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RESUMO

PINHEIRO, Heloisa Safira Santos. Atividade inseticida do 6leo essencial de Cymbopogon
spp. (Poaceae) em operarias e colénias de Atta sexdens (Formicidae: Attini). S&o Cristovao:
UFS, 2021. 60p. (Dissertacdo — Mestrado em Agricultura e Biodiversidade).*

As formigas cortadeiras (Formicidae: Attini) sdo insetos desfolhadores que se destacam como
um dos mais importantes insetos-praga na regido Neotropical, pois causam danos as culturas
agricolas e florestais. Além da sua abundancia e ampla distribuicdo, as formigas cortam partes
frescas das plantas para servirem de substrato para o fungo simbionte que elas cultivam. O
método de controle mais utilizado s&o as iscas toxicas granuladas que representa, atualmente,
0 principal método de controle destes insetos-praga, porém a busca por novos compostos
formicidas tem aumentado constantemente, incluindo nos vegetais com atividade inseticida,
principalmente devido a seguranca presumida desses compostos para 0 homem e o ambiente.
Assim, o objetivo dessa pesquisa foi avaliar a atividade inseticida e os efeitos subletais do 6leo
essencial de Cymbopogon citratus, Cymbopogon martinii e Cymbopogon nardus, em operarias
de Atta sexdens, expostas a aplicacdo tdpica por contato e fumigacdo; e a atividade inseticida e
fungicida do oOleo essencial de C. citratus, via nebulizacdo, em coldnias de Atta sexdens
mantidas em condi¢des de laboratorio. O trabalho foi realizado no Laboratério de Entomologia
Florestal do Departamento de Ciéncias Florestais da Universidade Federal de Sergipe, em Séo
Cristdvao, estado de Sergipe. O 6leo essencial de C. citratus apresentou atividade inseticida
enguanto os 6leos essenciais de C. martinii e C. nardus apresentaram uma atividade inseticida
menor, mas todas as espécies afetaram o comportamento de caminhamento das operarias de A.
sexdens. O Oleo essencial de C. citratus apresentou atividade inseticida para o controle de
formigas cortadeiras e fungicida para o controle do fungo simbionte. Esse 6leo essencial causou
perdas significativas no peso da massa fungica das col6nias e mortalidade das rainhas e
operérias, evidenciando ser promissor para o desenvolvimento de novos inseticidas para o
manejo dessa espécie-praga.

Palavras-chave: Bioinseticida, Controle alternativo, Criacdo massal, Formigas cortadeiras,
Plantacdes florestais.

* Comité Orientador: Genésio Tamara Ribeiro — UFS (Orientador).



ABSTRACT

PINHEIRO, Heloisa Safira Santos. Insecticidal activity of Cymbopogon spp. (Poaceae)
essential oil on worker ants and colonies of Atta sexdens (Formicidae: Attini). S&o
Cristévado: UFS, 2021. 60p. (Master of Science in Agriculture and Biodiversity).*

Leafcutter ants (Formicidae: Attini) are defoliating insects; they are one of the most prominent
pests in the Neotropical region, due the damage they may cause in both agricultural and forest
crops. They are abundant and widely distributed and cut fresh parts of plants to use as a substrate
for the symbiotic fungi they grow inside their nests. Currently, the main method for controlling
these insect pests is through the use of toxic baits. However, the search for new anticide
compounds has steadily increased, including plant compounds with insecticidal activity, mostly
due to the presumed safety of these compounds for human beings and the environment.
Therefore, the aim of this study was to evaluate the insecticidal activity and the sublethal effects
of Cymbopogon citratus, Cymbopogon martinii, and Cymbopogon nardus essential oils on Atta
sexdens worker ants exposed to topical application through contact and through fumigation,
and to evaluate the insecticidal activity of C. citratus essential oil through nebulization on Atta
sexdens colonies under laboratory conditions. The study was performed in the Forest
Entomology Laboratory of the Department of Forestry Sciences at the Universidade Federal de
Sergipe in Sdo Cristovao, Sergipe, Brazil. The C. citratus essential oil showed significant
insecticidal activity, whereas the insecticidal activity of C. martinii and C. nardus was less.
However, all the species (essential oils) affected Atta sexdens worker ant behavior and
movement. The C. citratus essential oil showed insecticidal activity for control of leafcutter
ants, as well as fungicidal activity against the symbiotic fungi. This essential oil caused
considerable loss in the weight of fungal mass in the colonies, along with mortality of the queen
and worker ants, which proves to be promising for development of new insecticides for
management of this insect pest.

Key-words: Bioinsecticide, Alternative control, Mass rearing, Leafcutter ants, Forest crops.

* Supervising Committee: Genésio Tamara Ribeiro — UFS (Orientador).



1. INTRODUCAO GERAL

As formigas cortadeiras (Formicidae: Attini) sdo insetos desfolhadores que se destacam
como uma das mais importantes pragas na regido Neotropical, pois causam danos as culturas
agricolas e florestais. Além da sua abundancia e ampla distribuicdo, as formigas cortam partes
frescas das plantas para servirem de substrato para o fungo simbionte que elas cultivam
(BRITTO et al., 2016; DELLA LUCIA; GANDRA; GUEDES, 2014; ZANETTI et al., 2014).

Segundo estimativas globais, os danos econdmicos causados pelas formigas cortadeiras
podem atingir bilhdes de dolares anualmente (MONTOYA-LERMA et al., 2012). Esses dados
sdo fortalecidos pela observacdo de que a desfolha sucessiva compromete o crescimento, a
estrutura e o rendimento das espécies cultivadas (MATRANGOLO et al., 2010), cerca de 30%
dos custos de manejo da plantacdo até o terceiro ciclo sdo gastos no controle de formigas
cortadeiras (ALIPIO, 1989).

Anjos et al. (1998) descreveram que o desfolhamento provocado pelas formigas causa
prejuizos de 13% da colheita e que, em ecossistemas tropicais, elas consomem cerca de 15%
da producdo florestal. Segundo Zanetti et al. (2003) as formigas cortadeiras sdo consideradas
as principais pragas de reflorestamentos no Brasil.

Atualmente o uso de iscas toxicas granuladas é o principal método de controle destes
insetos-praga. Além de apresentarem excelente controle, as iscas formicidas granuladas séo
consideradas como o Unico método que apresenta viabilidade técnica, econdmica e operacional
no controle de formigas cortadeiras (BRITTO et al., 2016), porém o numero reduzido de
ingredientes ativos recomendados e os requisitos das certificadoras florestais tém dificultado o
manejo das formigas cortadeiras (JUNG et al., 2013).

Por outro lado, a busca por novos compostos vegetais com atividade inseticida
aumentou nos Gltimos anos, principalmente devido a seguranca presumida desses compostos
para 0 homem e o meio ambiente (DELLA LUCIA; GANDRA; GUEDES, 2014). Por isso,
inseticidas eficientes e ambientalmente mais seguros tém sido o foco de estudos envolvendo
produtos de origem vegetal com atividades biol6gicas, como o efeito formicida (FEITOSA-
ALCANTARA etal., 2017; OLIVEIRA etal., 2017; ROCHA et al., 2018; SILVA et al., 2019).

As espécies de plantas ndo atacadas por insetos-praga geralmente apresentam
metabolitos secundarios tdxicos. Esses compostos sdo promissores como alternativa aos
inseticidas organossintéticos e podem ser utilizados no manejo de formigas cortadeiras,
possibilitando reduzir os problemas econémicos, sociais e ambientais causados pelos
inseticidas convencionais, além de aumentar o nimero de ingredientes ativos utilizados no
manejo de formigas cortadeiras (FEITOSA-ALCANTARA et al., 2017).

Nesse contexto, esta inserido o0 Cymbopogon, um género de plantas com muitas espécies
conhecidas por seu alto teor de 6leo essencial, amplamente distribuido nas regides tropicais e
subtropicais da Asia, Africa e América. Estudos in vivo e in vitro revelaram efeitos
farmacoldgicos benéficos de Cymbopogon spp., incluindo propriedades anticancer,
cardioprotetoras, anti-inflamatorias, antioxidantes, antidiabéticas, anticolinesterasicas,
antibacterianas e antifungicas (AVOSEH et al., 2015).

Assim, a busca por novos ingredientes ativos para 0 manejo de formigas cortadeiras é
importante para o desenvolvimento de métodos alternativos de controle. Com isso, 0 objetivo
deste estudo foi avaliar a atividade inseticida e os efeitos subletais do 6leo essencial de
Cymbopogon citratus, Cymbopogon martinii e Cymbopogon nardus, em operarias de Atta
sexdens, expostas a aplicacdo topica por contato e fumigacdo; e a atividade inseticida e
fungicida do oleo essencial de C. citratus, via nebulizacdo, em col6nias de Atta sexdens
mantidas em condicdes de laboratorio.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. O setor florestal e sua importancia econémica

As florestas plantadas no Brasil representam 2,67% das plantadas no mundo, colocando
0 pais em nono em termos de area plantada (FAO, 2015). A area total de arvores plantadas em
2019 totalizou 9,0 milhdes de hectares. Desse total, as plantacGes de eucalipto ocupam 6,97
milhGes de hectares enquanto as areas com pinus somam 1,64 milhdo de hectares. Além desses
cultivos, existem 0,39 milhdo de hectares plantados de outras espécies, entre elas a seringueira,
acécia, teca e parica (IBA, 2020).

A adogdo de boas praticas de manejo, o melhoramento genético e as condi¢des
edafoclimaticas do pais levaram a um reconhecimento mundial da alta produtividade brasileira,
considerando o volume de madeira produzido por area ao ano; e uma das rotagcdes mais curtas,
considerando o tempo decorrido entre o plantio e a colheita das arvores, quando comparado aos
demais paises produtores de madeira no mundo. Em 2019, o Brasil apresentou uma
produtividade média de 35,3 m%/ha.ano nos plantios de eucalipto, uma ligeira queda em relagio
a 2018 (36,0 m®ha.ano), que pode estar associada ao efeito das mudancas climaticas, expansio
para novas areas, fatores bioticos e abidticos. Ja no plantio de pinus, houve um aumento de
produtividade para 31,3 m%ha.ano, que pode estar relacionado a alguns fatores: programas de
melhoramento genético e fertilidade do solo, manejo de plantas em viveiro e a mecanizagéao de
plantios que antes eram semimecanizados (IBA, 2020).

O setor brasileiro de arvores plantadas impulsionou a economia nacional com uma
receita bruta de R$ 97,4 bilhdes em 2019, um crescimento de 12,6% em rela¢&o ao ano anterior,
representando 1,2% do PIB brasileiro e 6% do PIB setorial. A contribuicdo do setor na balanca
comercial permaneceu significativa em relacdo a 2018, o saldo foi de US$ 10,3 bilhdes em
2019, o segundo melhor resultado dos Gltimos 10 anos (IBA, 2020).

Porém as formigas cortadeiras afetam o estabelecimento das plantacGes florestais e,
portanto, o desempenho desse setor (ZANUNCIO et al., 2016). A magnitude geral das perdas
causadas pela atividade de forrageamento das formigas cortadeiras apoia seu status de praga na
agricultura e nas florestas plantadas. Estimativas globais aproximadas de perdas econémicas
causadas pelas formigas cortadeiras atingem bilhdes de délares, e essas estimativas sao
consideradas conservadoras (MONTOYA-LERMA et al., 2012). Cerca de 30% dos custos de
manejo das florestas plantadas s3o gastos no controle de formigas cortadeiras (ALIP1O, 1989).

Eventos de desfolha em eucalipto podem reduzir o diametro das arvores em 11 mm e
0,7 m em altura, causando uma perda de 13% no volume de madeira no final de um ciclo de
sete anos (OLIVEIRA et al., 2011). Além disso, sucessivas desfolhas podem comprometer o
crescimento e a forma das arvores e, consequentemente, o rendimento de espécies arboreas
como eucalipto e pinus (HERNANDEZ; JAFFE, 1995; MATRANGOLO et al., 2010), e a alta
frequéncia de desfolhamento por formigas cortadeiras compromete a producdo e a receita
florestal (MATRANGOLO et al., 2010).

2.2. Biologia das formigas cortadeiras

As formigas cortadeiras sdo insetos sociais verdadeiramente e sdo caracterizados por
trés caracteristicas: (1) cuidados cooperativos com a prole, (2) divisdo produtiva do trabalho e
(3) geracOes sobrepostas em estagios, que contribuem para o trabalho das colonias (WILSON,
1971; WILSON; HOLLDOBLER, 2005). Polimorfismo e polietismo existem nas formigas
cortadeiras, ilustrando a complexidade da organizacéo social de sua col6nia. Uma colonia €
formada pela rainha (que ndo tem asas), machos e fémeas alados (ocorrendo em periodos
reprodutivos discretos) e trabalhadores (WILSON, 1980). Essa estrutura permite uma divisao
eficiente do trabalho dentro da col6nia, incluindo cuidados e higiene, além do cultivo de fungos,
entre outros comportamentos, e exige complexidade estrutural e interagdo social para permitir
a coexisténcia de até milhdes de individuos em uma Unica colonia (DELLA LUCIA;
GANDRA; GUEDES, 2014).
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As formigas cortadeiras sao insetos abundantes na maioria dos ecossistemas terrestres
(WILSON, 1971). Pertencem a ordem Hymenoptera, assim como as vespas e abelhas, que se
distribuem em varias familias, enquanto que as formigas estao todas agrupadas em uma unica
familia, Formicidae (HOLLDOBLER, WILSON, 1990). Essa familia contém 21 subfamilias,
sendo a de maior agrupamento a subfamilia Myrmicinae, onde se encontra a tribo Attini
(BOLTON, 2003).

A taxonomia da tribo Attini (Hymenoptera: Formicidae) esta distribuida em 15 géneros
e 297 espécies ja registradas (BOLTON et al., 2006), apresentando ampla distribui¢éo na regido
Neotropical (WEBER, 1972). A existéncia de diferencas consideraveis entre os géneros,
dividem os Attini em dois grupos, Attini basais e Attini derivadas (SCHULTZ; BRADY, 2008).

Os Attini basais (Apterostigma, Cyphomrmex, Mycetarotes, Mcetagroicus,
Mycetophylax, Mycetosoritis, Mycocepurus e Myrmicocrypta) séo representados por formigas
inconspicuas, de habitos cripticos e que ndo cortam partes vivas das plantas, de maneira geral,
possuem pequenas coldnias, com baixa longevidade e seu fungo é menos especializado
(Lepioteceae) (DELLA LUCIA; SOUZA, 2011). Existem evidéncias crescentes de que todos
os fungos cultivados pelas Attini basais tenham parentes proximos de vida livre (VO et al.,
2009).

Os géneros Atta, Acromyrmex, Sericomyrmex e Trachymyrmex compreendem os Attini
derivadas, assim considerados por apresentarem as maiores colénias, maior tamanho dos
individuos e maior complexidade social (DELLA LUCIA; SOUZA, 2011).

As formigas-cortadeiras, bem como os demais tdxons de Attini, cultivam o fungo
simbionte do qual se alimentam e asseguram a sua reproducéo clonal (AUTUORI, 1956). A
dependéncia de fungos como fonte alimentar exclusiva surgiu apenas uma vez em formigas,
nos Myrmicinae Attini, que incluem espécies dependentes obrigatdrias da cultura de fungos
mutualisticos para alimentar os adultos e larvas (MUELLER et al., 2001). Em sua quase
totalidade, o fungo cultivado pelas Attini pertence a dois géneros — Leucoagaricus e
Leucocoprinus — pertencentes a tribo Leucocoprineae, da familia Lepiotaceae (Agaricales:
Basidiomycota). Essa relacdo simbidtica surgiu ha 50 milhGes de anos (WILSON, 1971;
SCHULTZ; BRADY, 2008). No entanto, o surgimento dos géneros especializados no corte de
partes vivas de plantas para o cultivo do fungo simbionte, Atta Fabricius e Acromyrmex Mayr,
ocorreu muito tempo depois, entre 5-15 milhGes de anos atras, um periodo que coincide com a
expansdo de pastagens na América do Sul. Apenas os géneros Atta e Acromyrmex sao
considerados as verdadeiras formigas cortadeiras, pois todas as espécies dos géneros utilizam
partes verdes de plantas para o cultivo do fungo simbionte (BRANDAO; MAYHE-NUNES;
SANHUDO, 2011; DELLA LUCIA; SOUZA, 2011).

Das varias espécies encontradas no Brasil — nove pertencentes ao género Atta e 24 ao
género Acromyrmex (BACCARO et al., 2015) — apenas algumas sdo pragas importantes, mas
causam consideraveis perdas econdmicas para a agricultura, especialmente para Eucalyptus,
Citrus, cana-de-acUcar e pastagens, e sdo consideradas pragas graves das plantas cultivadas
(DELLA LUCIA, 2003).

2.3. Genéro Atta

As espécies de Atta, popularmente denominadas formigas salvas, pertencem a tribo
Attini, da familia Formicidae. As sauvas distinguem-se por possuirem trés pares de espinhos
dorsais e sdo geralmente maiores (12 a 15 mm).

Os sistemas de castas e padrdes de diviséo de trabalho do género Atta sdo um dos mais
complexos dentre as sociedades das formigas (WILSON, 1980). Na casta operaria distinguem-
se: jardineiras (largura da capsula cefélica de 0,8 a 1,0 mm) que cuidam do jardim de fungo e
da prole; generalistas (cerca de 1,4 mm de céapsula cefalica) que desenvolvem atividades
diversas; forrageadoras e escavadoras (largura da capsula cefalica de 2,0 a 2,2 mm) que séo
responsaveis pelas atividades de forrageamento e escavacdo da colonia; e soldados (capsula
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cefélica de cerca de 3,0 mm) que atuam na defesa da colbnia juntamente com as operarias
(WILSON, 1980; SOUZA; SANTOS, DELLA LUCIA, 2011).

As colbnias construidas pelos insetos sociais sdo consideradas as mais sofisticadas da
natureza (THERAULAZ et al., 1998; HANSELL, 2007), nas formigas cortadeiras dos géneros
Atta e Acromyrmex, além dos mecanismos de protecdo, existe ainda grande especializacdo na
construcdo dessas coldnias, atingindo maior complexidade estrutural nas espécies do género
Atta, dentre os Attini (FORTI et al., 2011).

Depois do acasalamento, tanto as fémeas de Atta quanto as de Acromyrmex caminham
na superficie do solo, perdem suas asas e procuram um lugar para iniciarem a escavacao de uma
nova colénia. Uma coldnia de Atta se constitui da parte externamente visivel, murundu ou
monte de terra solta, que se caracteriza por possuir grande quantidade de orificios que levam a
parte interna, sendo essa formada por tdneis de diversos didmetros e formas, que permitem o
transito das formigas e interligam os orificios com as camaras (FORTI et al., 2011). As colbnias
de Atta sexdens sdo construidas somente em locais sombreados (MARICONI, 1970), e a
deposicédo de terra sobre essas coldnias € bastante irregular (SILVA, 1981).

A distribuicdo geogréfica das salvas esta restrita ao continente americano, ocorrendo
desde o sul dos Estados Unidos até o norte da Argentina (HOLLDOBLER; WILSON, 1990).
No Brasil, as espécies economicamente mais importantes do género Atta sdo: Atta capiguara,
A. cephalotes, A. laevigata, A. opaciceps e A. sexdens, incluindo suas subespécies (DELLA
LUCIA, 2003).

2.4. Controle quimico de formigas cortadeiras

As formigas cortadeiras apresentam uma série de caracteristicas que tornam as técnicas
de controle desses insetos totalmente diferentes de outras pragas. Essas caracteristicas incluem
0 comportamento social, atividades de forrageamento, cultivo de fungos, altos niveis de higiene
de individuos e das coldnias e alta complexidade estrutural dessas col6nias (DELLA LUCIA,;
GANDRA; GUEDES, 2014).

O controle quimico de formigas cortadeiras é a técnica mais importante no manejo de
pragas florestais das empresas certificadas e a mais utilizada para o controle de formigas
cortadeiras em plantagdes florestais (ZANETTI et al., 2014), ndo por simples escolha, mas
porque € a Unica com resultados satisfatorios para o controle dessa praga devido as estratégias
comportamentais desses individuos (MONTOYA-LERMA et al., 2012; DELLA LUCIA,;
GANDRA; GUEDES, 2014). Os inseticidas mais utilizados para o controle de formigas
cortadeiras séo a sulfluramida, fipronil, deltametrina e o fenitrothion (ZANETTI et al., 2014),
todos proibidos e em processo de derrogacédo pelo FSC (Forest Stewardship Council).

O controle quimico das formigas cortadeiras pode ser aplicado na forma de pés secos,
gases liguefeitos, nebulizacdo térmica ou iscas granuladas.

As formulagdes em pd seco apresentam limitagcbes, como baixa capacidade de
penetracdo nas camaras mais profundas que abrigam a rainha e o fungo (DELLA LUCIA,
GANDRA; GUEDES, 2014) e, no caso de solos umidos, aderéncia do produto as paredes dos
canais das coldnias, prejudicando a sua eficiéncia. A utilizacdo de gases liquefeitos no controle
de formigas cortadeiras, como o brometo de metila, foi proibido devido a sua alta toxicidade ao
homem e ao ambiente. Liquidos termonebulizaveis e iscas granuladas sdo atualmente as formas
mais empregadas no controle das cortadeiras, em razdo de sua eficiéncia e operacionalidade,
porém formicidas de formulacdo liquida apresentam algumas limitagGes, como o elevado custo
de aquisicdo dos termonebulizadores, manutencdo do equipamento, além da necessidade de
pessoal treinado para opera-lo (OLIVEIRA et al., 2011).

O uso de iscas toxicas é mais seguro, pratico, econdmico (ZANETTI et al., 2014) e
supera os desafios da arquitetura da col6nia, visto que a isca é transportada e uniformemente
distribuida nas cdmaras pelas proprias formigas (BRITTO et al., 2016). O principal ingrediente
ativo nas iscas € geralmente fipronil ou sulfluramida (OLIVEIRA et al., 2011). O uso desses
compostos € restrito pelo Forest Stewardship Council (FSC), que define padrdes de seguranca
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e sustentabilidade ambiental para a certificacdo internacional de manejo florestal. Empresas
florestais enfrentam restricGes de certificacdo, falta de agentes de controle e técnicas para
manterem essas pragas abaixo do nivel de dano econdmico (DELLA LUCIA; GANDRA;
GUEDES, 2014).

O Forest Stewardship Council (FSC), incluiu na lista de produtos com restri¢do de uso,
alguns muito conhecidos e tradicionalmente utilizados no setor de florestas plantadas, para o
controle de pragas e doencas, como, por exemplo, a sulfluramida e o fipronil, os dois principais
ingredientes ativos utilizados na forma de iscas granuladas, para o controle de formigas
cortadeiras (MENEGHETTI; REBELO; VITORINO, 2015).

Devido a falta de alternativas eficazes para o controle de formigas cortadeiras, empresas
certificadas recorreram a processos de derrogacdo, para continuarem utilizando esses
inseticidas (ZANUNCIO et al., 2016).

As derrogacdes normalmente sdo emitidas para um periodo de cinco anos, ndo sendo
permitida extensdo da derrogagdo depois do vencimento deste prazo. Portanto, as empresas
florestais brasileiras, que sdo certificadas pelo FSC, terdo que abandonar ou diminuir
drasticamente o uso da sulfluramida e do fipronil e/ou encontrar solucdes e produtos
alternativos para o controle de formigas cortadeiras, substituindo estes dois ingredientes ativos
por outros que ndo sejam prejudiciais a0 meio ambiente, para que ndo percam as suas
certificacGes deste que € um importante selo verde do mundo (LOPES, 2009).

2.5. Compostos botanicos no controle de formigas cortadeiras

Para desenvolver formicidas eficientes, as pesquisas devem se voltar para substancias
gue inibam ou matem rainha e/ou fungo simbionte dessas formigas, matando-as por inanicéao e
assim controlando-as adequadamente. Também € imprescindivel para a eficiéncia no controle
qgue essas substancias ajam por ingestdo, ndo sejam repelentes, apresentem acdo toxica
retardada, sejam letais em baixas concentracOes e paralisem a atividade de corte logo nos
primeiros dias apds a aplicacdo (LEMES et al., 2016).

Os esforcos para o desenvolvimento de produtos alternativos aos inseticidas
convencionais parecem mal direcionados por procurarem substancias que matam as operarias
e soldados, e ndo os formigueiros. Agentes de controle biol6gico e quimico que visam a propria
rainha ou impactam substancialmente uma casta associada ao cuidado da prole e a presenca de
rainhas (ou fungos) sdo mais propensos a ter sucesso, e esses agentes sdo mais dificeis de obter
(ALVES, 2015).

Um dos objetivos dos estudos com as plantas que apresentam potencial inseticida € a
obtencdo de derivados vegetais naturais para uso direto no controle de pragas. A descoberta de
novos compostos aumenta a diversidade de moléculas empregadas no controle de pragas,
diminuindo, consequentemente, a probabilidade de ocorrer acimulo no ambiente e de provocar
resisténcia nos insetos (BUENO, 2005).

Extratos vegetais tém sido testados para o controle das formigas cortadeiras, sendo que
varias espécies de plantas, incluindo algumas pertencentes a familia Rutaceae, sdo ativas contra
Atta sexdens rubropilosa (Hymenoptera: Formicidae), incluindo Spiranthera odoratissima
(TEREZAN et al., 2010), Helietta puberula (ALMEIDA et al., 2007), Raulinoa echinata
(BIAVATTI et al., 2005) e Citrus limon (FERNANDES et al., 2002), além de Esenbeckia
grandiflora ativa contra Atta sexdens sexdens (GOMES et al., 2016).

Diversas espécies vegetais ja foram analisadas visando o controle de Atta sexdens
rubropilosa (BUENO, 2005), e entre aquelas que apresentaram efeitos satisfatorios encontram-
se Sesamum indicum (BUENO et al., 2004; MORINI et al., 2005), Ricinus communis (BIGI et
al., 2004) e Cedrela fissilis (BUENO, 2005).

Extratos vegetais de Carapa guianensis (Meliaceae), Elaeis guineenses (Arecaceae),
Sesamum indicum (Pedaliaceae), Ricinus communis (Euphorbiaceae), Anacardium occidentale
(Anacardiaceae) e de Azadirachta indica (Meliaceae) foram toxicos a operarias de A. sexdens
rubropilosa, mas ndo controlaram formigueiros no campo quando aplicados em nebulizacéo
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(SANTOS-OLIVEIRA et al., 2006). Oleos essenciais de sementes de Citrus spp. apresentaram
baixa toxicidade ao fungo cultivado pelas formigas cortadeiras (FERNANDES et al., 2002).
Por isso, a importancia de testes em operarias, colonias e no fungo simbionte.

A busca por novos compostos com efeito formicida tém sido o foco de estudos
envolvendo produtos de origem vegetal Eugenia uniflora (Myrtaceae) e Melia azedarach
(Meliaceae) (JUNG et al., 2013), Aristolochia trilobata (Aristolochiaceae) (OLIVEIRA et al.,
2017), Hyptis pectinata (Lamiaceae) (FEITOSA-ALCANTARA et al., 2017), Pogostemon
cablin (Lamiaceae) (ROCHA et al., 2018), Esenbeckia pumila (Rutaceae) (DUARTE et al.,
2019), se mostram eficientes no controle de espécies de Atta.

Os principais comportamentos que promovem a transmissdo de inseticidas de uma
formiga para outra sdo autolimpeza, aliciamento e interacdo direta entre companheiros de
colbnia. E através desses atos que as formigas sdo expostas ao ingrediente ativo, tanto topica
qguanto oralmente. H& a necessidade de avaliar os meios de acdo de potenciais compostos
inseticidas para o controle de formigas (CAMARGO et al., 2017).

Assim, a busca por moléculas ativas em plantas que sdo naturalmente evitadas pelas
formigas cortadeiras é uma estratégia racional para o desenvolvimento de novos agentes de
controle, pois sabe-se que as formigas possuem mecanismos comportamentais e fisioldgicos
que permitem selecionar materiais adequados para o cultivo do fungo simbionte (HUBBELL,;
WIEMER, 1983; SANTANA; COUTO, 1990; DELLA LUCIA et al., 1995; VENDRAMIN et
al., 1995). Espécies ja relatadas na literatura com potencial inseticida e compostos naturais
presentes nessas espécies vegetais constituem fontes para novas pesquisas.

Nesse contexto, esta inserido o género Cymbopogon que pertence a familia Poaceae e é
amplamente distribuido nas regibes tropicais e subtropicais da Africa, Asia e América.
Composto por 144 espécies, esse género € famoso por seu alto teor de 6leos essenciais que tém
sido usados em aplicacdes cosméticas, farmacéuticas e de perfumaria (KHANUJA et al., 2005).
Algumas das espécies de Cymbopogon sdo altamente aromaéticas e 0s 6leos essenciais extraidos
de suas partes aéreas tém o perfil industrial bem conhecido (AKHILA, 2010), contendo
constituintes quimicos, como citral, geraniol, acetato de geranila, limoneno, neral, elemicina e
sequiterpenos (BHATTACHARYA et al., 2010). As gramineas aromaticas com potencial
comercial para a extracdo de 6leos essenciais sdo C. flexuosus, C. nardus, C. citratus, C.
pendulus, C. khasianus, C. winterianus e C. martini (CHAUHAN et al., 2009; PADALIA et
al., 2011; VERMA et al., 2019).

Cymbopogon citratus (DC.) Stapf (Poaceae) é uma planta perene aromatica tropical,
conhecida como capim-liméo, nativa da india e vem sendo atualmente cultivada mundialmente
em zonas tropicais e subtropicais da Asia, Africa, América Central e do Sul (SHAH etal., 2011;
BAYALA et al., 2018). Atividades antiflngicas, antibacterianas, inseticidas, nematicidas e
acaricidas usando C. citratus foram relatadas (BOUKHATEM et al., 2014; EKPENYONG et
al., 2015; AMINI et al., 2016; BONFERONI et al., 2017; ORTEGA-RAMIREZ et al., 2017,
EBANI et al., 2018, 2019; SILVA et al., 2020).

Oleos essenciais de C. citratus tém sido aplicados no controle de patdgenos e insetos,
em varios estudos o potencial inseticida desse 6leo essencial foi relatado contra vérias pragas
como Trogoderma granarium (FEROZ, 2020), Sitophilus granarius (PLATA-RUEDA et al.,
2020a), Ulomoides dermestoides (PLATA-RUEDA et al., 2020b), Anticarsia gemmatalis
(lagarta da soja) (PLATA-RUEDA et al., 2021), Trichoplusia ni (lagarta do repolho) (TAK;
JOVEL,; ISMAN, 2016), Aphis citricola (pulgdo) (ZHANG et al., 2016), Bemisia tabaci (mosca
branca) (DELETRE et al., 2016) e Rhipicephalus microplus (acaro) (SILVA et al., 2020).

Cymbopogon martinii (Roxb.) Var. motia pertence a familia Poaceae e € comumente
chamada de palmorosa (KAUR et al., 2019), amplamente utilizada em uma variedade de
aplicacdes devido as suas propriedades antioxidante (LAWRENCE et al., 2012; SINHA et al.,
2011), antimicrobiana (PRASHAR et al., 2003), antifingica (ROCHA NETO et al., 2019) e
repelente (CHEN; VIJOEN, 2010). O o6leo essencial de C. martinii apresentou atividade
inseticida contra Callosobruchus maculatus (PEREIRA et al., 2008) e Nasutitermes corniger
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(LIMA et al., 2013) e repeléncia contra Tribolium castaneum (CABALLERO-GALLARDO,;
OLIVERO-VERBEL; STASHENKO, 2012).

Cymbopogon nardus (citronela) é outra espécie importante deste género; seu 0Oleo
essencial foi recentemente revisado em termos de sua eficicia contra infecgBes fungicas
causadas por Candida spp. (DE TOLEDO et al., 2016) e fungos fitopatogénicos, como
Rhizoctonia solani e Sclerotium rolfsii (ALI et al., 2017). Seu 6leo essencial é bem conhecido
por seu aroma citrico e bioatividades, como atividade repelente contra mosquitos
(TRONGTOKIT et al., 2005), antimicrobiano (OUSSALAH et al., 2006; TURGIS et al., 2012),
antifangico (AGUIAR et al., 2014) e efeitos inseticidas (REGNAULT-ROGER et al., 1993).

O oleo essencial de C. nardus apresentou a¢do ovicida em Bemisia tabaci (TAVARES;
SALLES; OBRZUT, 2010), toxicidade a broca do café Hypothenemus hampei (MENDESIL,;
TADESSE; NEGASH, 2011) e ao gorgulho do milho Sitophilus zeamais (OOTANI et al.,
2011), além de apresentar repeléncia ao caruncho do feijdo Zabrotes subfasciatus (GIRAO
FILHO et al., 2014).

A busca por novos compostos para controlar ou eliminar formigas cortadeiras € nitida.
Até 0 momento ndo existem outros ingredientes ativos para o controle das formigas cortadeiras
tdo eficientes como o fipronil e sulfluramida e, por isso, a necessidade de se avaliar produtos
alternativos. Sendo assim, os compostos de plantas podem ser uma fonte de pesquisa para a
elaboracdo de novas tecnologias de controle.
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4. ARTIGO1

ATIVIDADE INSETICIDA DO OLEO ESSENCIAL DE Cymbopogon spp. (POACEAE)
EM OPERARIAS DE Atta sexdens (FORMICIDAE: ATTINI)

RESUMO

As formigas cortadeiras, principalmente as espécies de Atta, sdo consideradas as principais
pragas, causando perdas econdmicas significativas em diversas culturas agricolas e florestais.
Evidéncias etnofarmacoldgicas mostram que Oleos essenciais possuem ampla gama de
propriedades que justificam seu uso em diversos campos, como cosméticos, agentes anti-
inflamatorios e também no controle de insetos pragas. Dentre as alternativas para o controle de
insetos pragas, as espécies de Cymbopogon sdo conhecidas por seu elevado teor de dleos
essenciais. O objetivo dessa pesquisa foi avaliar a atividade inseticida e os efeitos subletais do
0leo essencial de Cymbopogon citratus, Cymbopogon martinii e Cymbopogon nardus em
operarias de Atta sexdens, expostas a aplicacdo topica por contato e fumigacgdo. Os tratamentos
apresentaram concentraces letais para matar 50% das operarias que variaram de 1,48 a 15,79
uL?t quando as operarias foram expostas & aplicagdo topica por contato e 3,08 a 9,35 pL™*
guando expostas a fumigacdo. O 6leo essencial de C. citratus apresentou atividade inseticida,
enquanto os Oleos essenciais de C. martinii e C. nardus apresentaram menor atividade
inseticida, afetando o comportamento de caminhamento das operarias de A. sexdens. Os
resultados evidenciaram que os Oleos essenciais avaliados sdo promissores para 0
desenvolvimento de novos inseticidas para o controle de Atta sexdens.

Palavras-chave: Bioinseticida; Controle alternativo; Formigas cortadeiras; Plantac6es
florestais.
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ABSTRACT

Insecticidal activity of Cymbopogon spp. (Poaceae) essential oil on Atta sexdens
(Formicidae: Attini) worker ants

Leafcutter ants, mostly of Atta species, are considered to be major pests, causing considerable
economic losses in many agricultural and forest crops. Ethnopharmacological evidence has
shown that essential oils have a wide range of properties that validate their use in different
fields, such as cosmetics, pharmacology (as anti-inflammatory agents), and insect pest control.
Among the alternative sources for insect pest control, the Cymbopogon species are well known
for their high concentration of essential oils. The purpose of this study was to evaluate the
insecticidal activity and the sub-lethal effects of Cymbopogon citratus, Cymbopogon martinii,
and Cymbopogon nardus essential oils on Atta sexdens worker ants exposed to topical
application through contact and fumigation. The treatments showed lethal concentrations for
killing 50% of the worker ants ranging from 1.48 to 15.79 uL™ when the worker ants were
exposed to topical application through contact, and from 3.08 to 9.35 pL™ when exposed
through fumigation. The C. citratus essential oil showed significant insecticidal activity, while
C. martinii and C. nardus essential oils showed less insecticidal activity, affecting the behavior
and movement of Atta sexdens worker ants. The results showed that the essential oils evaluated
are promising for the development of new insecticides for Atta sexdens control.

Key-words: Bioinsecticide, Alternative control, Leafcutter ants, Forest crops.

4.1. Introducéo

As formigas cortadeiras (Formicidae: Attini) sdo insetos desfolhadores que se destacam
como uma das mais importantes pragas na regido Neotropical, pois causam danos as culturas
agricolas e florestais. Além da sua abundancia e ampla distribuicdo, as formigas cortam partes
frescas das plantas para servirem de substrato para o fungo simbiético que elas cultivam
(DELLA LUCIA; GANDRA; GUEDES, 2014; ZANETTI et al., 2014; BRITTO et al., 2016).

Devido a sua voracidade e a grande quantidade de material vegetal que coletam, as
formigas cortadeiras causam perdas substanciais nas producdes de culturas agricolas e florestais
(BOULOGNE et al., 2012), perdas essas estimadas em varios milhdes de ddlares por ano
(ZANETTI etal., 2014), sendo, portanto, em regides neotropicais, imprescindivel o seu controle
para o sucesso do empreendimento agricola e/ou florestal.

Atta sexdens, uma das principais espécies de formigas cortadeiras, é encontrada em
muitos paises da América do Sul, sendo que no Brasil, estd distribuida em vérios estados,
principalmente aqueles em que estdo associados as plantacGes de eucalipto (AMARAL et al.,
2019).

As estratégias para controle de formigas cortadeiras utilizam essencialmente inseticidas
a base de Sulfluramida e Fipronil, para eliminagdo de colnias, em formulacgdes que incluem
concentrados para nebulizacdo, pds secos, fumigantes, mas, principalmente, iscas formicidas
granuladas (BOULOGNE et al., 2011).

A busca por novos compostos formicidas tem aumentado constantemente, incluindo nos
vegetais com atividade inseticida, principalmente devido a seguranca presumida desses
compostos para 0 homem e o meio ambiente (DELLA LUCIA; GANDRA; GUEDES, 2014).

Espécies de plantas ndo atacadas por insetos pragas geralmente apresentam metabolitos
secundarios toxicos. Esses compostos sdo promissores como alternativa aos inseticidas
organossintéticos e podem ser utilizados no manejo de formigas cortadeiras, possibilitando
reduzir os problemas econdmicos, sociais e ambientais causados pelos inseticidas
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convencionais, além de aumentar o numero de ingredientes ativos utilizados no manejo de
formigas cortadeiras (FEITOSA-ALCANTARA et al., 2017).

Espécies de Cymbopogon sdo amplamente distribuidas nas regides tropicais e
subtropicais da Africa, Asia e América. Composto por 144 espécies, este género é famoso por
seu alto teor de 0Oleos essenciais que tém sido usados em aplicacfes cosméticas, farmacéuticas,
de perfumaria, sabores, aromaterapia e fragrancias (KHANUJA et al., 2005; MEENA et al.,
2016), e representam um grupo unico de plantas que produzem uma composicdo diversa de
6leos essenciais ricos em monoterpenos (AVOSEH et al., 2015; MEENA et al., 2016).

Evidéncias etnofarmacologicas evidenciam que eles possuem uma ampla gama de
propriedades que justificam seu uso em diversos campos, incluindo no controle de pragas
(AVOSEH et al., 2015). Seus efeitos sobre insetos pragas sao atribuidos aos monoterpenos, 0s
principais componentes quimicos desses 6leos essenciais (LU et al., 2018).

O objetivo do presente estudo foi avaliar o potencial inseticida dos 6leos essenciais de
Cymbopogon citratus, C. martinii e C. nardus aplicados em operarias de A. sexdens, incluindo
suas alteracGes comportamentais.

4.2. Material e Métodos

4.2.1. Oleo essencial
O 6leo essencial de C. citratus (capim-limdo), C. martinii (palmarosa) e C. nardus
(citronela) foram adquiridos da empresa Destilaria Bauru Ltda. (Catanduva, Séo Paulo, Brasil),
extraido por hidrodestilagdo em escala industrial (EHLERT et al., 2006).

4.2.2. Anélise do 6leo essencial

A analise dos constituintes quimicos dos 6leos essenciais foi realizada no Laboratério
de Pesquisas em Quimica Orgéanica de Sergipe (LABORGANICS) do Departamento de
Quimica (DQI) da Universidade Federal de Sergipe (UFS).

A andlise dos constituintes quimicos dos 6leos essenciais obtidos foi realizada utilizando
CG/EM/DIC (GCMSQP2010 Ultra, Shimadzu Corporation, Kyoto, Japdo) equipado com um
amostrador com injecdo automatica AOC-20i (Shimadzu). As separacGes foram realizadas em
uma coluna capilar de silica fundida Rtx®-5MS Restek (5%-difenil-95%-dimetilpolisiloxano),
30 m x 0,25 mm de didmetro interno, 0,25 um de espessura de filme, em um fluxo constante de
Hélio 5.0 com taxa de 1,2 mL.min. As amostras (1,0 pL da solugio em acetato de etila) foram
injetadas com razdo do split de 1:10. A temperatura do forno iniciou a partir de 60 °C
(permanecendo por 4 min) com taxa de aquecimento de 3 °C.min até 220 °C, e ento aquecida
até 280 °C a 20 °C.min. As temperaturas do injetor e interface foram ambas 280 °C.

Os dados de espectrometria de massas (EM) (cromatograma de ions totais, CIT) foram
adquiridos no modo full scan (m/z 40-550) com velocidade de varredura de 0,3 scan/s usando
ionizacao por elétrons (EI) a 70 eV. A temperatura da fonte de ions foi 200 °C. A composic¢do
percentual de cada constituinte foi estimada pela area de cada componente dividida pela area
total de todos os componentes da amostra. O percentual dos compostos foi calculado através
das areas dos picos do CG-EM e dispostos em ordem de elui¢éo do CG.

Os indices de retencdo foram obtidos injetando-se uma mistura de hidrocarbonetos
lineares (C7-Cao) e a identificacdo dos compostos foi realizada com base na comparacdo dos
indices de retencdo (VAN DEN DOOL; KRATZ, 1963) e na compara¢do computadorizada dos
espectros de massas adquiridos com aqueles armazenados no banco de dados de espectros de
massas das trés bibliotecas do equipamento WILEYS8, NIST107 e NIST21, juntamente com
espectros de massas da literatura (ADAMS, 2007).

4.2.3. Insetos
Foram utilizadas operérias de Atta sexdens provenientes da criacdo massal do
Laboratorio de Entomologia Florestal (LEFLO), que sdo mantidas em temperatura e umidade
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relativa controladas (25 + 10 °C e U.R acima de 70%), em col6nias artificiais constituidas de
trés panelas: jardim de fungo (1000 mL), lixo (500 mL) e alimentag&o (500 mL), sendo flocos
de milho e flores de Hibiscus sp. os alimentos ofertados comumente. Amostras dos soldados da
espécie foram armazenados em alcool 70%, identificados pela pesquisadora e professora Dra.
Gabriela Cidalia Santos Marinho e depositados na entomoteca do Laboratorio de Entomologia
Florestal (LEFLO) da UFS.

4.2.4. Bioensaios
Os bioensaios foram conduzidos no Laboratorio de Entomologia Florestal (LEFLO) do
Departamento de Ciéncias Florestais (DCF) da Universidade Federal de Sergipe (UFS), em Sé&o
Cristovdo, estado de Sergipe. Todos os tratamentos foram diluidos no solvente acetona e testes
preliminares mostraram que esse solvente ndo afeta a sobrevivéncia das formigas. Também
foram realizados pré-testes para a determinar as concentracdes utilizadas.

4.2.5. Vias de exposicao

A toxicidade do 6leo essencial foi avaliada por duas vias de exposi¢do: aplicacao topica
por contato e por fumigacdo. Inicialmente foi utilizada a dose de 10 pg mg™ no bioensaio de
contato e a concentracdo de 10 pL L™ no bioensaio de fumigagéo para determinar a eficiéncia
dos tratamentos por estas vias de exposicdo. Testes preliminares com outras espécies de
formigas indicam ser esta dose e concentracdo boas indicadoras de eficiéncia (OLIVEIRA et
al., 2017). Testes posteriores foram realizados com a via de exposi¢do mais eficiente.

Nos dois bioensaios o delineamento experimental foi inteiramente casualizado com
quatro repeticdes. As unidades experimentais foram acondicionadas em estufa tipo B.O.D. com
temperatura de 25 + 1 °C, umidade relativa >70% e fotoperiodo de 12 horas. Os individuos
utilizados foram padronizados por tamanho. AvaliacGes de mortalidade foram realizadas 48
horas apds a montagem dos bioensaios e foram considerados mortos os individuos que se
mantiveram imdveis e nao responderam a nenhum estimulo.

4.2.6. Aplicacdo topica

No bioensaio de aplicacdo tépica por contato, cada unidade experimental foi constituida
por uma placa de Petri de vidro (9 x 2cm) forrada no fundo por papel filtro umedecido com 0,5
mL de agua destilada contendo sete operarias (OLIVEIRA et al., 2017). As placas com as
formigas foram mantidas em freezer a -4 °C por 1 min para reduzir a atividade das mesmas e
permitir a aplicacdo tdépica dos tratamentos. Testes prévios indicam que esta temperatura e
tempo de exposicao nao afetaram a sobrevivéncia das formigas. Em cada individuo foi aplicado
1 uL do dleo essencial na regido protoracica com o auxilio de uma micropipeta de 10 uL, sendo
que nas formigas do tratamento controle foi aplicado somente a acetona. As placas contendo 0s
insetos tratados foram cobertas com plastico filme de PVC e acondicionadas em estufa tipo
B.O.D.

Para a determinacdo das concentracdes letais (CLso e CLgg) foram utilizadas até 10
concentracdes do Oleo essencial das espécies analisadas para se determinar as curvas de
concentracdo-mortalidade de A. sexdens.

4.2.7. Fumigagéo

No bioensaio de fumigacdo cada repeticdao foi constituida por um pote de vidro (250
mL) forrado no fundo por papel filtro umedecido com 0,5 mL de agua destilada contendo sete
operérias. Testes prévios indicam que este nimero de formigas por pote e a condigcdo de
umidade garantem maior tempo de sobrevivéncia dos individuos (OLIVEIRA et al., 2017). Os
tratamentos (6leo essencial) e o controle foram aplicados com o auxilio de uma micropipeta de
10 pL sobre papel filtro de 1 cm? (Unifil, cod. 501.009), fixado por uma linha de tecido na parte
inferior da tampa do pote. O pedago de papel filtro de (1 cm?) foi o veiculo de dispersdo dos
volateis que recebeu os tratamentos, uma linha manteve esse papel no centro do pote, fora do
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alcance das formigas, evitando assim o contato. Foram utilizados 10 pL da solugdo do oleo
essencial das espécies analisadas e de acetona (controle). Os potes foram fechados
hermeticamente com tampa plastica e filme de PVC e, posteriormente, colocados em estufa
incubadora tipo B.O.D.

Para a determinacdo das concentraces letais (CLsgp e CLgo) foram utilizadas 10
concentragfes do Oleo essencial das espécies analisadas para se determinar as curvas de
concentracdo-mortalidade de A. sexdens.

4.2.8. Toxicidade aguda por fumigacéo

A toxicidade aguda por fumigacdo foi avaliada utilizando as concentragdes e tempos
letais do 6leo essencial das trés espécies de Cymbopogon em operarias de A. sexdens.

Para determinacao dos tempos letais (curvas de sobrevivéncia e TLso) 0s procedimentos
empregados foram semelhantes aos utilizados no bioensaio de fumigacdo. No entanto, foi
utilizada apenas uma concentracdo (CLgo determinada no bioensaio anterior para cada
tratamento) com 10 repeticdes. As avaliagdes de mortalidade foram realizadas a cada 30
minutos nas duas primeiras horas apds a montagem do experimento, a cada 60 minutos até 7
horas, a cada 120 minutos até 23 horas, a cada 240 minutos até 60 horas e, posteriormente, a
cada 360 minutos até 123 horas.

4.2.9. Bioensaios comportamentais

Os efeitos comportamentais do 6leo essencial de C. citratus, C. martinii e C. nardus em
operérias de A. sexdens foram divididos em dois bioensaios: arena totalmente tratada e arena
parcialmente tratada.

Os bioensaios foram realizados em arenas formadas por placas de Petri (9 cm de
diametro) forradas com papel filtro na parte inferior, apos a aplicacdo dos tratamentos: acetona
(controle) e oleo essencial das espécies (0,1%), os papéis foram colocados em capela de
exaustdo por 5 minutos para evaporacdo do solvente (ROCHA, 2018).

No centro de cada arena foi inserida uma operaria de A. sexdens. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado com 40 arenas (repeti¢cGes independentes) para cada
tratamento, totalizando 280 arenas nos dois bioensaios. Durante o periodo experimental ndo foi
observada mortalidade dos insetos.

O movimento de cada inseto dentro da arena foi registrado usando uma camera de video
(modelo WV-CP504, Panasonic SD5 SuperDynamic) equipada com uma lente (Spacecom 1/3”’
3-8mm) e transferido para um computador para analise. Seu movimento foi registrado por 10
minutos ininterruptamente usando o software EthoVision® XT versdo 8.5 (Noldus Integration
System, Sterling, VA, EUA) (BRITO et al., 2020; MELO et al., 2021).

Nos bioensaios com arena totalmente tratada, os papéis foram completamente tratados
com uma aliquota de 0,4 mL da solugdo dos tratamentos ou com o solvente acetona (controle)
e foram avaliados o0s seguintes parametros: distancia média percorrida (mm) e a velocidade
(mm s™).

Ja nos bioensaios com arena parcialmente tratada, o papel filtro foi cortado em duas
partes iguais, no lado tratado foi aplicado 0,2 mL da solucédo do tratamento (0,1%) e o lado nédo
tratado recebeu 0,2 mL de acetona. Cada lado do papel filtro foi entdo fixado no fundo da placa
de Petri com fita dupla-face, as imagens de video das arenas foram divididas em duas zonas
simétricas e foram avaliados o0s seguintes parametros: distancia média percorrida (mm) e a
velocidade (mm s).

4.2.10. Anélises estatisticas
Os resultados de mortalidade dos bioensaios de vias de exposicéao, toxicidade aguda por
fumigacgéo para determinagdo das CLs, foram corrigidos em relagdo a mortalidade ocorrida na
testemunha usando-se a formula de Abbott (1925).
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Analises de Probit foram realizadas para determinar as curvas concentracdo-mortalidade
do 6leo essencial das espécies analisadas para as operarias de Atta sexdens. Foram aceitas
curvas com probabilidade maior que 0,05 de aceitacdo da hipotese de nulidade pelo teste y2.
Por meio destas curvas foram obtidas as concentragOes letais (CLsp e CLgo) com seus
respectivos intervalos de confianca a 95% de probabilidade usando o software SAEG. As CLs
foram comparadas pelo critério da ndo-sobreposicao dos intervalos de confianga (ICgs) com a
origem do intervalo.

Os resultados dos bioensaios de tempo letal foram submetidos a analise de
sobrevivéncia usando o software Graph Pad-Prism. Este procedimento nao-paramétrico permite
a estimativa de curvas de sobrevivéncia obtidas atraves de estimadores de Kaplan-Meier
gerados a partir da proporcdo de insetos sobreviventes do inicio até o fim do experimento.
Foram determinados os tempos necessarios para causar mortalidade em 50% das populacdes
das espécies de formigas para cada tratamento.

A andlise de variancia foi aplicada aos resultados dos bioensaios comportamentais. Os
dados das arenas totalmente e parcialmente tratadas foram submetidos a analise de variancia e
as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, utilizando o software
SISVAR 5.6 (FERREIRA, 2014).

4.3. Resultados

4.3.1. Caracterizacdo do 6leo essencial

Um total de 23 componentes foram identificados no 6leo essencial de Cymbopogon
citratus, correspondendo a 100% da composicao total. Os constituintes majoritarios foram os
monoterpenos: geranial (52,6%) e o neral (41,3%) (Tabela 1). No 6leo essencial de C. martinii
foram identificados 12 componentes, correspondendo a 100% da composicao total desse 6leo
e 0s constituintes majoritarios foram: geraniol (83,3%) e acetato de geranila (11,8%) (Tabela
2). No 6leo essencial de C. nardus foram encontrados 40 componentes, correspondendo a 100%
da composicao total e os constituintes majoritarios foram: citronelal (34,5%), geraniol (22,4%),
citronelol (14,2%) e acetato de geranila (5,0%) (Tabela 3).

4.3.2. Bioensaios de toxicidade

O oleo essencial de C. citratus apresentou toxicidade as operarias de Atta sexdens
guando a via de exposic¢do foi a fumigacdo, com mortalidade superior a 80% apds 48 horas de
exposicdo. As espécies de C. martinii e C. nardus apresentaram mortalidade de 51 e 60%,
respectivamente, por fumigacéo.

As concentracdes desses 0leos necessarias para causar mortalidade de 50% das operarias
apos 48 horas de exposicdo variam de 1,48 a 15,79 puL* quando expostas & aplicacéo tdpica por
contato e 3,08 a 9,35 puL* quando expostas a fumigac&o. Para causar a mortalidade de 90% das
operérias de A. sexdens, as concentragbes variaram de 33,78 a 74,31 puL™* quando expostas a
aplicacéo topica por contato e 10,95 a 1145,54 uL* quando expostas a fumigagdo (Tabela 4).

As concentracGes mais baixas comparando a forma de aplicacdo dentro das espécies
foram obtidas quando as substancias foram aplicadas por fumigacédo, exceto para C. citratus
que apresentou a concentragdo mais baixa na aplicacéo tépica por contato para matar 50% da
populagdo (1,48 puL1) e C. nardus para matar 90% da populagdo (74,31 uL™Y) (Tabela 4).

4.3.3. Toxicidade aguda por fumigacéo
O dleo essencial de C. nardus apresentou concentracdo letal para matar 90% das
operérias de A. sexdens (1145,54 puL1). A alta concentragéo impossibilitou a realizacio do teste
de toxicidade aguda por fumigacao.
A sobrevivéncia das operdrias de A. sexdens expostas as ClLgo diminuiu
significativamente ao longo do tempo (Teste de Log-rank: y2 = 124,2; gl = 1; P < 0,001). As
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curvas de sobrevivéncia dos tratamentos diferiram do controle, mas ndo diferiram entre si,
apresentando tempo letal (TLso) semelhantes (Figura 1).

4.3.4. Bioensaios comportamentais

Foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos para distancia total
percorrida (F = 3,713, gl = 3, P < 0,05) e velocidade média de caminhamento (F = 4,082, gl =
3, P <0,05) de operarias de A. sexdens expostas aos tratamentos (Figura 2).

As maiores distancias de caminhamento foram percorridas por operarias de A. sexdens
expostas ao controle e distancias mais curtas foram observadas em operarias de A. sexdens
expostas ao 6leo essencial das trés espécies utilizadas (Figura 3A). A maior velocidade média
de caminhamento foi no controle e em C. martinii, enquanto a menor velocidade média foi em
C. citratus e C. nardus (Figura 3B).

Verificou-se diferencas significativas entre os lados tratado e nao tratado para todos 0s
tratamentos, diminuindo a distancia total percorrida e aumentando a velocidade média de
caminhamento de operarias de A. sexdens (Figura 4A e 4B). O tratamento que mais influenciou
na distancia total percorrida por operérias de A. sexdens foi o 6leo essencial de C. nardus (F =
48,099, gl = 2, P < 0,05), sequido do C. citratus (F= 35,356, gl = 2, P < 0,05) e C. martinii (F
=36,573, gl =2, P <0,05) (Figura4A). A velocidade média também foi impactada, aumentando
no lado tratado. O tratamento que mais aumentou essa velocidade das operarias de A. sexdens
foi C. nardus (F = 10,905, gl = 2, P < 0,05), C. martinii (F = 19,978, gl =2, P <0,05) e C.
citratus (F = 16,327, gl = 2, P < 0,05) (Figura 4B), mas esses ndo diferiram entre si
significativamente.

4.4. Discussao

Cymbopogon é considerado o mais importante género produtor de 6leo essencial e
compreende 145 espécies, todas aromaticas, as quais fornecem 6leos essenciais de alto valor
comercial (KAUR et al., 2019). Os principais compostos encontrados nos 6leos essenciais de
Cymbopogon citratus, C. martinii e C. nardus coincidem com aqueles relatados na literatura,
mesmo em plantas de regides diferentes (ZHANG et al., 2016; BAYALA et al., 2018; ALVES
et al., 2019; SILVA et al., 2020; JUMMES et al., 2020). E bem conhecido que a composi¢o
do dleo essencial de espécies botanicas, mesmo pertencendo a mesma espécie de planta,
depende de varios fatores, incluindo o tipo de cultivar, sua origem, condi¢6es de cultivo, época
de colheita, fatores genéticos, climaticos, idade do material utilizado, bem como os métodos
utilizados na extracdo e analise do 6leo essencial (SCHOONHOVEN; VAN LOON; DICKE,
2005; CLAIN et al., 2018).

Nos bioensaios de toxicidade, a via de exposicdo por fumigacao foi a mais eficiente,
pois aumentou a porcentagem de mortalidade das operarias de Atta sexdens (82%), a
semelhanca do 6leo essencial de Aristolochia trilobata em operarias de Acromyrmex balzani e
A. sexdens, também superior a 80% quando a via de exposicao foi fumigacdo. Comparado com
a aplicacdo topica, a fumigacdo em ambos os estudos foi mais eficiente, possivelmente esse
resultado indica que tais compostos ndo conseguiram atravessar o exoesqueleto em quantidades
letais quando aplicados pela via de exposicao topica por contato (OLIVEIRA et al., 2017).

O efeito de fumigacédo dos 6leos essenciais tem sido atribuido a penetracdo de seus
constituintes pelos espirdculos dos insetos devido & auséncia de barreiras contra a penetracéo
gasosa em tais estruturas (HADDI et al., 2015). Os compostos dos Gleos essenciais podem
exercer suas atividades em insetos por meio de efeitos neurotdxicos envolvendo diversos
mecanismos, notadamente por meio de GABA, sinapses de octopamina e inibicdo da
acetilcolinesterase (PAVELA; BENELLI, 2016).

Operarias de A. sexdens expostas a doses letais do 0leo essencial de C. citratus tiveram
contragGes musculares e locomog&o alterada, seguidas de paralisia irrecuperavel, indicativa de
efeitos neurotoxicos, efeito também observado em adultos de Ulomoides dermestoides
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(PLATA-RUEDA et al., 2020a). Ja foram relatados diversos resultados que apontam para
efeitos no sistema nervoso de insetos-praga como Bemisia tabaci Gennadius (Hemiptera:
Aleyrodidae) (KIM et al.,, 2011), Callosobruchus maculatus Fabricius (Coleoptera:
Chrysomelidae) (ALVES et al., 2019), Trichoplusia ni Hiibner (Lepidoptera: Noctuidae) (TAK;
JOVEL; ISMAN, 2017), Sitophilus granarius Linnaeus (Coleoptera: Curculionidae) (PLATA-
RUEDA et al., 2020b) e U. dermestoides Fairmaire (Coleoptera: Tenebrionidae) (PLATA-
RUEDA et al., 2020a) apds exposicdo ao 6leo essencial de C. citratus (por contato ou
fumigacdo).

As iscas formicidas sdo 0s meios mais usuais no controle de formigas cortadeiras, sendo
que uma das caracteristicas ideais das iscas formicidas, € que ndo mate ou altere o
comportamento das formigas durante o carregamento e distribuicdo na col6nia. Lemes et al.
(2016) comentam que no desenvolvimento de formicidas eficientes é imprescindivel que as
substancias toxicas ndo sejam repelentes, que apresentem acdo toxica retardada, que sejam
letais em baixas concentracdes e que paralisem a atividade de corte logo nos primeiros dias
apos a aplicacdo. Sendo assim, 0 maior tempo observado para causar a morte das operarias de
A. sexdens quando expostas aos 6leos essenciais de C. citratus e C. martinii evidenciam o
potencial desses 6leos na formulacao de iscas granuladas, considerando que haveria mais tempo
para as formigas carregarem as iscas toxicas para o interior da colonia.

Nos bioensaios comportamentais, os tratamentos causaram reducdo da distancia
percorrida e velocidade das operérias de A. sexdens, quando as arenas eram totalmente tratadas.
Esse comportamento pode ser porque as operarias, ao perceberem os compostos e como nédo
existe a possibilidade de fuga, diminuem a atividade, evitando assim maior contato com 0s
compostos. Quando ha a possibilidade de escolha (arena parcialmente tratada), as operarias
migram para o lado néo tratado, e quando caminham na &rea tratada, aumentam a velocidade
na tentativa de evitar os compostos.

Também foram observadas alteracfes no comportamento das operarias de A. sexdens
expostas a uma concentracao subletal (0,1%), diminuindo a distancia total percorrida e
aumentando a velocidade média quando a arena foi parcialmente tratada. Mudancas nos padrées
de caminhamento ocorrem como resultado de efeitos toxicos no sistema nervoso, que podem
estimular ou reduzir a mobilidade dos insetos (PLATA-RUEDA et al., 2020Db).

Outra hipotese € que a hiperatividade causada pelo 6leo essencial de C. citratus seja
causada pelo componente citral (geranial + neral), um dos compostos majoritarios dessa
espécie, que é produzido junto com a 4-metil-3-heptanona, na glandula mandibular nas
operérias maiores, que é o feroménio de alarme (HOLLDOBLER; WILSON, 1990).

Durante os testes de fumigacdo foram observados que a partir de concentracfes maiores
(6 e 9%) para C. martinii e C. nardus, respectivamente, as operarias apresentaram
comportamento de agressdo, perdendo a capacidade de reconhecimento e se atacando
mutuamente. Marinho et al. (2007) e Ribeiro et al. (2007) verificaram que o f-eudesmol age
sinergicamente com o feromonio de alarme, desencadeando a agressdo em coldnias de Atta
sexdens rubropilosa, evidenciando que esse produto age no sistema de alarme promovendo a
agressdo (MARINHO et al., 2006), sendo assim, 0s compostos presentes nessas espéecies podem
agir de maneira semelhante quando expostos em concentra¢fes mais altas.

Em contrapartida, em formigas da espécie Pristomyrmex punctatus a diminui¢do dos
niveis de dopamina no cérebro foi considerada a causa responsavel pelo aumento das respostas
agressivas em operarias (HOJO; PIERCE; TSUJI, 2015). Esse neurotransmissor é conhecido
como importante sinalizador para mediagdo de varias mudangas comportamentais em insetos,
incluindo os papéis desempenhados na organizacdo de himenopteros sociais (YAGUCHI et al.,
2016).

Os 6leos essenciais de C. martinii e C. nardus apresentaram menor atividade inseticida
em operarias de A. sexdens, mas causaram efeitos subletais. Na literatura essas espécies sdo
relatadas apresentando baixa atividade inseticida, como nesse estudo, mas apresentam atividade
repelente a Tribolium castaneum (CABALLERO-GALLARDO; OLIVERO-VERBEL,;
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STASHENKO, 2012) e ao caruncho do feijio Zabrotes subfasciatus (GIRAO FILHO et al.,
2014), possivelmente sendo essa atividade repelente o potencial dessas espécies.

4.5, Conclustes

Os 0leos essenciais de Cymbopogon martinii e C. nardus apresentaram menor atividade
inseticida em operarias de Atta sexdens, mas causaram efeitos subletais. Ja o 6leo essencial de
C. citratus, apresentou atividade inseticida em operarias de A. sexdens, além de apresentar
também alteracdo do comportamento das operérias, evidenciando ser promissor para 0
desenvolvimento de novos inseticidas para 0 manejo de A. sexdens.
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Tabela 1. Constituintes quimicos do 6leo essencial de Cymbopogon citratus.
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Pico tr Composto IRR exp.* IRR lit.** % area do
(min) pico?
1 8.175 tricicleno 921 921 0,1
2 8.590 a-pineno 932 932 0,2
3 9.155 canfeno 946 946 1,2
4 10.660  6-metil-5-hepten-2-ona 985 981 0,7
5 10.835 mirceno 989 988 tr
6 12.495 limoneno 1027 1024 0,2
7 14,510 NI (cetona alifatica) 1070 - 0,3
8 15.825 linalol 1098 1095 0,3
9 18.250 NI 1147 - 0,2
10 18.410 citronelal 1151 1148 0,2
11 18.985 (2)-isocitral 1163 1160 0,2
12 19.520 rosefurano epoxido 1173 1173 tr
13 19.870 (E)-isocitral 1181 1177 0,7
14 23.135 neral 1240 1235 41,3
15 23.530 piperitona 1257 1249 tr
16 23.670 NI 1259 - tr
17 24.230 geranial 1271 1264 52,6
18 25.045 acetato de isobornila 1288 1283 tr
19 29.055 o-copaeno 1375 1374 0,2
20 29.340 acetato de geranila 1381 1379 0,4
21 31.040 (E)-cariofileno 1420 1417 0,8
22 32.535 a-humuleno 1454 1452 tr
23 38.058 oxido de cariofileno 1585 1582 0,4
Total 100%
* I'r]dice de retencdo experimental calculado de acordo com van den Dool & Kratz (1963);
** Indice de retencéo da literatura (Adams, 2007);
2 NI= ndo identificado.
2 tr= trago, <0,1%; % da area do pico calculado pelo CG-EM.
Tabela 2. Constituintes quimicos do 6éleo essencial de Cymbopogon martinii.
Pico tr Composto IRR exp.* IRR lit.** % area do
(min) pico?
1 10.825 mirceno 989 988 0,1
2 12.485 limoneno 1026 1024 0,1
3 12.895 (Z)-p-ocimeno 1035 1032 0,2
4 13.370 (E)-B-ocimeno 1045 1044 0,2
5 15.885 linalol 1099 1095 2,3
6 22.205 NI 1229 - tr
7 22.760 neral 1241 1235 tr
8 23.420 geraniol 1254 1249 83,3
9 24.440 NI 1276 - tr
10 29.365 acetato de geranila 1382 1379 11,8
11 31.095 (E)-cariofileno 1421 1417 1,8
12 32.545 o-humuleno 1454 1452 0,2
Total 100%

* ndice de retencdo experimental calculado de acordo com van den Dool & Kratz (1963);

** [ndice de retencéo da literatura (Adams, 2007);
2 NI= ndo identificado.
2 tr=traco, <0,1%; % da area do pico calculado pelo CG-EM.
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Pico  tr (min) Composto IRR exp.* IRR lit** 0% area
do pico?
1 10.680 6-metil-5-hepten-2-ona 985 981 tr
2 10.820 mirceno 989 988 tr
3 12.535 limoneno 1027 1024 3,3
4 12.900 (2)-B-ocimeno 1035 1032 tr
5 13.380 (E)-B-ocimeno 1046 1044 tr
6 13.640 bergamal 1051 1051 tr
7 15.280 terpinoleno 1086 1086 tr
8 15.850 linalol 1098 1095 0,7
9 16.360 cis-oxido de rosa 1109 1106 tr
10 18.130 neo-isopulegol 1145 1144 0,5
11 18.435 citronelal 1151 1148 34,5
12 22.120 citronelol 1227 1223 14,2
13 22.835 neral 1242 1235 1,3
14 23.440 geraniol 1255 1249 22,4
15 24.315 geranial 1273 1264 1,6
16 27.270 d-elemeno 1336 1335 tr
17 28.040 acetato de citronelila 1353 1350 40
18 28.330 eugenol 1359 1356 0,3
19 29.460 acetato de geranila 1384 1379 50
20 29.850 B-elemeno 1393 1389 2,6
21 31.050 (E)-cariofileno 1420 1417 0,6
22 31.465 [-copaeno 1429 1430 tr
23 32.540 a-humuleno 1454 1452 0,2
24 33.530 y-muuroleno 1477 1478 tr
25 33.755 germacreno D 1482 1480 1,2
26 33.965 B-selineno 1487 1489 tr
27 34.225 trans-muurola-4(14),5-dieno 1493 1493 tr
28 34.340 valenceno 1495 1496 tr
29 34.540 o-muuroleno 1500 1500 0,3
30 35.140 y-cadineno 1514 1513 0,4
31 35.540 d-cadineno 1524 1522 1,4
32 36.115 a-cadineno 1538 1537 tr
33 36.705 elemol 1552 1548 3,8
34 37.750 NI (sesqui. oxigenado) 1578 - 0,8
35 39.285 NI (sesqui. oxigenado) 1616 - tr
36 39.995 y-eudesmol 1634 1630 0,1
37 40.350 epi-a-cadinol 1643 1638 0,3
38 40.585 a-muurolol 1649 1644 tr
39 40.760 a-eudesmol 1654 1652 0,5
40 40.900 NI (sesqui. oxigenado) 1657 - tr
Total 100%

* irldice de retencdo experimental calculado de acordo com van den Dool & Kratz (1963);
** Indice de retencéo da literatura (Adams, 2007);
2 NI= ndo identificado.

2 tr=trago, <0,1%; % da area do pico calculado pelo CG-EM.
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Tabela 4. Toxicidade do 6leo essencial de Cymbopogon citratus, C. martinii e C. nardus sobre operarias
de Atta sexdens por aplicacdo topica e fumigacdo apos 48 horas de exposicao.
Tratamento N° de CLso (IC 95%) (UL CLeo(IC 95%) (uL L gt ¥?  p-valor
) )

insetos
Aplicacdo tdpica
C. citratus 1148 1,48 47,90 0,85 0,59 0,75
(1,02 - 2,62) (15,66 — 446,07)
C. martinii 588 6,67 33,78 182 224 0,53
(5,64 — 8,52) (20,98 — 78,35)
C. nardus 721 15,79 74,31 1,90 0,70 0,71
(11,72 - 25,91) (40,19 — 222,44)
Fumigacéo
C. citratus 1400 3,45 10,95 255 0,70 0,71
(3,08 — 3,95) (7,92 — 20,55)
C. martinii 280 3,08 32,62 1,25 1,10 0,58
(2,40 - 3,93) (19,60 — 73,64)
C. nardus 560 9,35 1145,54 0,61 0,13 0,94
(5,58 — 24,74) (189,91 — ***x**)

'8 = inclinacéo da curva
2y = Valor de Qui-quadrado
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Figura 1. Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens expostas por fumigacdo & CLg dos
bioensaios de toxicidade aos 6leos essenciais de Cymbopogon citratus e C. martinii.
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Control C. citratus

Treated
arena

Half-treated
arena

Untreated | Treated Untreated | Treated Untreated | Treated

Figura 2. Trilhas representativas do comportamento de caminhamento de operarias de Atta sexdens em
arenas totalmente e parcialmente tratadas com o 6leo essencial de Cymbopogon citratus, C. martinii e
C. nardus.

Total distance moved (mm) (a) Velocity (mm s™) (b)
2000 25
a b a b a
8000 b b
7000 b 20
6000
15
5000
4000
10
3000
2000 5
1000
0 0
Controle C. citratus C. martinii C. nardus Controle C. citratus C. martinii C. nardus

Figura 3. Distancia total percorrida (a) e velocidade (b) (x erro padrdo) de operéarias de Atta sexdens
expostas por contato em arenas totalmente tratadas a 0,1% com dleo essencial de Cymbopogon citratus,
C. martinii e C. nardus. Os tratamentos seguidos pela mesma letra ndo diferiram significativamente
entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Total distance moved (mm) (@ Velocity (mm s™) )
7000 Ba 30
6000 5 b b b
Ba 25 I I
5000 Aa 0 Aa ik Aa Aa
4000 b b
I 15
3000 I b
10
2000 1
1000 5
0 0
C. citratus C. men'tinii C. nardus C. citratus C. martinii C. nardis
W Untreated ™ Treated W Untreated ™ Treated

Figura 4. Distancia total percorrida (a) e velocidade (b) (x erro padrdo) de operérias de Atta sexdens
expostas por contato em arenas parcialmente tratadas a 0,1% com o 6leo essencial de Cymbopogon
citratus, C. martinii e C. nardus. Os tratamentos seguidos pela mesma letra ndo diferiram
significativamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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5. ARTIGO 2

ATIVIDADE INSETICIDA E FUNGICIDA DO OLEO ESSENCIAL DE Cymbopogon
citratus (POACEAE) EM COLONIAS DE Atta sexdens

RESUMO

As formigas cortadeiras sdo um dos herbivoros mais destrutivos e importantes economicamente
nas producbes florestais e agricolas devido a sua abundancia e ampla distribuicdo. Os
formicidas sintéticos ainda é o método mais utilizado para controlar essa praga em virtude da
sua alta eficiéncia, porém os Oleos essenciais representam uma alternativa por serem
biodegradaveis, seletivos e apresentarem efeitos tdxicos a uma ampla diversidade de
organismos, incluindo as formigas cortadeiras. Combinar a acao inseticida com uma possivel
acdo fungicida de um composto constitui uma Gtima estratégia contra esses insetos-praga, uma
vez que ambos 0s agentes mutualistas sdo afetados, garantindo assim um colapso mais rapido
da col6nia. O objetivo dessa pesquisa foi avaliar o potencial inseticida e fungicida do dleo
essencial de Cymbopogon citratus aplicado em colénias de Atta sexdens mantidas em condicdes
de laboratério. Um sistema de nebulizagdo com trés concentracées (15, 30 e 60%) e um controle
foi utilizado para avaliar o efeito do 6leo essencial de C. citratus sobre coldnias de A. sexdens.
O dleo essencial de C. citratus apresentou atividade inseticida para o controle de formigas
cortadeiras e fungicida para o controle do fungo simbionte. Coldnias expostas a este 6leo
apresentaram perdas significativas no peso da massa fungica das colnias e mortalidade das
rainhas e operarias, evidenciando ser promissor para o desenvolvimento de novos inseticidas
para 0 manejo dessa espécie-praga.

Palavras-chave: Bioinseticida, Controle alternativo, Criacdo massal, Formigas cortadeiras,
Plantacdes florestais.
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ABSTRACT

Insecticidal and fungicidal activity of Cymbopogon citratus (Poaceae) essential oil on Atta
sexdens colonies

Leafcutter ants are one of the most destructive and economically important herbivores in both
forest and agricultural crops, due to their abundance and wide distribution. The most used
method for controlling this pest is still through synthetic formicides, due to their high efficiency.
However, essential oils represent an alternative, as they are biodegradable and selective and
have a toxic effect on a wide range of organisms, including leafcutter ants. The combination of
insecticidal activity of a compound and possible fungicidal activity constitutes an effective
strategy against these insect pests, since both agents of this mutualistic interaction are affected,
ensuring quicker collapse of the colony. The aim of this study was to evaluate the insecticidal
and fungicidal activity of Cymbopogon citratus essential oil applied on Atta sexdens colonies
under laboratory conditions. A nebulized spray system with three concentrations (15, 30, and
60 %) and a control treatment were used to evaluate the effect of C. citratus on A. sexdens
colonies. The C. citratus essential oils showed both insecticidal activity against the leafcutter
ants (A. sexdens) and fungicidal activity against their symbiotic fungi. Colonies exposed to this
essential oil showed considerable reduction in the weight of fungal mass, and mortality of both
the queen and worker ants, which proves to be promising for the development of new
insecticides for management of this insect pest.

Key-words: Bioinseticide, Alternative control, Massal rearing, Leafcutter ants, Forest crops.

5.1. Introdugéo

Formigas cortadeiras dos géneros Atta e Acromyrmex (Hymenoptera: Formicidae) séo
consideradas em sistemas de producBes florestais e agricolas, um dos herbivoros mais
destrutivos devido a sua abundancia, ampla distribuicdo e potencial de danos (ZANETTI et al.,
2014; BRITTO et al.,, 2016; GARRETT et al., 2016). No Brasil, as espécies de Atta e
Acromyrmex sdo as principais pragas que afetam as plantacbes de eucalipto e pinus
(ZANUNCIO et al., 2016).

Espécies desses géneros ocorrem em toda a regido Neotropical, mas o maior nimero de
colbnias e diversidade de espécies € encontrado no Brasil (DELABIE et al., 2011). Essas
formigas infestam regides do sul dos Estados Unidos, até o norte da Argentina (DELLA
LUCIA; GANDRA; GUEDES, 2014). A relacdo simbidtica com o basidiomiceto
Leucoagaricus gongylophorus (Mdller) Singer envolve forrageamento intenso, cortando partes
frescas das plantas que servem de substrato para o fungo, mantendo-o como sua fonte de
alimento e habitat para seus descendentes (AYLWARD et al., 2013).

Os métodos de controle quimico ainda sdo 0s mais utilizados devido a sua alta eficiéncia
no controle das formigas cortadeiras. Alguns formicidas sdo registrados para 0 manejo das
formigas cortadeiras no Brasil e sua aplicagdo é realizada de quatro formas distintas:
formulacGes de pé seco, formulacGes de nebulizagéo térmica, formicidas de formulacéo liquida
e aplicacOes de iscas toxicas (VINHA et al., 2020). Em plantacdes florestais, 0 uso de iscas
toxicas é o metodo de controle mais utilizado, sendo considerado seguro, pratico e econdmico
(ZANETTI et al., 2014). Esse método supera os desafios da arquitetura da coldnia, visto que a
isca é transportada e uniformemente distribuida nas camaras pelas proprias formigas (BRITTO
etal., 2016).

Os inseticidas botanicos vém sendo estudados como uma alternativa aos formicidas
sintéticos por serem considerados ambientalmente mais seguros (ISMAN, 2006; BAKKALI et
al., 2008; DELLA LUCIA; GANDRA; GUEDES, 2014; PAVELA, 2016). Os 6leos essenciais
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representam uma alternativa para o controle de pragas, pois possuem diferentes propriedades,
como biodegradabilidade, seletividade para alvos de pragas (MARTINEZ et al., 2015;
AMARAL et al., 2018) e por apresentarem efeitos toxicos a uma ampla diversidade de
organismos (BAKKALI et al., 2008; CORREA: SALGADO, 2011; BOULOGNE etal., 2012),
incluindo formigas cortadeiras (SILVA et al., 2019; BRITO et al., 2020; MELO et al., 2020;
MELO et al., 2021).

O género Cymbopogon pertence as gramineas monocotiledoneas, produtoras de 6leo
essencial mais importante da familia Poaceae (Gramineae). Essa familia compreende cerca de
180 espécies, subespeécies, variedades e subvariedades amplamente distribuidas em regides
temperadas e tropicais do mundo (BERTEA; MAFFEI, 2010). Cymbopogon citratus é nativo
do Sri Lanka e do sul da India, é amplamente cultivado nas areas tropicais da América e da
Asia, contém vérios fitoconstituintes, como flavonoides, compostos fendlicos e terpenoides,
que sao responsaveis por diferentes atividades biologicas (SHAH et al., 2011). Dentre essas
atividades, o 6leo essencial de C. citratus tem sido aplicado no controle de patdgenos e insetos
(MASAMBA et al., 2003; SESSOU et al., 2012; USHA RANI, 2012).

Por isso, combinar a acao inseticida com uma possivel acdo fungicida, de um composto
para o controle de formigas cortadeiras, constitui uma 6tima estratégia contra esses insetos, uma
vez que ambos 0s agentes mutualistas sdo afetados, garantindo assim um colapso mais rapido
da colénia (AMARAL et al., 2020). Assim, este estudo teve como objetivo avaliar o potencial
inseticida e fungicida do 6leo essencial de C. citratus (Poaceae) aplicado em coldnias de Atta
sexdens (Hymenoptera: Formicidae) mantidas em condicGes de laboratorio.

5.2. Material e Métodos

5.2.1. Oleo essencial
O oleo essencial de C. citratus (capim-limao), extraido por hidrodestilagdo em escala
industrial (EHLERT et al., 2006), foi adquirido da empresa Destilaria Bauru Ltda. (Catanduva,
Séo Paulo, Brasil).

5.2.2. Andlise do 6leo essencial

A analise dos constituintes quimicos dos 6leos essenciais foi realizada no Laboratorio
de Pesquisas em Quimica Orgéanica de Sergipe (LABORGANICS) do Departamento de
Quimica (DQI) da Universidade Federal de Sergipe (UFS).

A andlise dos constituintes quimicos do O6leo essencial foi realizada utilizando
CG/EM/DIC (GCMSQP2010 Ultra, Shimadzu Corporation, Kyoto, Japdo) equipado com um
amostrador com injecdo automatica AOC-20i (Shimadzu). As separacGes foram realizadas em
uma coluna capilar de silica fundida Rtx®-5MS Restek (5%-difenil-95%-dimetilpolisiloxano)
(30 m x 0,25 mm), 0,25 um de espessura de filme, em um fluxo constante de Hélio 5.0 com
taxa de 1,2 mL.min%. As amostras (1,0 pL da solugio em acetato de etila) foram injetadas com
razdo do split de 1:10. A temperatura do forno iniciou a partir de 60 °C (permanecendo por 4
min) com taxa de aquecimento de 3 °C.min! até 220 °C, e entdo aquecida até 280 °C a 20
°C.min. As temperaturas do injetor e interface foram ambas 280 °C.

Os dados de espectrometria de massas (EM) (cromatograma de ions totais, CIT) foram
adquiridos no modo full scan (m/z 40-550) com velocidade de varredura de 0,3 scan/s usando
ionizac&o por elétrons (El) a 70 eV. A temperatura da fonte de ions foi 200 °C. A composi¢do
percentual de cada constituinte foi estimada pela area de cada componente dividida pela area
total de todos os componentes da amostra. O percentual dos compostos foi calculado através
das areas dos picos do CG-EM e dispostos em ordem de elui¢do do CG.

Os indices de retencdo foram obtidos injetando-se uma mistura de hidrocarbonetos
lineares (C7-Cao) e a identificacdo dos compostos foi realizada com base na comparacdo dos
indices de retencdo (VAN DEN DOOL; KRATZ, 1963) e na comparagdo computadorizada dos
espectros de massas adquiridos com aqueles armazenados no banco de dados de espectros de
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massas das trés bibliotecas do equipamento WILEY®8, NIST107 e NIST21, juntamente com
espectros de massas da literatura (ADAMS, 2007).

5.2.3. Insetos

Colbnias de A. sexdens foram adquiridas da criagdo massal do Laboratério de
Entomologia Florestal (LEFLO) do Departamento de Ciéncias Florestais (DCF) da
Universidade Federal de Sergipe (UFS), Sdo Cristovao-SE, mantidas em ambiente controlado
(25 £ 10° C e UR 70 % 10% UR). As coldnias artificiais eram constituidas de trés panelas:
jardim de fungo (1000 mL), lixo (500 mL) e alimentacdo (500 mL), sendo flocos de milho e
flores de Hibiscus sp. os alimentos ofertados frequentemente. As colonias foram mantidas em
laboratdrio até que o jardim de fungo atingisse o volume de 1000 mL, ideal para a realizacdo
dos bioensaios.

5.2.4. Bioensaio de nebulizagdo

O bioensaio foi conduzido no Laboratério de Entomologia Florestal (LEFLO) do
Departamento de Ciéncias Florestais (DCF) da Universidade Federal de Sergipe (UFS), Séo
Cristovéao-SE.

Um sistema de nebulizagdo com trés concentragdes (15, 30 e 60%) e um controle foi
utilizado para avaliar o efeito do 6leo essencial de C. citratus sobre col6nias de A. sexdens.

As concentracGes foram preparadas a partir de uma solucdo do 6leo essencial e um
adjuvante (6leo mineral), sendo homogeneizadas manualmente de modo a formar uma calda,
posteriormente colocadas na unidade nebulizadora do conjunto para nebulizagdo individual I-
205®. Para cada col6nia foram utilizados 5 mL da soluc¢éo de calda do produto, padréo utilizado
comercialmente (LOECK; GRUTZMACHER; STORCH, 2001). O controle foi realizado com
5 mL do 6leo mineral.

Todas as colonias foram pesadas antes da nebulizacéo e depois de cada avaliagdo, a fim
de verificar as alteraces no peso do fungo apos a nebulizacao.

As avaliagdes ocorreram aos 1, 2, 3, 7, 14, 28, 35, 42, 50 e 60 dias apos a aplicagdo dos
tratamentos, avaliando os seguintes parametros: alteracdo do peso do fungo; intoxicacao das
formigas; mortalidade das formigas; atividade das formigas, incluindo o transporte de alimento;
mudanca do fungo de panela; presenca de fungo na panela de lixo; desorganizacédo do fungo
simbionte; presenca de fungos filamentosos no fungo simbionte; mortalidade da rainha e;
aspectos gerais da colénia (FORTI et al., 1993).

5.2.5. Andlises estatisticas
Os dados dos pesos e mortalidade das colnias foram submetidos a anélise de variancia
e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, utilizando o software
SISVAR 5.6 (FERREIRA, 2014).

5.3. Resultados

5.3.1. Caracterizacao do 0leo essencial
Vinte trés componentes foram identificados no 6leo essencial de C. citratus,
correspondendo a 99,4% da composicdo total. Os constituintes majoritarios foram o0s
monoterpenos: geranial (51,9%) e o neral (41,1%) (Tabela 1) (Figura 1).

5.3.2. Bioensaio de nebulizagdo
Os dados dos pesos das colnias ndo diferiram entre os tratamentos e o controle (Fz 11 =
0,549; gl = 3; P > 0,663) antes da nebulizac¢do (Tabela 2).
As concentracOes do 0leo essencial de C. citratus avaliadas em coldnias de A. sexdens
foram eficientes, pois causaram a mortalidade das coldnias e das rainhas (Fz 11 = 14,667; gl =
3; P <0,001) (Tabela 3).
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As rainhas e as colbnias submetidas aos tratamentos morreram no decorrer de 19 dias,
em contraste com as colbnias submetidas apenas ao controle, as quais ndo apresentaram
alteracdes nos parametros observados apds a nebulizacdo, ndo havendo intoxicacdo e nem
mortalidade de operarias.

Apols a nebulizacdo, em todas as concentragdes do Oleo essencial de C. citratus
observou-se 0 aumento da intoxicacdo e mortalidade das formigas, auséncia do corte de flor e
incorporacdo no fungo simbionte, reducdo do volume do fungo simbionte e o crescimento de
fungos filamentosos.

Os principais sinais de intoxicacdo foram: oxidacdo do fungo, diminuicdo da atividade
de caminhamento das formigas, transferéncia das crias para a parte superior do fungo,
transferéncia das formigas mortas para a panela do lixo e também permanéncia na panela do
fungo, auséncia do comportamento de corte das flores, auséncia do carregamento dos flocos de
milho e incorporacdo no fungo e aumento da umidade na panela do fungo. Também foi
observado o crescimento de fungos filamentosos na panela do fungo.

Todas as coldnias foram pesadas ao final das avaliacdes para confirmar a reducdo do
volume do fungo simbiotico. Houve diferenca significativa entre o controle e os tratamentos
(F311 = 10,788; gl = 3; P > 0,003) (Tabela 2) (Figura 2 e 3).

5.4. Discussao

Este estudo investigou a composi¢do quimica do 6leo essencial de C. citratus e seu
potencial inseticida e fungicida em col6nias de A. sexdens em condi¢des de laboratério. Os
principais compostos encontrados no Oleo essencial foram geranial e neral, compostos
geralmente relatados em estudos conduzidos por diversos pesquisadores, como 0S mais
abundantes, mesmo em plantas de regides diferentes (ZHANG et al., 2016; BAYALA et al.,
2018; ALVES et al., 2019; SILVA et al., 2020a). Cymbopogon é um importante género de 6leo
essencial de gramineas aromaticas da familia Poaceae (MEENA et al., 2016). Cymbopogon
citratus (D.C.) Stapf é uma das espécies mais amplamente distribuida do género, com
comprovada atividade larvicida (SILVA et al., 2020a), inseticida (FEROZ, 2020) e
propriedades antibacteriana, antioxidante, antifingica e anticarcinogénica (EKPENYONG;
AKPAN; NYOH, 2015). Essas caracteristicas sdo atribuidas a presenca dos constituintes do
6leo essencial extraido das folhas, principalmente citral, uma mistura isométrica de neral e
geranial (KHANIKOR; BORA, 2011). A maior parte da propriedade inseticida do Gleo
essencial de C. citratus € devida ao citral, j& demonstrado em alguns estudos (SINTHUSIRI;
SOONWERA, 2013; PINTO et al., 2015; BHUMI; URVI; PRAGNA, 2017).

Concentrages de C. citratus aplicados nas colonias de A. sexdens causaram mortalidade
das rainhas e das colénias, isso pode ter acontecido devido aos mecanismos de acdo do 6leo
essencial, que podem ocasionar efeitos neurotdxicos em insetos devido a presenca de
terpenoides, envolvendo diversos mecanismos, notadamente por meio de GABA, sinapses de
octopamina e inibicdo da acetilcolinesterase (PAVELA; BENELLI, 2016). Muitos constituintes
de Oleos essenciais tém sido identificados como inibidores da AChE, incluindo monoterpenos
como neral, geranial e linalol (DOHI; TERASAKI; MAKINO, 2009; PICOLLO et al., 2008;
PERRY et al., 2000) presentes no 6leo essencial de C. citratus utilizado. A inibicdo da a¢do da
AChE desencadeia um desequilibrio, pois ndo acontece a hidrdlise da ACh nas sinapses,
provocando grande acimulo anormal de ACh, ocasionando uma grande estimulacdo nervosa
que leva a alteracbes comportamentais, asfixia, hiperatividade e finalmente a morte (SILVA et
al., 2020b).

A exposicdo a doses letais do 6leo essencial de C. citratus em adultos de Ulomoides
dermestoides Fairmaire (Coleoptera: Tenebrionidae) apresentaram efeitos como contragoes
musculares, locomogéo alterada, seguidas de paralisia irrecuperavel, indicativa de efeitos
neurotoxicos (PLATA-RUEDA et al., 2020a). Os efeitos no sistema nervoso de insetos-praga
ja foram relatados para outras espécies como Bemisia tabaci Gennadius) (Hemiptera:
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Aleyrodidae) (KIM et al., 2011), Callosobruchus maculatus Fabricius (Coleoptera:
Chrysomelidae) (ALVES et al., 2019), Trichoplusia ni Hiibner (Lepidoptera: Noctuidae) (TAK;
JOVEL; ISMAN, 2017), Sitophilus granarius Linnaeus (Coleoptera: Curculionidae) (PLATA-
RUEDA et al., 2020b), apds exposicdo ao 6leo essencial de C. citratus (por contato ou
fumigacdo).

Colonias de A. sexdens expostas, por nebulizacéo, ao 6leo essencial de Lippia sidoides
(Verbenaceae) exibiram diversas alteraces comportamentais, também verificadas neste
estudo, como oxidacdo do fungo, diminuicdo da atividade de caminhamento das formigas,
transferéncia das formigas mortas para a panela do lixo, auséncia do comportamento de corte
das flores, aumento da umidade na panela do fungo, crescimento de fungos filamentosos, além
da inatividade das coldnias e sobrevivéncia das rainhas durante todo o periodo de avaliacao
(SANTANA et al., 2018). A transferéncia das crias para a parte superior do fungo a fim de
evitar o ambiente contaminado pelo dleo essencial e a presenca de fungos filamentosos
evidenciam a quebra de equilibrio das col6nias tratadas com o dleo essencial (MUELLER et
al., 2002).

O volume do fungo simbiotico foi reduzido ap6s a exposicao ao 6leo de C. citratus,
indicando a sua acdo fungicida. O citral aplicado por fumigacdo sobre o fungo simbidtico
Leucoagaricus gongylophorus teve maior atividade fungistatica, a concentracdo deste
composto, necessaria para inibir 50% do crescimento micelial, foi cerca de 3,3 vezes menor
que a concentracdo do 6leo essencial do seu quimiotipo, e 0 composto citral, também teve efeito
fungicida na concentragdo 123,21 pL* por fumigagéo (MELO et al., 2020). Em experimentos
in vitro com o fungo L. gongylophorus em meio de cultura contendo diversas concentragdes de
azadiractina, apresentou menor crescimento da massa fingica, mesmo em baixas concentracdes
desse composto (AMARAL et al., 2020).

A reducdo da massa final do fungo observada nesse estudo e em outros trabalhos ocorre
devido a baixa produgdo de hifas, implicando diretamente na coldnia, pois as hifas séo
responsaveis pela disponibilidade de nutrientes para as rainhas e operarias (FORTI;
ANDRADE, 1999; AMARAL et al., 2020). As formigas cortadeiras se alimentam de nutrientes
liquidos encontrados na gongilidia, que sdo ricos em carboidratos, com 0s quais também
alimentam rainhas (MUELLER et al., 2001).

Em geral, a atividade antifingica do citral pode ser atribuida a sua capacidade de
penetrar nas células fangicas e alterar morfologicamente as mitocondrias, modificando as taxas
respiratorias (FAN et al., 2014; ALVES et al., 2018). A bioatividade do 6leo essencial de C.
citratus ja foi relatada em fungos fitopatogénicos (GONCALVES et al., 2015).

A mortalidade das coldnias e suas rainhas, neste estudo, ocorreram no periodo de 19
dias. Em col6nias A. sexdens, também em condi¢des de laboratério, tratadas com diferentes
concentracdes de indoxacarbe ocasionou valores na ordem de 60% de mortalidade, ja a
sulfluramida ocasionou 100% de mortalidade no periodo de 21 dias apdés a aplicacdo
(STEFANELLI; FORTI; GARCIA, 2020).

Em campo, colbnias de Atta sexdens rubropilosa tratadas com produtos comerciais a
base de sulfluramida tiveram a atividade dos formigueiros diminuida apos trés dias da aplicacdo
das iscas. A paralisacdo total média da atividade dos formigueiros tratados ocorreu em 20,55
dias, enquanto os ndo-tratados permaneceram com atividade normal (ZANETTI et al., 2004),
resultado semelhante ao encontrado neste estudo.

5.5. Conclusoes

Este estudo evidencia o potencial do 6leo essencial de Cymbopogon citratus como
inseticida para o controle de formigas cortadeiras e fungicida para o controle do fungo
simbionte. Este 0leo essencial causou perdas significativas no peso das colnias e mortalidade
das rainhas e operérias, evidenciando ser promissor para 0 desenvolvimento de novos
inseticidas para 0 manejo.
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Tabela 1. Constituintes quimicos do 6leo essencial de Cymbopogon citratus.

Pico tr Composto IRR exp.* IRR lit.** % é&rea do
(min) pico?
1 8.175 tricicleno 921 921 0,1
2 8.590 a-pineno 932 932 0,2
3 9.155 canfeno 946 946 1,2
4 10.660  6-metil-5-hepten-2-ona 985 981 0,7
5 10.835 mirceno 989 988 tr
6 12.495 limoneno 1027 1024 0,2
7 14.510 NI (cetona alifatica) 1070 - 0,4
8 15.825 linalol 1098 1095 0,3
9 18.250 NI 1147 - 0,1
10 18.410 citronelal 1151 1148 0,2
11 18.985 (2)-isocitral 1163 1160 0,3
12 19.520 rosefurano epdxido 1173 1173 tr
13 19.870 (E)-isocitral 1181 1177 0,8
14 23.135 neral 1240 1235 41,1
15 23.530 piperitona 1257 1249 tr
16 23.670 NI 1259 - tr
17 24.230 geranial 1271 1264 51,9
18 25.045 acetato de isobornila 1288 1283 tr
19 29.055 o-Ccopaeno 1375 1374 0,2
20 29.340 acetato de geranila 1381 1379 0,4
21 31.040 (E)-cariofileno 1420 1417 0,8
22 32.535 a-humuleno 1454 1452 tr
23 38.058 oxido de cariofileno 1585 1582 0,5
Total 99,4%

* Indice de retencéo experimental calculado de acordo com van den Dool & Kratz (1963);
** [ndice de retencéo da literatura (Adams, 2007);

2 NI= ndo identificado.

2 tr= trago, <0,1%; % da area do pico calculado pelo CG-EM.
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Figura 1. Cromatograma de ions totais (CIT) representativo do 6leo essencial de Cymbopogon
citratus.

Tabela 2. Pesos das coldnias de Atta sexdens (Hymenoptera: Formicidae) mantidas em laboratério antes
e depois da aplicacdo do 06leo essencial de Cymbopogon citratus em diferentes concentragdes.

Concentracdo (%) Peso antes (g) Peso ap6s 60 dias (g)
0 129,48 + 10,07 a 118,81+ 8,05a
15 111,66 + 10,07 a 056,16 £ 8,05 b
30 120,68 + 10,07 a 076,82 +£8,05b
60 117,29+ 10,07 a 074,83+8,05b

Os tratamentos (média * erro padrdo da média) seguidos pela mesma letra ndo diferiram
significativamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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Tabela 3. Atividade inseticida e fungicida do 6leo essencial de Cymbopogon citratus em diferentes
concentracdes em coldnias de Atta sexdens mantidas em laboratdrio.

Concentracgdo (%) Inatividade da Coldnia (%) Mortalidade da Rainha (%)
0 0x125a 0x125a
15 50+125ab 50+ 125ab
30 100+125 b 100+ 125 b
60 100+125 b 100+125 b

Os tratamentos (média *+ erro padrdo da média) seguidos pela mesma letra ndo diferiram
significativamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,001).

130-
120\

110-
B 100-
90-
80-

Peso

. Controle
70 — 15%
604 30%

— 60%

SO'WWWWW
0 7 14 21 28 35 42 49 56 63
Tempo(dias)

Figura 2. Variagdo do peso (g) das colonias de Atta sexdens (Hymenoptera: Formicidae) mantidas em
laboratério apds a aplicacdo do dleo essencial de Cymbopogon citratus em diferentes concentragdes
durante o periodo de avaliacao.
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Figura 3. Col6nias de Atta sexdens (Hymenoptera: Formicidae) submetidas a nebulizacdo com o 6leo
essencial de Cymbopogon citratus, 1 e 60 dias apds a nebulizacéo.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo evidencia o potencial do 6leo essencial de Cymbopogon spp. apresentando
atividade inseticida e alteragdes no comportamento das operérias de A. sexdens, além do
potencial inseticida e fungicida para o controle das col6nias, evidenciando ser promissor para
o0 desenvolvimento de novos inseticidas para 0 manejo de Atta sexdens.



