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RESUMO

As formigas-cortadeiras sdo insetos de grande importancia agricola devido ao ataque
danoso aos diversos sistemas produtivos, acarretando em grandes perdas econdmicas e
de producdo. Atualmente, o uso de produtos quimicos para o controle desses insetos € o
método mais utilizado, porém, este vem sendo associado a diversos danos ambientais e
aos seres humanos. Diante da necessidade de novas alternativas de menor impacto
ambiental, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial do 6leo da semente de abacate
para o controle de formigas-cortadeiras. A extracdo do 6leo foi realizada no Laboratério
de Residuos Contaminantes — LRC (Embrapa Meio Ambiente), por meio de aparelhos
extratores do tipo soxhlet, utilizando o hexano como solvente. Para os testes topicos,
foram coletadas 180 operarias de Atta sexdens e utilizados cinco diferentes volumes do
6leo e um tratamento controle: controle 0,5 pL (&dgua destilada), V1 - 0,25; V2 - 0,5; V3
-0,75; V4 -1,0e V5 - 2,0uL. A aplicacdo do 6leo ocorreu por via tdpica no pronoto das
operarias, que em seguida foram individualizadas e mantidas em BOD a 24 + 2°C. As
avaliacBes ocorreram a cada 24h, durante o periodo oito dias. Na avaliacéo de toxicidade
topica, para ambos os testes, as taxas de mortalidade foram maiores nos primeiros dias
apos a aplicacdo do 6leo, porém os resultados referentes ao segundo teste topico foram
mais promissores em relacdo ao primeiro teste. Tal fator pode ser devido a maior
proporcédo de acido linoleico presente no 6leo da segunda extracdo, o qual foi usado no
segundo teste topico. A mortalidade acumulada dos tratamentos controle foi elevada em
ambos 0s testes, e por esse motivo, necessita-se de futuros estudos que possam explicar
tais resultados. Os diferentes volumes avaliados ndo apresentaram diferencas
significativas entre si, apenas do tratamento controle. A partir da analise quimica do 6leo,
realizada pelo método GC-MS e GC-FID, foram identificados diversos compostos néao-
saponificaveis e saponificaveis, dentre eles os acidos graxos linoleico, palmitico, oleico,
alfa linoleico e miristico. O &cido linoleico apresentou maior propor¢cdo em ambas as
amostras de 6leo, sendo 0 composto mais comumente associado as atividades inseticidas
observadas. Em relag&o as subcoldnias, foram ofertados 30 péletes por tratamento: péletes
controle (sem 6leo) e péletes contendo 0,5 uL de 6leo de semente de abacate, totalizando
oito repeticbes e 120 péletes cada. A avaliagdo do numero de operarias mortas e 0
carregamento das iscas ocorreu a cada 24h, durante o periodo de seis dias. O nimero de
péletes contendo o Gleo e carregados pelas operarias foi baixo, contudo, foi possivel
observar uma maior mortalidade em relacdo ao tratamento controle.

Palavras-chave: Atta sexdens, 6leo essencial, inseticidas botanicos, controle alternativo.



ABSTRACT

Leaf-cutting ants are insects of great agricultural importance due to their harmful attack
on different production systems, resulting in large economic and production losses.
Currently, the use of chemicals to control these insects is the most used method, however,
this has been associated with various environmental and human damages. Faced with the
need for new alternatives with less environmental impact, the objective of this work was
to evaluate the potential of avocado seed oil to control leaf-cutting ants. Oil extraction
was carried out at the Contaminant Waste Laboratory — LRC (Embrapa Meio Ambiente),
using soxhlet-type extractor devices, using hexane as a solvent. For the topical tests, 180
Atta sexdens workers were collected and used five different volumes of oil and a control
treatment: control 0.5 pL (distilled water), V1 - 0.25; V2 - 0.5; V3 - 0.75; V4 - 1.0 and
V5 - 2.0uL. The oil was applied topically on the workers' pronotum, which were then
individualized and kept in BOD at 24 + 2°C. The evaluations occurred every 24 hours,
for eight days. In the evaluation of topical toxicity, for both tests, mortality rates were
higher in the first days after application of the oil, but the results referring to the second
topical test were more promising concerning the first test. This factor may be due to the
higher proportion of linoleic acid present in the oil from the second extraction, which was
used in the second topical test. The accumulated mortality of the control treatments was
high in both tests and for this reason, further studies are needed to explain such results.
The different volumes evaluated did not present significant differences among
themselves, only for the control treatment. From the chemical analysis of the oil,
performed by the GC-MS and GC-FID method, several non-saponifiable and saponifiable
compounds were identified, among them linoleic, palmitic, oleic, alpha-linoleic and
myristic fatty acids. Linoleic acid showed a higher proportion in both oil samples, being
the compound most commonly associated with the observed insecticidal activities.
Regarding the subcolonies, 30 pellets were offered per treatment: control pellets (without
oil) and pellets containing 0.5 pL of avocado seed oil, totaling eight repetitions and 120
pellets each. The evaluation of the number of dead workers and the loading of baits
occurred every 24 hours, for six days. The number of pellets containing the oil carried by
the workers was low, however, it was possible to observe a higher mortality in the control

treatment.

Keywords: Atta sexdens, essential oil, botanical insecticides, alternative control.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Exemplo de colonia de Atta sexdens mantida no laboratorio do GEPEG -
CCAJUFRSCaAr, Araras, SP. ... 11
Figura 2. Preparacdo das sementes de abacate para a extracao do 0leo. (A) Sementes de
abacate raladas em ralador convencional de quatro faces. (B) Amostras secas apos trés
dias em estufa (C). Armazenamento das amostrasem geladeira.............................. 12
Figura 3. Extracdo do 6leo de semente de abacate com hexano. (A) Extratores Soxhlet:
a esquerda, sifao da corneta de 85 mL; a direita, sifdo da corneta de 200 mL. (B) Pesagem
do cartucho de papel filtro contendo as amostras secas de semente de abacate. (C)
Evaporacdo do hexano em rotaevaporador. (D) Oleo obtido ap6s a evaporacdo do
0] A 13
Figura 4. Etapas do teste de toxicidade topica com hexano. (A) Operéria forrageira
individualizada em recipiente plastico contendo um pélete do fungo de sua colénia de
origem. (B) Recipientes plasticos em luz ultravioleta previamente ao inicio dos testes. (C)
Aplicacéo do solvente hexano no pronoto de uma operaria com micropipeta............... 15
Figura 5. Operérias individualizadas (repetices) representando os tratamentos..........16
Figura 6. Etapas para a fabricacdo das iscas. (A) Massa moldavel e homogénea ap6s
mistura dos ingredientes. (B) Massa compactada em seringa para fabricacdo dos fios. (C)
Fios secos apds 24 horas em BOD a 25°C. (D) Péletes..........cooeviiiiiiiiiiiiianne. 17
Figura 7. Etapas para o teste de analise de aceitacdo das iscas. (A) Subcol6nias com
aproximadamente 200mL de jardim de fungos, operarias e formas jovens de Atta sexdens.
(B) Aplicacdo do 6leo de semente de abacate na superficie das iscas com micropipeta.
(C) Incorporacdo do Oleo de semente de abacate na mistura inicial das iscas com
micropipeta.(D) Oferta das iscas na camara de alimentag&o............cccoovvereririiininnn, 18
Figura 8. Cromatogramas dos 0Oleos de semente de abacate da primeira e segunda
extragdo Pelo MELOAO GC-MS.........ooiiiiiiieeeee e e 20
Figura 9. Cromatogramas dos 6leos de semente de abacate da primeira e segunda extracéo pelo
método GC-MS indicando os picos referentes aos compostos avocadenofuran (A) e
AVOCAAYNOTUIAN (B). . ..vuceiireieireieiiieisie ittt s 21
Figura 10. Cromatogramas apos a reacdo de esterificagcdo e identificacdo dos acidos
graxos pelo método GC-FID. (A) Oleo de semente de abacate da primeira extracdo. (B)

Oleo de semente de abacate da SeguNda EXIraCH0...........covvvevrvererereeiseeeeeeeeee s 23



Figura 11. Maturagdo dos frutos de abacate colhidos em épocas diferentes e utilizados
para a extracdo dos 6leos. (A) Primeira extracdo: caracteristica e peso (g) de frutos e
sementes colhidos no més de maio de 2022. (B) Segunda extracao: caracteristica e peso
(g) de frutos e sementes colhidos no més de fevereiro de 2023............cccccevvevvivieieennn. 24
Figura 12. Probabilidade de sobrevivéncia (%) de operéarias de Atta sexdens apos oito
dias de avaliacéo e de acordo com os tratamentos: hexano e 6leo de semente de abacate
da segunda extracao, ambos no volume de 0,5
Figura 13. Primeiro teste topico: mortalidade (%) de operérias de Atta sexdens apos oito
dias de avaliagéo e de acordo com os tratamentos: V1 - 0,25; V2 - 0,5; V3 - 0,75; V4 -
1,0 e V5 - 2,0 (volumes em uL do 6leo de semente de abacate) e controle (0,5 uL de &gua
AeStilata). . ...t 27
Figura 14. Segundo teste topico: mortalidade (%) de operérias de Atta sexdens apos oito
dias de avaliagéo e de acordo com os tratamentos: V1 - 0,25; V2 - 0,5; V3 - 0,75; V4 -
1,0 e V5 - 2,0 (volumes em uL do 6leo de semente de abacate) e controle (0,5 uL de &gua
AeStilada). ... 28
Figura 15. Péletes contendo 0,5 uL de 6leo de semente de abacate e incorporados no
jardim de fungos de subcolonia de Atta SEXAENS.........oevieiniiiii e, 32
Figura 16. Comparacdo da atividade de operarias de Atta sexdens nas camaras de
forrageamento das subcoldnias. (A) Camara de forrageamento com os péletes controle
(sem 0leo). (B) Camara de forrageamento com péletes contendo 0,5 uL de 6leo de
SEMENtE 0 ADACATE. ... .ot 32
Figura 17. Operérias de Atta sexdens mortas na camara de forrageamento de subcoldnia

que recebeu os péletes contendo 0,5 pL de 6leo de semente de abacate...................... 33



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Identificacdo e quantificacdo dos &cidos graxos obtidos pelo método GC-FID
presentes na amostra da primeira extragdo do 6leo de semente de abacate.................. 22
Tabela 2. Identificacdo e quantificacdo dos acidos graxos obtidos pelo método GC-FID
presentes na amostra da segunda extracdo do 6leo de semente de abacate.................. 22
Tabela 3. Mortalidade acumulada (%) e mediana (Md) de operarias de Atta sexdens
referentes ao primeiro teste topico apds oito dias de avaliagdo e de acordo com o0s
tratamentos: V1- 0,25; V2 - 0,5; V3 -0,75; V4 - 1,0 e V5 - 2,0 (volume em pL do 6leo
de semente de abacate) e controle (0,5 ulL de agua
destilada). ... e 2 . 29
Tabela 4. Mortalidade acumulada (%) e mediana (Md) de operérias de Atta sexdens
referentes ao segundo teste topico apds oito dias de avaliacdo e de acordo com 0s
tratamentos: V1- 0,25; V2 - 0,5; V3 -0,75; V4 - 1,0 e V5 - 2,0 (volume em puL do 6leo
de semente de abacate) e controle (0,5 ulL de agua
destilada)........cooeiniii et enee e e 00 0
Tabela 5. Numero de péletes transportados e mortalidade de operarias em quatro
subcolbnias de Atta sexdens seis dias apds a oferta de péletes controle (sem 6leo) e péletes

contendo 0,5 pL de 6leo de semente de abacate............c.coooiiiiiiiiiiiiiiiinn, 33



APENDICES

Apéndice 1. Relacdo de artigos publicados entre 1990 a 2022 sobre extratos botanicos
naturais com potencial inseticida contra formigas- cortadeiras. Lista atualizada em 2023,
totalizando 68 artigos encontrados...........oovvriiriiriitii e 46
Apéndice 2. Relacdo dos provaveis compostos nao-saponificaveis presentes no dleo de

semente de abacate extraido com hexano e obtido pelo Método GC/MS.................... 49



SUMARIO

LN LS T0] 607 JE TR 1
2 REVISAO TEORICA ..ottt 2
2.1 AS TOrMIQaS-COMAUBIIAS. ......ecvevereeeeee ettt ettt b e r s e e eneas 2
2.2 Danos e prejuizos provocados por formigas-cortadeiras.........ocovvviviveereiiciese e 3
2.3 Métodos de controle de formigas-COrtadeiras ...........ccveirreirieiirerirense s 4
2.4 Extratos vegetais e 0leos no controle de insetos-praga e fitopatdgenos..........coveevevevvevieieinene. 5
2.5 Extratos vegetais e 6leos no controle de formigas-cortadeiras..........ocooevvereereiennineieseenenns 7
2.6 O abacate (Persea americana Mill) ... s 9
BOBUIETIVOS. ... oottt ettt et b et et et e s et e s et e s e st e s e st ene et e s e et e et e e e ne e erenas 10
KT O o1 T= ()Y ol | PR 10
3.2 ODJtIVOS ESPECITICOS. ... vttt bbbttt 10
A MATERIAL E METODOS........cooiiiiieieieeetesie e esessesassessesasses s sesssss st sasss s sanassessanens 10
4.1 Manutencéo das colonias de formigas-Cortadeiras............cvvvviirinirinieisins s 10
4.2 Preparagdo das SEmMeNtes A @DACALE...........cuvviierieieieiiie et 11
4.3 Extracdo do dleo de semente de abacate COM NEXANO .........ccevverierierieieieieeese e 12
4.4 Caracterizagdo quimica do 6leo vegetal de semente de abacate............cccoovireiinniiieiicinnn 14
4.5 Toxicidade tépica do solvente hexano sobre operarias de formigas-cortadeiras....................... 14
4.6 Toxicidade topica do 6leo de semente de abacate sobre operarias de formigas-cortadeiras..... 16
4.7 FADIICAGAOD TAS ISCAS ...vvveveveiesiesiesiereeieete st st st see e seese st tesbesbeseesbe e s eseeseatessesbeseebeee e eneenenrens 16
4.8 Andlise da aceitacdo e toxicidade de iscas contendo 6leo de semente de abacate em subcol6nias
de FOrmMIgas-COMAUBITAS .......c.eieeie ettt s r et e st e st e et e s beenaesbesreenre e 17
4.9 ANALISE 08 UAUDS. ... ..eeveiiieieieet ettt sttt a e te s re st re st a e e e e ereas 19
5 RESULTADOS E DISCUSSAOQ ......ooioieieeeeeceeeeeetesee s eseesess e sessess s sesssesessesses s senseneon 19
5.1 Extracdo do 6leo de semente de abacate COM heXano .......cccccevvveieiniice s 19
5.2 Caracterizacdo quimica do 6leo de semente de abacate ..........ccccevevveveeivciiece s, 19
5.3 Toxicidade topica do solvente hexano sobre operérias de formigas-cortadeiras.............. 25
5.4 Toxicidade topica do 6leo de semente de abacate sobre operarias de formigas-cortadeiras..... 26
5.5 Analise da aceitacdo das iscas contendo 6leo de semente de abacate em subcoldnias de formigas-
(010 =10 [T PSP 31
B CONCLUSOES ...ttt 34
TREFERENCIAS ..ottt 35

B APENDICES ..ottt et 46



1 INTRODUCAO

As formigas-cortadeiras pertencem a subfamilia Myrmicinae, tribo Attini, subtribo
Attina, e sdo representadas pelos géneros Atta (salvas), Acromyrmex e Amoimyrmex
(quenguéns). Como todas as demais espécies de formigas, sdo insetos eussociais, e
desempenham papel fundamental na formacéo da ciclagem biogeoquimica, além de serem
consideradas indicadores biolégicos confiaveis (BRITTO et al., 2016; SANTOS-SILVA;
VICENTE; FEITOSA, 2016; SOPER et al., 2019).

Contudo, pelo fato de cortarem e transportarem material vegetal fresco para a
manutencdo de seu fungo mutualistico Leucocoprinus gongylophorus (Leucocoprini,
Agaricales), o qual serve de alimento para as larvas e operarias das coldnias (MUELLER et
al., 2017), sdo consideradas grandes pragas da agricultura, plantacGes florestais e pecuaria,
e responsaveis por perdas significativas e grande impacto econémico devido ao
desfolhamento excessivo que acaba por comprometer o desenvolvimento de diversas
culturas (SILVA et al., 2003; MONTOYA-LERMA et al., 2012; MUELLER et al., 2018).

Atualmente, o principal método de controle das formigas-cortadeiras é por meio de
iscas formicidas, as quais possuem como principal ingrediente ativo, a sulfluramida. Apesar
de sua eficiéncia, a sulfluramida é percussora de compostos quimicos considerados
extremamente persistentes no ambiente e bioacumulativos nas teias alimentares, e por esse
motivo, existe uma forte pressdao do mercado para reduzir seu uso (ZANETTI et al., 2003;
NIP, 2015; ZABALETA et al., 2018). Dessa maneira, a busca por alternativas de controle
eficazes e menos nocivas ao meio ambiente, principalmente as que envolvem o uso de éleos
e extratos de origem vegetal, é cada vez maior (RAMOS et al., 2019).

E sabido que mais de 6.000 espécies vegetais s&0 conhecidas por apresentarem
propriedades inseticidas (WALIA; KOUL, 2008), como por exemplo, as espécies da familia
Lauraceae, na qual estéa incluso o abacate (Persea americana Mill). Assim, ao considerar o
potencial inseticida dos compostos quimicos contidos no abacate, bem como a urgéncia por
alternativas a sulfluramida, nosso estudo objetivou avaliar o potencial do 6leo vegetal da
semente sobre as formigas-cortadeiras, podendo ser uma alternativa sustentavel, eficiente e

inovadora no controle desses insetos.



2 REVISAO TEORICA
2.1 As formigas-cortadeiras

As formigas (Hymenoptera, Formicidae) sdo insetos eussociais classificados em 16
subfamilias, 38 tribos, e aproximadamente 17.000 espécies existentes (ANTWEB, 2023,
BOLTON, 2023). As formigas desempenham papéis fundamentais em diferentes habitats,
como areas urbanas e rurais, florestas e cavernas (WILKIE; MERTL; TRANIELLO, 2010;
DATTILO et al., 2012; SOUZA-CAMPANA et al., 2020), interagindo com muitos
organismos e atuando como engenheiras do ecossistema (TORO; RIBBONS; PELINI,
2012), além de serem consideradas confiaveis indicadores bioldgicos (SANTOS-SILVA;
VICENTE; FEITOSA, 2016).

Na subfamilia Myrmicinae, tribo Attini, subtribo Attina, encontram-se as formigas
cultivadoras de fungos, um grupo monofilético constituido por 19 géneros e 250 espécies
descritas (SCHULTZ, 2020). Dentre elas, encontram-se 0s géneros Atta Fabricius, 1804,
Acromyrmex Mayr, 1865 e Amoimyrmex Cristiano et al., 2020, que formam um grupo com
cerca de 53 espécies e 26 subespécies, conhecidas popularmente como formigas-cortadeiras
(BOLTON, 2023).

As formigas-cortadeiras sdo endémicas do Novo Mundo, mas com ampla
distribuicdo, desde o sul dos Estados Unidos até o sul da Argentina (DELLA LUCIA,
SOUZA, 2011; ANTMAPS, 2022), sendo que mais de 60% das espécies ocorrem no Brasil
(FORTI; BOARETTO, 1997). Em nosso pais, as formigas do género Atta sdo conhecidas
popularmente como salvas €, as dos géneros Acromyrmex e Amoimyrmex, Como quenquéns
(BRITTO et al., 2016).

As formigas-cortadeiras podem ser benéficas para o ambiente, pois o residuo
organico proveniente de seus ninhos pode contribuir para o enriquecimento das propriedades
do solo e na estrutura da comunidade vegetal adjacente (SANTOS-NETO, 2021). Além
disso, podem atuar na dispersédo de sementes (SOUSA-SOUTO et al., 2007) e na formagéo
da ciclagem biogeoquimica (SOPER et al., 2019).

Porém, a denominacdo popular de formigas-cortadeiras é devido ao fato de as
operérias cortarem e transportarem material vegetal fresco, como folhas, ramos e flores, para
a manutencdo de seu fungo mutualistico Leucocoprinus gongylophorus (Leucocoprini,
Agaricales) (MUELLER et al., 2017). O substrato vegetal coletado permite a producéo de
gongilideos, estruturas ricas em carboidratos, aminoacidos, proteinas e vitaminas
(MASIULIONIS et al., 2014), consideradas o alimento exclusivo das larvas (SILVA et al.,
2003).



Por essa caracteristica, as formigas-cortadeiras sao reconhecidas como importantes
pragas de plantacOes florestais, agricultura e pecuaria em varias regides do Brasil e da
América (MATRANGOLDO et al., 2010; BRITTO et al., 2016), causando o desfolhamento
excessivo e comprometendo o desenvolvimento das plantas, com perdas significativas e
grande impacto econémico (MONTOYA - LERMA et al., 2012; MUELLER et al., 2018).

2.2 Danos e prejuizos provocados por formigas-cortadeiras

Estimativas indicam que os danos causados pelas formigas-cortadeiras sao
responsaveis por perdas anuais de varios bilhdes de doblares, atribuidos a diminuicdo da
produtividade e aos custos associados ao seu controle quimico (BURATTO et al., 2012).
Tais gastos podem representar entre 30 e 75% do orcamento total vinculado ao manejo de
pragas em plantac6es florestais (DELLA LUCIA et al., 2014).

Nos sistemas florestais, as plantacdes de eucalipto e pinus sdo as mais afetadas pelas
formigas-cortadeiras (SANCHEZ-RESTREPO et al., 2019; JIMENEZ et al., 2022). Nickele
et al. (2020) verificaram que a desfolha completa (incluindo o meristema apical) causada
por Acromyrmex crassispinus Forel, 1909 em plantacGes de Pinnus taeda Linnaeus, 1753
no Brasil durante os primeiros 30 dias de cultivo, pode resultar em uma perda de até 22%
em didametro e 43% em volume de madeira das arvores. Jiménez et al. (2022) relacionaram
a mortalidade de uma plantagdo de Salix nigra Marshall, 1801 de um ano de idade e 0
volume de madeira perdido com a densidade de ninhos de Acromyrmex lundii Guérin-
Méneville, 1838 na provincia de Entre Rios, Argentina.

No caso de arvores de P. taeda, seis anos ap6s o plantio, reducdes significativas na
altura total (19%), diametro (4,4%) e volume de madeira (21%) aconteceram em locais com
presenca de ninhos de Atta sexdens Linnaeus, 1758. Além disso, a mortalidade das arvores
atingiu 31,2% quando as formigas estavam presentes (SCHERF et al., 2022). Na cultura de
cana-de-agucar, uma col6nia de Atta bisphaerica, Forel 1908 (salva-mata-pasto) pode gerar
danos de mais de trés toneladas por ano. Isso significa aproximadamente 450 kg de agucar
ou 300 litros de etanol perdidos (FORTI; BOARETTO, 1997; OLIVEIRA, 2006).

Diante deste cenario, os problemas associados as formigas-cortadeiras levaram ao
desenvolvimento de diversas técnicas de controle, sendo estas associadas ao custo
operacional, condic¢des climaticas e implicacdes que podem causar no ambiente. Dentre elas,
podemos citar o controle mecanico, o cultural, o biologico e o quimico, o qual tem sido
efetivamente utilizado desde a década de 50 do século passado (FORTI; BOARETTO, 1997).



2.3 Métodos de controle de formigas-cortadeiras

Considerados insetos formidaveis pela eficiéncia no corte e transporte de folhas, as
formigas-cortadeiras possuem Vérias caracteristicas biologicas e comportamentais que
dificultam o seu controle. O desenvolvimento de um complexo sistema de defesa, assim
como a arquitetura, o tamanho e a localiza¢do dos ninhos, um sistema de protecéo a rainha
e estratégias de higiene dos ninhos, que incluem a remoc¢do de materiais danosos pelas
operarias, constituem uma barreira para a utilizacdo de novas moléculas e técnicas de
controle (GOMEZ-DIAZ et al., 2022).

A aplicacdo de iscas toxicas ou formicidas para o controle de formigas-cortadeiras é
considerada a técnica mais pratica, eficiente e econémica dentre as utilizadas (ZANETTI et
al., 2003). As iscas podem ser usadas tanto na fase de preparagédo do terreno dos cultivos
como na fase de monitoramento, contudo, sua composicao a base de diferentes principios
formicidas pode apresentar certos riscos ao meio ambiente.

A sulfluramida é considerada o principal ingrediente ativo utilizado em iscas
formicidas (GUSTANI et al., 2021), com eficiéncia de 90 a 100% para diversas especies de
formigas-cortadeiras, como Atta laevigata Smith, 1858 (ZANUNCIO et al., 1992) e A.
sexdens (ZANETTI et al., 2003). Em contato com as formigas, os sintomas de intoxicacao
por sulfluramida sdo manifestados por movimentos lentos e diminui¢do da agressividade,
decorrentes do blogueio do fluxo de elétrons da cadeia respiratoria, nas mitocondrias,
interrompendo a sintese de adenosina trifosfato (ATP) (FUJIHARA; SILVA; FORTI,
2013). A ATP tende a diminuir até ocorrer a interrupcdo total do metabolismo da formiga,
resultando assim, em sua morte (BRITTO et al., 2016).

Apesar de sua eficiéncia no controle de formigas-cortadeiras, a sulfluramida é
precursora do composto quimico perfluorooctano-1-sulfonato (PFOS), extremamente
persistente no ambiente e bioacumulativo nas teias alimentares (ZABALETA et al., 2018).
Por esta razdo, existe uma forte pressdo do mercado para reduzir o uso de pesticidas
quimicos para o controle de formigas-cortadeiras em povoamentos florestais (SILVA et al.,
2020) e nas demais areas cultivadas. Na tentativa de reduzir o uso de produtos quimicos
considerados Poluentes Organicos Persistentes (POPs), o Plano Nacional de Implementacéo
(NIP, na sigla em inglés), da Convencéo de Estocolmo de 2015, incluiu a sulfluramida em
seu anexo B, considerando-a como um poluente organico permanente e com perspectivas
de eliminacao de seu uso (NIP, 2015). Também em 2015, o Conselho de Manejo Florestal
(FSC, na sigla em inglés) listou a sulfluramida e o fipronil como pesticidas “altamente
perigosos” (FSC, 2015).



A isca Bioisca® (nome comercial), produzida a partir dos extratos de Palicourea
marcgravii A. St.-Hil, 1825 (Rubiaceae) e Tephrosia candida D.C, 1785 (Fabaceae), foi
aprovada e licenciada para o controle de A. sexdens e A. laevigata em cultivos organicos no
Brasil (BIOISCA, 2018; AGROFIT, 2020), tornando-se um dos produtos pioneiros no setor.
No entanto, sua eficacia, viabilidade técnica e econdmica no controle de formigas
cortadeiras em plantios florestais brasileiros, especialmente com eucalipto, ainda precisam
ser avaliadas (LEMES et al., 2021).

O uso continuo de quase dois milhdes de toneladas de pesticidas sintéticos no
mundo, predominantemente na area agricola, tem sido problematico, pois muitas espécies-
chave tém-se tornado resistentes a estas substancias, enquanto populagdes de inimigos
naturais correm o risco de serem dizimadas por elas (SHARMA et al., 2019). Ademais,
contribuem para a intensificacdo da poluicdo ambiental, tendo em vista que diversos
compostos persistem no ambiente como residuos toxicos muito além do tempo desejado.

Assim, é urgente a necessidade da busca por novos ingredientes ativos, visando a
substituicdo da sulfluramida. No entanto, a prospec¢do de novas moléculas € um processo
demorado, principalmente porque a maioria dos compostos testados apresentam menor
toxicidade do que a sulfluramida (STEFANELLI et al., 2019). Dessa forma, a busca por
alternativas de controle eficazes e menos nocivas ao meio ambiente, principalmente as que

envolvem bioativos botéanicos, é cada vez maior (RAMOS et al., 2019).

2.4 Extratos vegetais e 6leos no controle de insetos-praga e fitopatdgenos

Os Oleos e extratos vegetais constituem-se em fontes de compostos quimicos
bioativos (MIRESMAILLI; ISMAN, 2014; PAVELA, 2016) que podem atuar como
eficientes inseticidas naturais contra diversos insetos, principalmente aqueles derivados dos
metabolitos secundarios das plantas (KHAN et al., 2017). Tais compostos sdo considerados
potencialmente compativeis com programas de Manejo Integrado de Pragas (MIP), uma vez
que podem ser especificos para determinadas espécies-alvo, possuem alta eficiéncia e baixa
persisténcia no ambiente (ISMAN, 2008; FEITOSA-ALCANTARA, 2017; OLIVEIRA et
al., 2018).

Compostos quimicos naturais provenientes destes extratos e 6leos possuem atividades
de repeléncia, anti-alimentacdo, retardo de crescimento e fecundidade, inibicdo da
oviposicdo e interrupcdo do desenvolvimento embrionario em diversos insetos (MAFRA-
NETO et al., 2015), além de efeitos neurotdxicos que podem comprometer outras de suas
atividades (ISMAN, 2008).



A utilizacdo de plantas com potencial inseticida para o controle de pragas ndo é uma
técnica recente. Dentre os primeiros inseticidas botanicos conhecidos, destacam-se a
piretrina, ingrediente ativo extraido das flores do género Chrysanthemum, Linnaeus, 1753
(Asteraceae), precursora dos inseticidas piretroides. A nicotina, alcaloide extraido
principalmente das folhas do tabaco, Nicotiana tabacum Linnaeus, 1753 (Solanaceae),
precursora do inseticida imidacloprido. Por fim, a rotenona, extraida de raizes, folhas, ramos
ou sementes de Tephrosia Pers, 1807, Derris Lour, 1852, Lonchocarpus Kunth,1824,
Millettia Wight & Arn, 1834, Mundulea Benth, 1852 e Spatholobus Beibl, 1842, todas
pertencentes a familia Fabaceae (DECKER, 1940; MARICONI, 1965; COATS, 1994).

Um dos maiores avangos nesta area ocorreu por meio da planta Azadirachta indica
A. Juss, 1830 (Meliaceae), cujos compostos quimicos, principalmente a azadiractina
(tetranortriterpenoide) presente nas sementes, inibem o crescimento e a reproducéo, além de
agirem como deterrente ou repelente para a maioria dos insetos (REMBOLD, 1987;
JACOBSON, 1989, SAXENA, 1989; SCHMUTTERER, 1990). Recentemente, em estudo
conduzido por Martins et al. (2022), verificou-se que o extrato de A. indica foi capaz de
alterar o comportamento do gorgulho-do-milho, Sitophilus zeamais Mots, 1855 (Coleoptera:
Curculionidae), por meio da reducédo da frequéncia de caminhada do inseto, assim como no
namero de visitas aos graos tratados, indicando que o extrato pode ser uma alternativa
potencial para o controle da praga em produtos armazenados.

Hyder et al. (2022) constataram alta mortalidade do pulgéo-verde-do-péssego, Myzus
persicae Sulzer, 1776 (Hemiptera: Aphididae), quando tratados com extratos de diferentes
plantas, incluindo Trachyspermum ammi, 1823 Sprague (Apiaceae) e Citrullus colocynthis,
Schrad 1846 (Cucurbitaceae), responsaveis por 81,7% e 76,5% de mortalidade,
respectivamente.

A acdo antifungica de alguns extratos botanicos também vem se destacando nos
campos de pesquisa e em aplica¢bes praticas. Gomes et al. (2018) analisaram os efeitos
inibitérios do extrato de Cinnamomum zeylanicum Blume, 1830 (Lauraceae), sobre o
crescimento micelial do fungo Cylindrocladium candelabrum Morgan, 1892, principal
responsavel pela reducdo na produtividade nos cultivos de eucalipto (SCHULTZ, 2011). Os
resultados obtidos foram promissores, sendo que o extrato na concentragdo de 20 mg. mL
levou a inibicéo de 45,28% do fitopatdgeno.

Wong et al. (2020) testaram o efeito antifingico dos extratos de Andrographis
paniculata Burm, 1759 (Acanthaceae), Backhousia citriodora F. Muell, 1853 (Myrtaceae)
e Phaleria macrocarpa Scheff, 1900 (Thymelaeaceae) sobre trés diferentes fungos:
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Pyricularia oryzae Cavara, 1892, Exserohilum rostratum Leonard & Sugs, 1974, e
Rhizoctonia solani Kuhn, 1858, responsaveis por causarem as doencgas conhecidas como
brusone, mancha-marrom e ferrugem-da- bainha na cultura do arroz. Como resultado, o
extrato aquoso de A. paniculata e o extrato metandlico de P. macrocarpa foram
considerados os mais promissores, causando um efeito inibitorio micelial significativo
contra P. oryzae, de 81,9% e 100%, respectivamente.

O uso de bleos essenciais derivados de diferentes espécies vegetais sdo também uma
alternativa em potencial no controle de diversos insetos-praga, tendo em vista que se
encaixam nos requisitos de eficiéncia, seguranca, seletividade, tecnicamente e
ambientalmente viaveis e seguros (SOMBRA et al., 2020).

Em estudos desenvolvidos por Mendonza-Garcia et al. (2019) os 6leos essenciais de
Teesdalia coronopifolia Thell, 1912 (Brassicaceae), Clematis terniflora DC, 1817
(Ranunculaceae) e Tagetes lucida Cav, 1785 (Asteraceae) causaram, respectivamente, 92%,
74% e 95% de repeléncia em Diaphorina citri (Hemiptera: Liviidae), inseto vetor da bactéria
Candidatus Liberibacter spp., responsavel pelo huanglongbing (greening ou HLB), a pior

doenca da citricultura na atualidade.

2.5 Extratos vegetais e 6leos no controle de formigas-cortadeiras

Diversas metodologias podem ser utilizadas para a extracdo dos metabdlitos
secundarios presentes nas plantas, como maceracao, infusdo, decoccao, percolacao, extracao
em soxhlet, além de diferentes solventes organicos ou aquosos (ABUBAKAR; HAQUE,
2020; SASIDHARAN et al., 2011). Como resultado, tais compostos séo obtidos na forma
de 0leos e/ou extratos vegetais, sendo que, segundo Barreto (2008), a principal diferenca
entre os termos ‘“‘extratos vegetais” e¢ “Oleos vegetais” constitui-se em seu método de
extracdo/obtencao.

Mais de 6.000 espécies vegetais sdo reconhecidas por apresentarem propriedades
inseticidas contra insetos-praga (WALIA; KOUL, 2008), fomentando a busca de novos
compostos quimicos, principalmente aqueles derivados dos metabolitos secundéarios das
plantas, que podem ser avaliados para o controle das formigas-cortadeiras e seu fungo
mutualistico.

De acordo com um levantamento realizado nas bases de dados Google Scholar®,
SCiELO®, Scopus® e Web of Science® por Zanini e Fujihara (2022), compreendendo o
periodo de 1990 a 2022, foram encontrados, no total, 68 artigos relacionados ao controle de

formigas-cortadeiras a partir de extratos vegetais, sendo 53 deles publicados por
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pesquisadores brasileiros, seguidos por sete publicados por pesquisadores colombianos, seis
argentinos e dois franceses. Nesses trabalhos, foram avaliadas 84 espécies vegetais
distribuidas em 34 familias boténicas, principalmente da familia Rutaceae, com 10 espécies,
seguidas de Asteraceae com seis espécies, e Euphorbiaceae, Lamiaceae, Meliaceae e
Solanaceae com cinco espécies cada. Do total de artigos pesquisados, 58 aplicaram extratos
boténicos ou seus isolados apenas em operarias de formigas-cortadeiras, 14 no fungo
mutualistico e 14 em ambos (item 8 Apéndices - Apéndice 1).

A partir desse levantamento, foram observados diversos trabalhos com resultados
promissores quanto ao uso de compostos vegetais. Em condicGes de laboratério, extratos
em concentracdo de 10% obtidos a partir de Eugenia uniflora Linnaeus, 1753 (Myrtaceae)
e Melia azedarach Linnaeus, 1753 (Meliaceae) apresentaram resultados satisfatorios no
controle de A. laevigata (JUNG et al., 2013). Resultados promissores também foram
verificados por Bigi et al. (2004) ao estudarem os efeitos toxicos das fracdes de folhas de
mamona em operarias de A. sexdens e seu fungo mutualista. A ricinina foi a principal
substancia responsavel pela toxicidade nas operérias, enquanto os acidos graxos foram
responsaveis pela inibicdo do desenvolvimento do fungo.

Melo et al. (2020) testaram uma mistura de 6leo essencial de cipd-de-cobra
Aristolochia trilobata Linnaeus, 1753 (Aristolochiaceae) com 6leo essencial de Myrcia
lundiana Kiaersk 1893 (Myrtaceae), a fim de se testar o efeito sinérgico dos compostos
quimicos presentes, sobre operarias de Acromyrmex balzani Emery, 1890 e seu fungo
mutualistico. A mistura dos 6leos foi eficaz, promovendo 87% de mortalidade de operarias
e 99% de mortalidade do fungo. Em estudos desenvolvidos por Salazar et al. (2020), o 6leo
essencial de Piper holtonii C. 1869 (Piperaceae) foi aplicado diretamente sobre o fungo L.
gongylophorus, com reducéo de 95% de seu volume apos cinco semanas.

Outros extratos e 0leos de varias espécies vegetais também ja foram avaliados como
possiveis formas de controle alternativo, sendo que algumas espécies apresentaram
resultados satisfatorios e promissores, tais como Ricinus communis Linnaeus, 1753
(Euphorbiaceae) (HEBLING et al., 1996), Carapa guianensis Aubl, 1764 (Meliaceae),
Elaeis guineensis Jacq, 1809 (Arecaceae), Sesamum indicum Linnaeus, 1753 (Pedaliaceae),
Anacardium occidentale Linnaeus, 1753 (Anacardiaceae), Azadirachta indica Juss, 1831
(Meliaceae) (OLIVEIRA, 2006) e Rauia sp. (FREITAS, 2010).

Além disso, algumas espécies das familias Apiaceae, Asteraceae, Brassicaceae e
Lauraceae também vém sendo identificadas como fontes promissoras de compostos com

propriedades inseticidas (MAFRA-NETO et al., 2015). Sendo assim, 0 uso de extratos vegetais
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e 6leos para o controle de formigas-cortadeiras e/ou seu fungo mutualistico pode ser uma op¢ao

sustentavel, viavel, eficaz e capaz de contribuir com uma agricultura mais sustentavel.

2.6 O abacate (Persea americana Mill)

As plantas da familia Lauraceae sdo uma promissora fonte de compostos com
propriedades inseticidas (MAFRA-NETO et al., 2015). O abacate, Persea americana Mill,
1733 (Lauraceae) € amplamente cultivado em quase todos os estados brasileiros (IBGE,
2017) e uma das frutiferas mais produtivas por unidade de area cultivada (MOOZ et al.,
2012). Segundo Fernandes et al. (2020), a producdo anual brasileira de abacates é de 213
mil toneladas e o Brasil é considerado o pais com a maior média em produtividade (em torno
de 21,3 toneladas por hectare/ano).

Durante a colheita e pds colheita, processamento, uso ou consumo industrial do
abacate, é gerada uma grande quantidade de residuos (sementes, endocarpo, epicarpo e
folhas), sendo que apenas em relacdo as sementes, estima-se que 1,45 milhdes de
toneladas/ano sdo descartadas mundialmente, contribuindo para o desperdicio e poluicao
ambiental (NYAKANG?’I et al., 2023). Além disso, a elevada producéo de etileno apds a
colheita, confere aos frutos de abacate alta perecibilidade, resultando em perdas no setor
varejista de até R$ 600 milhdes por ano no Brasil. Quando exposto em éarea de venda, ocorre
aproximadamente 86% do total de perdas, outros 9% ocorrem durante o transporte e 0s 5%
restantes no armazenamento (VIDAL; XIMENES, 2016).

Diante deste cenério, os subprodutos do abacate ganharam grande interesse como
residuos agroindustriais Uteis. As sementes e cascas sdo ricas fontes de uma infinidade de
metabolitos bioativos, incluindo fitoesterdis, triterpenos, catequinas, hidroxicinamicos,
proantocianidinas e derivados glicosilados do &cido abscisico (YOUNIS et al., 2022).

Assim, a gestdo eficiente, econdmica e ecologicamente correta desses residuos
agroindustriais constitui uma abordagem razoavel ndo apenas para reduzir seu impacto
ambiental, mas também para o tratamento das sementes, a fim de se obter constituintes
valiosos de seu extrato.

Apesar de ser popularmente conhecido por suas propriedades antioxidantes,
antimicrobianas, anti-inflamatorias e pela sua ampla utilizagcdo na industria cosmetica e
alimenticia (MOOZ et al., 2012), estudos recentes, como o0 publicado por Bhuyan et al.
(2019), indicam que nas folhas, no epicarpo e na semente do abacate existem compostos
quimicos especificos e metabdlitos secundarios que podem atuar como agentes inseticidas

de grande eficacia. Tango et al. (2004), por meio da caracterizagéo fisica e quimica de 24



variedades de abacate, indicaram que a semente representa em média, 17% do peso total
bruto dos frutos, e contém de 2,3 a 5,7% de substancias fenolicas.

Em estudos desenvolvidos por Younis et al. (2022), sete sementes de abacate de
quatro diferentes variedades foram avaliadas quanto aos seus componentes quimicos. Como
resultado, 68 compostos ndo saponificados e 26 saponificados foram identificados, sendo os
hidrocarbonetos alifaticos saturados os principais constituintes dentre todas as amostras.

Ragasa et al. (2014) isolaram do fruto maduro liofilizado alguns componentes
quimicos, dentre os quais 1,2,4 trihidroxinonadecano, considerado um inseticida botanico
natural mais potente do que a rotenona, quando testado contra Aedes aegypti Linnaeus, 1762
(Diptera: Culicidae) (OBERLIES et al., 1998).

Além de muitas vezes serem descartados por ndo apresentarem perspectivas quanto
ao seu uso, poucos estudos testaram de fato o potencial efeito do abacate ou de seus
derivados como agentes inseticidas no controle de insetos-praga, em especial de formigas-

cortadeiras.

3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral
O objetivo deste trabalho é avaliar o potencial do 6leo vegetal da semente de abacate

para o controle de formigas-cortadeiras.

3.2 Objetivos especificos
1) Extrair com hexano o 6leo da semente de abacate;
2) Caracterizar quimicamente o 6leo da semente de abacate;
3) Avaliar a toxicidade topica do 0leo vegetal sobre operarias de formigas-cortadeiras;
4) Auvaliar a aceitacdo e a toxicidade de iscas contendo o 6leo vegetal em subcol6nias

de formigas-cortadeiras.

4 MATERIAL E METODOS
4.1 Manutencdo das coldnias de formigas-cortadeiras

Colbnias de Atta sexdens (entre quatro a cinco anos de idade) estdo sendo
mantidas no Laboratorio do GEPEG — Grupo de Estudos e Pesquisa em Entomologia
Geral — CCA/UFSCar, campus de Araras, em sala climatizada (T = 24 + 2°C, UR =70
+ 10%), no interior de recipientes plasticos, que correspondem a camaras de fungo,
com o fundo preenchido por uma camada de 1 cm de gesso para a manutengdo da
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umidade. As camaras de fungo foram conectados tubos plasticos que as ligam a outros
dois recipientes para compor as camaras de forrageamento e de lixo, sendo esta limpa
periodicamente (Figura 1).

Sédo ofertadas, como substrato vegetal, folhas frescas de ligustro [Ligustrum
lucidum W.T. Aiton (Lamiales: Oleaceae)], pedagos de macé e aveia laminada uma vez
por semana. As folhas e a aveia sdo utilizadas pelas formigas como substrato para a
manuten¢do do fungo mutualistico, e as macgds servem como suplemento alimentar e

de liquidos para as mesmas.

Figura 1. Exemplo de col6nia de Atta sexdens mantida no laboratério do GEPEG -
CCAJ/UFSCar, Araras, SP.

Fonte: A autora (2022).

4.2 Preparacao das sementes de abacate

Os frutos de abacate da variedade Ouro Verde foram coletados no campus
Araras da UFSCar. Em seguida, foram pesados, lavados, e as sementes separadas da
porcdo comestivel (mesocarpo). As sementes foram, entdo, raladas em ralador
convencional de quatro faces (Figura 2A), pois precisaram ser reduzidas em porgoes
menores para viabilizar a extracdo do 6leo.

No LAST - Laboratério de Andlises e Simulagdo Tecnologica, CCA/UFSCar,
campus Araras, o material ralado foi seco em estufa de ar circulante a 35°C até a
umidade constante de 50,75% + 0,72 por trés dias (Figura 2B). Ao final do processo,
as amostras foram dividas em porc¢des de 100g e armazenadas em recipientes plasticos
de 250mL recobertos com papel aluminio (a fim de se evitar qualquer tipo de

degradacdo pela luz) e armazenadas em geladeira a 5°C (Figura 2C).
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Figura 2. Preparacdo das sementes de abacate para a extracdo do 6leo. (A) Sementes de
abacate raladas em ralador convencional de quatro faces. (B) Amostras secas apés trés dias
em estufa (C). Armazenamento das amostras em geladeira.

Fonte: A autora (2022).

4.3 Extracdo do 6leo de semente de abacate com hexano

O oOleo de semente de abacate foi extraido no Laboratorio de Residuos
Contaminantes — LRC, localizado na Embrapa Meio Ambiente, em Jaguarina, SP. As
andlises foram realizadas sob a responsabilidade do técnico Marley Tavares e orientacao da
Dra. Sonia Claudia do Nascimento de Queiroz. A extracdo foi realizada pelo método de
Soxhlet, que é utilizado quando um composto tem uma solubilidade pequena em um
determinado solvente e o conjunto de impurezas sao insolUveis nesse mesmo solvente.

Foram utilizados dois extratores de Soxhlet de diferentes tamanhos, sendo um com
sifdo da corneta do extrator de 85 mL e outro de 200 mL (Figura 3A). Previamente, foram
preparados dois cartuchos de papel filtro para acondicionar as amostras secas da semente de
abacate (15 e 30 g) (Figura 3B). O baldo volumétrico de cada aparelho foi pesado, e em

seguida, foram adicionados 250 mL de hexano da marca ACS Cientifica no baldo
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volumétrico menor e 500 mL no baldo maior. Especificagdes quimicas do solvente utilizado:
residuo apds evaporacdo: méx. 0,0001%; compostos sulflurados: méax. 0,005%; cor
(APHA): méx. 10; PM: 86.18g/mol; ensaio (mistura de isbmeros): min. 98,5%.

Cada cartucho permaneceu nos extratores por cerca de quatro horas, e 0 processo foi
repetido quatro vezes em cada extrator, sendo o volume inicial de hexano reposto a cada
novo ciclo. Apos esse periodo, os cartuchos foram retirados e iniciou-se a evaporagéo do
hexano em rotaevaporador para a obtencdo do maximo volume do solvente (Figura 3C). O
rendimento do 6leo foi obtido pela subtracdo do peso inicial de cada baldo volumétrico pelo
peso apoOs a evaporacdo. O oleo obtido foi entdo armazenado em frasco de vidro no

congelador de uma geladeira (-12°C) para a caracterizagdo quimica (Figura 3D).

Figura 3. Extracdo do 6leo de semente de abacate com hexano. (A) Extratores Soxhlet: a
esquerda, sifdo da corneta de 85 mL; a direita, sifdo da corneta de 200 mL. (B) Pesagem do
cartucho de papel filtro contendo as amostras secas de semente de abacate. (C) Evaporacao

do hexano em rotaevaporador. (D) Oleo obtido ap6s a evaporagio do solvente.

A ~ — B

Fonte: A autora (2022).
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4.4 Caracterizacao quimica do 6leo vegetal de semente de abacate

A caracterizagdo quimica também foi realizada no Laboratorio de Residuos
Contaminantes — LRC. Inicialmente foi utilizado a técnica CG-MS (cromatografia a gas
acoplada a espectometria de massas) em aparelho Agilent, coluna: Agilent — J&W - HP —
5ms - Ultra Inert - 30 m x 0,250mm ID, 0,25um, (Agilent — 19091S-433UI) 7890B/ 7693/
5977 MSD; sistema cromatogréafico: Agilent Technologies 7890B; amostrador automatico:
Agilent 7693; detector: mass spectrometry: 5977B MSD e modo de injecédo: Splitless, que
indicou os provaveis compostos ndo-saponificaveis, baseado em sua biblioteca.

Para a confirmacéo dos compostos quimicos detectados e identificacdo de compostos
saponificaveis, uma pequena amostra do 6leo foi inicialmente transesterificada em solucéao
de éster metilico. Em seguida foi analisada por CG-FID (cromatografia a gas com detector
por ionizacdo de chama) nas seguintes condi¢des: aparelho GC — 2010 — SHIMADZU,
coluna 60 m x 0,250mm ID, 0,25 um DB-23 (Agilent -J&W - 122-2362); temperatura do
injetor: 250 °C; gés de arraste: hélio; stop time: 29,75 min; delay time: 1min; fluxo da
coluna: ImL/min; temperatura do forno: 50 °C, 1 min; 25 °C/min a 175 °C; 4 °C/min a 230
°C, 10 min; temperatura do detector: 280 °C .O volume de injecdo foi de 1pl.

Para a analise dos cromatogramas do 6leo e do hexano, foram pesados 0,1g do 6leo,
dissolvido em 1mL de hexano. Em seguida, a mistura foi filtrada em filtro de 0,45um e
injetada no aparelho. O volume de injecdo também foi de 1ul. No equipamento, os cddigos
080922 01 e 080922 02 referem-se a 0,1g de déleo da semente de abacate em 1mL de

hexano, e 080922_00 refere-se ao solvente.

4.5 Toxicidade topica do solvente hexano sobre operarias de formigas-cortadeiras

Para verificar se 0 hexano, solvente utilizado na extracdo do 0leo, poderia influenciar
na mortalidade das operarias de A. sexdens, foi realizado um experimento complementar.
Foram separadas 60 operarias oriundas de quatro colénias com aproximadamente quatro
anos de idade. A fim de se evitar qualquer tipo de contaminacéo por contato, resultante do
comportamento de allogrooming (limpeza muatua) observado nas formigas-cortadeiras, as
repeticdes foram individualizadas (NAGAMOTO et al., 2004), sendo cada uma
representada por um recipiente plastico de 30 mL com o fundo coberto por 0,1 cm de gesso
para manutencdo da umidade (Figura 4A) e contendo uma operaria forrageira com largura
de capsula cefalica de 2,0 + 0,2 mm, valor dentro do proposto por Wilson (1980).

Para evitar qualquer tipo de contaminagdo externa, todos os potes foram expostos

previamente aos experimentos a luz ultravioleta em capela, durante 20 minutos (Figura 4B).
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Em cada recipiente foi adicionado um pélete do fungo da colénia de origem (cerca de 1 cmd)
para que as operdrias pudessem se alimentar até o final do periodo de avaliacdo do
experimento, o qual era substituido sempre que apresentasse sinais de perda de valor
nutricional, como diminuicdo de volume e/ou mudanca de cor (RAMOS et al., 2019). O
gesso foi umedecido com agua destilada previamente a inclusao das operarias.

Operérias mortas ou moribundas foram substituidas antes da realizacdo do
experimento. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com dois
tratamentos e 30 repeticOes (operarias forrageiras). Os dois tratamentos constituiram-se de
0,5uL de hexano e 0,5uL do oOleo de semente de abacate, os quais foram aplicados no
pronoto de cada operaria por meio de uma micropipeta monocanal de volume variavel da
marca Olen, (modelo K1- 2C) e ponteiras descartaveis (Figura 4C).

A aplicacdo no pronoto impede a ingestdo dos tratamentos devido aos
comportamentos de autolimpeza e higiene observados em A. sexdens e nas demais espécies
de formigas-cortadeiras. Os recipientes contendo as operarias foram armazenados em BOD
a 24 £ 2°C, sendo observado o nimero de formigas mortas a cada 24 horas durante oito dias.

Figura 4. Etapas do teste de toxicidade tépica com hexano. (A) Operéaria forrageira
individualizada em recipiente plastico contendo um pélete do fungo de sua colénia de
origem. (B) Recipientes plasticos em luz ultravioleta previamente ao inicio dos testes. (C)

Aplicacédo do solvente hexano no pronoto de uma operaria com micropipeta.

Fonte: A autora (2023).

15



4.6 Toxicidade topica do 6leo de semente de abacate sobre operarias de formigas-
cortadeiras

Para o teste de toxicidade topica do dleo, adotou-se a mesma metodologia descrita
no item 4.5. Foram coletadas 180 operarias de A. sexdens oriundas de seis colonias com
aproximadamente quatro anos de idade. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado com seis tratamentos e 30 repeticGes (operarias forrageiras) (Figura 5).

Os tratamentos foram constituidos por diferentes volumes do dleo de semente de
abacate: V1 - 0,25; V2 -0,5; V3-0,75; V4 -1,0e V5 - 2,0 uL, além do controle com 0,5
uL de &gua destilada. Os recipientes contendo as operarias foram armazenados em BOD a

24 + 2°C, sendo observado o nimero de formigas mortas a cada 24 horas por oito dias.

Figura 5. Operarias de A.sexdens individualizadas (repeticdes) representando 0s

tratamentos.

Fonte: A autora (2023).

4.7 Fabricacéo das iscas

Para a fabricacdo das iscas foram utilizados 15g de polpa citrica (fornecida pela
empresa Sucorrico® , Araras, SP.) triturada em p6 fino, 1g de carboximetilcelulose (CMC)
e 125 mL de agua fervente (adaptado de Ramos et al., 2006). Inicialmente misturou-se a
polpa citrica e 0 CMC, e em seguida a agua foi adicionada aos poucos, até a formacao de
uma massa homogénea e moldavel (Figura 6A). Em seguida, a massa foi inserida e
compactada em seringa de 20mL, com abertura da ponta de 3mm, e disposta em bandeja
plastica em forma de fios de aproximadamente 30cm (Figura 6B), que permaneceram em
BOD a 25°C durante 24 horas (Figura 6C).

Ap0s esse periodo, os fios foram cortados com alicate convencional em pedacos
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menores (péletes) de aproximadamente 1cm e 0,03g, e armazenados em geladeira a

aproximadamente 5°C para uso posterior (Figura 6D).

Figura 6. Etapas para a fabricacao das iscas. (A) Massa moldavel e homogénea apds mistura
dos ingredientes. (B) Massa compactada em seringa para fabricacéo dos fios. (C) Fios secos
apos 24 horas em BOD a 25°C. (D) Péletes.

A

| =< - ‘

Fonte: A autora (2023).

4.8 Analise da aceitacao e toxicidade de iscas contendo 6leo de semente de abacate em
subcoldnias de formigas-cortadeiras

Foram selecionadas quatro colonias de A. sexdens com aproximadamente 4L de
jardim de fungos para a montagem das subcol6nias, de acordo com a metodologia de
Jaccoud et al. (1999). De cada col6nia, foram extraidos cerca de 200mL de jardim de fungos,
operarias de diversas castas e formas jovens, as quais foram acondicionadas em recipientes
plasticos de 250mL (Figura 7A) e mantidas em condigdes de laboratdrio conforme descrito
no item 4.1, onde passaram por um periodo de sete dias para a estabilizacdo (regulagem de
habitos comuns como corte de substratos, limpeza da colénias, etc.) no novo meio.

O delineamento foi inteiramente casualizado, com dois tratamentos: iscas contendo
6leo de semente de abacate e iscas sem 0Oleo (controle); e quatro repeti¢Ges, sendo cada uma
representada por uma subcolonia. A adi¢do do 6leo nas iscas foi feita de forma manual por
meio de micropipeta monocanal, conforme descrito no item 4.5. Foram adicionados 0,5 uL

17



do oleo na superficie de cada pélete, a fim de garantir o contato com as operarias (Figura
7B). Também foi realizado um teste piloto no qual foram adicionados, também por meio
de micropipeta monocanal, 270 uL do 6leo de semente de abacate na mistura inicial das
iscas (proporcdo obtida pelo numero total de péletes divididos pelo seu peso unitario
[0,03g] e multiplicado por 0,5 uL [volume de 6leo determinado para cada unidade de
pélete]) (Figura 7C).

Antes da oferta, as subcoldnias permaneceram por um periodo de 24 horas sem
receber folhas, também para estimular o forrageamento e evitar a influéncia de outros
substratos (NORONHA et al., 2009). Em cada subcolénia, 30 péletes (o equivalente a
aproximadamente 1g) foram ofertados uma Unica vez na camara de forrageamento, onde o
carregamento do nimero de peéletes foi avaliado a cada 24 horas durante seis dias (Figura
7D). Também foi avaliado se o material foi incorporado no jardim de fungos ou rejeitado

na camara de lixo, e o numero de formigas mortas.

Figura 7. Etapas para o teste de analise de aceitacdo das iscas. (A) Subcol6nias com
aproximadamente 200mL de jardim de fungos, operarias e formas jovens de Atta sexdens.
(B) Aplicacédo do 6leo de semente de abacate na superficie das iscas com micropipeta. (C)
Incorporacéo do 6leo de semente de abacate na mistura inicial das iscas com micropipeta.

(D) Oferta das iscas na cdmara de alimentacéo.

Fonte: A autora (2023).
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4.9 Anélise de dados

A taxa de mortalidade das operérias foi corrigida pela formula de Abbott (1925),
visando reduzir a influéncia de fatores, como a idade do inseto e a mortalidade natural, e
desta forma, ser possivel calcular a taxa de sobrevivéncia de cada tratamento. Neste caso, 0

tratamento controle foi utilizado para a obtencdo da mortalidade.

MCorr = [(MT — MC) / (100 — MC)\ * 100 (1)

onde: MCorr: Mortalidade corrigida (%); MT: Mortalidade do tratamento (%); MC:
Mortalidade do controle (%).

Para determinar a significancia das diferencas quanto a mortalidade de operarias em
cada tratamento, os respectivos dados foram mensurados em andlise de variancia com
comparagdo das médias pelo teste de Tukey (p < 0,05). Caso ndo apresentassem
normalidade, foram submetidos ao teste ndo paramétrico de Friedman. As médias foram
entdo comparadas pelo teste de Student-Newman-Keuls (p < 0,05).

Todas as analises foram realizadas por meio do software SigmaPlot 14 (Systat
Software Ins, San Jose, CA, USA). Parte dos graficos foi feita com o uso do software
GraphPad Prism 9 (GraphPad Software, Inc, San Diego, CA, USA).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Extracéo do 6leo de semente de abacate com hexano

Ao final do processo de extracdo, o 6leo obtido apresentava coloragédo
amarelada escura e viscosidade semelhante ao 6leo de oliva, conforme relatado por
Tango et al. (2004). Alguns minutos apds a evaporacdo do solvente, o 6leo rapidamente
se cristalizava e sua consisténcia mudava para s6lido amarelada clara, inviabilizando
sua utilizacao atraves de pipetagem. Por esse motivo, previamente ao inicio dos testes
topicos e a aplicacdo nas iscas, o Oleo foi aquecido em banho-maria a 35°C,
temperatura suficiente para torna-lo liquido novamente, sem que nenhum composto

quimico fosse degradado pelo calor.

5.2 Caracterizacéo quimica do 6leo de semente de abacate
Devido ao baixo rendimento total obtido na extracao do éleo (1,75g), tornou-se

necessario uma segunda extracdo que viabilizasse a continuidade dos experimentos.
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Para tal, tanto o preparo das sementes quanto a metodologia para a segunda extracéo e
anélises quimicas foram as mesmas descritas nos itens 4.2, 4.3 e 4.4. A coleta dos
frutos para processamento das sementes ocorreu em 25/05/2022 e 28/02/2023,
respectivamente.

A partir das analises quimicas realizadas por meio do método CG-MS, foi
possivel observar que os cromatogramas de ambas as amostras de éleo foram similares
(Figura 8), com a identificacdo de diversos compostos ndo-saponificaveis (item 8
Apéndices - Apéndice 2), entre eles, os compostos dodecano, hexadecano, cariofileno,
oxido de cariofileno e campesterol. O tempo de retencdo dos compostos dodecano e
hexadecano também foi similar: 23,3972 e 32,0387 min para o Gleo da primeira
extracdo, e 23,3273 e 39,8119 min para o 6leo da segunda extracdo, respectivamente.

Os resultados sdo similares aos encontrados por Younis et al. (2022), que por
meio da caracteriza¢do quimica de quatro variedades de abacate pelo método CG-MS,
identificaram os compostos tetradecano, hexadecano, pentadecano e trimetildodecano
como os principais constituintes de todas as amostras.

Figura 8. Cromatogramas dos 6leos de semente de abacate da primeira e segunda extracédo
pelo método GC-MS.
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Fonte: Marley Tavares (2023).

Em estudo desenvolvido por Mendonza-Garcia et al. (2019), foram analisados
quimicamente trés 0leos essenciais de sete espécies vegetais diferentes para o controle de

D. citri, sendo que, na anélise do 0leo bruto de T. coronopifolia, foi evidenciada a presenca
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do composto dodecano. Como resultado, o 6leo apresentou alta toxicidade aos individuos
de D. citri, indicando que os compostos analisados possuem propriedades inseticidas em
potencial.

Além disso, compostos como terpenoides, 6xido de cariofileno, nerolidol e kolaenol
isolados de Hymenaea courbaril Linnaeus, 1753 (Fabaceae), Melampodium divaricatum
Linnaeus, 1753 (Asteraceae) e Vismia bacciferae Linnaeus, 1753 (Hypericaceae) exibiram
atividade inseticida sobre operarias de A. sexdens, quando aplicados por meio de dieta
artificial (HOWARD et al., 1988).

A identificacdo nos cromatogramas de compostos com picos mais intensos também
foi possivel pelo método GC-MS. Os compostos avocadenofuran e avocadynofuran foram
identificados nos tempos de retencdo 46,8723 e 47,8561 min para o 6leo da primeira
extracdo, e 46,8837 e 47,8777 min para o 6leo da segunda extracdo (Figura 9). Ambos 0s
compostos também ja foram identificados previamente na literatura em estudos
desenvolvidos por Scora e Ahmed (1993) por meio da caracterizagcdo quimica do 6leo de
abacate de Persea tolimanensis, no qual tais compostos foram os mais frequentes do grupo

quimico dos furanos, na proporc¢éo de 4,2%.

Figura 9. Cromatogramas dos 6leos de semente de abacate da primeira e segunda extracao
pelo método GC-MS indicando os picos referentes aos compostos avocadenofuran (A) e

avocadynofuran (B).
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Fonte: Marley Tavares (2023).

A partir da reacdo de esterificacdo dos compostos e andlise pelo método GC-FID,
foi possivel a identificacdo e quantificacdo dos compostos saponificaveis, principalmente,

acidos graxos (Tabelas 1 e 2; Figura 10).
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Tabela 1. Identificacdo e quantificacdo dos acidos graxos obtidos pelo método GC-FID

presentes na amostra da primeira extracdo do 6leo de semente de abacate.

Oleo 1° Extracéo

Acido graxo Nome comum Abreviacéo Proporgao (%)

Ac. all cis 9,12- Acido linoleico C18:2 cis n6 16,81
Octadecadienoico

Ac. Hexadecanoico Acido palmitico C16 13,0

Ac. cis-9- Octadecenoico Acido oleico C18:1 cisn9 521

Ac. all cis-9,12,15- Acido alfa linoleico C18:3n3 1,99
Octadecatrienoico

Ac. Tetradecanoico Acido miristico Ci14 0,66

Desconhecidos 46,64

Fonte: A autora (2023).

Tabela 2. Identificacdo e quantificacdo dos acidos graxos obtidos pelo método GC-FID

presentes na amostra da segunda extracdo do 6leo de semente de abacate.

Oleo 2° Extracéo

Acido graxo Nome comum Abreviacéo Proporgéo (%)

Ac. all cis 9,12- Acido linoleico C18:2 cis n6 30,75
Octadecadienoico

Ac. Hexadecanoico Acido palmitico C16 16,59

Ac. cis-9- Octadecenoico Acido oleico C18:1 cisn9 8,22

Ac. all cis-9,12,15- Acido alfa linoleico C18:3n3 2,96
Octadecatrienoico

Ac. Tetradecanoico Acido miristico Cl14 1,65

Desconhecidos 28,80

Fonte: A autora (2023).
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Figura 10. Cromatogramas apos a reagdo de esterificacao e identificacdo dos acidos graxos
pelo método GC-FID. (A) Oleo de semente de abacate da primeira extracdo. (B) Oleo de

semente de abacate da segunda extragéo.
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Fonte: Marley Tavares (2023).

O é&cido linoleico foi 0 composto mais frequente em ambas as amostras, porém
com diferenca nas proporcdes entre a a primeira e segunda extracdes. Uma das
hipoteses é o fato dos frutos terem sido colhidos em épocas diferentes: as sementes
utilizadas na primeira extracéo foram colhidas em maio, e os frutos estavam grandes e
maduros. J& os frutos para a segunda extracdo foram colhidos em fevereiro e
apresentavam tamanho reduzido (Figura 11). Segundo Dabas et al. (2013), a
composicdo quimica das sementes de abacate estd diretamente relacionada com as
condicOes de crescimento dos frutos, da variedade, idade da planta e também com
fatores abioticos como umidade, temperatura, composi¢do quimica do solo e métodos

de coleta.
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Figura 11. Maturacgéo dos frutos de abacate colhidos em épocas diferentes e utilizados para
a extracdo dos 6leos. (A) Primeira extracdo: caracteristica e peso (g) de frutos e sementes
colhidos no més de maio de 2022. (B) Segunda extracdo: caracteristica e peso (g) de frutos
e sementes colhidos no més de fevereiro de 2023.

Fonte: A autora (2023).

Resultados similares foram obtidos por Mardigan et al. (2018), que ao
analisarem quimicamente frutos de abacate da variedade Ouro Verde, também
evidenciaram o acido linoleico como seu principal constituinte, na proporcao de 16%.
Massafera et al. (2010) também analisaram as sementes de abacate da variedade Ouro
Verde, e constataram a presenca do acido linoleico na propor¢éo de 22%. Salas et al.
(2000) extrairam o 6leo do mesocarpo de abacate e observaram propor¢Ges de acido
linoleico entre 10 a 14%. Em relacdo as propriedades inseticidas associadas ao acido
linoleico, diversos estudos demonstraram alta eficacia no controle de insetos-praga.
Fernandes et al. (2002) extrairam com hexano, e analisaram quimicamente o efeito do

6leo de trés espécies de citrus no controle de A. sexdens e seu fungo mutualistico. As
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espécies vegetais utilizadas foram Citrus sinensis Osbeck, 1751 (Rutaceae), Citrus
limon Burm, 1753 (Rutaceae) e Citrus reticulata Blanco, 1782 (Rutaceae). O &cido
linoleico foi identificado em todas as amostras, nas proporgdes de 24,1, 29,6 e 30,5%,
respectivamente. O 6leo de tangerina foi o mais eficaz, causando 60% de inibicdo do
crescimento do fungo e alta repeléncia das formigas.

Salinas-Sanchez et al. (2021) testaram fragbes do extrato hexanico de R.
communis contra o pulgdo-amarelo-da-cana-de-acucar, Sipha flava (Hemiptera:
Aphididae), por meio de ensaios topicos, e observaram uma mortalidade de 92% em
72 horas. Os autores atribuiram os resultados a elevada concentragédo (84,5%) de acido
linoleico presente no extrato. Dasenaki et al. (2022) também analisaram o efeito
inseticida do &cido linoleico oriundo extrato hexanico de frutos de Pistacia lentiscus
Linnaeus, 1753 (Anacardiaceae) no controle de Lobesia botrana (Lepidoptera:
Tortricidae). Como resultado da analise quimica, os acidos linoleico e oleico foram
identificados nas maiores proporg¢Ges, aproximadamente 25% cada, e a alta mortalidade
dos insetos (72% em 72 horas) foi atribuida as propriedades inseticidas de ambos os
compostos quimicos.

Por fim, Kerbel et al. (2021) testaram por via topica a eficacia inseticida de
quatro diferentes tipos de Oleos de oliva no controle de Rhyzopertha dominica
(Coleoptera: Bostrychidae) em graos de aveia. Os resultados foram promissores, com
taxas de mortalidade de até 95% dos insetos. Os 6leos que levaram as maiores taxas de
mortalidade tinham em sua composicdo os acidos linoleico, oleico e palmitico, nas

proporc¢oes de 15,06, 63,59 e 18,81%, respectivamente.

5.3 Toxicidade topica do solvente hexano sobre operarias de formigas-cortadeiras

Pelo teste de toxicidade tdpica verificou-se que o solvente hexano néo
influenciou na mortalidade das operarias em comparagdo com o 6leo da segunda
extracdo, demonstrando viabilidade para os experimentos seguintes (Figura 12). Por
apresentar elevada taxa de evaporacéo, o hexano é comumente utilizado como solvente
para diversos tipos de extratos e ensaios topicos (MERCER; ARMENTA, 2011).
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Figura 12. Probabilidade de sobrevivéncia (%) de operarias de Atta sexdens ap0s oito dias
de avaliacdo e de acordo com os tratamentos: hexano e 6leo de semente de abacate da
segunda extragdo, ambos no volume de 0,5 pL.

-~ Hexano

= Oleo 2° extracdo

e =
T ? ¥ 1
4 6 8 10

Probabilidade de sobrevivéncia (%)

Tempo (dias)

Fonte: A autora (2023).

5.4 Toxicidade topica do dleo de semente de abacate sobre operarias de formigas-
cortadeiras

No primeiro teste topico foi observada alta taxa de mortalidade do controle
(53,33%), responsavel pelas oscilagdes na mortalidade corrigida dos tratamentos com
6leo de semente de abacate (Figura 13 e Tabela 3). Os resultados podem estar
relacionados com a idade e saude das coldnias de formigas-cortadeiras utilizadas nos
ensaios, porém investigacdes futuras sdo necessarias para a confirmacdo dessa
hipotese.

Os tratamentos V1 a V5 ndo diferiram significativamente entre si, porém
diferiram do controle (Tabela 3). Os resultados sao similares a Oliveira (2006), que ao
aplicar, via topica, trés diferentes dosagens (0,02; 0,1 e 0,2 uL) do 6leo bruto de
Annacardium occidentale Linnaeus, 1785 (Anacardiaceae) em operarias de A. sexdens,
ndo observou diferengas significativas nas taxas de mortalidade acumulada dos
tratamentos, mas essas diferiram significativamente do controle.

Ao final dos oito dias de avaliacéo, o tratamento V5 apresentou mortalidade de
93%. Ramos et al. (2019) analisaram o potencial inseticida de extratos etanolicos de
Asclepias curassavica Linnaeus, 1753 (Apocynaceae), Rosmarinus officinalis
Linnaeus, 1753 (Lamiaceae) e Equisetum ssp. (Equisetaceae) sobre operarias de A.

sexdens por via tépica. Como resultado, o extrato de A. curassavica ocasionou 97% de
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mortalidade das operarias 10 dias ap0s a aplicacdo. Em estudo conduzido por Amaral
et al. (2019), fracdes do extrato etandlico de A. indica foram testados por via topica
em operarias de A. sexdens. Oito dias apés aplicacdo, a mortalidade acumulada para o
extrato na concentracdo de 1,2 mg. mL foi de 100%.

Figura 13. Primeiro teste topico: mortalidade (%) de operarias de Atta sexdens apds oito

dias de avaliacdo e de acordo com os tratamentos: V1 - 0,25; V2 - 0,5; V3-0,75; V4 - 1,0

e V5 - 2,0 (volumes em uL do 6leo de semente de abacate) e controle (0,5 uL de agua
destilada).
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Fonte: A autora (2023).

Para o segundo teste topico, foi possivel observar diferenca significativa entre
o0 controle e o tratamento V1, bem como entre este e 0os demais tratamentos (V2 a V5)
(Figura 14; Tabela 4). No oitavo dia de avaliacdo, todos os tratamentos do segundo
teste, excetuando-se o controle, apresentaram mortalidade acumulada de 100%. Para
V1, ocorreu 63% de mortalidade no primeiro dia, e 100% ja no quarto dia (Tabela 4).

Entretanto, cabe ressaltar que a mortalidade acumulada de operéarias do controle
foi de 43%, padréo diferente do observado em outros trabalhos, como Nagamoto et al.
(2007), Stefanelli et al. (2019) e Melo et al. (2020).
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Figura 14. Segundo teste topico: mortalidade (%) de operarias de Atta sexdens ap0s oito
dias de avaliacdo e de acordo com os tratamentos: V1 - 0,25; V2 - 0,5; V3-0,75; V4 - 1,0

e V5 - 2,0 (volumes em puL do 6leo de semente de abacate) e controle (0,5 uL de &gua
destilada).
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Fonte: A autora (2023).

Em ambos os testes, foi possivel observar maior mortalidade de operarias de A.
sexdens nos primeiros cinco dias de avaliacdo, principalmente nos dois primeiros dias ap6s
a aplicacdo dos tratamentos (Figuras 13 e 14; Tabelas 3 e 4). Os resultados sdo similares aos
obtidos por Alves et al. (2019) com extratos metanolicos das raizes de Psychotria
hastisepala Mull, 1881 (Rubiaceae), cuja mortalidade das operarias de A. sexdens foi de
100% em apenas dois dias. Souza (2017), ao avaliar a toxicidade topica de diferentes fracdes
do extrato hexanico de Esenbeckia pumila Pohl, 1826 (Rutaceae) em operarias de A.
laevigatta e A. balzani, constatou diferencas significativas na mortalidade das operarias nos
trés primeiros dias apos a aplicacdo, para todas as fragdes testadas.

Segundo Pavela e Benelli (2016), os 6leos oriundos de espécies vegetais sdo
compostos altamente volateis e suscetiveis a degradacéo por luz, calor, umidade, oxidagédo
e evaporacdo, fator que pode ter contribuido para as maiores taxas de mortalidade de

operarias nos primeiros dias do experimento, quando as propriedades e compostos quimicos
do dleo estariam mais bem preservados.
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Tabela 3. Mortalidade acumulada (%) e mediana (Md) de operérias de Atta sexdens referentes ao primeiro teste topico apos oito dias de avaliacédo e
de acordo com os tratamentos: V1- 0,25; V2 - 0,5; V3 - 0,75; V4 - 1,0 e V5 - 2,0 (volume em uL do 6leo de semente de abacate) e controle (0,5 uL
de agua destilada).

Tratamento % da mortalidade corrigida acumulada por dia

1 2 3 4 5 6 7 8 Md*
Controle 0,00 6,67 16,66 20,00 20,00 36,66 43,33 53,33 30+25b
V1-0,25 3,33 32,14 40,00 58,33 70,83 68,42 64,71 71,43 75+16a
V2-05 3,00 39,00 60,00 63,00 75,00 74,00 76,00 86,00 80x15a
V3-0,75 7,00 32,00 60,00 63,00 67,00 68,00 82,00 79,00 80+20a
V4-1,0 20,00 54,00 60,00 75,00 79,00 74,00 71,00 64,00 90+x10a
V5-2,0 7,00 36,00 60,00 63,00 79,00 74,00 82,00 93,00 80x15a

*Valores de mediana + semiamplitude interquartilica. As medianas seguidas por letras distintas indicam diferenca significativa entre si, no nivel de 5% de probabilidade
pelo teste de Student-Newman-Keuls.

Fonte: A Autora (2022).

29



Tabela 4. Mortalidade acumulada (%) e mediana (Md) de operarias de Atta sexdens referentes ao segundo teste topico apos oito dias de avaliacédo e

de acordo com os tratamentos: V1- 0,25; V2 - 0,5; V3 - 0,75; V4 - 1,0 e V5 - 2,0 (volume em uL do 6leo de semente de abacate) e controle (0,5 uL

de agua destilada).

Tratamento % da mortalidade corrigida acumulada por dia

1 2 3 4 5 6 7 8 Md*
Controle 3,33 13,33 20,00 30,00 33,00 33,00 33,00 43,00 2,1+25¢c
V1-0,25 63,33 69,23 95,83 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 7,3+x10a
V2-05 16,67 46,15 70,83 76,19 95,00 100,00 100,00 100,00 6,2+0,6Db
V3-0,75 13,33 23,08 37,50 66,67 75,00 90,00 95,00 100,00 54+11b
V4-1,0 30,00 46,15 66,67 80,95 95,00 100,00 100,00 100,00 64+15b
V5-20 16,67 26,92 58,33 90,48 100,00 100,00 100,00 100,00 6,1+10b

*Valores de mediana + semiamplitude interquartilica. As medianas seguidas por letras distintas indicam diferenca significativa entre si, no nivel de 5% de probabilidade

pelo teste de Student-Newman-Keuls.

Fonte: A Autora (2023).

30



As diferencas observadas nas taxas de mortalidade das operarias de A. sexdens nos
testes topicos podem estar relacionadas com a composicao quimica dos 6leos utilizados em
cada ensaio. Como descrito no item 5.2, o éleo oriundo da segunda extragdo apresenta uma
maior propor¢do (30,75%) de éacido linoleico quando comparado com o 6leo da primeira
extracao (16,81%). Assim, estudos futuros necessitam ser realizados a fim de relacionar os
estagios de maturacao dos frutos com sua composi¢do quimica, em vista dos diversos fatores
que podem influenciar nas diferencas de propor¢do de &cido linoleico, bem como verificar
a acdo inseticida do composto isoladamente sobre as formigas-cortadeiras.

5.5 Analise da aceitacao das iscas contendo 6leo de semente de abacate em subcolénias
de formigas-cortadeiras

Em relagdo ao teste piloto no qual o dleo de semente de abacate foi incorporado na
mistura inical das iscas, os resultados preliminares obtidos referentes as taxas de
mortalidade das operarias de A. sexdens nao foram satisfatérios, uma vez que 0 manuseio
para incorporar 0 0leo na massa pode ter causado algum tipo de degradacdo de suas
propriedades. Sendo assim, o experimento foi realizado a partir da pipetagem de 0,5 puLL do
6leo na superficie de cada pélete, conforme descrito no item 4.8.

Ap0s seis dias de avaliacdo, dos 120 péletes controle ofertados, 40 unidades foram
transportadas e, dos 120 péletes contendo 0,5 pL de 6leo de semente de abacate, as operarias
de A. sexdens transportaram somente 10 unidades, que foram incorporados no jardim de
fungos das subcol6nias (Figura 15; Tabela 5). Existem diversas caracteristicas importantes
que devem ser levadas em considera¢do quanto a producao das iscas, tais como a aparéncia,
0 odor, a consisténcia, a cor, a resisténcia a umidade, o sinergismo com o0s adjuvantes de
fabricagdo, o tamanho dos granulos, sua textura etc. (DELABIE et al., 2000).

A aplicacédo do 6leo de semente de abacate na superficie dos péletes pode ter gerado
um efeito de repeléncia, levando as operarias a rejeita-los. Foi observada maior atividade de
operarias nas camaras que receberam os péletes controle (sem 6leo) em comparagdo com as
operarias que receberam os peletes contendo o 6leo de semente de abacate (Figura 16). Vale
ressaltar que a maior repeléncia aos péletes contendo o 6leo foi observada nos primeiros
dias ap0s a oferta das iscas, quando as propriedades do 6leo estariam melhores preservadas,
e, ao decorrer dos dias do experimento, as operarias voltaram a manipular as iscas com
maior frequéncia, indicando que possivelmente houve algum tipo de degradacéo de tais

propriedades, diminuindo a rejeicdo aos péletes.
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Figura 15. Péletes contendo 0,5 uL de dleo de semente de abacate e incorporados no jardim
de fungos de subcoldnia de Atta sexdens.

|

Figura 16. Comparagdo da atividade de operéarias de Atta sexdens nas camaras de
forrageamento das subcol6nias. (A) Camara de forrageamento com os péletes controle (sem
0leo). (B) Camara de forrageamento com péletes contendo 0,5 uL de 6leo de semente de
abacate.

Fonte: A Autora (2023).

Apos seis dias, 21 operarias foram encontradas mortas nas camaras de lixo das
subcoldnias que receberam os peéletes controle. Contudo, nas subcol6nias que receberam
0s péletes contendo 6leo de semente de abacate, foram observadas 82 operarias mortas,
sendo a maioria encontrada nas camaras de forrageamento, deduzindo-se que, mesmo com
0 reduzido contato com os péletes, ocorreu a contaminacdo das operarias (Figura 17;
Tabela 5). Além disso, observou-se maior numero de operarias mortas nos quatro
primeiros dias apds a oferta dos péletes contendo o 6leo de semente de abacate,
assemelhando-se aos resultados obtidos a partir dos testes topicos descritos no item 5.4.
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Figura 17. Operarias de Atta sexdens mortas na camara de forrageamento de subcol6nia

que recebeu os péletes contendo 0,5 pL de 6leo de semente de abacate.

Fonte: A Autora (2023).

Tabela 5. Numero de péletes transportados e mortalidade de operarias em quatro
subcoldnias de Atta sexdens seis dias apds a oferta de péletes controle (sem 6leo) e péletes
contendo 0,5 uL de 6leo de semente de abacate.

Péletes controle (sem 6leo)
Subcoldnia  Péletes transportados ~ Operarias mortas

1 7 2
2 6 13
3 8 3
4 19 3
Total 40 21

Péletes contendo 0,5 pL 6leo de semente de abacate
Subcoldnia  Péletes transportados ~ Operarias mortas

1 0 11
2 6 11
3 4 10
4 0 50
Total 10 82

Fonte: A Autora (2023).
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6 CONCLUSOES

O 6leo de semente de abacate possui propriedades inseticidas em potencial para o
controle de operarias de A. sexdens, e estudos futuros sdo validos para o melhor
entendimento e descricdo quimica de sua composi¢do, assim como seu efeito
inseticida sobre outros insetos-praga.

A gestdo eficiente, econdmica e ecologicamente correta de residuos agroindustriais,
como a semente de abacate, constitui uma abordagem razoavel para a reducéo da
poluicdo ambiental e maior sustentabilidade, contribuindo para o alcance dos
Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS).

O &cido linoleico, identificado nas maiores proporcdes nas duas extracdes do 6leo
de semente de abacate, 30,75% e 16,81% respectivamente, aparenta ser o
responsavel pela acdo inseticida observada nos testes topicos e também no teste de
aceitacdo das iscas em subcolénias. Estudos futuros sdo necessarios para testar suas
propriedades inseticidas e eficiéncia de forma isolada sobre os insetos, assim como
seu mecanismo de agéo.

As operérias de A. sexdens transportaram poucos péletes contendo o 6leo de semente
de abacate, indicando um possivel efeito repelente. Porém, mesmo com o contato
reduzido foi observada mortalidade de operarias. Novas estratégias que possam
contornar o efeito de repeléncia pelas operarias sdo de extrema importancia para um

controle efetivo.
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8 APENDICES
Apéndice 1. Relacéo de artigos publicados entre 1990 a 2022 sobre extratos botanicos naturais com potencial inseticida contra formigas- cortadeiras.
Lista atualizada em 2023, totalizando 68 artigos encontrados.

Artigos Pais Ano
1  Toxicity of sesame extracts to the symbiotic fungus of leaf-cutting ants Brasil 1990
2 Effect of sesame (Sesamum indicum L) on nest development of Atta sexdens rubropilosa Forel (Hym., Formicidae) Brasil 1995
3 Toxic effects of leaves of Ricinus communis (Euphorbiaceae) to laboratory nests of Atta sexdens rubropilosa (Hymenoptera: Formicidae) Brasil 1996
4  Toxicity of lignans to symbiotic fungus of leaf-cutting ants Brasil 1996
5  Activity of extracts and fatty acids of Canavalia ensiformis (Leguminosae) against the symbiotic fungus of the leaf-cutting ants Atta sexdens Brasil 1998
g  Activity of sesame leaf extracts to the leaf-cutting ant Atta sexdens rubropilosa (Hymenoptera: Formicidae) Brasil 1998
7  Toxic effects of Canavalia ensiformis L. (Leguminosae) on laboratory colonies of Atta sexdens L. (Hym., Formicidae) Brasil 2000
g  Biological activity of quinoline alkaloids from Raulinoa echinata and X-ray structure of flindersiamine Brasil 2002
Effects of leaves of Ipomoea batatas (Convolvulaceae) on nest development and on respiratory metabolism of leaf-cutting ants Atta sexdens L. .
9  (Hym., Formicidae) Brasil 2003
Activ.ity.of Ricinus communi§ (euphorbiaceae) and ricinine against the leaf-cutting ant Atta sexdens rubropilosa (hymenoptera: formicidae) and the Brasil 2004
10 symbiotic fungus Leucoagaricus gongylophorus
11 Astilbin toxicity to leaf-cutting ant Atta sexdens rubropilosa (Hymenoptera: Formicidae) Brasil 2005
12 Inhibition of the symbiotic fungus of leaf-cutting ants by coumarins Brasil 2005
13 Leaf-cutting ants toxicity of limonexic acid and degraded limonoids from Raulinoa echinata.: X-ray structure of epoxy-fraxinellone Brasil 2005
14 Limonoids from Cipadessa fruticosa and Cedrela fissilis and their insecticidal activity Brasil 2005
15 Toxicity of Cedrela fissilis to Atta sexdens rubropilosa (Hymenoptera: Formicidae) and its symbiotic fungus Brasil 2005
16 Toxicity of Cipadessa fruticosa to the leaf-cutting ants Atta sexdens rubropilosa (Hymenoptera: Formicidae) and their symbiotic fungus Brasil 2005
17 Toxicity of sesame seed to leaf-cutting ant Atta sexdens rubropilosa (Hymenoptera: Formicidae) Brasil 2005
18 A new imidazole alkaloid and other constituents from Pilocarpus grandiflorus and their antifungal activity Brasil 2005
19 Toxicity of Azadirachta indica to leaf-cutting ant Atta sexdens rubropilosa (Hymenoptera: Formicidae) Brasil 2006
Toxicity of substances isolated from Helietta puberula RE Fr. (Rutaceae) to the leaf-cutting ant Atta sexdens L. (Hymenoptera: Formicidae) and the Brasil 2007

20 symbiotic fungus Leucoagaricus gongylophorus (Singer) Méller
21 Effects of acetonic and water extracts of Ricinus communis, Melia azedarach y Trichillia glauca on black common cutting ant (Acromyrmex lundi) ~ Argentina 2008

22  Toxic effects of leaves of an aluminum-accumulating plant on laboratory colonies of Atta sexdens (Hymenoptera: Formicidae) Brasil 2008
23 Efficiency of products for thermonebulization on the control of Atta laevigata (Hymenoptera: Formicidae) in eucalypus plantations Brasil 2008
24 Enforced herbivory on Canavalia ensiformis and Tithonia diversifolia and its effects on leaf-cutting ants, Atta cephalotes Colémbia 2009
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o5 Lethal and behavioral effects of Amazonian plant extracts on leaf-cutting ant (Hymenoptera: Formicidae) workers Brasil 2010
26 Activities of extracts and compounds from Spiranthera odoratissima St. Hil. (Rutaceae) in leaf-cutting ants and their symbiotic fungus Brasil 2010
27 Estudo fitoquimico de Anacardium humile associado ao controle de formigas cortadeiras Atta sexdens rubropilosa Brasil 2011
28 Mortality and respiratory rate of Atta bisphaerica ant workers (Hymenoptera: Formicidae) after application of a plant (ageratum conyzoides) extract  Brasil 2011
29 Acromyrmex octospinosus (Hymenoptera: Formicidae) management. Part 1: Effects of TRAMIL's insecticidal plant extracts Franca 2012
30 Atividade de formigas cortadeiras Acromyrmex spp. submetidas a prepara¢des homeopaticas Brasil 2012
31 Evaluation of the toxicity of Virola sebifera crude extracts, fractions and isolated compounds on the nest of leaf-cutting ants Brasil 2012
32 Atividade inseticida de Eugenia uniflora L. e Melia azedarach L. sobre Atta laevigata Smith Brasil 2013
33 Cassava leaf methanolic extract as an alternative to control of fall armyworm and leaf cutter ants Brasil 2013
34 Ricinus communis and Jatropha curcas (Euphorbiaceae) seed oil toxicity against atta sexdens rubropilosa (Hymenoptera: Formicidae) Brasil 2013
35 Toxicity of foliage extracts of Tithonia diversifolia (Asteraceae) on Atta cephalotes (Hymenoptera: Myrmicinae) workers Colébmbia 2013
36 Efeito do 6leo essencial das folhas de Driymys angustifolia em col6nias de Acromyrmex spp. em plantio de Pinnus taeda Brasil 2015
37 Effect of Tithonia diversifolia mulch on atta cephalotes (Hymenoptera: Formicidae) Nests Coldmbia 2015
38 Extracts of Ageratum conyzoides, Coriandrum sativum and Mentha piperita inhibit the growth of the symbiotic fungus of leaf-cutting ants Brasil 2015
39 Screening of native plants from central Argentina against the leaf-cutting ant Acromyrmex lundi (Guérin) and its symbiotic fungus Argentina 2015
Efectos de Capsicum baccatum y C. frutescens sobre Atta cephalotes (Hymenoptera: Formicidae) y el hongo simbionte Leucoagaricus P
40  gongylophorus Coldmbia 2016
41 Toxicity of plant extracts from Bahia, Brazil, to Atta sexdens sexdens (Hymenoptera: Formicidae) workers Brasil 2016
42 Can the extract of Aristolochia Argentina Griseb affect the foraging decisions of the leaf cutting ant Acromyrmex lundi (Guérin)? Preliminary assays Argentina 2017
43 Essential oil of Aristolochia trilobata: synthesis, routes of exposure, acute toxicity, binary mixtures and behavioral effects on leaf-cutting ants Brasil 2017
44 Plant-based compounds with potential as push-pull stimuli to manage behavior of leaf-cutting ant Argentina 2017
45 Topical toxicity of Esenbeckia pumila extracts on leaf-cutting ants Atta laevigata and Acromyrmex balzani Brasil 2017
46 New caffeic acid derivative from Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Gray butanolic extract and its antioxidant activity Coldmbia 2017
47 Andlise do efeito do 6leo essencial de Lippia sidoides sobre Atta sexdens (Hymenoptera: Formicidae) Brasil 2018
48 Euphorbia cotinifolia (Euphorbiaceae): a promising alternative for leaf cutting ant Atta cephalotes (Hymenoptera: Formicidae) control Colébmbia 2018
49 Lethal effect and behavioral responses of leaf-cutting ants to essential oil of Pogostemon cablin (Lamiaceae) and its nanoformulation Brasil 2018
50 Sustainable management of Acromyrmex octospinosus (Reich): How botanical extracts should promote an ecofriendly control strategy Franca 2018
51 Effect of azadirachtin on mortality and immune response of leaf-cutting ants Brasil 2019
52 Bioactivity of Asclepias curassavica, Equisetum spp. and Rosmarinus officinalis extracts against leaf-cutting ants Brasil 2019
53 Musa acuminata pseudostem extract on the control of Atta sexdens rubropilosa Brasil 2019
54 Toxicity of alkaloid fractions from Psychotria spp. (Rubiaceae) against Atta sexdens Forel, 1908 (Hymenoptera: Formicidade) Brasil 2019
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55 Toxicity and behavioral alterations of essential oils of Eplingiella fruticosa genotypes and their major compounds to Acromyrmex balzani Brasil 2019
56 Novel organic repellent for leaf-cutting ants: tea tree oil and its potential use as a management tool Argentina 2019
57  Toxicity of Esenbeckia pumila Pohl (Rutaceae) on Artemia salina and Atta sexdens rubropilosa Brasil 2019
5g Toxicity and behavioral alterations caused by essential oils of Croton tetradenius and their major compounds on Acromyrmex balzani Brasil 2020
Synergistic effect pf aromatic plant essential_oils on the ant Acromyrmex balzani (Hymenoptera: Formicidae) and antifungal activity on its symbiotic Brasil 2020
59 fungus Leucoagaricus gongylophorus (Agaricales: Agaricaceae)
60 Dillapiole in Piper holtonii as an inhibitor of the symbiotic fungus Leucoagaricus gongylophorus of leaf-cutting ants Colébmbia 2020
An organic bait based_ on Pa[icourea marcgravii (Rubiaceae) and Tephrosia candida (Fabaceae) does not control nests of Atta laevigata Brasil 2021
61 (Hymenoptera: Formicidae) in eucalyptus plantations
g2 Effects of concentrations of Azadirachtin oil on mortality and post-exposure time of Atta mexicana leaf-cutter worker ants Argentina 2021
63 Formicidal activity of essential oils of Myrcia lundiana chemotypes on Acromyrmex balzani Brasil 2021
64 Inseticidas botanicos no controle de formigas Brasil 2021
65 Machaerium opacum Vogel (Fabaceae): phytochemical study and toxicity to Atta sexdens Linnaeus (Hymenoptera: Formicidae) Brasil 2021
66 Odontadenia lutea (Apocynaceae) leaves: phytochemical study and insecticidal activity against leaf-cutting antes Atta sexdens rubropilosa Forel Brasil 2021
67 Leucoagaricus gongylophorus provides protection for Atta sexdens against plant extracts Brasil 2022
68  Nest refuse extract deters ant herbivory Brasil 2022
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Apéndice 2. Relacdo dos provaveis compostos ndo-saponificaveis presentes no 6leo de semente de abacate extraido com hexano e obtido pelo Método
GC/MS.

Component RT [Compaund Name Match Factor |Best Hit Foemula Library File Area % CASZ Area % Max. Base Paak Area
70.7245 Vitanin E 856 B |c2ms002  [NIST14L | 40615.9
70.0317 Vitamin E 915 = C25H5002  |NIST1S.L 735113.0
67.4187 Hensicosane 832 [ lcams NIST14.L | 1599818
67.1297/11-Dodecyn-1-cf acetate B46 = C14H2402  (NIST14L T76397.8
66.9542 Squalene 845 = CI0HS0 NIST14.L | 9241663
66.7990]1,2-Berzenadiol, O-{5-chicrovalernyl}-O'4 1-naphthoyl)- £8.7, C22H19CIO4 (NIST14.L 96514.0
66.7338 cis-11,14-Eicosadencic acid, methyl ester 839 %] C21H3E0Z  |NIST14L | 5453263
ss.ssosﬁ ,2-15,16-Diepaxyhexadecane 818 %] C16H3002 [NIST14L 210941.6
ss.se7a§1 \2-Banzenediol, O-{5-chiorovaleryt)-O'{ 1-naphthoyl)- 84.0 %] C2Z2H19CI048 [NIST14.L 116479.2
56.4293 Ethanol, 2{9,12-sctadecadienyloxy}-, (Z.2)- 88.1 C20H380Z  [NIST14L 1322004.3
66,3497 Octyl crotonate 76.3 M [cwemzoz  [wsTIZL 4481314
66.2611/1,2-Benzenediol, O+{1-naphthayf)- B4.1 C17H1203 - [NIST14L — | 1992984
66.08981,2-Benzenediol, O 1-naphthayt)- 834 CI17H1203  (NIST14.L 84456.6
66.0268/1,E-6,2-11-Haxadecatriene 78.1 C16H28 NIST14.L ‘ 6473565
65.9379 Tatracosane 84,6 C24H50 NIST14.L 8387024
65.6386 2-Butenoic acid, cyclohexyl estar 7656 %] CI0H1602  [NIST14L 5378319.7
65.4891 Ethyl Acetata 75.2 %] C4HE02 NIST14.L 2630343.7
65.4656 lci~1|--4.1 0,13,16-Docosatstraencle Acid methyl estee 803 C23H3802 NIST17.L 37658702
65.3596 Cyclopropanecarboxylic scid,undec-10-enyl ester 773 M CI5H2602  [NISTH4L 1384665.0
65.2165 7-Octen-3-al, 2,3,6-trimethy- 812 = C11H220  [NIST14L 8383242.0
652164 6-Dodecanol acetate 81.1 %] C14H2802  [NIST14L 9383242.0
64.9765 rans-Geranylgecaniol 806 (%] C20H340  |NIST14L | 133481092
64.5202.2-(13,14-Epoxytetradec-11-en-1-ol acetate 796 %] C16H2803  [NIST14L | 5B8561460.8
64.1469 1,1"Bis(cychooct-2-0n-4-0n0) 76.4 %] C16H2202  |NIST14L 1610646.6
ss.9s7s}poiom 2.3-dihydro-S-methyt- 754 % C5H202 NIST14.L 14140171.2
63.6529;2H-Pyran, 2-(7-dodecynyloxyhetrahydro- 75.9 %] C17H3002 © |NIST14L 2584023.2
62.5667 4-Chlorobutyric acid, 4-isoptopyiphenyl ester 775 (%] CI13H17CI02 [NISTI4L 7733653,
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Component RT Compound Name 1 ‘
625567 4Hydroryheptanophanone MF.::;;MH’B ZT;:;oz ?:T;T'L‘.:Lk =2 sl
625024 Cydlopropanecarborylo acid undoc- 10-onyl ester 79.4% B |cisHesoz INISTIAL ames
62.0118 Avocadynafuran 75.1 ' c | et
S = 1760 NISTI7L 359978.3
60,8948 2.((1E,82.112)- Hoptadoca-1,8,11-trien- 1-yl)furan :?2 z;m ‘::::;L e 8i
m.0177;2!+Pyran. 2-(7-heptadecynyloxy)tetratydro- B4 o% C22HA400! | i S
50.7059 2{Hoptadocy)furan 7a:7} o::zm:sao2 :g::i s
| 596442 Acstic acid, decyl sster 792 C12H2402  NIST14L e
59.5361 (E)-2(Heptadec-2-en-1-yl]furan Y C21H360 msﬁu ey
59,5350 (E)-2-(Heptadeo-1-en-1-ylJfuran 83.1 C21H360  NISTI7.L paad s
58.4449 Benzamide, N-{1-naphthyl}-4-athyl- 77.1 C19H17NO lNISTM.L i
58.4085 Pyridazine-3-carboxylic acid, 6-0x0-1,6-dihydro-, (3-methoxybenzylidene hydrazide 778, C13H12N403 jmsmu. et
56.8346 2-Fluorobenzoio acid, 3.5 dimethylphenyl ester 8 C15H13FO2 imsrm. et
56.2049 0,1 1-Cotadocadiencic acd, methy ester, (E.€)- ao.ag B [cieHao2 NISTI7L e
56.0251 1-Octadecancl %78 CleH0  NISTIAL i
5§5.9976.(2)-2-(Pontadoc-1-en-1-yl)uran eaq' %] C1oM320  NISTIZL e
55.7829 (E)-2-{Pentadeca-1, 14-dien-1-yljfuran 869 [  |CI9H300 1hnsnu e
55,6569 1,2-Benzenedicarboxylic acid, bis{3-mothylbutyl) ester s&zf & |csHoeos ’lem L e
S5, 5963 Etoxesidine 757, C1BHZINO4  NIST14.L o
§5.2362 9-Octadecen-1-0l, (2 . éi.él B |cemwo TNISTIAL s
549910 (72 (Pentadec-1-en-1-yljuran 28 CIOHI220  NISTI7L s
54,8391 (E)-2-(Pentadaca-1, 14-dien-1-yjiuran w3 C19H300 NKST‘I?.L e
54,6267 2-{Pentadec-14-yr-1-yljfuran 96.2? C19H300 NIST17.L =
639016 2-Pentadecylfuran %7 F |cioHo s
e s I 0 7 ms'n 7L 18216299.9
e ::; B [cieHi002 ler144. sam.a!
52,5089 Phihalic acid, butyl 3-methyRutyl oster 81 7; *“ z:—::w e —
, 404 NlST14.L 639354.2
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‘Camponent RT |Compound Name Match Factor | Best Hit Formula |Libeary File Areo % | CASE Area % Max, |Base Peak Area
52,3066 Dibutyl phhatate 927, [ [C16H2204 |NISTI4L [ 2410064 4
51.1117 Methyl palmitate 76.1 C17H3402  demo.mslibrary.xmi 1080424
50,8075 Phihalic acid, 6-ethyl-3-octyl butyl aster 900 | |C22HB104  NISTI4L 2420195
50.2755 Avocadynencfuan 907 CI7H240  NISTITL 555004.5
49.6390. 1-Hexadecanol 888 [ [C16H3O  NISTI4L 11092256
49.5000 (E)-2{Tridec-1-on-1-yljfuran es.oi 1 [ciHzgo  NisTIZL 5847585
49,4024 1,2-Banzenodicarboxylic acid, bis(2-methyipropyl) ester 95.3 CI16H2204  |NIST14.L 169120764 |

| 4. ?@'(E)Avmdm.an _____ - gq.gi__ B [ciHo  NIsTIZL 5734087.2|
48,9201 Cyclopentalg}-2-benzopyran, 1,3,4.6,7,8 hexahydro-4.6,6,7.8 8 haxamethyl- 860 [ (C18M260  |NISTH4L 183049.0
48,6182 Benzene, (1-propyldecyl)- 8 [F [cioH32 NIST14.L 1077395
48.4539 2,6.10-Dodecatrien-1-0l, 3,7,11-kimethyl-, acetats, (EE)- 936 C17H2802  NIST14L ' 1618217.8
48,2911 (E)-Avocadicnofuran 918 [ |cHzo  NisTizL T  9193%02
48,1084 Cyclononasiloxane, octadacamethyt- 820, g  |C18H54095@ NIST14L ! 53099.6
48,0451 Avocadynofuran 95.5 CI17H260  |NIST17L l 17820364.8
47.8053 Avocadynencfuran ss.e’l CI7H240  NISTIZL [ 37027715
47.2200 1-Tetradecyl scetate 90.9; | [cioHi02  NISTIAL i 6854033
47.1994 2-Tridecylturan 912 CI7HI0O  |NISTI4L [ 4022129.0
47.0999 Hexadecane 773, C16H34 NIST14.L l 1192243.0
47.0856 Avocadencfusran 863 [j [C17H280  NISTI7L i 400403132
46.7877 Benzyl mandolato 786 [ [C16H1403  |NISTI4L || 77276856
45.9489 Linolsyl mathyl ketone 73.5" B  cisHso  misTIZL 156197.3
45.1614 Benzet;.-("l- propylnonyl)- a?:_o; =3 ClBHI NISTI4L o 184636.4
44,7452 Benzene, {1-butyloctyl)- 02 [ |ceH0 NIST14.L 2293995
44,6282 8-Hydroxy-4-methoxynaphthalene-1-carbaldehyda 892 C12H1003  [NISTI7L 80435.5
44,5737 Benzene, {1-pontylthoptyl)- 80 [A |ceHa  wisTiAL 241751.3
44,3541 beta.-Bisabolene 918 C15H24 NISTI4.L 8271488
43,6388 Benzone, (1-methyldecyl)- 790 C17H28 NIST14.L

259380.3
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Componant RT | Compound Name [Match Factor | Best Hit Formula  [Libeary Filo Arca % |CAS# Aroa % Max, [Base Peak Aroa |
43.4860 Haxadecane 794 C16H34  NISTI4L 1478816/
43.3252 (Z)6.Z)9-Pentadecadien-1-ol 763 C15H2B0  NISTIAL 141353.6

___ 43240011-Dodecan Zone By [ [c1awo [MsTuL 5541334

430860 cls.0ia-7,10. Hexadecadiens! s [C16H280  INISTIZL 9330974
42.6993 1-Totradocancl 992 [  CMH3200  NISTHL 4712588
42.5898 Methyl 5-acetyl-2-methoxybenzoatn 767 C11HI1204  NISTI4L 374454
42.5503 Cyclooctasioxane, hexadecamethyl- 88.7 'C16H4808S8 NISTI4.L 43378.8
423165 Benzens, {1-thylnonyl)- 800, [ Ci7HzE  NISTHML 221564.2
42.0538 Genmacrene D 81.5 CI5H24  NISTI4L R 770009

| A20A5HNephiulens, 120 BSSx Mm-S ot T mstwist Sy J85 & 2 c1s4 NISTIL %0060.7
41.5748 isolodane 76.8] ‘C15H24 INIST14.L zj4596.§i
41.2676,1.3-Methanopentalens, octahydro- 757 ‘CoH1A INIST14.L 82543.8
412207 Benzens, {1-butylheptyl)- 834 C17Hz8  NISTHL 2354505
41.0934 Berzens, {1-pentylhexyl)- 813 CiTHZE  NISTH4L 1235357
41.0029 Beazophenone 81.1 C13HI00  NISTI4L 61544.4

| 40345 Tevadecanal e (] cuigeo.  juSTIL 102
40.1063; 13-Octadecenal, (2)- 89.5 CIBH3I0  NISTH4L 2779752
39.8087 N-Dimethylaminomethyl-tert -butyl-isopropylphosphine 778 ‘CI0H24NP  NISTI4.L 2454524
30.7786 Phihalic acid, cyclobutyt ethyl ester 77.0 \C14H1604  NIST14.L 9R665.7
39.7786 Phehalic acid, ethyl fridec-2-yn-1-yl ester 78.7 CzaM3204  NISTIAL 087502
39.6542 Cetona 98.4 CI6HR2  NISTIAL i C 2118121
87.1172 Naphthalene, 1,2.3,5,6.8a-hexahydro4.7-dimethyl-1{ 1-methylethyl)-, { 1S-cis}- 814 C15H24  NISTHL 457881
36.5770 2.4-Di teet-butylphenol 85.7 Cl4H220  NISTIZL 4720649,
36.5163 Tridecanal 99.0 CI3H20  NISTI4L 694460.1
96.3150 9-Tevadecens, (2)- 89.2 ClHB0  INISTIAL 2015924
36,3158 13-Oxabicyclo{10.1.0jtridecane 87.8 CIZHZ20  NISTML 201592.4
36.1736 Cyclohoptasiloxane, tetradocametiyl- 795, (C14H4207Si7 NISTIAL 59599.8
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(Component RT | Compound Name Match Factor Best Hit Formula Library File Aroa % CASZ Area % Max, ‘Base Poak Arca
36.5171 (1R.25,65.75.85)-B-sopropyk-1-methyl-&-methyleastricyclold.4.0.02,7jdecane-rel- %.1 CisHz4  NISTIAL 1921668.2

" oot m.'zc.ar.ineuqudm a1 5 E lcioo Nlénu. 101967.3
T ozsa;cpr;n;,n_onia- 73 [  [ClaHzs  NISTIZL L ’ 406859.2
$3.5604 E-9-Totradecen-1-of formato 895 CISHZ802  NISTI4L 1075377.6
33.3188 E-O-Teuwecen-id formate 876 C15H2802 NIST14.L 4163212
330264 Calyoﬂ\yllana 29 [ (CisH24  NISTI4L 149671.7

T ss0004 Naphthalone, 1.2-Smethyl- i 83 4 [Cadiz NSTHL 13260.0
32,8400 Naphthalene, 1,2-dimethyl- 85,7 M C12H12 NISTI4L 150011
32.7813: 1,3-Cydehexadene b1, w-‘muwa-mﬂhyl-. [S+{R*.S")}- 784 C15H24 NIST17.L 914122
32.1026 2-Cyclopenten-1-one, 3-methyl-2-2-pontenyl)- 2)- 770 C1H160  NISTI4L 72888.1
Y a_er}zquo 2.4-dihydroxy-6-methyl- 822 [ (ceHsod  NISTHaL T T a127898
2000 vastn 801 [  carsos  NISTML | 4105236
310387Hoxadown 781 C16H34 NIST14.L 1846019

n 7454’1-Tawadeoene 983 C14H28 NIST14.L 1320572.9
30.0965 (1545435} 1-|sopropy-4,-dimethyl-1,2.3,4 40,5 hoxahydronaphisalone 755 C15H24 NISTIAL 31634.2

" 29,1198 Cyclohoxasitoxano, dodecamothyl i %9 [ [C1zH08sie NISTIAL 2220359
28,5320 2.4-Decadisnal, (EE}- 89.0 CIOHI60  NISTI4L 602606.2
28311 3; Naphthalene, 2-methyl- 918 C11H10 NIST14.L ! 291812
27,8160 10-Undocanal 87.0 CIH200  NISTIZL | 1573328
2751'1'6 Tridocane 80 [ (CisH28 NISTAL | 149840.8
27.5674 Naphthalone, 2-methyl- 85.0 CIIHIO  NISTIAL | 50177.0
275513 2.4-Du:ﬁ8ﬂﬂlq (E.E" 75.7 C10H160 NIST14.L 4148081
—56,3175 1H-1,3,2-Banzodiazaborole, 2-ethyl-2,3-dihydro- 798 [  |C8HUBNZ  NISTI4L i 25374.6
26,3174 1H-Indeno, 2,3-dihydro-4,7-dimethyl- 795 C11H14 NIST14.L B 17599.5
24,2730 Eshanol, 2-phonoxy- 885 CaHI002  NISTIZL 1155432
24.1930 2H-Pyran-2-one, 5,6-dihydro- 765 CSHEO2  NISTHAL 216020.3
233972 Dodecana %5 |4 (ClHZ6  NISTIAL o | 24620020
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1

Component RT | Compound Name Match Factor BestHit ~ Formula  Library File Area % CAS# [Aea % Max, Base Peak Area
23.2176.3-Dodecene, (E} 26.8 C12H24  NISTHL 2008869
220075 1-Dodecene 8.1 C12H2A  NISTI4L [ 2302338
22.9176; 1H-Indene, 2,3-dihydro-4,7-dimethryk- 828 C1HI4  NISTI4L 1 362335
22,9171, 1H-Indene, 2,3-&hydro-4.&-dimethyl- 806 Cl1H4  NISTHAL 362774
2. éaisnmm phenybut 2-yne B " ms | cioiieoz NisTIL 615756
21.6510 Naphthalene, 1,2,3 4-4etrahydro- 755 ClH12  NISTIZL £3801.0
21,4224 Cyclopentasioxane, docamethyl- 944 (C10H300555 NIST14.L 356013.0
21.2170,Banzene, 1,3-disthyl- 778 |  ClHI4  NISTHL 112820.9
21,1137 Bonzene, 4-cthonyl-1,2-dimethyl- asﬁ | %| ic1omz lem L 62151.3
20,8895 Banzene, 1,3-diethyl-5-mathyl- 76.3 %] C1 1H16 NIST14 L | 987822
20,5983 1H-indene, 2.3-ckhydro-S-methyl- 78.1 CI0H12  NISTI4L | 31515.3
19,7423 Banzono, 1,2,4.5-tobamathyl- 807 [ ClHI4  NISTIZL | 163470.9
19,5652, Dodecane, d-methyl- 781 CiaHzs NISTIAL | a7Baa3s
193022 2-Propenal, 3-(2-furanyl)- 977 [ CMHe02  NIST14L | 6908323
19,3015 Diethyl sulfone 758 [ CaHi00zs  NISTIAL | 608721.9
18,7534, Undecane 96.8. 101 1H24 NIST14.L | 14398757
18.2419 Decane, 2.3,5-trimethyl- 75.0 || [C13H28 NIST14.L | 238752.8
181867 Indan, 1-methy- 7656 CloH12  NISTI4L | 56300.5
181299 Benzene, 1-ethyl-2.4-dimathy}- 812 C10H14 NIST14.L | 140888 6
17. 1242 Sulfurous acid, 2-ethylhexyl hexyl ester sao; cuusooas 'NIST14.L | 168640.5

_?ébon'ae?é:i-;&-ytz.a dimethyl- 827, CI0HIA  NISTIAL 155874
16,5668 Banzene, 1-methyl-4-propy- ss.1i T +c1oma = ‘msms. 1562089
15,8567 Indane 837 B COH10 NIST14L 38696.1
15.3680'1,3-Pentadiens, 2.3-dimethyl- B42 o2 NIST14.L 2433418

_ TAAT 15 Pactachar. 2.3 Ao mo B jowiz e Touins
144008 Ethanol, 2-{2-ethoxyethoxy)- %08 CBM1403  NISTH4L 88453.2
A2045/Decans o B ez sty JL ey
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Component RT | Compound Narre Mfm Best Ha r-u. uw-,n. Arma % CASE Arms % Man. Barse Pook Aes |
TR T Lo O ———— coo" 2 cumots-n usml. = T e
140245 3 Monen 5-cne M @ cmeo  msTuL [ eme0n)
ﬁoais'%_ a0 2 'mw MSIHL : T Tom0s?
139510 Mesnyiere w9 @ cwm wsTuL 7 | wamen

T 13231 1-Oncene %2 Ci0  NSTYIL ] 263745
= ‘:a‘.isuom PP T y— 0z [ cwnz  msTuL 4516026
129506 2ermanone B85 [ oo msTIL . T e
12507 3 Hexene 2.5 et 80 @ conxz  NsTuL ‘ L 7S

— uzwzcmvusw wo a0 MSTML T T sms2u0
12,6640 18utyr, 3 matiyt. us B cue NSTUL | 1855607
126005 aamztmm "z cn:cziiiisa usnu ] “amee
125000 Derzora, 1 sty 2 rattrh ws B owm NSTIL 290071

’ tzmwtw 83 [ cm02  NSTML 4114617
tzmm-n- propyt w2 ca2  NISTML [ se0nan
n:nswua.tm wy Co0?  NISTML 03831
lumulm Yty =9 ommo MSTML | == T smes

Y0 023 2 Hexancne, 34 deraty- %68 ‘Cae0  NSsTuL | 2597919
107000 28w, Lmethony- %2 G202 NSTML ) T maag

10,486 (3 Moyl caiean 241} tranch mr ‘comoz  MsTML | [ e

T 103978 Tewaydohren, 2.2-demetrl- e B o0 NSTML | | sy
102709 Edancl, 20umony. 77 [ oee02  NSTML [ | xena
102162 2-Acetyl-2-methySer alydrchran 73 @ omuaoz MsTuL 208001.1

D n7 crwoz  NSTIL 18870
a1 oXylere Wl 0 NSTML | 2omus
89188 0 Xylere &0 oo msTuL | a6

87958 2 Propancre, 1{scetylory) ®7 [ Com03  NSTIL - e
8641 Eytezen w7 a0 MsTuL s
Compormnt AT Cangoun Now Mochfocts Bestte  Fomis  UbmyFie  [Area % [CASeAres % Mt [Base Prok Aree
l 26438 Barverm, 1,3 Sermetr- s cano uswu 15341623
76260 Futenl =3 CoM2 NSTHL 1937839
i 73071 Cyclotrmdnrm, hamanmtint lia: 2 :cuu'no'asa‘:mm 259942
y wuw 1.3 Btadrm, Vrmmtiatioy 04 GNS 'usmt 435481
’ smm 2 mttogh & byyecmy- w2 w usmx 150884 8|
) cmm- by o ™7 oMo Tl 1464775
f 681 et wx.u- ‘%6 oo usuu 7245262
i 6.2004 Acwtalduivyde, progyPry | #e anma ustm 1807140,
\' 6.2087 3 Hesancrs n7 ‘ca20  NsTaL 1a7140]




