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RESUMO

MORAIS, Wagner Calixto de Castro, M.Sc., Universiddederal de Vigosa, julho de
2012.Extratos botanicos e seus efeitos eAtta sexdens rubropiloséHymenoptera:
Formicidae). Orientadora: Terezinha Maria de Castro Della Lu€aorientadora:
Maria Augusta Lima Siqueira.

Este estudo foi desenvolvido a fim de se conhesefa&itos de extratos de trés espécies
vegetais sobre colonias da formiga-cortadgitta sexdens rubropilosgsatva-liméao).
Foram usadas folhas das espécdfageratum conyzoidegmentrasto),Coriandrum
sativum (coentro) eMentha piperita (horteld). As atividades foram realizadas no
campus da Universidade Federal de Vicosa, na cidadéicosa-MG. Primeiramente,
foram avaliados os efeitos do extrato hexanicoadegkntas na fisiologia das operarias
da formiga-cortadeira, através de sua respostadraude seu metabolismo respiratorio.
Os extratos de coentro e mentrasto apresentarato eéefisiologia das formigas. As
operarias tiveram elevacdo de sua resposta imwasdq tratadas com o extrato de
coentro. O extrato de mentrasto aumentou o me&abolrespiratério das formigas. Em
outra etapa, foi investigado o efeito do extratssds plantas sobre o desenvolvimento

de Leucoagaricus gongylophorue fungo simbionte das cortadeiras. Constatowse q
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0s trés extratos afetaram negativamente o crestnmen fungo, causando completa
inibicdo do seu desenvolvimento. Os melhores desehgs foram obtidos com os
extratos de hortelda e de mentrasto, que mesmo rasras concentragcdes causaram
elevada reducdo na biomassa de gongylophorus Finalmente, foi avaliada a
mortalidade de formigueiros de salva-limdo apéeeofmento de iscas confeccionadas
a base de folhas das trés espécies de plantags@tados indicaram que as iscas nao
foram capazes de causar mortalidade das coloniaset&nto, verificou-se que o0s
formigueiros tratados tiveram sua atividade deecpdralisada, indicando efeito das
iscas sobre as coldnias. Conclui-se, assim, qes@EciedA. conyzoidesC. sativume

M. piperita apresentam efeitos deletérios sobre as colénia#s dexdens rubropilosa

sendo promissoras no controle de formigas-cortasleir



ABSTRACT

MORAIS, Wagner Calixto de Castro, M.Sc., UniversidaFederal de Vigosa, july,
2012.Botanical extracts and its effects ortta sexdens rubropiloséHymenoptera:
Formicidae). Advisor: Terezinha Maria de Castro Della Lucia.-&tvisor: Maria
Augusta Lima Siqueira.

The present study was developed in order to ewalihat effects of three plant species
extracts on the leaf-cutting aAtta sexdens rubropiloaolonies. We used leaves of
Ageratum conyzoide$‘mentrasto”), Coriandrum sativum(coriander) andMentha
piperita (peppermint) species. The activities were condletethe Federal University
of Vigosa campus, in Vigosa-MG. First, we evaluateel effects of these plant extracts
on workers physiology, through the immune respars respiratory metabolism. The
extracts of coriander and “mentrasto” had an effecthe ants physiology. The workers
increased their immune response when treated with doriander extract. The
“mentrasto” extract increased the respiratory mataim of the ants. In another step, we
investigated the effect of the extracts on the hgwreent of Leucoagaricus

gongylophorusthe symbiotic fungus of leaf-cutting ants. It wiasind that the three



extracts adversely affected the fungus growth cgusiomplete inhibition of its
development. The best performances were obtaingd peppermint and “mentrasto”
extracts that caused high reduction in the bionmids gongylophoruseven at lower
concentrations. Finally, we evaluated the mortatifyant nests after offering baits
manufactured with leaves of the three plant spediks results indicated that the baits
were unable to cause colony mortality. Howevendts found that the treated nests
stopped their cutting activity, suggesting baitffeet on the colonies. Therefor.
conyzoides C. sativumand M. piperita have deleterious effects oftta sexdens

rubropilosacolonies, and may be promising on the leaf-cutéintg control.
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INTRODUCAO GERAL

O setor florestal possui grande importancia nanecva brasileira, tendo,
historicamente, contribuido para o superavit darga comercial. O PIB Florestal
brasileiro correspondeu a 4% do PIB nacional e 8 akportacdes, totalizando US$
30 bilhdes, no ano de 2007. O recolhimento anuaing@stos no ambito florestal € da
ordem de R$ 3 bilhdes (Revista da Madeira, 200¥mAda riqueza gerada, o setor
também é responsavel pela criacdo de milhdes deegow diretos e indiretos (Juvenal
& Mattos 2002), representando um setor-chave naau@ brasileira (Soarest al

2008).

O Brasil possui uma das maiores areas de plafiestais do mundo, estando
entre as dez maiores coberturas florestais do falaken 2011, a area total de plantios
florestais no pais superou os sete milhdes derescigendo que 93% desta cobertura é
composta por plantios deucalyptuse Pinus (ABRAF 2012). As caracteristicas
edafoclimaticas encontradas no Brasil, aliadasaa@scos nas técnicas silviculturais

favorecem o desenvolvimento florestal, conferindande produtividade aos plantios,



fazendo com que o Brasil seja o lider mundial eodptividade florestal (Juvenal &

Mattos 2002, Munhoz 2011).

A produtividade florestal é influenciada por faerioticos e abidticos, dentre
0S quais pode-se citar a qualidade do material tigenétilizado, as caracteristicas
climaticas locais, a fertilidade do solo, o espagatm entre as arvores, a ocorréncia de
doencas e de pragas, sendo, este Ultimo, consideradfator limitante na producéo

florestal, porque reduz o potencial produtivo dasies (Mendes Filho 1981).

Os principais grupos de pragas de esséncias tdggaso Brasil pertencem as
ordens Coleoptera, Hymenoptera, Isoptera e Lepedaponde as formigas-cortadeiras
(Hymenoptera: Formicidae) assumem lugar de destagmelo consideradas as pragas
mais importantes da silvicultura nacional (Holt &dage 2000, Santcst al 2000,
Oliveira et al 2001, Della Lucia & Souza 2011). Isso se deve &mda as cortadeiras
desfolharem com grande voracidade os plantiossiai® em qualquer fase de seu
desenvolvimento, apresentarem ocorréncia constaautiepla distribuicdo geografica, de

norte a sul, no Brasil (Mariconi 1970, Anjesal 2007).

O controle das formigas-cortadeiras em escala coaheé realizado,
basicamente, através da aplicacdo de iscas grasu(Bdaretto & Forti 1997, Zanetti
2007). As iscas sdo confeccionadas com os insatici@lorpirifés, Fipronil e
Sulfluramida (Rizentakt al 2003). Contudo, intensas pesquisas tém sido reakza
fim de se encontrar novas substancias que sejamasf@o controle destas pragas e que
sejam menos agressivas ao ambiente (Olivatied 2011), principalmente porque esses
trés principios ativos utilizados no controle degadeiras serdo proibidos, pelo menos
para as empresas que visem obter o selo de agéiidflorestal. O conselho de manejo

florestal, Forest Stewardship Couci(FSC), a principal certificadora mundial de



produtos de origem florestal, classificou essesticisas como “Pesticidas altamente
téxicos” (FSC 2007) e seu uso sera proibido parngzresas certificadas (FSC 2010).
Os grandes consumidores de produtos florestaiemxigue seus fornecedores sejam
certificados (Juvenal & Mattos 2002). Assim, espeisicipios ativos deverdo ser

substituidos por novas substancias menos danosasiao

Nesta perspectiva, 0 uso de plantas com propmsdatseticidas vem sendo
pesquisado para emprego no controle das formigéasdeiras (Souzat al 2011,
Gandraet al 2011). Compostos quimicos constituintes do meisiol secundario de
algumas plantas possuem comprovada acao toxiceaamtortadeiras. Espécies como
Sesamum indicurfiHebling-Beraldcet al 1991)e Ipomoea batatagHeblinget al2000),
apresentaram efeitos deletérios a coldnias de d@asniortadeiras. As espécies
Ageratum conyzoide@steraceae), conhecida popularmente como mentoasterva-
de-séo-jodo,Coriandrum sativum(Apiaceae), conhecida como coentro Mentha
piperita (Lamiaceae), popularmente, horteld, sdo plantas mopriedades medicinais
amplamente difundidas na cultura brasileira e, derdm com Guerra (1985),
apresentam repeléncia contra insetos. Além diséo, @spécies que possuem
comprovada acao deletéria sobre insetos e micrisrgas (Ansaret al 2000, Moreira
2001, Okunade 2002, Saeed & Ta&@P7, Matasyolet al 2009, Nogueira 2009), sendo
vegetais com potencial de utilizagdo no controléodmigas-cortadeiras (Dra. Myriam
Ribeiro, comunicagédo pessoal). Entretanto, maionesstimentos devem ser realizados
a fim de se aumentar o conhecimento acerca daidagie dessas plantas sobre esses

insetos, visando sua utilizacdo no manejo integdedsas pragas.

Este trabalho foi dividido em trés capitulos. Nam@iro, visou-se avaliar os
efeitos de extratos botanicos de& conyzoides C. sativum e M. piperita na

imunocompeténcia e no metabolismo respiratério g@erasias deAtta sexdens
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rubropilosa (Hymenoptera: Formicidae). No segundo capitulo tolyja-se determinar
os efeitos toxicos de extratos dessas plantas dahreoagaricus gongylophorus,
fungo simbionte das formigas-cortadeiras. No teoceapitulo, procurou-se verificar o
efeito de iscas artesanais confeccionadas comsfaleases vegetais sobre colbnias de

cortadeiras, no campo.
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CAPITULO 1: Extratos botanicos alteram a respostarnune e o metabolismo
respiratorio de operarias deAtta sexdens rubropiloséHymenoptera: Formicidae)

RESUMO

As formigas-cortadeiras sdo um grupo de pragasrdedg importancia agricola e
florestal no Brasil, elas ocorrem em todo o teridtdacional, explorando variados
ambientes, sendo, assim constantemente expostécgdes causadas por patdogenos e
outros parasitas. O sucesso na exploragdo desbenées se deve, entre outros fatores,
pelo seu complexo sistema interno de defesa, gaenat protecdo contra 0s organismos
invasores. Algumas plantas com propriedades indati@presentam comprovada acao
deletéria na fisiologia de formigas-cortadeirasncoalteracdes em seu metabolismo
respiratorio. Ndo se conhece, entretanto, os sfgite essas plantas tém sobre o sistema
imune desses insetos. Portanto, objetivou-se cdentembalho avaliar os efeitos de
extratos botanicos dégeratum conyzoide€oriandrum sativurme Mentha piperitana

imunocompeténcia e no metabolismo respiratério g@erasias deAtta sexdens



rubropilosa Para isso, extratos foliares dessas plantas fapicados topicamente em
operérias de coldénias mantidas em laboratério. Anmeompeténcia foi avaliada pela
taxa de melanizacdo de filamento de nylon insendotérax das operérias. Ja o
metabolismo respiratério foi investigado pela measéio da producdo de dioxido de
carbono pelas formigas. O extrato@esativumelevou a resposta imune das operarias,
enquanto os extratos dé\. conyzoidese M. piperita ndo afetaram sua
imunocompeténcia. A producdo de diéxido de carbfmiosuperior nas operarias
tratadas com o extrato de conyzoidesOs extratos d€. sativume M. piperita ndo
afetaram o metabolismo respiratorio das operdii@ste do exposto, conclui-se que 0s
extratos deC. sativume A. conyzoideslteraram a fisiologia de operariasAlesexdens

rubropilosa



1. INTRODUCAO

Os insetos estdo constantemente expostos a infecodeisadas por
microrganismos e outros parasitas, o que pode cpasdas de vigor e reducdo nas
atividades e, em ultimo caso, a sua mortalidade(Ci986). Na tentativa de atenuar os
maleficios causados por esses organismos patogémisoinsetos, em sua evolugao,
desenvolveram um complexo e eficiente sistemanotele defesa, conhecido como
sistema imune inato, no qual respostas celulareumorais sdo rapidamente
produzidas, quando um inseto é infectado com algrganismo invasor (Gillepsigt al

1997).

Respostas celulares sdo aquelas nas quais um rinéasagocitado ou
encapsulado por células da hemolinfa (hemaocitogju@nto as respostas humorais sao
aquelas reacdes nas quais uma série de fatoresiaobianos séo sintetizados na
hemolinfa (Hultmark 1993, Perez & Fontanetti 201H3sas respostas ocorrem depois
que o invasor, seja um microganismo, um parasitavos de um parasitéide, consegue
quebrar a primeira linha de defesa dos insetositiauta, que € uma barreira fisica.

Rompida essa barreira, inicia-se um conjunto dede=aativas de defesa, na qual o
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primeiro passo € o reconhecimento do invasor. Airpdai, uma resposta apropriada
deve ser iniciada. Dentre as reacdes de defesacpueem com maior frequéncia entre

0s insetos estao fagocitose e encapsulacao (Sdtemygbel 2005).

De acordo com Dunn (1986), fagocitose € um processajual pequenas
particulas estranhas presentes na hemolinfa saifautes pelos hemdécitos, onde séo
armazenadas em grandes vesiculas. Quando o in¢asoaior, € ndao pode ser
fagocitado, os hemacitos isolam-no de suas outtadas, num processo conhecido
como encapsulagdo (Klowden 2007). Este é um process qual hemdcitos
especializados, conhecidos como plasmatdcitos rulgitos, se aderem a superficie
do corpo estranho, formando uma série de camaddsngo ser capsulas ou nédulos,
ao redor do invasor. ApO0s a agregacdo das célatasre deposicdo de melanina
(melanizagdo) nas camadas de hemdcitos, contribyiada o isolamento do corpo

estranho, levando-o a morte por uma combinacacsfildeae exposicdo a compostos

citotéxicos, presentes na melanina (Hoffmann 1@lepsieet al1997).

A avaliacdo da imunocompeténcia de diferentes asgas tem sido feita pela
medicao indireta da quantidade de melanina deplaséan objetos sintéticos inseridos
em seus corpos (Vainiet al 2004, Baeret al 2005, Souzat al 2009, Ribeiroet al
2011). O implante sintético induz no hospedeiresta de melanizacéo e a falha em
melanizar o objeto artificial € interpretada comm desarranjo em seu sistema imune

(Nagelet al2011).

Extratos de varias plantas da flora brasileireojarh testados contra formigas-
cortadeiras, causando mortalidade nesses insetea & Franca 1993, Giesel 2007).
Alguns desses extratos tém influencia direta no abwdismo respiratério das

cortadeiras, conforme constatado por Hebling-Beratdal 1991 e Heblinget al 2000.
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Segundo esses autores, operarias que cortavans fdin&. indicume |. batatas
elevaram seu consumo de oxigénio. De acordo conald®er& Zando (1986), a
rotenona, substancia extraida das raizeBeteis sp. (timbd), provocou consideravel
elevacdo do metabolismo respiratorioAtea laevigatae Atta sexdens rubropilosaas
trés primeiras horas apés o contato com as opsra@muido de efeito depressor no
consumo de oxigénio, nas oito horas seguintes.sEsabalhos contribuem para o
conhecimento do efeito de extratos botanicos naladismo respiratério de formigas-
cortadeiras. Entretanto, ainda é desconhecido ioefie extratos de plantas com

propriedades inseticidas no sistema imune desgagsiemos.

Objetivou-se com este trabalho avaliar os efeitesedtratos botanicos de
Ageratum conyzoide€oriandrum sativunme Mentha piperitana imunocompeténcia e

no metabolismo respiratorio de operariag\tta sexdens rubropilosa
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Manutencao de colbnias datta sexdens rubropilosa

As operarias deA. sexdens rubropilosautilizadas na realizagcdo dos
experimentos foram retiradas de duas colbniasamtdstem fevereiro e marco de 1998
no campus da Universidade Federal de Vicosa, enos®ipIG (20°45°14 S e
42°52°54”" 0O). Elas foram acondicionadas em lalba@ino Insetario/DBA/UFV, em
Vicosa, de acordo com a metodologia preconizadaDmtia Luciaet al (1993). As
colénias foram mantidas em temperatura de 251+5°R, te 75+5%, em 24 horas de
escotofase, e alimentadas com folhas de difereetgstais, trocadas diariamente, além
de um suprimento de agua. Os volumes dos jardirfisrd® foram de, no minimo, trés
litros por colénia. Durante o periodo de adaptaz@mtecedente aos testes ndo foram
oferecidas folhas das espécies vegetais das fantidistadas, evitando-se o pré-

condicionamento das mesmas aos tratamentos (Fb988)).
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2.2. Preparacédo dos extratos das plantas

As folhas das plantas utilizadas foram coletadasnomicipio de Vigosa. A
metodologia seguida para a obtencdo dos extrataeifeelhante a de Moreira (2001).
De cada uma das espécies de plantas coletadas, dtados cerca de 500g de folhas,
de varios individuos, para a extracdo com hexan&demmeyers de 2000mL, por 48
horas. Apos filtracdo, a solucdo hexanica foi cotregla em evaporador rotativo de
baixa pressdo e temperatura reduzida (< 50° C)neseguida, foi armazenada sob

refrigeracdo para os testes bioldgicos.

2.3. Determinacao da taxa de encapsulacéo

Na face dorsal do térax de operarias forrageadigds sexdens rubropilosii
aplicado 1 pl do extrato botanico em solucao déaeg de acordo com 0s tratamentos:
mentrasto, coentro e horteld. Em contraste comat@mentos, foram realizados testes
em branco (testemunha), nos quais as operariasiaet@plicacdo de 1 pl de acetona.
Para cada tratamento foram utilizadas 50 operarmas. seguida, elas foram
acondicionadas em estufa incubadora tipo B.O.Dendpératura de 26C, 70% de
umidade e sem iluminacdo. Apos 24 horas, cada @@armecebeu uma pequena
perfuracdo no térax, entre o segundo e terceirespde pernas, com o auxilio de um
alfinete entomoldégico 0, para a introducdo de um filamento de nylon oenlde
comprimento e 0,12 mm de diametro. Feito isso, @amifjas foram novamente

acondicionadas em B.O.D. por mais 24 horas.

Os filamentos de nylon foram, entdo, removidos adopo das operarias,
montados em lamina com resina Entellan© e fotodafgoor camera digital acoplada

ao microscopio Axioskop 40 Zeiss. As fotografiasafo analisadas pelo software
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ImageJ 1.42g. Neste processo utilizou-se o pratodel Rantala & Kortet (2003),

adaptado por Souz al (2009) e Ribeiret al (2011).

Os resultados de porcentagem de melanizagéo pagesmentos envolvendo
0S extratos deAgeratum conyzoidefmentrasto) eMentha piperita(horteld) foram
transformados para (porcentagem de melanizac@aya atender as pressuposicées de
normalidade, sendo, entdo, chamados de taxa dairagdo. O Teste de Kolmogorov-
Smirnov (p> 0,20) confirmou a distribuicdo normakdiados apods a transformacao. J&
os dados de operéarias tratadas com o extrato detrcordo necessitaram dessa

transformacao (Kolmogorov-Smirnov (d= 0,05, p>0)20)

As médias dos valores obtidos foram submetidas @YWN ao nivel de 5% de

significancia com o auxilio do software STATISTIEStatsoft, 1999).

2.4. Ensaio de respirometria

A taxa de producédo de dioxido de carbono pelasitms foi obtida através de
dispositivo de anélise de GATR2, Sable Systems International, Las Vegas, NV,
USA), em metodologia adaptada de Guezted (2006) e Ribeireet al (2011).

Foram realizados trés experimentos, nos quais opeadaria deA. sexdens
rubropilosa recebeu em seu térax a aplicacdo de 1ul dos extrmtetdnicos de
mentrasto, coentro e horteld, de acordo com oantexitos. O controle foi constituido
de operarias que receberam 1l apenas de acetona.

ApoOs a aplicacdo dos extratos, as operarias fodotadas em uma série de
tubos de vidro hermeticamente fechados, acopladasstema de analise de g@or
trés horas. Durante esse periodo, o didéxido deonarproduzido era direcionado, por

uma corrente de ar livre de @@ um leitor infravermelho, conectado ao sistequi,
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possibilitou sua quantificagdo. Cada tubo contilés operarias. O numero de
repeticbes diferiu em cada experimento, sendo daod4testes com 0 extrato ée
conyoides26 com o extrato dé. sativume 34 com o extrato dd. piperita

Os dados obtidos na respirometria envolvendo @extteA. conyzoidesoram
transformados a fim de atender as pressuposi¢coesrdelidade. Dessa forma, a taxa
de respiracdo, medida através da producédo gg@ora), foi alterada para (producao

de CQ)™. Para os demais extratos essa transformacéo indecissaria.

As médias da producao do diéxido de carbono fordmmetidas a ANOVA( =

5%), no software STATISTICA (Statsoft, 1999).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise de variancia indicou que ndo houve difeas significativas entre o
tratamento e a testemunha para os testes de elag@ustealizados com os extratos de
A. conyzoidegFq, 9s= 0,0003, p= 0,98) (Figura 1) e t& piperita (F1, 9s= 0,03, p=

0,87) (Figura 2).

Taxa de Melanizagao
N

T T
Controle Mentrasto

FIGURA 1: Taxa de melanizacdo sobre filamentos yleminseridos no térax de operarias Ata
sexdens rubropilostratadas com extrato degeratum conyzoidgdlentrasto) e com acetona (controle).
N= 50. Média + erro padréo. (ANOVAz= 5%).
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FIGURA 2: Taxa de melanizacdo sobre filamentos Wleminseridos no térax de operarias Alta
sexdens rubropilostratadas com extrato déentha piperita(Horteld) e com acetona (controle). N= 50.
Média + erro padrao. (ANOVAy= 5%).

No experimento envolvendo o extrato Geriandrum sativuma analise de
variancia apontou diferenga significativgi(ks=5,64, p= 0,02) entre os tratamentos,
indicando que operarias de sexdens rubropilostiatadas com o extrato dessa planta
apresentaram maior porcentagem de melanizacao mpacacao as operarias controle

(Figura 3).
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FIGURA 3: Porcentagem de melanizacdo sobre filaogede nylon inseridos no térax de operarias de
Atta sexdens rubropilosdratadas com extrato d€oriandrum sativum(Coentro) e com acetona
(controle). N= 50. Média + erro padrdo. As letras laindicam que as médias sdo diferentes (ANOVA,
o= 5%).
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O extrato deC. sativumprovocou uma resposta imunitaria elevada nas f@sni
alterando seu estado fisiolégico normal. Essa elavala resposta imunoldgica indica
que houve desequilibrio energético no organismofofmigas sob acdo desse extrato
passaram a investir mais energia em sua defesaantésta alteracéo pode refletir um
stress fisioldgico no organismo e comprometer gdoilade da colonia (Vitikainen &
Sundstrom 2011), uma vez que parte da energia gagaenas funcdes sociais como a
busca pelo alimento, o cuidado com a prole ou asdefla colonia, por exemplo, sera

investida na defesa celular dos individuos.

Esse extrato, portanto, merece mais investigaging, vez que ele aumenta a
defesa das operarias, o que pode enfraquecer riaodin termos de atividades gerais
na sociedade. Assim, o comportamento na colonfardegas tratadas com esse extrato
deve ser futuramente investigado para comprovao ssomprometimento do seu

trabalho social ocorre.

De acordo com Siva-Jothgt al (2005), uma alta expressdo de defesa imune
pode afetar negativamente o fithess de um insetagsiringir outras caracteristicas
importantes, principalmente na auséncia de pat&en@arasitas. Neste sentido,
Kraaijeveld & Godfray (1997) observaram que o inoeato na resisténcia da mosca
Drosophila melanogastercontra seu endoparastoidesobara tabidag através da
elevacdo na encapsulacédo de ovos, afetou negatitawaracteristicas importantes do
seu fitness, como a habilidade competitiva dasaarnCom a reducdo da habilidade
competitiva, houve consideravel reducdo na sobgeeia das larvas da mosca,
conforme constatado por Fellowesal (1998). Em abelha®Apis melifera o aumento
na resisténcia contra doencas causadas por bactésaltou em uma diminuicdo do

ritmo de crescimento e no aumento da mortalidadardas (Siva-Jothgt al 2005).
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A taxa de respiracdo das operéarias tratadas corat@xdeA. conyzoidedoi
superior, em relacéo as operarias controle (FigyiréR:, 1665 4,22, p= 0,04), 0o que
significa que o extrato dessa planta causou efeitametabolismo respiratério das
formigas. Dessa forma, formigas sob efeito do &xtde mentrasto apresentaram

alteracdes nas suas funcdes fisiologicas.

Esse efeito ndo foi constatado para os testes \@man os extratos d€.
sativum (F1, es= 1,53, p= 0,22) (Figura 5) B!. piperita (F1, s1= 0,00007, p= 0,99)

(Figura 6).
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FIGURA 4: Taxa respiratéria individual de operamsAtta sexdens rubropilosimatadas com extrato de
Ageratum conyzoidgsnentrasto) e com acetona (controle). N= 84. Méd@ro padrdo. As letrasae b
indicam que as médias sdo diferentes (ANOWMA5%).
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FIGURA 5: Taxa respiratéria individual deFIGURA 6: Taxa respiratéria individual de
operarias détta sexdens rubropilosaatadas com operarias détta sexdens rubropilosmatadas com
extrato deCoriandrum sativum(coentro) e com extrato deMentha piperita(horteld) e com acetona
acetona (controle). N= 26. Média + erro padrafcontrole). N= 34. Média + erro padrdo. Letras
Letras iguais nas barras indicam médiaguais nas barras indicam médias semelhantes
semelhantes (ANOVAq= 5%). (ANOVA, a= 5%).
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Plantas com acao inseticida também aceleram o oist@o respiratorio de
insetos. Esse fato foi comprovado por Hebling-Beradt al (1991), avaliando a
resposta respiratoria de operérias Alesexdens rubropilos&ratadas com folhas de
Sesamum indicurfgergelim). Efeito semelhante foi observado pobliig et al (2000),
gue constataram que formigas que cortavam folhdpataeoea batatagbatata-doce)
tiveram o seu consumo de oxigénio aumentado eraair@lta mortalidade, quando

comparado a colbnias que utilizavam folha&dealyptus

O aumento da taxa de respiracdo das operéaria8. deexdens rubropilosa
provocado pelo extrato de conyzoide$oi semelhante ao efeito que alguns inseticidas
causam no metabolismo respiratério dos insetosaddedo com Hebling-Beraldet al
(1983), inseticidas sintéticos do grupo dos orgasfofados provocaram aumento do
consumo de oxigénio dé. sexdens rubropilosaAtta laevigatalogo apos a aplicagédo
topica sobre as operarias, indicando uma acao aapid organismo das formigas.
Inseticidas do grupo dos carbamatos também elevaronsumo de oxigénio das
formigas-cortadeiras (Hebling-Beraldo & Vicelli-Zam 1983). De acordo com Lord
(1949), os inseticidas que agem no metabolismaree§po podem ser divididos em
dois grupos, os que estimulam e os que inibempragsdio. Inseticidas naturais estéo
representados nos dois grupos, como, por exenglaretrinas, que elevam o consumo

de oxigénio e, a rotenona, que causa inibicdoxdartspiratoria.

De acordo com Ansasgt al (2000), o 6leo essencial d& piperita é capaz de
provocar mortalidade nas larvas e causar repeléosamosquitos adultos da familia
Culicidae. Entretanto, ao contrario do que se @spero extrato hexanico dessa planta
nao exerceu efeito no metabolismo respiratério narrmunocompetencia de operarias
de A. sexdens rubropilosa que indica que a toxicidade da hortela as fgasiesteja

relacionada com outros mecanismos fisioldgicos.
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Ageratum conyzoide8 uma planta herbacea da familia Asteraceae delgra
ocorréncia na Africa e na América do Sul e contepior suas propriedades medicinais.
A planta apresenta atividade farmacoldgica, ald¢lopafungicida e inseticida (Korgt
al 1999, Nogueira 2009). Okunade (2002), em um thabdk revisdo sobre a espécie,
relatou uma grande quantidade de compostos preseatglanta com comprovada
bioatividade sobre insetos. Dentre eles, a madw#trabalhos ressalta a importancia
dos constituintes Precoceno | e Il. N&o se conlmdgeetanto, o0 composto, ou mistura
de compostos presentes no extrato hexanicoAdeonyzoidesresponsaveis pela
elevacdo do metabolismo respiratério Be sexdens rubropilosatampouco seu
mecanismo de acdo sobre as formigas. Da mesma,foraieo essencial de. sativum
possui comprovada atividade biol6gica contra mganismos (Saeed & Tarig 2007) e
insetos (Dra. Myriam Ribeiro, comunicacdo pessoafhiretanto, pouco se conhece
sobre sua constituicdo quimica (Matasgbll 2009) e mecanismos de a¢do em insetos.
Desse modo, se faz necessario dar continuidadesgsiipas neste sentido, para ampliar
0 conhecimento sobre as plantas com propriedadesididas, bem como descobrir

novas substancias ativas com possibilidade deasomtirole de insetos praga.

Os extratos dé. conyzoide® C. sativumforam capazes de alterar a fisiologia
de operarias de formigas-cortadeiras. Essa alieagde ser prejudicial para a colonia,
reduzindo a disponibilidade energética para outteefas. Além disso, esse fato pode
contribuir para o entendimento de como esses egtrafio capazes de causar a
mortalidade das operérias, como constatado pela Myeaam Ribeiro (comunicacéo
pessoal). Esses resultados sugerem que 0 uso dedsESS podem ser promissores
como estratégia complementar no manejo integradordegas-cortadeiras. Entretanto,
muito ha que ser conhecido a respeito da relacfie esses extratos e seus efeitos na

fisiologia desses insetos, e ainda, se essas@edisiologicas comprometem, de fato,
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o trabalho social das formigas, sendo necessar&gres investimentos em pesquisas
nesse sentido. Talvez, desta forma, possam senteados novas substancias capazes
de compor o manejo integrado de formigas-cortasiciempecialmente substancias
oriundas da natureza e que promovam 0 combatesdrepsrtante grupo de pragas de

forma mais sustentavel.
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CAPITULO 2: Extratos de Ageratum conyzoidesCoriandrum sativume Mentha
piperitainibem o desenvolvimento do fungo simbionte dasrmigas-cortadeiras

RESUMO

As formigas-cortadeiras vivem em simbiose com ungéuque é cultivado por elas no
interior dos formigueiros. O fungbeucoagaricus gongylophorus a principal fonte
nutricional dessas formigas que, em contraparttdesecem condicdes para 0 seu
desenvolvimento. Essa relacdo com o fungo é crpeia a sobrevivéncia da colbnia.
Assim, a morte do fungo leva ao colapso do formrgudortanto, uma das formas de
se eliminar uma colénia de formigas-cortadeiradaspela supressao do fungo. Extratos
botanicos deAgeratum conyzoide€oriandrum sativume Mentha piperitapossuem
comprovada agao contra as formigas, causando sutalicde. Entretanto ndo se
conhece os efeitos desses extratos sobre o fungmosite das cortadeiras. Portanto,
este trabalho objetivo-se em determinar os efatsxtratos deA. conyzoidesC.
sativum e M. piperita sobre o fungo simbionte das formigas-cortadeirhs,

gongylophorusAs atividades foram realizadas no Laboratoérid-denigas-Cortadeiras
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da UFV, onde se avaliou o crescimento do fungoivadbd em meios de cultura
misturados a trés concentracdes dos extratos datapl Os extratos das trés espécies
investigadas tiveram efeito inibitério soliregongylophorusO melhor desempenho foi
obtido com o extrato d€l. piperita que na menor concentracdo causou reducao de 96%
da biomassa do fungo. O extratoAleconyzoidesambém apresentou elevada atividade
de inibicdo na menor concentracdo. Os extratosr@asespécies de planta causaram

inibicéo total do fungo, na maior concentracao.
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1. INTRODUCAO

As formigas pertencentes a tribo Attini sdo aguejae cultivam um fungo, no
interior de seus ninhos, que Ihes servem de alom@slla Lucia & Souza 2011). Esse
fungo foi descrito por Mdller e, inicialmente, ddgado comoRozytes gongylophora
(Moller 1893). A partir dai, houve algumas alteeg;@m sua classificacdo, passando a
se chamar_eucocoprinus gongylophorugosteriormenteleucoagaricus weberg,
finalmente Leucoagaricus gongylophorusomo é atualmente classificado (Pagnatca

al 2011).

A relacéo entre formigas e fungos acontece hapeloos 50 milhdes de anos
(Mueller et al 1998). As formigas-cortadeiras surgiram entre Bbemilhdes de anos
atrds (Fowler 1983) e sua relacdo cam gongylophorusevoluiu tanto, que é
estritamente necessaria para ambos. Para o sewdesmento, o fungo necessita de
defesa contra outros microrganismos e de substfagséo providos pelas cortadeiras,
que, por sua vez, dependem do fungo para sua a#ig&n (Moreiraet al 2011). O
fungo € a principal fonte nutricional para os aoluk para a prole (Quinlan & Cherrett

1979, Silveet al2003).
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A agricultura realizada pelas cortadeiras se dif@ee daquela praticada por
outros grupos de Attini, principalmente pelo sudtstutilizado para o desenvolvimento
do fungo. Enquanto os grupos mais basais usamspatetas de plantas, carcacas de
invertebrados e, ou, fezes de insetos, as corgl@rincipalmenteitta e Acromyrmex
utilizam partes frescas de vegetais (Della Luci&&uza 2011). Assim, as formigas
cortam uma enorme variedade de vegetais, apresentapacidade de selecao entre o
material a ser cortado, de acordo com suas prautésdfisicas e quimicas (Hubbel &
Wiemer 1983). Dentre as caracteristicas quimicaswe planta, a presenca e o teor de
compostos secundarios, tais como taninos e alespi sua qualidade nutricional em
relacdo as necessidades do fungo sao fatores tprendeam a seletividade (Rockwood
1976). Dentro da gama de espécies vegetais utiizpdlas cortadeiras, estdo plantas
amplamente cultivadas pelo homem, tanto na agu@ulquanto na silvicultura, bem
como no cultivo de pastagens. A biomassa de follmmtada pelas formigas é téo
grande, que as fazem ser consideradas como a praiga florestal do Brasil (Della

Lucia & Vilela 1993, Anjost al 1998, Oliveiraet al 2011).

A acao de substancias toxicas sobreyongylophorusconstitui uma forma de
combate as cortadeiras, uma vez que, 0 mutualigisteste leva a morte das formigas,
apos a eliminacado do fungo (Fernanéesal 2007). Diante disso, grande numero de
pesquisas tem sido feito, a fim de se encontrast&obias tdéxicas ao fungo simbionte
das formigas, principalmente através do uso detgdawcom atividade fungicida.
Pagnoccaet al (1996) observaram que lignanas (compostos quinseasindarios,
encontrados em algumas plantas) extraidasvidela sebiferae Otoba parvifolia
inibiram o crescimento dé. gongylophorusem laboratorio. Monteire@t al (1998)
avaliaram o desenvolvimento do fungo simbionte doaratados com extratos e acidos

graxos de extraidos de folhas @anavalia ensiformise concluiram que ambos os
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tratamentos apresentaram elevada atividade nagdoibdo crescimento do fungo.
Dentre 0s extratos botanicos que apresentam ef@ikisos tanto para as operarias
guanto para o fungo simbionte estdo os de gergé&asamum indicuin(Hebling-
Beraldoet al 1991, Ribeiraet al 1998), de batata-docgppmoea batatgs(Heblinget al
2000), deHelietta puberula(Almeida et al 2007) e de mamondicinus commun)s

(Bigi et al2004).

Extratos deAgeratum conyzoidggnentrasto) Coriandrum sativun{coentro) e
de Mentha piperita(horteld) sao téxicos para as formigas-cortadegraando aplicados
topicamente nas operarias e quando incorporadasiardieta artificial, sendo espécies
promissoras no controle desses insetos (Dra. MyRapeiro, comunicagao pessoal).
Entretanto, ndo se conhece o efeito desses exgabwms 0 fungo simbionte. Portanto,
com este trabalho teve-se o objetivo de determazarefeitos toxicos de extratos

hexanicos dé\. conizoyde<C. sativume M. piperitasobrel.. gongylophorus
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Preparacédo dos extratos das plantas

As folhas das plantas utilizadas foram coletadasnomicipio de Vicosa. A
metodologia seguida para a obtencéo dos extrataefioelhante a de Moreira (2001).
De cada uma das espécies de plantas coletadas, dtados cerca de 500g de folhas,
de varios individuos, para a extracdo com hexan&eemmeyers de 2000mL, por 48
horas. Apos filtracdo, a solucdo hexanica foi cotregla em evaporador rotativo de
baixa pressdo e temperatura reduzida (< 50° C)neseguida, foi armazenada sob

refrigeracdo para os testes biologicos.

2.2. Aplicagdo em meio de cultura do fungo

Neste bioensaio, realizado em capela de fluxo lamih mL do extrato foi
misturado a 9 mL de meio de cultura preparado dedaccom Pagnoccat al (1990). A
mistura foi, entdo, vertida em placa de Petri (200mm), onde foram repicados discos

padronizados com 1 cm de didmetro do fubhggongylophoruspreviamente cultivado
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em laboratério, de acordo com Pagnoetal (1990). As placas foram vedadas com
filme de PVC e acondicionadas em estufa incubaijooeB.O.D. a temperatura de 26 +

2°C, 70% de umidade relativa e sem iluminacdo popariodo de 30 dias. Apds esse
periodo, o micélio do fungo foi coletado e colocadoa secar em estufa a 40° C por 48

horas. Passado esse periodo, foi verificada a ndasfsamgo, em balanca de precisao.

O delineamento utilizado foi o inteiramente casaszabd, composto por cinco
tratamentos de trés concentragdes e duas testemuxghaoncentracdes foram 25, 50 e
100 mg de extrato por 1 mL de solucdo de dicloram®tOs tratamentos testemunha
foram compostos por discos do fungo crescendo ecaplcom o meio de cultura e,
outros crescendo em placas com meio de cultura eomdicdo de 1 mL de
diclorometano. Foram utilizadas 10 placas por tnatao, sendo que em cada placa

foram colocados 3 discos do fungo, totalizandoep@ticoes.

Os valores das massas do micélio do fungo forammstithos a ANOVA e,
posteriormente, as médias foram comparadas péeTakey, ao nivel de significancia

de 5%, utilizando-se o software STATISTIEfStatsoft 1999).

32



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os extratos das trés espécies de plantas tivergito sbbrel.. gongylophorus,
reduzindo o seu crescimento (p< 0,01). Os extrd®M. piperita e A. conyzoides
reduziram a biomassa do fungo na menor concentragéada (25 mg/ml) (Figuras 1
e 2), enquanto que o extrato de coentro ndo calsmracdes significativas na biomassa
do fungo nas concentracoes de 25 e 50 mg/ml (F@jurd concentracédo de 100 mg/ml
inibiu completamente o desenvolvimento do fungotedos os extratos, levando-o a
morte. A adicdo do solvente diclorometano ao meicultura ndo teve efeito sobre o
crescimento dé&. gongylophorusconforme constatado pelo teste de Tukey (Figlyas
2e3).

Os dados do percentual de reducédo da biomassagimgylophorugprovocada

pelos extratos das trés plantas estdo expostoabedarl.
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Figura 1: Massa do micélio deeucoagaricus gongylophorysg) em meio de cultura
(meio), em meio adicionado ao solvente diclorometaiclorometano) e em meios de
cultura com extrato delentha piperitanas concentracdes de 25, 50 e 100 mg/ml. Letras
iguais nas barras correspondem a médias semellfdntes/,a= 5%).
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Figura 2: Massa do micélio deeucoagaricus gongylophorysg) em meio de cultura
(meio), em meio adicionado ao solvente diclorometaiclorometano) e em meios de
cultura com extrato dageratum conyzoidasas concentracdes de 25, 50 e 100 mg/ml.
Letras iguais nas barras correspondem a médiastsetes (Tukeyg= 5%).
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Figura 3: Massa do micélio deeucoagaricus gongylophorysg) em meio de cultura
(meio), em meio adicionado ao solvente diclorometa@hiclorometano) e em meios de
cultura com extrato d€oriandrum sativurmas concentragcdes de 25, 50 e 100 mg/ml.
Letras iguais nas barras correspondem a médiastsetes (Tukeyg= 5%).

TABELA 1: Efeito de diferentes concentracdes dosatas deAgeratum conyzoides
(mentrasto) Coriandrum sativun{coentro) eMentha piperita(horteld) na reducéo da
biomassa do fungo simbionte das formigas-cortasléieacoagaricus gongylophorus
Testemunha= meio de cultura + solvente * indic&rdifica estatistica em relacdo a

testemunha (Tukey= 5%)

Extrato Concentracda Reducédo da
(mg/ml) biomassa (%)
Testemunha 7
25 81*
Mentrasto 50 o3¢
100 100*
Testemunha 13
25 23
Coentro 50 -
100 100*
Testemunha 0
= 25 96*
Hortela 0 oo
100 100*

Verifica-se que o melhor desempenho na avaliagdmiticdo do crescimento

do fungo foi obtido com o extrato d@. piperita, que mesmo na menor concentracao

causou reducdo de 96% em sua biomassa. A segextrato deA. conyzoidegeve
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desempenho acima de 80% na inibicaoLdegongylophorus Com o extrato deC.
sativum na concentracado de 25 mg/ml a reducgéo foi de 2B€%e mesmo percentual
foi obtido pelo extrato d€. sativumna redugcao do crescimento do fungo patogénico
Aspergillus flavusde acordo com Rahmat al (2000). Outros trabalhos investigaram o
efeito do extrato dessa planta em fungos patogérilddokoto et al 1980, Akgul &
Kavang 1988, Basilico & Basilico 1999), demonstmangde o extrato ndo interferiu no
crescimento desses fungos. Entretanto, as concéesraitilizadas nessas avaliacdes
foram inferiores as empregadas no presente estsgm.pode ser um indicio de que
somente elevadas concentragcdes do extraf dativumsao capazes de exercer efeitos

deletérios ao desenvolvimento de fungos.

Os expressivos resultados obtidos na inibicaoLdegongylophoruspor M.
piperita foram verificados, também, contra fungos patogénidontes-Belmont &
Carvajal (1998) constataram total inibicAo do dreeato deA. flavusem gréos de
milho tratados com o 6leo essencial da planta. Pagateet al (2005), o 6leo essencial

deM. piperitaapresentou moderada atividade coftamdida albicans

A acdo antifungica dé. conyzoidega havia sido relatada na literatura. O
extrato dessa planta reduziu em 63% a biomasga flievus causando danos celulares
e alteracdes morfoldgicas irreversiveis (Nogueiral 2010). EmFusarium solani a
reducdo da biomassa superou os 80% (Javed & BaehR). A total inibicdo do
crescimento do fungo por extrato Aeconyzoidescomo constatado neste trabalho, foi

verificada também por Bajwet al (2001) emAspergillus fumigatus

O elevado grau de inibicdo degongylophorugpelos extratos del. piperitaeA.
conyzoidessupera 0s resultados obtidos com extratos de ddesementes d€itrus

limon (Ribeiroet al 1998) e com extrato hexanico de folhafil@nus comuni¢Bigi et
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al 2004). Ja Pagnoced al (1996) avaliaram o efeito de compostos secundéidasdos
de Virola sebiferae Otoba parvifoliasobre o crescimento do fungo cultivado pelas
cortadeiras e constataram que as substancias sesampigalgravina foram capazes de
causar completa inibicdo do desenvolvimento do dungso indica que o isolamento
das substancias ativas presentes nos extratils dperita A. conyzoideg C. sativum
pode aumentar a eficiéncia dessas plantas naaoilo desenvolvimento do fungo,
uma vez que pequenas concentracdes dessas sudsstpodficadas poderiam ser
empregadas contta gongylophorus

De acordo com Nogueiet al (2010), os principais constituintes do extrat®®de
conyzoidessédo precoceno | e Il (89,13%), cumarina (5,01%jrams-cariofileno
(3,02%). O Oleo de sementes @e sativumé composto principalmente por linalol
(75,3%), geranil (8,12%) @pineno (4,09%), segundo Singhal (2006). Os principais
constituintes do 6leo dbl. piperita sdo acetato de menthil, menthol, menthofuran,
menthone, 1.8 cineol e-limoneno, sendo que as concentragdes sdo dependdsmd
praticas de cultivo da planta (Scravehial 2005). Assim, esses compostos podem estar
envolvidos na bioatividade das plantas contra ogdursimbionte das formigas-
cortadeiras, sendo necessaria a realiza¢do de feste comprovacao desta hipotese.

Neste trabalho, p6de-se constatar que os extraa@nitos deM. piperita A.
conyzoidese C. sativum foram capazes de inibir o crescimento do furigo
gongylophorussendo que a concentracdo de 100 mg/ml dos trédasxfoi letal para o
fungo. As porcentagens de inibicdo mais expres$orasn obtidas pelos extratos klie
piperita e A. conyzoidegsque mesmo na menor concentracao tiveram forieo afia
reducao da biomassa do fungo simbionte.

Os resultados obtidos sdo encorajadores no queedpeito a utilizacdo de

espécies vegetais para uso no combate as fornigasleiras. Entretanto, para se
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atingir esse fim, novos investimentos devem sdizegids no sentido de se conhecer e
isolar os constituintes dessas trés espécies daplanvolvidos no processo de inibigdo

do fungo.
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CONCLUSOES GERAIS

O extrato hexanico d€oriandrum sativumelevou a resposta imunitaria de
operarias dé\tta sexdens rubropilos@®s extratos dégeratum conyzoides Mentha

piperita ndo tiveram efeito sobre a imunocompeténcia diiginuos.

O extrato deA. conyzoidesicelerou o metabolismo respiratério das operarias,

enguanto que os outros dois extratos nao afetagaroa@sumo de oxigénio.

Os extratos das trés espécies de planta inibirasmpletamente o

desenvolvimento do fungo simbionte das formigasaci@iras.

As trés espécies de plantas apresentaram efdite &3 colénias e merecem
maiores investigacdes para que possam ser utiizaalananejo integrado de formigas-

cortadeiras.
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