Os tubos
volumétricos com os volumes totais das amostras foram armazenados em geladeira.

Os discos de folhas de eucalipto foram imersos nas respectivas
concentracbes de extratos por cinco segundos, sendo secos em peneira por cinco
minutos. Foram armazenados em placas de Petri individualizadas por tratamento e
distribuidas sobre folhas de papel pardo, a partir de 50 cm da entrada do olheiro,
distantes 10 cm da lateral da trilha e 5 cm equidistantes entre si (Figura 5). O papel
pardo foi utilizado para melhor visualizagéo, aderéncia dos discos, e evitar o contato

direto com o solo.
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Figura 5: DistribuicAo dos discos de folhas sobre o papel pardo e respectivos
tratamentos na trilha.

Esse procedimento foi realizado seis vezes (Figura 6) e ao final de cada
repeticdo, os discos restantes foram colocados em sacos plasticos devidamente
identificados por dia, trilha e tratamento, para contagem posterior.
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Figura 6: Distribuicdo dos tratamentos contendo discos de folhas de eucalipto junto as
trilhas de forrageamento de A. sexdens. Fonte: Arquivo pessoal.

Parametros como umidade relativa do ar (%) e temperatura (°C) foram obtidos
ao final de cada repeticdo (Termo Higrometro J Prolab).

O comportamento das formigas foi observado criteriosamente e, no fim de
cada repeticdo, também foi realizada a contagem de discos transportados pelas
operarias forrageiras de A. sexdens.

A contagem dos discos transportados, 0s parametros avaliados e as
observacdes diarias quanto ao comportamento das formigas-cortadeiras eram
marcadas em uma planilha designada pela autora (vide apéndice).

Os bioensaios ocorrem mais precisamente nos dias 15 e 16 de julho de 2019
(ninho 1), 18 e 19 de julho de 2019 (ninho 2) e 22 e 23 de julho de 2019 (ninho 3).
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Eram realizados em dois dias consecutivos para melhor apuracdo e observacao dos
resultados e ocorreram sempre apés as 10 horas da manha.

4.6. Analises estatisticas

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) através do

software R, e Tukey para a comparacdo das médias a 5% de probabilidade.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Teste do solvente etanol em folhas de eucalipto

Todas as folhas de eucalipto foram carregadas pelas operérias forrageiras de
A. sexdens, independentemente da porcentagem de etanol. Sendo assim, o solvente
nao gerou efeito de repeléncia e nem reagiu com 0s compostos quimicos presentes

nas folhas, capaz de causar algum dano as mesmas.

5.2. Identificacdo de ninhos e trilhas para 0os bioensaios em campo

Foram identificados e demarcados trés ninhos com suas respectivas trilhas
ativas, bem como o substrato vegetal coletado e o grau de atividade das operarias
forrageiras (Tabela 1, Figura 7).

Tabela 1: Ninhos e trilhas demarcados, atividade de operarias forrageiras de Atta sexdens e
tipo de substrato vegetal coletado.

Ninho Atividade Coleta
1 Alta Folhas de plantas na linha 5, com maior é&nfase no algodoeiro
2 Média Folhas e peciolos de mamoeiro da linha 4 e folhas de plantas
dalinha 5
3 Média Folhas de plantas da linha 4, em grande parte de pimenta

Fonte: arquivo pessoal, 2019.
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Figura 7: Croqui com as trilhas demarcadas nas entrelinhas do Sitio Agroecol6gico
da Embrapa Meio Ambiente.

5.3. Bioensaios em campo

De acordo com os resultados obtidos pode-se comprovar que conforme as
andlises estatisticas nao houve diferenca significativa entre os tratamentos
(concentragBes e controle), uma vez que o teste de Tukey a 5% nao apresentou
diferenca significativa entre as médias pareadas (p = 0,08948).

A figura 8 apresenta o nimero de discos carregados e as concentracdes de
extrato. Pode-se observar que n&o houve diferenca significativa entre as
concentracdes, uma vez que todos os tratamentos ndo se diferiram entre si.

A linha preta em destaque indica a concentragdo das médias baseadas na
qguantidade de discos carregados com maior frequéncia, e de acordo com cada
concentracdo. E possivel observar que as médias se concentraram em nimeros

proximos uns dos outros.
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Discos camegados

Figura 8: Gréfico representando o niumero de discos carregados pelas operarias de Atta
sexdens em dois dias consecutivos por trilha e em funcdo das concentragoes. As letras “a”
indicam que as médias nédo foram diferentes.

Esses resultados contrastam com o de outros autores, como Bueno e Bueno
(2011), Morais (2012) e Defago et al. (2017). No capitulo de um livro, Bueno e
Bueno (2011) apresentam muitos estudos promissores de plantas inseticidas
utilizadas no controle de formigas-cortadeiras. Por exemplo, os extratos brutos de
folhas, frutos, galhos e raizes de Cedrela fissilis Vell. (Cedro-rosa) foram testados
com o objetivo de avaliar sua toxicidade para as operarias de Atta sexdens e no
fungo L. gongilophorus.

Concluiu-se que as operarias tratadas diariamente com dieta artificial
contendo os extratos de raizes e folhas apresentaram elevada mortalidade, se
comparado ao controle, e que o crescimento do fungo foi inibido.

Foi observado que os extratos brutos das folhas, frutos e galhos de
Cipadessa fruticosa blume, diminuiram consideravelmente a sobrevivéncia das
operarias de Atta sexdens e os extratos com diclorometano de frutos e hexano de

galhos inibiram em 80% o desenvolvimento do fungo. A maioria dos extratos com
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diferentes solventes apresentou-se de alta toxicidade para as formigas-cortadeiras.
O extrato do Oleo da semente de Azadirachta indica A. Juss (nim), também
apresentou resultados promissores no controle de formigas-cortadeiras, provocando
alta mortalidade nas operarias e repeléncia (Bueno e Bueno, 2011).

Morais (2012) avaliou os extratos de hortelda (Mentha piperita), menstrato
(Ageratum conyzoides) e coentro (Coriandrun sativum), a fim de verificar se
possuiam algum efeito nocivo para as colonias de formigas-cortadeiras (A. sexdens).
Os trés extratos de plantas tiveram efeito negativo sobre o fungo L. gongylophorus, o
que reduziu o seu crescimento. Os extratos de hortela e menstrato, em suas
menores concentracdes utilizadas (25 mg/ml), implicaram na reducéo de biomassa
do fungo, em contrapartida o extrato de coentro ndo gerou alteracdes significativas
na biomassa do fungo nas concentracdes de 25 mg/ml e 50 mg/ml. Entretanto, para
a concentracdo de 100 mg/ml houve a inibicdo completa do desenvolvimento do
fungo para todos os extratos, gerando sua morte.

Defag6 et al. (2017) avaliaram se o extrato de Aristolochia argentina Griseb
pode afetar as decisdes de forrageamento das formigas-cortadeiras (Acromyrmex
lundi). O extrato foi concentrado em 1% e 5% e, nos resultados obtidos, a
concentracdo de 1% n&o teve efeito significativo sobre a quantidade de material
transportado durante o ensaio, diferentemente da concentracdo de 5%, que mostrou
efeito repelente acentuado nos dois dias de experimento.

AplOs analise dos dados estatisticos, observou-se que nos dois dias
consecutivos em que foram realizados os bioensaios na trilha 1, as temperaturas
foram mais amenas e a umidade relativa do ar mais elevada se comparada as trilhas
2 e 3, interferindo no nimero de discos carregados pelas operérias de A. sexdens na
trilha 1. Para esta trilha, o carregamento foi menor se comparada as outras, devido a
essas condi¢cdes ambientais (vide apéndice).

Segundo Silva (2011), a elevada umidade relativa do ar pode reduzir o fluxo
de formigas, pois as mesmas podem interpretar como um periodo de chuva.

Desse modo, recomenda-se avaliar 0s bioensaios em apenas dois dias
consecutivos, para que fatores como umidade relativa do ar e temperatura sejam
menos instaveis e o numero de variaveis diminua.

Portanto, sugere-se a realizagdo de novos bioensaios com maior numero de

repeticdes e de ninhos/trilhas possiveis, realizar o experimento em apenas dois dias
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consecutivos, além de se observar o forrageamento em diferentes épocas do ano

(veréo e inverno), para melhor expresséao dos resultados.

6. CONCLUSOES

Foi possivel concluir que todas as concentracdes utilizadas no trabalho nao
apresentaram diferenca significativa entre si, por isso ndo houve preferéncia de
operérias de A. sexdens para nenhuma das concentracdes testadas do extrato de
batata-doce.

Elaborou-se um protocolo cientifico para a obtencédo do extrato em laboratorio
e o seu efeito foi avaliado em campo, aplicando-se diferentes concentracdes nas
iscas de eucalipto.

Sugere-se entdo fazer novos bioensaios aumentando-se o numero de
repeticdes e de trilhas, realizar o experimento em apenas dois dias consecutivos e
em diferentes épocas do ano. Além disso, buscar pesquisas que identificassem a
estabilidade dos compostos ativos da batata-doce no solo e no ecossistema e

ampliar os estudos sobre esses compostos nos jardins de fungo, em laboratério.
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8. APENDICES

I) APENDICE A — Tabela do bioensaio trilha/ninho 1 (15/07)
1) APENDICE B — Tabela bioensaio trilha/ninho 1 (16/07)
l1I) APENDICE C - Tabela bioensaio trilha/ninho 2 (18/07)
IV) APENDICE D - Tabela bioensaio trilha/ninho 2 (19/07)
V) APENDICE E - Tabela bioensaio trilha/ninho 3 (22/07)
VI) APENDICE F - Tabela bioensaio trilha/ninho 3 (23/07)



APENDICE A - Tabela bioensaio trilha/ninho 1 (15/07)
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Discos carregados

37

Hrin| HrFim |C5-5mg/ml|C50-50mg/ml|C100- 100mg/ml| C - Etanol| T-cC2 UR-%
R1 11:27 11:43 a 5 0 3 22,2 54
R2 11:47 12:03 ] 4 2 0 24,1 6o
R3 12:06 12:21 0 3 1 3 25,9 61
R4 12:28 12:43 1 2 3 1 25,3 39
RS 12:48 13:04 0 o o 1 24,7 57
RE 13:08 13:23 0 o 1 1 25 63
Total de discos 5/60 14/60 7/60 9f60




APENDICE B - Tabela bioensaio ninho/trilha 1 (16/07)

38



Discos carregados

39

Hrin| HrFim |C5-5mg/ml|C50-50mg/ml|C100 - 100mg/ml|C - etanol| T-(C2 UR-%
R1 10:42 10:58 2 ] ] 4 22,8 515]
R2 11:03 11:18 3 1 0 4 25 67
R3 11:22 11:37 3 7 0 1 24,5 64
R4 11:43 11:58 0 4 2 0 23,9 67
R5 12:02 12:17 0 0 4 3 24,9 63
Rb 12:29 12:44 2 1 0 1 26 60
Total de discos 10/60 13/60 6/60 13/60




APENDICE C - Tabela bioensaio ninho/trilha 2 (18/07)

40



Discos carregados

Hrin | Hr Fim |C5-5mg/ml|C50 - 50mg/ml| C100 - 100mg/ml|C - etanol| T-C2 UR-%
R1 10:48 11:03 4 2 6 2 23,5 53
R2 11:07 11:22 6 5 10 10 25,3 46
R3 11:26 11:41 7 9 7 4 274 41
R4 11:46 12:01 10 10 10 10 29,6 37
R5 12:04 12:19 7 8 10 10 29,6 37
R6 12:22 12:34 10 10 10 10 28,9 30

Total de discos 16/60 16/60 53/60 4660

APENDICE D - Tabela bioensaio ninho/trilha 2 (19/07)

41



42



Discos carregados

43

Hrin | Hr Fim |C5-5mg/ml|C50 - 50mg/ml | C100 - 100mg/ml|C - etanol| T-C2 UR-%
R1 10:48 10:58 10 10 10 10 23,2 49
R2 11:16 11:31 10 5 8 8 25,8 45
R3 11:35 11:50 10 9 9 2 26,9 43
R4 11:53 12:05 10 10 10 10 28,4 41
RS 12:13 12:28 9 8 10 8 31 36
RE 12:37 12:52 10 10 10 5 32,5 33

Total de discos co/60 52/60 57/60 43/60

APENDICE E - Tabela bioensaio ninho/trilha 3 (22/07)




44



Discos carregados

Hr In Hr Fim |C5 - 5mg/ml| C50 - 50mg/ml| C100 - 100mg/ml|C - etanol| T-C2 UR-%
R1 10:38 10:53 10 10 4 10 29,3 41
R2 10:57 11:12 10 9 2 4 29,3 41
R3 11:16 11:31 1 1 ] ] 30,8 38
R4 11:35 11:50 1] o 1] ] 34,6 38
R5 11:54 12:09 0] ] ] ] 31,7 33
RE 12:13 12:28 0] ] ] ] 28,7 34

Total de discos 39/60 20/60 6/60 14/60

APENDICE F — Tabela bioensaio ninho/trilha 3 (23/07)
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Discos carregados

47

Hrin Hr Fim |C5- 5mg/ml | C50 - 50mg/ml| €100 - 100mg/ml|C - etanol| T-C2 UR-%
R1 10:30 10:45 10 8 4 7 25,5 a7
R2 10:50 11:05 2 il 1 5 28,5 46
R3 11:09 11:24 0 1 3 1 31,9 43
|
R4 11:28 11:42 2 1] ] 1 314 35
|
|
RS 11:46 12:01 ] 1] ] 1 32,4 32
RE 12:04 12:19 0] 1] 0] 1] 33,2 30
Total de discos 14/60 15/60 &f60 15/60




