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RESUMO

OLIVEIRA, Bruna Maria Santos de. Atividade formicida de Aristolochia trilobata L.
(Aristolochiaceae) sobre formigas cortadeiras. Sdo Cristovao: UFS, 2015. 57p.
(Dissertacao — Mestrado em Agricultura e Biodiversidade).*

As formigas cortadeiras dos géneros Atta e Acromyrmex (Hymenoptera: Formicidae) sédo
insetos comuns na regido neotropical e importantes pragas em ambientes agricolas. Estes
organismos sdo frequentemente controlados com o uso de inseticidas organossintéticos, no
entanto, este método de controle é muitas vezes ineficiente. Isso tem gerado uma demanda
crescente na busca de alternativas de controle que sejam ambientalmente sustentaveis. Assim,
com o intuito de contribuir no controle, objetivou-se com este trabalho avaliar a atividade
formicida do 6leo essencial de Aristolochia trilobata e de seus compostos majoritarios sobre
as formigas cortadeiras Atta sexdens e Acromyrmex balzani. Para isso, foram realizados
inicialmente bioensaios de toxicidade por duas diferentes vias de exposicdo - contato e
fumigacdo. Uma vez determinada a via de exposi¢do com melhor atividade formicida foram
realizados, por esta via de exposicdo, bioensaios de toxicidade (concentracdo e tempo letal),
efeitos das misturas binarias (sinergismo, aditismo e antagonismo) dos compostos
majoritarios, repeléncia e irritabilidade. O 6leo essencial de A. trilobata foi obtido por
hidrodestilacdo do caule seco e a identificacdo/quantificacdo dos compostos foi realizada por
CG/EM/DIC. Foram identificados 25 compostos no 6leo essencial de A. trilobata, sendo a sua
maioria formada por monoterpenos. Os constituintes em maiores propor¢des foram o0s
monoterpenos: acetato de sulcatila (25,64%), limoneno (24,80%), p-cimeno (10,41%) e
linalol (9,51%). O 6leo essencial de A. trilobata e seus compostos majoritarios isolados foram
eficientes contra operarias de A. balzani e A. sexdens quando a via de exposicdo foi
fumigacédo. Estes compostos demonstraram eficiente atividade formicida sobre as espécies,
com CLssp variando de 2,18 a 6,73 pL mL™. Os monoterpenos linalol e acetato de sulcatila
quando aplicados isoladamente foram 1,6 e 1,7 vezes mais toxicos do que o dleo essencial de
A. trilobata para A. balzani. J& para A. sexdens, o composto p-cimeno foi 1,6 vezes mais
toxico do que o Oleo essencial. Operarias de A. sexdens foram mais tolerantes ao 6leo
essencial de A. trilobata e aos compostos linalol e acetato de sulcatila. O déleo essencial de A.
trilobata e seus compostos majoritarios atuaram de forma mais rapida sobre A. sexdens em
comparacdo a A. balzani. Na média, estes compostos demoraram 29,3 e 11,3 horas para
causar mortalidade na metade das populacGes de A. balzani e A. sexdens, respectivamente. Os
compostos majoritarios do 6leo essencial de A. trilobata atuaram de forma sinérgica na
toxicidade sobre A. balzani. Ja para a espécie A. sexdens a maioria das combinagdes entre 0s
compostos exibiu efeito aditivo. O 6leo essencial de A. trilobata e seus compostos
majoritarios foram repelentes e causaram grande irritabilidade as operarias de A. balzani e A.
sexdens. Assim, nossos resultados mostram o grande potencial do 6leo essencial de A.
trilobata e seus compostos majoritéarios para o desenvolvimento de novos formicidas.

Palavras-chave: plantas inseticidas, 0leos essenciais, formicidae, fumigacdo, sinergismo e
repeléncia.

* Comité Orientador: Leandro Bacci — UFS (Orientador), Ana Paula Albano Aradjo — UFS e Vinicius Albano
Aratjo-UFV.



ABSTRACT

OLIVEIRA, Bruna Maria Santos de. Ant activity of Aristolochia trilobata L.
(Aristolochiaceae) on leaf-cutting ants. Sdo Cristovado: UFS, 2014. 57p. (Thesis - Master of
Science in Agriculture and Biodiversity).

Leaf-cutting ants of Atta and Acromyrmex genus (Hymenoptera: Formicidae) are common
insects in the Neotropics region and an important pests in agricultural environments. These
organisms are often controlled using organosintetics insecticides, however, mostly products
are inefficient. This problem has generated a growing demand for environmentally safe
products to control these pests. Thus, in order to contribute with new methods of control, the
aim of this work was to evaluate the ant activity of essential oil of A. trilobata and its major
compounds on cutting ants Atta sexdens and Acromyrmex balzani. Initially, it was performed
toxicity bioassays by two different routes of exposure - contact and fumigation. Once
determined the exposure way with the best ant activity, this route was choosed to performe
the next experiments, bioassay toxicity (lethal concentration and time), effects of binary
mixtures (Synergistic, additive and antagonistic) of major compounds, repellency and
irritability. The essential oil of A. trilobata was obtained by hydrodistillation of the dried stem
and the identification / quantification of compounds was performed by GC/MS/FID. Twenty
Five compounds were identified in the essential oil of A. trilobata, that are mostly composed
of monoterpenes. The major constituents were the monoterpenes: sulcatyl acetate (25.64%),
limonene (24.80%), p-cymene (10.41%) and linalool (9.51%). The essential oil of A. trilobata
and their major compounds were effective against workers of A. balzani and A. sexdens when
the route of exposure was fumigation. These compounds have demonstrated efficient activity
on ant species A. balzani and A. sexdens, with LCssq ranging from 2.18 to 6.73 uL mL™. The
monoterpenes linalool and sulcatyl acetate when applied alone were 1.6 and 1.7 times more
toxic than the essential oil against A. balzani. As for A. sexdens, p-cymene was 1.6 times
more toxic than the essential oil of A. trilobata. Workers of A. sexdens were more tolerant to
the essential oil, linalool and sulcatyl acetate. The essential oil of A. trilobata and its major
compounds acted faster on A. sexdens compared to A. balzani. On average, these compounds
took 29.3 and 11.3 hours to cause mortality in half population of A. balzani and A. sexdens,
respectively. The major compounds of the essential oil of A. trilobata acted synergistically in
toxicity of A. balzani. As for A. sexdens most combinations of the compounds exhibited an
additive effect. The essential oil of A. trilobata and its major compounds were repellent and
caused great irritability to workers of A. balzani and A. sexdens. Thus, our results show a
great potential of the essential oil of A. trilobata and its major compounds for develop new
insecticides.

Keywords: insecticide plants; essential oils; Formicidae; fumigation; synergism; repellency.

* Supervising Committee: Leandro Bacci — UFS (Orientador), Ana Paula Albano Aradjo — UFS e Vinicius
Albano Araljo— UFV.



1. INTRODUCAO GERAL

As formigas cortadeiras dos géneros Acromyrmex Mayr (1865) e Atta Fabricius (1804)
(Hymenoptera: Formicidae: Myrmicinae) estdo entre os insetos mais comuns da regido
neotropical (DELLA LUCIA, 2003). Tais espécies sdo consideradas as principais pragas de
areas agricolas e florestais devido ao héabito de cortarem folhas (HEBLING et al., 2000).

Formigas cortadeiras possuem organizagdo social, habitam ninhos subterraneos e
apresentam uma interacdo simbidntica tritrofica (planta, formiga e fungo) (DELLA LUCIA e
VILELA, 1993). O material vegetal cortado é transportado pelas operarias para o interior de
seus ninhos e usado para cultivar o fungo simbionte que serve de alimento para a col6nia
(HOLLDOBLER e WILSON, 1990). Assim, mesmo sendo primariamente fungivoras, as
formigas exercem papel ecoldgico semelhante ao de herbivoros polifagos (GARCIA et al.,
2003). Apesar dos avancos em pesquisas sobre o controle de formigas cortadeiras, 0 método
de controle ainda mais utilizado é o quimico (ARAUJO et al., 2003; COSTA et al., 2008;
ZANETTI et al., 2008). Porém, o controle de formigas cortadeiras através do uso
indiscriminado de inseticidas organossintéticos tem resultado em uma gama de efeitos
negativos, tais como: contaminagdo do ambiente, fragmentacdo das coldnias, aumento do
namero de ninhos e da populacdo desses organismos (FONSCECA et al., 2010; KNAAK e
FIUZA, 2010).

Uma alternativa ao uso de pesticidas convencionais consiste na utilizacdo de produtos
naturais, os quais sdo fontes de substancias bioativas (NAKATANI et al., 2004). Dentre os
produtos naturais, as substancias derivadas de plantas sdo conhecidas por causar efeitos
deletérios de ordem fisioldgica e comportamental sobre insetos (RAJEDRAN e SRIRANJINI,
2008). A via de exposicdo dos insetos aos compostos das plantas inseticidas pode ser por
ingestdo, contato e/ou fumigacdo (KETOH et al., 2005) e as formas de utilizacdo podem ser
diversas, como por exemplo por meio de formulacdo em po, extratos e Oleos essenciais

(BAKKALLI et al., 2008). Os dleos essenciais de plantas tém apresentado inUmeras atividades
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sobre insetos afetando sua sobrevivéncia e comportamento (ALONSO e SANTOS, 2013;

AGUIAR-MENEZES, 2005 PANDEY, 2014).

Os 0leos essenciais de plantas sdo misturas complexas de terpenos e fenilpropandides
produzidos através do metabolismo secundario das plantas (BAKKALI et al., 2008). A
composi¢do do 6leo essencial pode variar entre espécies ou mesmo dentro de uma mesma
espécie devido as variagdes climéticas (p. ex.; temperatura, radiacao ultravioleta, atmosférica,
etc.) e aos fatores agronbmicos (p. ex.: disponibilidade hidrica, nutricdo, etc.) (GOBBO-
NETO e LOPES, 2007). Os compostos presentes nos Oleos essenciais se apresentam em
diferentes concentracdes (majoritarias e minoritarias). Assim, os efeitos bioldgicos dos 6leos
essenciais podem ser devido as interacdo entre tais moléculas, como resultado de efeitos
sinérgicos, aditismos, antagonimos e potenciacGes. Estes efeitos interativos podem ocorrer via
interacdo entre todas as moléculas presentes nos 6leos essenciais ou através da interacdo entre
determinados componentes, principalmente os majoritarios (BAKKALI et al., 2008).

A familia Aristolochiaceae Juss. é constituida por aproximadamente 600 espécies
distribuidas pelo mundo em regides subtropicais, tropicais e temperadas. Espécies desta
familia sdo encontradas principalmente na Asia, Africa, América do Norte e América do Sul
(WU et al., 2005; NASCIMENTO et al., 2010). As espécies do género Aristolochia tém sido
frequentemente relatadas como importantes plantas medicinais, tendo ac¢des terapéuticas no
tratamento de infeccdes, antidoto para picadas de cobra, enemagogas e acdo anti-fungica entre
outras (HEINRICHA et al., 2009).

Apesar do elevado potencial biativo das plantas deste género, até 0 momento, ndo se
tem relatos de sua utilizacdo no manejo alternativo de pragas agricolas. Assim, nesta
dissertacdo objetivou-se estudar a atividade formicida de Aristolochia trilobata contra
operarias das formigas cortadeiras Atta balzani e Acromyrmex sexdens, visando: (i) identificar
e quantificar os compostos presentes no seu 6Oleo essencial; (ii) estudar via de exposi¢do

destes insetos ao 6leo essencial e seus compostos majoritarios; (iii) avaliar a toxicidade do
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6leo essencial e seus majoritarios sobre as formigas; (iv) determinar se ha efeito sinérgico,
aditismo e/ou antagbnico proveniente da mistura binaria dos componentes majoritarios do
6leo essencial; e (v) observar as respostas comportamentais das operarias sob exposi¢cdo ao

6leo essencial e aos seus componentes majoritarios.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Considerac0es gerais sobre o controle de insetos pragas.

Insetos representam o grupo mais diversificado de organismos vivos (ZARBIN et al.,
2009), apresentando ampla importancia nos ecossistemas pelos diversos papéis ecoldgicos
executados. Contudo, no ambiente agricola e urbano, algumas espécies podem causar
prejuizos econdmicos, ganhando o status de praga.

Ao longo do tempo, 0 homem tem buscado formas de controle de insetos-praga a fim
de minimizar os danos causados por estes organismos (GALLO et al., 2002). Apesar da
relativa eficiéncia de alguns inseticidas convencionais (p. ex. organossintéticos) no controle
de insetos-praga, seu uso indiscriminado, tem causado uma série de problemas econdémicos,
sociais, ecolégicos e ambientais (GONCALVES et al., 2001; BETTIOL e MORANDI, 2009;
ZARBIN et al., 2009). Dentre estes, destacam-se: a indugdo de resisténcia dos insetos a
diversas classes de inseticidas, contaminacdo ambiental, intoxicacdo de aplicadores e
consumidores, efeitos indesejados em organismos nao-alvo e persisténcia ao longo da cadeia
tréfica (AGUIAR-MENEZES, 2005).

Vale destacar que o Brasil € o maior consumidor mundial de pesticidas sintéticos
(MERLINO, 2009). Aliado a este fato, dados do MAPA (2014) revelam que entre 2012 e
2013 houve um aumento de 26% na comercializacdo destes produtos. Nesse contexto, a busca
por metodos alternativos de menor impacto ambiental deveria ser considerada uma questao de
destaque no pais (ROEL, 2001). Dentre tais métodos, substancias extraidas de plantas
apresentam vantagens quando comparadas aos inseticidas sintéticos, como: principios ativos
rapidamente degradaveis, baixo nivel residual nos alimentos e menor toxicidade aos

mamiferos (MACHADO et al., 2007).



2.2. Formigas cortadeiras: biologia e status praga.

As formigas cortadeiras apresentam ampla distribuicdo na regido Neotropical,
ocorrendo desde os Estados Unidos até a Argentina (HOLLDOBLER e WILSON, 1990).
Apesar de serem primariamente fungivoras, tais formigas exercem papel ecolégico como
herbivoros polifagos (GARCIA et al., 2003) por cortarem fragmentos botanicos de vérias
espécies de plantas para a manutencdo das colbnias de fungos simbiontes da qual se
alimentam (ANTUNES e DELLA LUCIA, 1999).

Sendo insetos verdadeiramente sociais (=eussociais), as principais caracteristcs que 0s
define como sociais sdo: divisdo de trabalhos, com individuos responsaveis pela reproducéo e
individuos estéreies que sdo responsaveis pelas demais atividades; divisdo de tarefas entre
castas desde os cuidado com a prole, aimentacao e protecdo; sobreposicéo de geracgdes dentro
de um mesmo formigueiro (HOLLDOBLER e WILSON, 1990). As castas podem ser
diferenciadas morfologicamente ou de acordo com as atividades desempenhadas na coldnia,
sendo divididas em permanentes e temporarias. Castas permanentes sdo aquelas que
estdo sempre presentes na col6nia, sendo representadas por rainhas e operarias, cujas funcbes
primordiais incluem a postura de ovos; e o cuidado com a rainha, a prole e protecdo dos
formigueiros e forrageamneto, respectivamente. J& as castas temporarias sdo as que se
encontram na coldnia apenas no periodo de revoada e apresentam potencial reprodutivo
(HOLLDOBLER e WILSON, 1990; DELLA LUCIA et al., 2011).

As operarias sdo classificadas em quatro diferentes grupos e variam de tamanho de
acordo com as funcbes que exercem: i) jardineiras - cuidam do fungo e da prole; ii)
generalistas - empenhadas em diversas atividades, como incorporagdo do substrato nas hifas e
cuidados com a rainha; iii) forrageadoras - individuos que exploram, cortam e coletam a
vegetacdo; e iv) soldados - protegem o ninho contra invasores (WILSON, 1980; DELLA-
LUCIA e VILELA 1993). A divisdo das atividades entre as castas nas col6nias de insetos

eussociais representa vantagens, como por exemplo, a partilha de informacGes especialmente
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sobre a localizagdo de alimentos, o que permite a coldnia otimizar sua atividade de
forrageamento (DUNCAN e RATNIEKS, 2006).

Formigas cortadeiras dos géneros Acromyrmex Mayr (1865) e Atta Fabricius (1804)
estdo amplamente distribuidas pelo territorio brasileiro. As espécies do género Atta,
conhecidas popularmente como salvas, tém como caracteristica taxondmica trés pares de
espinhos dorsais, cabeca opaca e rugosa e liberam aroma semelhante ao citral quando suas
capsulas cefalicas sdo contraidas. J& as espécies do género Acromyrmex, vulgarmente
conhecidas como quenquéns, possuem de quatro a cinco pares de espinhos dorsais e
numerosos tubérculos na superficie do gaster (DELLA LUCIA e OLIVEIRA, 1993;
GONCALVES, 1961).

Estes géneros tém grande importancia nas regides neotropicais devido aos servigos
ecossistémicos prestados, como: revolvimento e melhoramento da drenagem do solo, aeragéo
e facilitacdo da penetracdo de raizes no solo e auxilio na ciclagem de nutrientes (DELLA
LUCIA e SOUZA, 2011).

Por outro lado, a degradacdo dos ambientes naturais, incluindo urbanizagdo néo
planejada e a agricultura, tém promovido aumento das populacdes de formigas cortadeiras,
como por ex. A. sexdens, A. laevigata e A. octospinosus. Tais espécies sdo consideradas
pragas e indicadores de areas florestais degradadas (FOWLER et al., 1989). O aumento da
densidade de formigas cortadeiras em areas de bordas florestais é atribuido principalmente ao
aumento da quantidade de plantas pioneiras, as quais sdo preferidas pelas formigas devido a
sua maior palatabilidade quando comparada as plantas tardias (WIRTH et al., 2007).

O aumento das populagdes de formigas cortadeiras causa elevados prejuizos (DELLA
LUCIA e OLIVEIRA, 1993; DELLA LUCIA, 2003; GARCIA et al., 2003; LOECK et al.,
2003; MARSARO JUNIOR et al., 2007). Estes organismos sdo sendo importantes pragas no
Brasil em razdo de sua vasta ocorréncia e dos prejuizos que causam a agricultura e

silvicultura, por cortarem fragmentos botanicos de varias espécies (ANTUNES e DELLA
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LUCIA, 1999). As formigas podem causar danos diretos as plantas através do corte de folhas,
flores, brotos e ramos, assim como por meios indiretos via redugdo do crescimento e aumento
das chances de mortalidade direta ou por reducdo da resisténcia a herbivoros e patdégenos

(ZANETTI et al., 2014).

2.3. Controle de formigas cortadeiras: principais metodos, dificuldades e alternativas.

Os principais métodos de controle de formigas cortadeiras sdo: mecénico, cultural,
bioldgico e quimico (ARAUJO e DELLA LUCIA, 2003). Os controles mecanicos e culturais
(aracdo, gradagem e enxadas) sdo pouco utilizados, em virtude da viabilidade restrita a
pequenas areas (BOARETTO e FORTI, 1997; OLIVEIRA et al., 2011). O uso de controle
bioldgico aplicado no combate de formigas usando fungos entomopatogénicos (Metarhizium
anisopliae e Beauveria bassiana) obteve eficiéncia de até 70%. Entretanto, em campo, 0
mesmo resultado ndo foi observado devido a dificuldade de aplicagdo e ao comportamento
social destes insetos que reduz a eficiéncia do uso de entomopatdgenos (ZANETTI et al.,
2008).

O controle quimico é realizado com inseticidas organossintéticos, por meio de
formulacdes de iscas tdxicas ou por aplicacdo direta nos ninhos, seja por termonebuliza¢do ou
por fumigantes (ANJOS et al., 1998). Este método é relativamente pratico e econbmico
quando comparado aos demais por demandar menor custo de méo de obra, e por permitir 0
controle de formigueiros em locais pouco acessiveis (BOARETTO e FORTI, 1997;
ZANETTI et al., 2008). Por outro lado, quando usado de forma inadequada, pode resultar na
contaminacdo do ambiente, causar fragmentacdo das coldnias, aumentar o nimero de ninhos e
consequentemente a populacéo desses organismos (FONSECA et al., 2010).

Della Lucia et al., (2008) consideram que a utilizacdo de inseticidas naturais
provenientes das plantas consiste em uma das melhores perspectivas para 0 manejo de

formigas cortadeiras. Da mesma forma, Isman (2006) considera que 0 uso de plantas toxicas
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as formigas ou ao seu fungo simbionte é de grande interesse, pelo fato de tais produtos

apresentarem alta volatilidade e consequente baixa persisténcia no ambiente, o que pode

contribuir para reducédo do risco de contaminacdo de organismos ndo-alvo.

2.4. Compostos boténicos no controle de formigas cortadeiras.

O Brasil é o pais com a maior diversidade vegetal do mundo. A grande variedade de
substancias presentes na flora brasileira representa um enrome potencial de possiveis
moléculas que podem ser utilizadas como inseticidas naturais (JBILOU et al., 2006;
MESSIANO et al., 2008). No entanto, o nimero de plantas que tem sua composicao quimica
estudada, ainda é muito reduzido apenas 8% das espécies vegetais da flora brasileira foram
estudadas em busca de compostos bioativos (ALVES, 2001; SIMOES et al., 2002). Portanto,
a busca por derivados botanicos constitui-se um campo de investigagdo aberto, amplo e
continuo (VIEGAS JR., 2003).

A utilizacdo de plantas com potencial inseticida para o controle de pragas ndo é uma
técnica recente. As plantas ja eram empregadas antes do advento dos inseticidas sintéticos. O
ressurgimento dos estudos com inseticidas botanicos deu-se pela necessidade de se dispor de
novos compostos ambientalmente mais seguros para 0 manejo de pragas (GALLO et al.,
2002).

Segundo Aguiar-Menezes (2005) a utilizacdo de inseticidas naturais tem obtido
grandes avancos, visto que ja existem produtos derivados de plantas disponiveis no mercado.
Dentre tais produtos ja comercializados, destacam-se: as piretrinas extraidas do crisantemo
Chrysanthemum cinerariafolium (Trev.), a nicotina proveniente de Nicotiana tabacum L., a
rotenona extraida de Derris sp. e Lonchocarpus sp. e a azadiractina isolada de Azadirachta
indica A. Juss (ROEL, 2001).

Apesar dos avancos, algumas limitagdes dificultam a competitividade destes produtos

no mercado, tais como: escassez de estudo dos recursos botanicos disponiveis, falta de
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padronizacdo e de controle de qualidade das formulagbes e dificuldades de registro

(AGUIAR-MENEZES, 2005).

A literatura apresenta uma variedade de espécies botanicas com potencial para uso no
manejo de pragas. O efeito de substancias de origem vegetal tem sido demonstrado promissor
no controle de formigas. Corréa et al. (1996) encontraram resultados positivos na mortalidade
de formigas Acromyrmex spp. pelo uso de sementes de gergelim Sesamum indicum. O éleo
essencial de Pogostemon cablin também teve efeito toxico e repelente sobre as formigas
urbanas Camponotus melanoticus, Camponotus novogranadensis e Dorymyrmex thoracicus
(ALBURQUEQUE et al., 2013). Propriedades toxicas do 6leo de mamona Ricinus communis
L. e do 6leo de pinhdo manso Jatropha curcas L. também j& foram testadas sobre Atta
sexdens rubropilosa (ALONSO e SANTOS, 2013). Jung et al. (2013) destacam o potencial
inseticida do Oleo essencial de pitangueira Eugenia uniflora e do extrato alcodlico de

cinamomo Melia azedarach L. sobre soldados de Atta laevigata.

2.5. Familia Aristolochiaceae.

A familia Aristolochiaceae é constituida por quatro géneros (Aristolochia, Asarum,
Saruma e Thottea) com aproximadamente 600 espécies descritas, presentes em regies
tropicais, subtropicais e temperadas (CAPELLARI JR., 2002).

Existem cerca de 100 espécies do género Aristolochia com distribuicdo no Brasil
(CAPELLARI JR., 2002; NEINHUIS et al., 2005; FRANSCISCO, 2008; NASCIMENTO et
al., 2010). As plantas desse género sdo trepadeiras, herbaceas, perenes com folhas alternas,
pecioladas e simples, possuem ramos lisos, flores isoladas, hermafroditas e zigomorfas, fruto
capsular cilindrico com sementes achatadas, ventralmente lisas e dorsalmente rugosas. O
género ocorre em diversos ambientes como floresta ombrofila, orla de mangue e regido de

dunas. Sua presenca tambem € significativa em zonas de restinga bem como em terrenos
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sombreados e levemente imidos das bordas das matas ou barrancas dos rios (NASCIMENTO
etal., 2010).

Messiano et al. (2008) evidenciam a partir de anélise de dados etnofarmacoldgicos
uma vasta aplicacdo para as diferentes espécies da familia Aristolochiaceae (p. ex.: abortivas,
antiasmaticas, antidiarréicas, antiinflamatorias, antireumaéticas, antiofidicas, antisépticas,
antitérmicas, depurativas, diuréticas, estomaticas, expectorantes, febrifugas, sedativas, além
de serem utilizadas no tratamento de inflamacGes pulmonares e em terapias de
emagrecimento, antiflngica e no tratamento de artrite e afeccBes da pele).

Embora tenha ampla utilizacdo medicinal, algumas espécies de Aristolochia podem
produzir um metabdlito secundério conhecido como &cido aristoloquico (AA), amplamente
estudado e descrito na literatura por demonstrar acentuada acdo toxica, o que pode causar
problemas nefrotdxicos e carcinogénicos, que podem afetar humanos e animais (IOSET et al.,
2003; ZHOU et al., 2004).

No entanto, pesquisas tem demonstrado que a composi¢cdo quimica dos o6leos
essenciais dassa planta varia entre e dentro de uma mesma espécie, dependendo do local e
condic@es de cultivo, bem como do periodo, do horério e estagio fenoldgico em que a planta
foi colhida (CHU & KEMPER, 2001). Estes fatores podem influenciar a composi¢do dos
componentes do 6leo essencial das espécies de Aristolochia, incluindo a presenca do acido
aristoloquimico.

Extratos de diferentes espécies de Aristolochia apresentaram bioatividade sobre a
lagarta da soja Anticarsia gemmatalis Hubner, 1818 (Lepidoptera: Noctuidae) (MESSIANO
et al., 2008) e o besouro castanho Tribolium castaneum (H.) (Coleoptera: Tenebrionidae)
(JBILOU et al., 2006). Desta forma, plantas desse género podem ser promissoras na
descoberta de novos compostos com potencial inseticida (JBILOU et al., 2006; MESSIANO
et al., 2008). No entanto, até 0 momento ndo se conhece estudos evidenciando o potencial de

A. trilobata no controle de pragas.
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2.6. Oleos essenciais de plantas como alternativas para novos inseticidas.

Produzidas e armazenadas em diferentes 6rgdos das plantas - como flores, folhas,
caules, raizes, rizomas, frutos e sementes - 0s 6leos essenciais sdo uma classe de substancias
originadas do metabolismo secundarios de plantas (AGUIAR-MENEZES, 2005;
REGNAULT-ROGER et al., 2012). Os oleos essenciais destacam-se pela diversidade de
atividades bioldgicas, tais como: defesa contra herbivoros e micro-organismos, protecdo
contra raios UV e atracdo de polinizadores ou animais dispersores de sementes (WALLING,
2000; GOBBO-NETO e LOPES, 2007; FUMIGALI et al., 2008).

Os 0leos essenciais sdo constituidos por misturas complexas de compostos organicos
volateis principalmente monoterpenos, sesquiterpenos, ésteres e fenilpropandides (RAI e
CARPINELLA, 2006; NERIO et al., 2010). A ANVISA (2007) define 6leos essenciais como
produtos volateis de origem vegetal obtidos por processo fisico de destilacdo ou outro método
adequado, apresentando-se isoladamente ou misturados entre si, retificados, ou como
concentrados desterpenados.

A atividade bioinseticida dos 6&leos essenciais inclui: toxicidade, repeléncia,
irritabilidade, atracdo, alteracbes no sistema hormonal, inibicdo de oviposicdo e da
alimentacdo, além de distdrbios no desenvolvimento e deformagdes (GONZAGA et al.,
2008).

Desta forma, 0 uso de dleos essenciais apresenta potencial quando aliado aos outros
métodos de manejo de pragas, podendo contribuir para manutencdo do equilibrio ambiental e
reducdo dos efeitos negativos ocasionados pela aplicacdo indiscriminada de inseticidas
organossintéticos (ISMAN, 2000; AGUIAR-MENEZES, 2005; COSTA et al.,, 2006;

MACHADO et al., 2007).
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2.7. Interagdes entre os constituintes dos 6leos essenciais.

Os 6leos essenciais sdo formados por inimeros compostos (20 a 60 constituintes)
presentes em diferentes concentracdes. A propor¢do dos constituintes dos dleos essenciais
pode variar com as caracteristicas genéticas, fatores abiodticos, 6rgdo de armazenamento e
métodos de extracdo da planta. Estes 6leos podem ser caracterizados por apresentarem dois ou
trés constituintes que sdo considerados componentes majoritarios, representado de 20 a 70%
da concentragdo total dos 6leos essenciais (BAKKALI et al., 2008).

As variagOes na composigdo dos constituintes dificultam o estabelecimento da relagéo
causa e efeito. Contudo, a presenca de mais de um composto ativo nos 6leos essenciais é uma
vantagem, ja que isto pode reduzir a possibilidade de desenvolvimento de resisténcia pelos
insetos (GALLO et al., 2002).

Bakkali et al. (2008) relatam que os efeitos bioldgicos dos 6leos essenciais podem ser
resultantes de sinergismo, aditismo ou antagonismo dos compostos majoritarios. Contudo,
componentes minoritarios também podem atuar como agentes sinérgicos, aumentando o efeito
dos principais constituintes através de uma variedade de mecanismos e, consequentemente
promovendo maior eficacia dos constituintes majoritarios (NERIO et al., 2010;
HUMMELBRUNNER e ISMAN, 2001).

A importancia do efeito sinérgico consiste no aumento da eficiéncia dos Oleos
essenciais (KOSTI'C et al., 2013). Assim, tal efeito permite a utilizacdo de menores
quantidades da mistura, possibilitando a reducao de custos com 0 manejo de pragas e 0s riscos

ao meio ambiente (RIBEIRO et al., 2003).
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Resumo: Plantas do género Aristolochia tém sido frequentemente relatadas como importantes
plantas medicinais em diversas partes do mundo. Apesar do elevado potencial biativo das
plantas deste género, até 0 momento, ndo se tem relatos dos seus efeitos sobre formigas
cortadeiras. Assim, objetivou-se com este trabalho avaliar a atividade formicida do Gleo
essencial de Aristolochia trilobata e de seus compostos majoritarios sobre as formigas
cortadeiras Atta sexdens e Acromyrmex balzani. Para isso, foram realizados bioensaios de vias
de exposicdo, toxicidade aguda, misturas binarias dos compostos majoritarios e ensaios
comportamentais. Foram identificados 25 compostos no éleo essencial de A. trilobata por
CG/EM/DIC. Os constituintes em maiores proporcdes foram: acetato de sulcatila, limoneno,
p-cimeno e linalol. O 6leo essencial de A. trilobata e seus compostos majoritarios isolados
foram eficientes contra operarias de A. balzani e A. sexdens quando a via de exposicao foi
fumigacdo. Estes compostos demonstraram répida e eficiente atividade formicida sobre as
formigas. Os compostos atuaram de forma sinérgica e aditiva sobre A. balzani e A. sexdens,
respectivamente; e causaram forte repeléncia / irritabilidade as formigas. Assim, Nnossos
resultados mostram o grande potencial do 6leo essencial de A. trilobata e dos seus compostos
majoritarios para o desenvolvimento de novos formicidas.

Palavras-chave: Aristolochiaceae; Formicidae; fumigacéo; sinergismo; repeléncia.
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Abstract: Plants from Aristolochia genus have been frequently reported as important
medicinal plants in mostly world. Despite the high bioactive potential of this plants, there
were not reported effects against leaf-cutting ants. Thus, the aim of this work was to evaluate
the ant activity of essential oil of Aristolochia trilobata and its major compounds on leaf-
cutting ants Atta sexdens and Acromyrmex balzani. For that were performed bioassays of two
exposure routes, acute toxicity, binary mixtures of major compounds and behavioral
experiments. Twenty five compounds were identified in the essential oil of A. trilobata by
GC/MS/FID. The constituents in higher proportions were sulcatyl acetate, limonene, p-
cymene, and linalool. The essential oil of A. trilobata and their major compounds were
effective against workers of A. balzani and A. sexdens when the route of exposure was
fumigation. These compounds showed a fast and efficient ant activity against this species. The
compounds acted synergistically and additively against A. balzani and A. sexdens,
respectively; and caused strong repellency / irritability on ants. Thus, our results show the
great potential of the essential oil of A. trilobata and its major compounds for the
development of new insecticides.

Keywords: Aristolochiaceae; Formicidae; fumigation; synergism; repellency.
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4.1. Introducéo

As formigas cortadeiras (Hymenoptera: Formicidae) destacam-se como umas das mais
importantes pragas nas regides neotropicais devido a sua alta abundancia, ampla distribuicéo e
aos enormes prejuizos econdmicos que causam a agricultura e silvicultura [1]. Um dos fatores
responsaveis pelo crescimento das populacdes destes organismos em &reas antropizadas é
atribuido ao aumento da densidade de plantas pioneiras (p. ex.: pobres em defesas quimicas)
em éareas de bordas florestais, 0 que ressalta a importancia dos compostos do metabolismo
secundario das plantas na regulacdo das populacBes de herbivoros. De fato, compostos de
defesa presentes naturalmente em plantas tém sido apontados como promissores no manejo de
formigas cortadeiras em detrimento dos inseticidas organossintéticos [2].

O uso indiscriminado de inseticidas convencionais tem resultado em uma gama de
efeitos negativos, tais como: contaminacdo do ambiente, fragmentacdo das colbnias e
aumento do namero de ninhos [3-4]. Assim, a busca por compostos ambientalmente mais
seguros e ao mesmo tempo eficientes, tem sido crescente nos ultimos anos. Neste contexto,
encontram-se 0s Oleos essenciais de plantas, os quais tém demonstrado toxicidade por
diferentes vias de exposicédo e diversos efeitos comportamentais em insetos praga [5].

Os 0leos essenciais de plantas sdo formados por varios compostos, em sua maioria
mono- e sesquiterpenos de baixo peso molecular. Por serem constituidos por misturas
complexas de diferentes compostos quimicos, a probabilidade de surgimento de resisténcia
em insetos é menor. Outras vantagens no uso desses produtos estédo relacionadas a sua rapida
degradacdo no ambiente, acdo rapida no organismo alvo e menor toxicidade aos mamiferos
[6]. Além destas caracteristicas, outro diferencial dos 6leos essenciais em relacdo aos outros
produtos (p. ex.: isolados derivados de plantas e inseticidas convencionais) consiste na
interacdo entre 0s componentes que compdem sua mistura. InteracBes sinérgicas, por
exemplo, podem potencializar os efeitos biologicos dos oOleos essenciais permitindo a

aplicacdo de dosagens menores, e consequentemente reducdo dos custos de manejo e dos
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riscos ambientais [7]. Ac¢Ges sinérgicas podem ocorrer entre compostos majoritarios presentes
nos 6leos essenciais promovendo assim aumento da eficacia do dleo [8-10].

A familia Aristolochiaceae Juss. é constituida por aproximadamente 600 espécies de
plantas distribuidas em regiGes subtropicais, tropicais e temperadas [11], sendo
frequentemente relatadas como importantes plantas medicinais [12]. Extratos de diferentes
espécies de Aristolochia também apresentaram bioatividade contra insetos [12,13]. No
entanto, o potencial de utilizacdo dos 6leos essenciais dessas plantas no controle de pragas
ainda n&o foi estudado.

No presente estudo, avaliamos a atividade formicida de Aristolochia trilobata contra
operarias das formigas cortadeiras Acromyrmex balzani e Atta sexdens, visando: (i) identificar
e quantificar os compostos presentes no seu 6Oleo essencial; (ii) estudar via de exposicdo
destes insetos ao 6leo essencial e aos seus compostos majoritarios; (iii) avaliar a toxicidade do
6leo essencial e de seus majoritarios sobre as formigas; (iv) determinar se ha efeito sinérgico,
aditismo e/ou antagbnico proveniente da mistura binaria dos componentes majoritarios do
6leo essencial; e (v) observar as respostas comportamentais das operarias sob exposicdo ao
6leo essencial e aos seus componentes majoritarios. A partir dos resultados da presente
investigacdo, o Gleo essencial de A. trilobata e seus compostos majoritarios - acetato de
sulcatila, limoneno, p-cimeno e linalol - foram caracterizados por apresentarem atividade
formicida por fumigagdo sobre A. balzani e A. sexdens, afetando a sobrevivéncia e o

comportamento destas espécies.
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4.2. Resultados e Discusséo
4.2.1. Caracterizacdo do 6leo essencial

Vinte e cinco compostos representando 98,72% da composicao do 6leo essencial de A.
trilobata foram identificados por CG/EM/DIC, sendo a sua maioria formada por
monoterpenos (84,83%) (Tabela 1). Os constituintes em maiores propor¢fes foram 0s
monoterpenos: acetato de sulcatila (25,64%), limoneno (24,80%), p-cimeno (10,41%) e
linalol (9,51%). Um total de 13 constituintes foram encontrados em concentracdes inferiores a
1% e oito compostos tiveram seus percentuais variando entre 1 e 6% (Tabela 1). Os &cidos
aristoléquicos comumente encontrados em plantas do género Aristolochia [14] ndo foram
detectados aqui. Estudos revelam que estes compostos causam efeitos nefrotdxico,
cancerigeno e mutagénico [15-17].

Os compostos majoritarios encontrados no dleo essencial de A. trilobata foram os
mesmos relatados por outros autores [18], embora no presente estudo estes se apresentaram
em proporcdes mais elevadas. Tal variacdo € comumente relatada, sendo determinada por
fatores genéticos e/ou ambientais [8,19]. O composto majoritério, acetato de sulcatila ja foi
considerado marcador para espécie [18]. Compostos ou classes de compostos podem ser
considerados marcadores para uma espécie vegetal quando tém correlacdo com seu efeito

bioldgico [20].

4.2.2. Bioensaios de vias de exposicao

O oleo essencial de A. trilobata e seus compostos majoritarios isolados foram
eficientes contra operarias de A. balzani e A. sexdens quando a via de exposicdo foi
fumigacdo. Estes compostos causaram mortalidades superiores a 80% por fumigacao apés 48
horas de exposicdo. J& na aplicacdo topica por contato a mortalidade foi inferior a 70 e 20 %

para as especies A. balzani e A. sexdens, respectivamente (Figura 1).
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Foi observado para o 6Oleo essencial de Pogostemon cablin toxicidade por contato
sobre as formigas Camponotus melanoticus, Camponotus novogranadensis e Dorymyrmex
thoracicus [21]. O mesmo n&o foi verificado em nosso trabalho. Assim, devido a auséncia de
toxicidade do dleo essencial de A. trilobata e de seus compostos majoritarios quando
utilizados por contato, este resultado possivelmente indica que tais compostos néo
conseguiram atravessar o exoesqueleto em quantidades letais quando aplicados por esta via de
exposicdo. Esta barreira a penetracdo pode ser determinada pela composi¢do quimica da
cuticula do inseto e/ou pelas propriedades fisico-quimicas dos compostos presentes no 6leo
essencial [8,22].

Por outro lado, todos os compostos analisados aqui mostraram forte efeito de
fumigacdo. A escassez de estudos que avaliem a toxicidade por fumigagdo de 6leos essenciais
sobre formigas impede comparacdes. No entanto, pode-se afirmar que tais compostos s&o
promissores como fumigantes, uma vez que causaram mortalidades superiores a 80% [23].

O efeito de fumigacdo dos dleos essenciais tem sido atribuido a penetracdo de seus
compostos através dos espiraculos dos insetos [24]. Isto ocorre porque estas estruturas nédo
constituem barreiras efetivas contra a penetracdo gasosa. Por esse motivo, a fumigacao
consiste na mais rapida e eficiente maneira dos mono- e sequiterpenos atingirem o sistema
nervoso dos insetos - provavel sitio de acdo destas substancias [25-26]. Alguns 6leos
essenciais sdo relatados por apresentarem modo de acdo neurotdxica por causarem
hiperatividade, tremores e paralisia do inseto apds o contato [27]. De fato, no presente estudo
foi observado que o 6leo essencial de A. trilobata e seus compostos majoritarios causaram
sintomas tipicos de intoxicacdo neurotoxica, como perda de coordenacdo motora e interrupgédo
das atividades normais das formigas [28].

Estudos prévios tém atribuido a toxicidade de mono- e sesquiterpenos presentes nos
oOleos essenciais de plantas a diversos mecanismos, tais como: atuacdo em sitios vulneraveis,

como o citocromo P450 [22]; interferéncia nos canais de calcio modulados pelo acido gama-



28
aminobutirico — GABA [29]; e interferéncia na a¢do da octopamina, um neuromodulador

encontrado somente em invertebrados [30]. No entanto, ndo se pode afirmar qual o
mecanismo esta atuando sobre os insetos estudados, sendo necessarios estudos adicionais

sobre os efeitos bioquimicos e farmacoldgicos.

4.2.3. Toxicidade aguda por fumigacao

O oleo essencial de A. trilobata demonstrou eficiente atividade inseticida sobre as
espécies A. balzani e A. sexdens. As concentraces do 0leo e de seus compostos majoritarios
necessarias para causar 50% de mortalidade das operarias de A. balzani e A. sexdens por
fumigacao ap6s 48 horas de exposicdo variaram de 2,18 a 5,72 uL L™ e 3,37 a 6,73 pL L™,
respectivamente (Tabela 2).

Os monoterpenos linalol e acetato de sulcatila quando aplicados isoladamente foram
1,6 e 1,7 vezes mais toxicos do que o 6leo essencial de A. trilobata para A. balzani. O mesmo
ndo ocorreu para p-cimeno e limoneno que causaram toxicidade inferior a esta espécie em
relacdo ao Oleo essencial. Ja para A. sexdens, 0os compostos limoneno, linalol e acetato de
sulcatila causaram toxicidade semelhante a observada para o 6leo essencial de A. trilobata.
Somente o monoterpeno p-cimeno foi 1,6 vezes mais toxico do que o 6leo para esta espécie
(Tabela 2).

A tolerancia entre as espécies de formigas foi variavel em relacdo aos compostos
estudados. Operarias de A. sexdens foram mais tolerantes ao 0leo essencial de A. trilobata e
aos compostos linalol e acetato de sulcatila. Ja A. balzani resistiu mais ao monoterpeno p-
cimeno. Limoneno causou toxicidade semelhante para ambas as espécies (Tabela 2).

A maior susceptibilidade de A. balzani (9,26 mg de massa corporal) em relacdo a A.
sexdens (15,09 mg de massa corporal) pode estar associada ao seu menor volume corporal e
consequente maior area especifica, 0 que confere maior exposi¢do aos compostos [31-33].

Uma vez que os volateis penetram pelos espiraculos, a constituicdo quimica da cuticula
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presente nestas estruturas também pode determinar uma maior ou menor penetracdo dos
compostos presentes no 6leo essencial de A. trilobata levando a variagdes na tolerancia das
espécies [22].

Alternativamente, a maior tolerancia de A. sexdens pode estar associada com a
insensibilidade do sitio-alvo ou metabolizacdo mais eficiente por enzimas destoxificativas
[22,31]. Considerando-se que muitos mono- e sesquiterpenos presentes no 6leo essencial de
A. trilobata atuam inibindo a enzima acetilcolinesterase nos insetos [30], alteragcdes nesta
enzima e/ou a velocidade com que ela catalisa a hidrolise do neurotransmissor acetilcolina
podem também ser responsaveis pela maior tolerancia das formigas do género Atta em relacéo
a Acromyrmex. Da mesma forma, maiores taxas de metabolizac&o dos terpenos de A. trilobata
promovidas por enzimas como as monooxigenases dependentes do citocromo P-450,
glutationa S-transferase e esterases podem ser responsaveis pela maior tolerancia das formigas
do género Atta [22,31].

A sobrevivéncia das operérias de A. balzani e A. sexdens expostas ao 6leo essencial de
A. trilobata e aos seus compostos majoritarios isolados na ClLg, foi significativamente
reduzida ao longo do tempo (Teste de Log-rank: 2 = 463,2; gl =5, P < 0,001 e Teste de Log-
rank: 2 = 338,0; gl =5, P < 0,001, respectivamente) (Figura 2). A rapida atividade formicida
do Oleo essencial de A. trilobata indica que a toxicidade ¢ mediada principalmente por
interacdo de seus constituintes com sitios alvos no sistema nervoso dos insetos [27].

A sobrevivéncia das espécies A. balzani e A. sexdens ap6s 60 horas foi superior a 90%
no tratamento controle. De forma geral, o 6leo essencial de A. trilobata e seus compostos
majoritarios atuaram de forma mais rapida sobre A. sexdens em comparagdo a A. balzani
(Figura 2). O maior tempo observado para causar morte de operarias de A. balzani quando
expostas ao 0leo essencial de A. trilobata e seus compostos majoritarios sugere uma possivel
utilizacdo futura desses produtos na forma de iscas granuladas, ja que haveria tempo para 0s

individuos carregarem os compostos toxicos para dentro da coldnia [9,34]. Por outro lado, a
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rdpida mortalidade obervada para A. sexdens sugere uma possivel utilizacdo direta nos ninhos

por meio do uso de pds-secos ou termonebulizacdo. Contudo, a aplicacdo pratica desses
produtos necessita do desenvolvimento de formulagdes adequadas a cada forma de aplicacéo
[35].

Os compostos p-cimeno e linalol causaram 100% de mortalidade em menos de 35
horas para ambas as espécies de formigas. O mesmo ocorreu para 0 Oleo essencial de A.
trilobata e limoneno para A. sexdens. Acetato de sulcatila também causou 100% de
mortalidade a A. sexdens, mas este efeito levou 47 horas para ocorrer (Figura 2). Essas
diferengas foram refletidas no tempo médio de sobrevivéncia (TLsy) observado para cada
composto (Figura 3). O tempo médio de sobrevivéncia ndo foi estimado para insetos expostos
ao tratamento controle devido a baixa taxa de mortalidade observada (<10%).

O oleo essencial de A. trilobata e seus compostos majoritarios atuaram de forma muito
rapida causando mortalidade na metade da populacdo de A. sexdens em menos de 20 horas.
Entretanto, foram necessarias 37,7; 43,5 e 35,8 horas para causar a mesma mortalidade em A.
balzani quando expostas ao 6leo essencial de A. trilobata, limoneno e acetato de sulcatila

(Figura 3).

4.2.4. Toxicidade das misturas binarias

Bioensaios utilizando misturas binarias dos compostos majoritarios do éleo essencial
de A. trilobata revelaram que estes compostos atuam de forma sinérgica na toxicidade sobre
A. balzani (Tabela 3). Ja para a espécie A. sexdens a maioria das combinacGes entre 0s
compostos exibiu efeito aditivo, exceto para p-cimeno + limoneno e limoneno e acetato de
sulcatila que exibiram efeitos antagonico e sinérgico, respectivamente (Tabela 3). O efeito
sinérgico observado entre 0s compostos majoritarios para A. balzani pode ajudar a explicar
porque o Oleo essencial (p. ex. mistura de todos os compostos) foi mais tdxico para esta

espeécie do que para A. sexdens.
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O sinergismo que ocorre entre 0s compostos presentes nos 6leos essenciais de plantas
pode resultar numa maior bioatividade do que a observada para os compostos isolados. Tais
efeitos sdo comuns em terpenos, compostos hidrofébicos que apresentam efeitos sinérgicos
sobre outros compostos solubilizando-os e facilitando sua passagem através das membranas
[30]. Assim, este tipo de acdo aumenta a eficiéncia desses produtos permitindo a utilizagéo de
menores quantidades em uma mistura para atingir niveis satisfatdrios de eficiéncia [36].

Além das interagBes entre 0os compostos majoritérios, existe ainda a possibilidade de
outras combinacfes também mostrarem efeitos sinérgicos. Constituintes minoritarios podem
atuar como agentes sinérgicos, aumentando a eficacia dos compostos majoritarios [9]. Estes
componentes desempenham importantes papéis em diversas caracteristicas do 6leo, tais como:
atracao hipo ou hidrofilica, fixacdo [8] e penetracdo em células [37].

Por outro lado, para A. sexdens, as misturas binarias mostraram efeito de aditismo,
sem ocorréncia de efeitos potencializados quando em conjunto. Estudos tém demonstrado que
interacbes complexas entre 0os componentes dos Oleos essenciais podem agir de diferentes
formas [33,38]. Dessa forma, este resultado é possivelmente explicado pelas diferentes
capacidades metabolicas e fisioldgicas das espécies de formigas frente as misturas de

compostos.

4.2.5. Bioensaios comportamentais

O comportamento de evitar superficies tratadas com o 6leo essencial de A. trilobata e
seus compostos majoritarios foi avaliado de duas formas - repeléncia (evitar sem contato) e
irritabilidade (evitar ap6s o contato) (Figuras 4 e 5).

O dleo essencial de A. trilobata e seus compostos majoritarios foram repelentes a A.
balzani e A. sexdens. Na média, os individuos destas espécies demoraram 53 e 46 % do tempo
para realizar o primeiro contato com a superficie tratada, respectivamente (Figura 4). N&o

houve diferencas significativas na repeléncia observada entre os tratamentos para A. balzani
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(Kruskal-Wallis: y2 = 6,61; g.l. =4; p = 0,158) e A. sexdens (Kruskal-Wallis: y2 = 2,36; g.l. =

4; p = 0,167). O comportamento de evitar os compostos sem contato confirma que estes
organismos detectam O&leos essenciais e seus constituintes por comunicagdes quimicas,
evitando-os quando tem chance de escolha [39]. O potencial repelente dos metabolitos
secundarios de plantas tem sido demonstrado sobre as mais variadas ordens de insetos [9].

Todas as substancias testadas causaram grande irritabilidade em A. balzani e A.
sexdens. Ndo houve diferencas significativas no tempo que o inseto permaneceu no lado nédo
tratado entre os tratamentos para A. balzani (Kruskal-Wallis: y2 = 2,93; g.l. = 4; p = 0,569) e
A. sexdens (Kruskal-Wallis: y2 = 6,81; g.l. = 4; p = 0,146). De forma geral, os insetos
passaram mais de 92% do tempo total (parado e movimentando) no lado ndo tratado apos o
contato (Figura 5). O comportamento de irritabilidade confirma que estes organismos, além
de detectar 6leos essenciais e seus constituintes por comunicagdes quimicas também possuem
sensilas uniporo responsaveis pela deteccdo destes compostos no contato [39].

Entender como esses organismos se comportam frente a produtos bioativos é
essencial, uma vez que formigas cortadeiras possuem recursos para reduzir a acdo de
compostos quimicos prejudiciais a elas e/ou ao fungo. Dentre os fatores comportamentais que
podem constituir obstaculos ao controle, destacam-se a comunicag¢do quimica, a sensibilidade
olfativa, capacidade de aprendizagem, seletividade e producdo de substancias antibioticas
[40]. Efeitos de repeléncia e/ou irritabilidade podem contribuir para evitar estes

comportamentos em formigas cortadeiras nas areas controle.

4.3. Material e Métodos
4.3.1. Local de coleta e material vegetal
O material vegetal foi coletado em area de manguezal no municipio de Pirambu,

Sergipe, Brasil (10°40°42”S, 36°52°25”W). A média anual de temperatura e precipitacdo
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pluviométrica da regido € de 26°C e 1.650mm, respectivamente, com periodo chuvoso de
marcgo a agosto [41].

Caules de 1 cm de didametro da espécie Aristolochia trilobata foram coletados em
plantas no estadio fenoldgico vegetativo das 9 as 12 horas durante os meses de fevereiro a
setembro de 2014. O material vegetal foi seco a 60 = 1°C por 4 dias em estufa de secagem
(Marconi MA 037) [42]. Espécimen testemunha foi depositada no Herbéario da Universidade
Federal de Sergipe com nimero de registro ASE 35.723, Departamento de Biologia, CCBS,

Sao Cristovdo, Sergipe, Brasil, 49100-000.

4.3.2. Obtencéo e analise do 06leo essencial

O dleo essencial foi obtido por hidrodestilagdo em aparelho tipo Clevenger [43].
Posteriormente, foi separado da fase aquosa e armazenado em frasco cor ambar sendo
mantido em freezer a -4°C até sua utilizacao.

A analise dos componentes do dleo 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 de didmetro interno, 0,25 mm de espessura de filme, em um fluxo constante de
Hélio 5.0 com taxa de 1,0 mL min-1.

A temperatura de injecdo foi de 280 °C, 1,0 pL (10 mg mL™) de amostra foi injetado,
com uma razdo de split de 1:30. A programacéo de temperatura do forno iniciou-se a partir de
50 °C (isoterma durante 1,5 min), com um aumento de 4 °C min™, até 200 °C, em seguida, a
10 °C min™ até 300 °C, permanecendo por 5 min. Para 0 CG/EM as moléculas foram
ionizadas por ionizagdo por elétrons com energia de 70 eV. Os fragmentos analisados por um
sistema quadrupolar programado para filtrar fragmentos/ions com m/z na ordem de 40 a 500

Da e detectados por um multiplicador de elétrons. O processamento de dados foi realizado
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com software CGMS Postrun Analysis (Labsolutions- Shimadzu).

O processo de ionizagdo para 0 CG/DIC foi realizado pela chama proveniente dos
gases hidrogénio 5.0 (30 mL min™) e ar sintético (300 mL min™). As espécies coletadas e a
corrente elétrica gerada foram amplificadas e processadas. O processamento de dados foi
realizado utilizando o software CG Postrun Analysis (Labsolutions- Shimadzu).

A identificacdo dos constituintes foi realizada com base na comparagdo dos indices de
retencao da literatura [44]. Para o indice de retencéo foi utilizando a equacao de Van den Dool
e Kratz (1963) [45] em relacdo a uma série homdloga de n-alcanos (nC9- nC18). Também
foram utilizadas trés bibliotecas do equipamento WILEYS8, NIST107 e NIST21 que permite a
comparacdo dos dados dos espectros com aqueles constantes das bibliotecas utilizando um

indice de similaridade de 80%.

4.3.3. Obtencdo dos compostos majoritarios

Foram considerados como majoritarios os compostos do 6leo essencial de A. trilobata
que, individualmente, apresentaram-se em proporc¢Oes acima de 6%: p-cimeno, limoneno,
linalol e acetato de sulcatila (Figura 6).

Padrdes dos compostos foram adquiridos da empresa Sigma-Aldrich® (Steinheim,
Germany), com excec¢do do acetato de sulcatila, que foi obtido a partir da sintese de sulcatona.
Para a obtencédo do (%)-acetato de sulcatila foi feita a reducdo quimica do composto 6-metil-5-
hepten-2-ona (sulcatona, 500 mg, 3,97 mmol, Sigma Aldrich®) (Figura 7).

A sulcatona foi adicionada em um baldo de fundo redondo com capacidade de 50 mL,
solubilizada em 10 mL de metanol e em seguida adicionou-se NaBH,4 (160 mg, 3,97 mmol).
A mistura foi mantida sob agitacdo magnética a temperatura ambiente por uma hora. Apds
esse tempo a reacdo foi interrompida com adigcdo de 1 mL de &dgua destilada.

A extracdo do produto obtido [(z)-6-metil-5-hepten-2-ol 2 (sulcatol)] foi realizada

com acetato de etila (20 mL). O acetato de etila foi removido por rotaevaporacao. O sulcatol
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foi completamente seco com N, com rendimento de 98% (500 mg, 3,91 mmol). Em seguida, 0

sulcatol) foi tratado com piridina (1 mL) e anidrido acético (1 mL) por 24 horas a temperatura
ambiente. Apds este tempo foram adicionados a mistura reacional 4 mL de HCI 10% e em
seguida foi extraido com acetato de etila (20 mL) da mistura reacional o 2-acetil 6-metil-5-
hepteno (acetato de sulcatila). O solvente foi removido por rotaevaporacdo. O acetato de

sulcatila foi completamente seco com N, com um rendimento de 83% (550mg, 3,24mmol).

4.3.4. Insetos

Operérias de Atta sexdens e Acromyrmex balzani foram obtidas diretamente de ninhos
provenientes do campus da Universidade Federal de Sergipe, Sdo Cristdvéo, Sergipe, Brasil
(10°54° S, 37°04° W). As formigas foram mantidas nos fragmentos dos ninhos em recipientes
plasticos redondos (50 x 20 cm) em condicGes ambiente (temperatura 25-27°C e umidade
relativa 60+5%) por 24h antes da realizacéo dos testes, sendo fornecida apenas dgua destilada

durante este periodo.

4.3.5. Bioensaios

Os bioensaios foram conduzidos em laboratério na Universidade Federal de Sergipe,
Séao Cristévao-SE, Brasil. Todos os tratamentos foram diluidos no solvente acetona (Panreac,
UV-IR-HPLC-GPC PAI-ACS, 99,9% pureza). Testes preliminares mostraram que este
solvente ndo afetou a sobrevivéncia das formigas. Os tratamentos consistiram no Oleo
essencial de A. trilobata e seus compostos majoritarios: p-cimeno, limoneno, linalol e acetato

de sulcatila. No controle foi utilizado apenas o solvente acetona.

4.3.5.1. Vias de exposicao
A toxicidade do oOleo essencial de A. trilobata e de seus compostos majoritarios foram

avaliados por duas vias de exposicdo: aplicacao topica por contato e fumigacéo. Inicialmente
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foram utilizadas a dose de 10 pug mg™ no bioensaio de contato e a concentracéo de 10 uL L™

no bioensaio de fumigacdo para determinar a eficiéncia dos tratamentos por estas vias de
exposicdo. Testes preliminares com outras especies de formigas indicaram serem esta dose e
concentragdo boas indicadoras de eficiéncia. Testes posteriores foram realizados com a via de
exposicdo mais eficiente.

Nos dois bioensaios o delineamento experimental foi interamente 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 no mesmo tamanho para cada espécie de formiga. Para calculo
da dose, as massas médias de A. balzani e A. sexdens foram obtidas medindo-se a massa de 30
individuos utilizando uma balanca analitica de precisdo de 0,01 mg (Shimadzu, AUW220D).
AvaliacOes de mortalidade foram realizadas 48 horas apds a montagem dos bioensaios. Foram
considerados mortos os individuos que se mantiveram imoveis e ndo responderam a nenhum
estimulo.

No bioensaio de aplicacdo topica 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 operérias. Testes prévios indicaram
que este nimero de formigas por placa e a condicdo de umidade garantem maior tempo de
sobrevivéncia dos individuos. As placas com as formigas foram mantidas em freezer a -4°C
por 1 min para reduzir a atividade das mesmas e permitir a aplicacéo topica dos tratamentos.
Testes prévios indicaram que esta temperatura por este tempo nédo afetam a sobrevivéncia das
formigas. Em cada individuo foi aplicado 1 pL do Oleo essencial de A. trilobata, dos
compostos majoritarios e de acetona (controle) na regido protoracica com o auxilio de uma
microseringa Hamilton® de 10 uL. As placas contendo os insetos tratados foram cobertas
com filme plastico de PVC e acondicionadas em estufa tipo B.O.D.

No bioensaio de fumigacao cada repeticdo foi constituida por um pote de vidro (250
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mL) forrado no fundo por papel filtro umedecido com 0,5 mL de agua destilada contendo sete

operérias. Testes prévios indicaram que este nimero de formigas por pote e a condicdo de
umidade garantem maior tempo de sobrevivéncia dos individuos. Os tratamentos (6leo
essencial de A. trilobata e os compostos majoritarios) foram aplicados com o auxilio de uma
microseringa Hamilton® 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. Pedaco de papel filtro de (1 cm?)
foi o substrato de dispersdo dos volateis que recebeu o tratamento, uma linha manteve esse
papel no centro do pote, fora do alcance das formigas, evitando assim o contato. Foram
utilizados 10 pL da solucéo do 6leo essencial de A. trilobata e de cada composto majoritario.
Os potes foram fechados hermeticamente com tampa plastica e filme de PVC e

posteriormente colocados em estufa incubadora tipo B.O.D.

4.3.5.2. Toxicidade aguda por fumigacgéo

A toxicidade aguda por fumigacédo foi analisada por meio das concentragdes e tempos
letais do 6leo essencial de A. trilobata e seus compostos majoritarios sobre as duas espécies
de formigas.

Para a determinagdo das concentragdes letais (CLsp e ClLgo) 0S procedimentos
empregados foram semelhantes aos utilizados no bioensaio de fumigagdo (ver item 4.3.5.1.).
No entanto, foram utilizadas 14 e 10 concentrac6es do 6leo essencial de A. trilobata e de cada
composto majoritario para se determinar as curvas de concentracdo-mortalidade de A. balzani
e A. sexdens, respectivamente.

Para determinacdo dos tempos letais (curvas de sobrevivéncia e TLsg) 0s
procedimentos empregados foram semelhantes aos utilizados no bioensaio de fumigagéo (ver
item 4.3.5.1.). No entanto, foi utilizada apenas uma concentracdo (CLgy determinada
bioensaio anterior para cada tratamento) com 10 repeticdes. As avaliacdes de mortalidade

foram realizadas a cada 30 minutos nas duas primeiras horas ap0s a montagem do
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experimento, a cada 60 minutos até 7 horas, a cada 120 minutos até 23 horas e, posteriomente,

a cada 240 minutos até 60 horas.

4.3.5.3. Toxicidade das misturas binarias

Os efeitos de toxicidade aguda por fumigacdo da mistura binéria dos compostos
majoritarios de A. trilobata (p-cimeno, limoneno, linalol e acetato de sulcatila) foram
determinados com procedimentos semelhantes aos utilizados no bioensaio de fumigacgéo (ver
item 4.3.5.1.).

Inicialmente, os valores das CLsy dos compostos mais eficazes determinadas no
bioensaio de fumigagdo (ver Tabela 3) foram utilizados para determinar as concentragdes
utilizadas nestes bioensaios. Foram formados pares seguindo esta relacdo de eficiéncia
utilizando as concentragdes dos limites inferiores e superiores dos intervalos de confianca das
CLsp dos compostos mais eficazes proporgéo de 1:1.

Os compostos majoritarios foram aplicados isoladamente e em mistura nestas
concentracOes para cada espécie de formiga para permitir as comparacdes. Mortalidades reais
foram comparadas com as mortalidades esperadas e os efeitos das misturas binarias foram

classificados como aditismo, sinergismo ou antagonismo.

4.3.5.4. Bioensaios comportamentais

Os efeitos comportamentais do 6leo essencial de A. trilobata e de seus compostos
majoritarios sobre operérias de A. balzani e A. sexdens foram divididos em repeléncia (evitar
sem o contato) e irritabilidade (evitar apos o contato) [46].

Os bioensaios foram realizados em arenas formadas por placas de Petri de vidro (9 e 2
cm) forradas no fundo por papel filtro dividido em metades tratada e ndo-tratada (somente
acetona). O tratamento dos discos consistiu na aplicacdo de 0,4 mL da solucdo dos

tratamentos a 1%. Esta concentracdo ndo causa mortalidade aos individuos durante o periodo
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avaliado. As partes tratadas e ndo-tratadas foram colocadas em capela de exaustdo por 5
minutos para evaporacgao do solvente. As metades do papel filtro (tratada e ndo-tratada) foram
fixadas com fita dupla face no fundo das placas.

No centro das arenas foi inserida uma Unica operaria adulta de A. balzani ou A.
sexdens. Para cada combinacdo de espécie x tratamento foram realizadas 20 repeticdes,
totalizando 200 arenas. As observagOes consistiram em registrar por 15 minutos ininterruptos
0 tempo que a formiga permaneceu parada e em movimento em cada lado da placa; e o tempo
gasto para o primeiro contato com a area tratada. Foi considerado um contato quando a
formiga permaneceu por mais de 1s na area tratada.

A repeléncia foi mensurada considerando-se 0 tempo gasto para a formiga ter contato
com o lado tratado, sendo que quanto maior o tempo gasto maior a repeléncia do tratamento.
Ja a medida de irritabilidade consistiu no tempo em que a formiga permaneceu (parada e/ou
caminhando) em cada lado da placa apds o primeiro contato, sendo que quanto maior o tempo

no lado ndo-tratado, maior a irritabilidade.

4.3.6. Andlises estatisticas

Os resultados de mortalidade dos bioensaios de vias de exposicdo, toxicidade aguda
por fumigacao para determinacdo das CLs e toxicidade das misturas binérias foram corrigidos
em relacdo a mortalidade ocorrida na testemunha usando-se a formula de Abbott (1925) [47].

Para determinacdo da eficiéncia da via de exposi¢do foi utilizado o critério para
registro de um inseticida no Ministério da Agricultura e Pecuaria do Brasil, de que 0 mesmo
cause mortalidade minima de 80% [23].

Analises de Probit foram realizadas para determinar as curvas concentracdo-
mortalidade do 06leo essencial de A. trilobata e dos compostos majoritarios para cada espécie
de formiga. Foram aceitas curvas com probabilidade maior que 0,05 de aceitacdo da hipotese

de nulidade pelo teste %> Por meio destas curvas foram obtidas as concentracdes letais (CLso
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e CLgy) com seus respectivos intervalos de confianga a 95% de probabilidade usando o

software SAS [49]. As CLs foram comparadas pelo critério da ndo-sobreposicdo 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 usando o software SAS [48]. Este procedimento ndo-paramétrico
permite a estimativa de curvas de sobrevivéncia obtidas através 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
populacbes das espécies de formigas para cada tratamento.

Nos bioensaios de misturas binarias as mortalidades esperadas foram calculadas
segundo a formula descrita por Hummelbrunner e Isman [10]:

E=0a+0b(1-0a),

onde: E é a mortalidade esperada e Oa e Ob sdo mortalidades observadas dos
COMpOStos puros.

Os efeitos das misturas binarias foram classificados por meio de comparacgdes entre o
x? calculado e o0 % tabelado (% = 3,84; g.l. = 1; o = 0,05). O % foi calculado da seguinte
forma:

v’ = (Om- E)%/ E,

onde: Om é a mortalidade observada da mistura binéria.

Valor do par analisado com xzca. < 3,84 o efeito € de aditismo (também chamado néo-
efeito). Valor do par analisado com y%. > 3,84 o efeito é de sinergismo ou antagonismo.
Neste Ultimo caso deve-se observar as mortalidades esperadas e observadas das misturas
binarias.

Os dados dos bioensaios de comportamento foram submetidos a andlises para
investigar as pressuposi¢des de normalidade e homogeneidade de variancia usando o software

SAS [49]. Posteriormente, os dados de repeléncia e irritabilidade foram submetidos ao teste
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ndo paramétrico de Kruskal-Wallis seguidos por Wilcoxon a p < 0,05 usando o software SAS

[49].

4.4. Conclusodes

O oleo essencial de A. trilobata e seus constituintes majoritarios p-cimeno, limoneno,
linalo e acetato de sulcatila apresentam rapida e elevada toxicidade por fumigacdo para as
espécies de formigas cortadeiras A. balzani e A. sexdens. Além de todos os tratamentos
reduzirem significativamente a sobrevivéncia das espécies de formigas, também causaram
fortes efeitos comportamentais de repeléncia e irritabilidade. Para A. balzani, 0s compostos
majoritarios mostram efeito sinérgico, o que possibilita a utilizacdo de dosagens menores para
seu controle.

Estudos adicionais deverdo ser realizados a fim de elucidar as atividades destes
compostos em condi¢cdes ambientais. Esse trabalho demonstra que o éleo essencial de A.
trilobata e seus majoritarios podem consistir em alternativas ao uso de inseticidas

convencionais representando fontes promissoras para novas moléculas formicidas.
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Tabela 1. Composicdo do Oleo essencial de Aristolochia trilobata caracterizado por
CG/EM/DIC

Composto Tempo de indice de Area do pico
P retencdo (min) retencédo® (%)°
Tricicleno 8,985 929 1,88+0,02
Céanfeno 9,469 944 3,24+0,012
b-pineno 10,353 973 1,05+0,02
Mirceno 10,681 984 0,68+0,03
6-Metil-5-hepten-2-ol* 10,728 985 0,64+0,08
p-cimeno 11,859 1020 10,41+0,03
Limoneno 12,021 1025 24,80+0,26
(2)-b-ocimeno 12,546 1041 5,27+0,42
Linalol 14,257 1092 9,51+0,05
Acetato de sulcatila 15,220 1122 25,64+0,45
Borneol 16,568 1165 0,64+0,05
a-terpineol 17,328 1189 0,28+0,02
Acetato de bornila 20,222 1283 0,79+0,007
b-elemeno 23,345 1391 0,30£0,012
(E)-cariofileno 24,260 1424 1,15+0,03
Aromadendreno 24,633 1438 0,27+£0,01
Allo-aromadendreno 25,415 1467 0,27+£0,0
Germacreno D 25,922 1485 0,70+0,007
Biciclogermacreno 26,343 1501 1,52+0,02
d-cadineno 26,933 1524 0,40+0,06
Espatulenol 28,508 1586 3,04+0,10
Globulol 28,695 1594 4,29+0,13
Viridiflorol 28,903 1602 0,49+0,03
Isoespatulenol 29,971 1646 0,94+0,05
a-Cadinol 30,348 1662 0,55+0,05
Monoterpenos (%) 84,83
Sesquiterpenos (%) 13,89
Total (%) 98,72

% Indice de retencdo calculado utilizando a equacdo de Van den Dool e Kratz 1963 em relagdo a uma série
homdloga de n-alcanos (nC9- nC18).
® Valores (+ EPM) do contetido dos compostos obtido pela média de trés diferentes determinacdes e foram

obtidas por CG/EM/DIC.
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Figura 1. Toxicidade do 6leo essencial de Aristolochia trilobata e seus compostos
majoritarios sobre operarias de Acromyrmex balzani (A) e Atta sexdens (B) por aplicacdo

topica (10 pg mg™) e fumigacdo (10 uL L™) ap6s 48 horas de exposicao.
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Tabela 2. Toxicidade do o¢leo essencial de Aristolochia trilobata e seus compostos
majoritarios sobre operarias de Acromyrmex balzani e Atta sexdens por fumigagdo apos 48
horas de exposicéo.

CLs (1C 95%) CLg (IC 95%)

N° de

Tratamento insetos (L LY (L LY Bt # p-valor
Acromyrmex balzani
A. trilobata 239 @, 4?%74? 13) (7,631:23,68) 324 015 098
p-cimeno 490 (@, 44195 56) (13,32123,83) 2,44 13,73 0,05
Limoneno 546 (5,352’_75114) (9,3190-’13;1,68) 498 061 0,74
Linalol 238 (1’922’_43921) (10’3223,99) 1,48 355 0,81
Acetato de sulcatila 266 (2,026’-128, 30) 3, 13133? 76) 6,75 1,67 0,56
Atta sexdens
A. trilobata 476 (4,656?234) (16,?&%,33) 220 024 0,88
p-cimeno 420 (2,6?;9’37,04) (13,213;:;13,86) 1,77 036 0,83
Limoneno 420 (4,556,-36528) (21,5213,74) 1,75 5,18 0,15
Linalol 308 (4,657,—364:28) (14,;4?:?3,61) 224 1,72 0,57
Acetato de sulcatila 330 5, 4513 40) (12,5212‘3,72) 261 194 0,61

! p=inclinaco da curva.
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Figura 2. Curvas de sobrevivéncia do 6leo essencial de Aristolochia trilobata e seus

compostos majoritarios sobre operarias de Acromyrmex balzani (A) e Atta sexdens (B) por

fumigagéo na CLgo dos bioensaios de toxicidade.
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Figura 3. Tempo letal médio de operarias de Acromyrmex balzani (A) e Atta sexdens (B)
expostas por fumigacdo na Clgy dos bioensaios de toxicidade ao Oleo essencial de
Aristolochia trilobata e seus compostos majoritarios. Os boxes indicam a mediana e a

dispersdo (quartis superior e inferior). A linha tracejada representa a média da TLso.
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Tabela 3. Efeito de misturas binarias dos compostos majoritarios do 6leo essencial de Aristolochia trilobata sobre operarias de Acromyrmex

balzani e Atta sexdens por fumigacgéo ap6s 48 horas de exposicao.

Mortalidade (%)

Composto A Composto B (Cﬁnfii) Composto puro Mistura Binéria %2 Efeito
H Observado A Observado B Esperado Observado
Acromyrmex balzani
Acetato de sulcatila Linalol 2,30+2,30 21,43 19,64 36,86 67,86 26,06 Sinergismo
Acetato de sulcatila Linalol 2,06+2,06 7,14 10,71 17,09 39,29 28,82 Sinergismo
Acetato de sulcatila p-cimeno 2,30+2,30 21,43 25,00 41,07 62,50 11,18 Sinergismo
Acetato de sulcatila p-cimeno 2,06+2,06 7,14 5,36 12,12 23,21 10,16 Sinergismo
Acetato de sulcatila Limoneno 2,30+2,30 21,43 3,57 24,23 46,43 20,32 Sinergismo
Acetato de sulcatila Limoneno 2,06+2,06 7,14 3,57 10,46 32,14 44,95 Sinergismo
Linalol p-cimeno 3,21+3,21 16,07 23,21 35,55 67,86 29,35 Sinergismo
Linalol p-cimeno 1,92+1,92 10,71 3,57 13,90 30,36 19,47 Sinergismo
Linalol Limoneno 3,21+3,21 16,07 5,36 20,57 66,07 100,67  Sinergismo
Linalol Limoneno 1,92+1,92 10,71 5,36 15,50 26,79 8,22 Sinergismo
p-cimeno Limoneno 5,56+5,56 51,79 14,29 58,67 87,50 14,16 Sinergismo
p-cimeno Limoneno 4,41+4,41 44,64 17,86 54,53 82,14 13,99 Sinergismo
Atta sexdens

p-cimeno Linalol 4,04+4,04 89,29 75,00 97,32 78,57 3,61 Aditismo
p-cimeno Linalol 2,69+2,69 32,14 64,29 75,77 60,71 2,99 Aditismo
p-cimeno Limoneno 4,04+4,04 89,29 32,14 92,73 50,00 19,69 Antagonismo
p-cimeno Limoneno 2,69+2,69 32,14 10,71 39,41 32,14 1,34 Aditismo
p-cimeno Acetato de sulcatila 4,04+4,04 89,29 60,71 95,79 92,86 0,09 Aditismo
p-cimeno Acetato de sulcatila 2,69+2,69 32,14 28,57 51,53 42,86 1,46 Aditismo
Linalol Limoneno 6,28+6,28 75,00 78,57 94,64 100,00 0,30 Aditismo
Linalol Limoneno 4,67+4,67 67,86 25,00 75,89 78,57 0,09 Aditismo
Linalol Acetato de sulcatila 6,28+6,28 75,00 64,29 91,07 100,00 0,88 Aditismo
Linalol Acetato de sulcatila 4,67+4,67 67,86 46,43 82,78 96,43 2,25 Aditismo
Limoneno Acetato de sulcatila 6,28+6,28 78,57 64,29 92,35 82,14 1,13 Aditismo
Limoneno Acetato de sulcatila 4,56+4,56 14,29 42,86 51,02 75,00 11,27 Sinergismo

! Limites do intervalo de confianca das CLs, dos compostos determinadas no bioensaio de toxicidade.
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Figura 4. Repeléncia de operarias de Acromyrmex balzani e Atta sexdens expostas durante
15min ao 6leo essencial de Aristolochia trilobata e seus compostos majoritarios em arenas de
papel de filtro (6 cm de didmetro).
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Figura 5. Irritabilidade de operarias de Acromyrmex balzani e Atta sexdens expostas durante
15min ao 6leo essencial de Aristolochia trilobata e seus compostos majoritarios em arenas de

papel de filtro (6 cm de didmetro). * Indica diferenca significativa entre a area tratada e ndo

tratada da arena (Teste de Kruskal-Wallis, p < 0,05).
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Figura 6. Compostos majoritarios encontrados no 6leo essencial de Aristolochia trilobata. (1)
p-cimeno, (2) limoneno, (3) linalol e (4) acetato de sulcatila.
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Figura 7. Esquema de sintese do acetato de sulcatila. (1) sulcatona, (2) sulcatol e (3) acetato

de sulcatila.



