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RESUMO

SILVA-COSTA, Daniela Domicia da. M.Sc. Universidade do Estado de Mato
Grosso, fevereiro de 2022. POTENCIAL INSETICIDA E CARACTERISTICAS
ANATOMICAS E FITOQUIMICAS DE FOLHAS DE Apeiba tibourbou (Aubl.).
Orientadora: Dra. Juliana Garlet

A espécie Apeiba tibourbou (Aubl.) pertence a familia Malvaceae, é
conhecida popularmente como pente de macaco e pau de balsa, € amplamente
utilizada na medicina popular. Os individuos pertencentes a familia Malvaceae
possuem em seu metabolismo secundario uma variedade de compostos
quimicos que atuam no mecanismo de defesa contra herbivoria como os
alcaloides, taninos e saponinas. A compreensao das caracteristicas fisicas e dos
compostos quimicos presentes nas plantas com propriedades inseticidas tem
sido importante para o desenvolvimento de novas técnicas de manejo e novos
produtos fitossanitarios de baixo impacto ambiental. Em pesquisa bibliogréfica
observou-se uma escassez de dados a respeito da espécie Apeiba tibourbou, e
sua composicdo quimica e anatbmica. O presente trabalho descreve
caracteristicas anatémicas, histoquimicas e fitoquimicas presente nas folhas de
Apeiba tibourbou, e avalia 0 seu potencial inseticida no controle de Aphis
craccivora Koch (Hemiptera: Aphididae) e Atta sexdens L. (Hymenoptera:
Formicidae). As analises fitoquimicas, histoquimicas e a descricdo anatdomica
possibilitaram a determinacao da presenca de amidos, lipideos totais, compostos
fendlicos, alcaloides, mucilagens, terpenoides e lactonas sesquiterpénicas,
oxalatos de célcio e tricomas. Para a avaliagdo do potencial inseticida do extrato
de Apeiba tibourbou em individuos adultos de Aphis craccivora, foram
preparados o0s extratos aquoso e hidroalcéolico de folhas, e posteriormente
aplicados nas concentracbes de: 2,5, 50, 7,5 e 10%. A avaliacdo da
sobrevivéncia foi realizada nos periodos de 24, 48, 72, 96 e 120 horas.
Observou-se uma diminuigdo significativa na taxa de sobrevivéncia dos
individuos, sendo que o extrato hidroalcéolico obteve resultados superiores ao
extrato aquoso. Nos bioensaios com operarias de Atta sexdens foram
preparados extratos hidroalcéolicos da casca e de folhas de Apeiba tibourbou.
As operarias separadas da colonia foram acondicionadas em frascos de vidro,

onde foi realizada a aplicacdo tépica do extrato, cada repeticdo recebeu um
ix
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chumaco de algodao contendo agua destilada e um cubo de dieta artificial a base
de agar e dextrose livre de extratos. As avaliagcdes da sobrevivéncia foram
realizadas a cada 24 horas em um periodo de 15 dias. Observou-se uma
diminuicdo gradativa da taxa de sobrevivéncia com o aumento do tempo de
exposicao aos extratos hidroalcoolicos de casca e folhas de Apeiba tibourbou se
mostrando uma espécie promissora para o controle de Atta sexdens. Desta
forma a espécie Apeiba tibourbou apresenta potencial inseticida no controle de
Aphis craccivora e Atta sexdens em laboratorio.

Palavras-chave: Bioinseticidas. Extratos botanicos. Formigas cortadeiras.
Interacao inseto-planta. Pulgdes.
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ABSTRACT

SILVA-COSTA, Daniela Domicia da. M.Sc. Mato Grosso State University,
February 2022. INSECTICIDE POTENTIAL AND ANATOMICAL AND
PHYTOCHEMICAL CHARACTERISTICS OF LEAVES OF Apeiba tibourbou
(Aubl.). Advisor: Dr. Juliana Garlet

The species Apeiba tibourbou (Aubl.) belongs to the Malvaceae family, is
popularly known as monkey comb and balsa wood, and is widely used in folk
medicine. Individuals belonging to the Malvaceae family have in their secondary
metabolism a variety of chemical compounds that act in the defense mechanism
against herbivory such as alkaloids, tannins and saponins. Understanding the
physical characteristics and chemical compounds present in plants with
insecticidal properties has been important for the development of new
management techniques and new phytosanitary products with low environmental
impact. In bibliographic research, there was a scarcity of data about the species
Apeiba tibourbou, and its chemical and anatomical composition. The present
work describes anatomical, histochemical and phytochemical characteristics
present in the leaves of Apeiba tibourbou, and evaluates its insecticidal potential
in the control of Aphis craccivora Koch (Hemiptera: Aphididae) and Atta sexdens
L. (Hymenoptera: Formicidae). The phytochemical and histochemical analyzes
and the anatomical description allowed the determination of the presence of
starches, total lipids, phenolic compounds, alkaloids, mucilages, terpenoids and
sesquiterpene lactones, calcium oxalates and trichomes. To evaluate the
insecticidal potential of Apeiba tibourbou extract in adult individuals of Aphis
craccivora, agueous and hydroalcoholic extracts of leaves were prepared and
subsequently applied at concentrations of. 2.5, 5.0, 7.5 and 10%. Survival
assessment was performed at 24, 48, 72, 96 and 120 hours. There was a
significant decrease in the survival rate of individuals, and the hydroalcoholic
extract obtained better results than the aqueous extract. In the bioassays with
Atta sexdens workers, hydroalcoholic extracts were prepared from the bark and
leaves of Apeiba tibourbou. The workers separated from the colony were placed
in glass flasks, where the topical application of the extract was carried out, each

Xi
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repetition received a cotton swab containing distilled water and an artificial diet
cube based on agar and dextrose free of extracts. Survival assessments were
performed every 24 hours over a period of 15 days. There was a gradual
decrease in the survival rate with increasing exposure time to hydroalcoholic
extracts of bark and leaves of Apeiba tibourbou, showing to be a promising
species for the control of Atta sexdens. Thus, the species Apeiba tibourbou has
insecticidal potential in the control of Aphis craccivora and Atta sexdens in the
laboratory.

Keywords: Bioinsecticides. Botanical extracts. Leaf-cutting ants. Insect-plant
interaction. aphids.
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1. INTRODUCAO GERAL

Em meados da década de 1960 se alastrou pelo mundo o conceito da
Revolucdo Verde, que teria como objetivo extinguir a fome do mundo com a
implantacéo de técnicas agricolas avangadas. Juntamente com este evento deu-
se inicio o uso intensivo de agrotoxicos e fertilizantes quimicos (LAZZARI &
SOUZA, 2017). O uso inadequado e em larga escala de produtos fitossanitarios
quimicos, pode resultar em graves problemas ambientais, como o surgimento de
novas pragas resistentes e mudancas ecossistémicas (POZZETTI et al., 2019).

Devido a necessidade de uma producao que cause menores impactos ao
meio ambiente e a salde humana tem crescido o numero de pesquisas que
estudam as interacdes das plantas com o0 meio ambiente onde estdo inseridas,
buscando conhecer a composicdo quimica desses vegetais, em especial
espécies que apresentam caracteristicas farmacoldgicas e inseticidas (SIMOES
et al., 2017). Espécies vegetais que sofrem danos fisicos causados por insetos
herbivoros e patdégenos desenvolvem caracteristicas protetoras, e estas
propriedades podem ser extraidas e utilizadas no manejo de insetos-praga
(FUTUYMA, 1992).

O mecanismo de defesa desenvolvido pelas plantas pode ser classificado
como defesa fisica que consiste em caracteristicas morfolégicas e estruturais
que dificultam os insetos de predarem ou se alojarem em seus 6rgdos vegetais,
e defesa quimica que consiste na sintese de metabdlitos secundarios que atuam
em diferentes niveis de toxicidade podendo afetar de forma negativa os insetos
herbivoros (HINMAN et al., 2019; GONZALEZ-ESQUIVEL et al., 2019;
DOURADO et al., 2016).

Para a determinacéo da presenca de tais propriedades fisicas e quimicas
faz-se o uso de estudos de descricdo morfolégica e anatdmica das espécies, e
analises histoquimicas e fitoquimicas. Estes estudos sdo importantes para
conhecer a composicdo quimica presente nas plantas. As metodologias
utilizadas sédo baseadas no uso de diferentes reagentes cito ou quimico-
histologicos previamente estabelecidos (CONCEICAO & AYOAMA, 2016;
OLIVEIRA et al.,, 2016). A descricdo anatdbmica de uma espécie auxilia na

compreensao das caracteristicas internas e externas da planta, e dos fenbmenos
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relacionados ao corpo vegetal, permitindo compreensao da interacdo planta-
inseto (APPEZZATO-DA-GLORIA & CARMELLO-GUERREIRO, 2006).

Algumas familias vegetais possuem um maior nimero destes compostos
secundérios, sendo que espécies que possuem uma combinagcdo de vérias
destas caracteristicas sao raras se tornando alvo de estudo ao longo dos anos
(MENEZES, 2005). No entanto considerando a diversa flora brasileira em seus
diferentes biomas, ha um nimero promissor de espécies que podem ter potencial
para utilizacdo como bioinseticidas, como a espécie Apeiba tibourbou (Aubl.).

A espécie Apeiba tibourbou, faz parte da familia Malvaceae, que possui
uma grande diversidade de metabdlitos, como os esteroides, terpenoides,
alcaloides e diversas classes de substancias fendlicas, a exemplo taninos e
flavonoides (CHAVES, 2016). Apresenta abundancia em substancias secretoras,
propriedades antioxidantes, taninos e compostos fendlicos, como o acido
rosmarinico, utilizado como extrato medicinal popularmente para tratar
enfermidades estomacais, processos inflamatorios, espasmos e afeccdes
respiratérias (SOUZA et al., 2012).

Desta forma este trabalho foi dividido em trés capitulos. Sendo que no
primeiro capitulo foi realizada a descricdo anatdbmica e as analises histoquimicas
e fitoquimicas das folhas da espécie Apeiba tibourbou para a avaliacdo da sua
importancia na interacdo planta-inseto. No segundo capitulo foi avaliada a taxa
de sobrevivéncia de Aphis craccivora Koch submetidos a diferentes
concentracfes dos extratos aquoso e hidroalcéolico de folhas de Apeiba
tibourbou. E no terceiro e ultimo capitulo analisou-se a taxa de sobrevivéncia de
operarias de Atta sexdens L. submetidas a diferentes concentracdes de extratos
hidroalcoolicos de folhas e casca de Apeiba tibourbou.
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2. CAPITULOS

2.1.

ANATOMIA, HISTOQUIMICA E FITOQUIMICA DE FOLHAS DE Apeiba
tibourbou (Aubl.) E SUA INFLUENCIA NA RELACAO PLANTA-INSETO.
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Resumo - (2.1. Anatomia, histoquimica e fitoquimica de folhas de Apeiba
tibourbou (aubl.) e sua influéncia na relacéo planta-inseto). As espécies vegetais
possuem caracteristicas que atuam na protecdo de danos causados por
herbivoros. Este mecanismo de defesa € formado por caracteristicas fisicas e
guimicas, como a presenca de tricomas nas folhas e metabdlitos secundarios
com propriedades inseticidas como os alcaloides, flavonoides, taninos e
saponinas. Espécies com essas propriedades tem sido alvo de varios estudos,
que visam a utilizagéo de inseticidas botanicos no manejo de insetos-praga. O
presente estudo tem como objetivo avaliar propriedades fisicas e quimicas de
defesa contra herbivoria presentes nas folhas de Apeiba tibourbou, através da
descricdo anatbmica e das analises histoquimica e fitoquimica. A caracterizacao
anatbmica se deu a partir de laminas histolégicas montadas com cortes
transversais a mao livre na regido mediana da lamina foliar corados com fucsina
e azul de Astra. A determinacao da presenca de metabdlitos secundarios ocorreu
através de andlises histoquimicas utilizando-se secc¢des histologicas do material
vegetal e submeteu-se a testes histoquimicos pré-estabelecidos. Realizou-se
para os testes fitoquimicos extratos alcodlicos a partir do material vegetal seco
e triturado, que foram submetidos a testes especificos para cada metabolito de
interesse. Na descricdo anatdbmica observou-se a presenca de tricomas
glandulares e oxalatos de célcio que desempenham a funcéo de protecao contra
herbivoria. Nas analises histoquimicas e fitoquimicas das folhas de Apeiba
tibourbou foi possivel determinar a presenca de amidos, lipideos totais,
compostos fendlicos, alcaloides, mucilagens, terpenoides e lactonas
sesquiterpénicas. Considerando os resultados obtidos, a espécie Apeiba
tibourbou pode apresentar acao inseticida para insetos herbivoros.

Palavras-chave: Pente de macaco. Anatomia Vegetal. Bioinseticidas.
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Introducéo

O consumo de diferentes partes de um vegetal, principalmente as folhas
€ chamado de herbivoria, podendo ser causada por vertebrados ou
invertebrados (SILVA et al., 2012). A herbivoria é classificada como a maior
interagcdo planta-animal, sendo os insetos responsaveis por cerca de 18% do
consumo da biomassa vegetal terrestre (HERRERA, 2002).

Ao longo da evolugcdo das espécies, 0s vegetais desenvolveram
caracteristicas protetoras, devido a sua impossibilidade de locomocgéao
(FUTUYMA, 1992). Sendo classificadas como: induzidas, constitutivas e
compensatorias. As caracteristicas induzidas sédo expressadas logo apos sofrer
algum dano que cologue em risco sua sobrevivéncia (SOLER et al., 2007).
Caracteristicas protetoras constitutivas consistem em defesas continuas, estao
presentes independentemente do tipo de dano que a planta venha a sofrer (VAN-
VELZEN & ETIENNE, 2015). As estratégias compensatdrias envolvem uma
gama de mecanismos de tolerancia que minimizam por meio da reconfiguracdo
de suas vias metabolicas os efeitos negativos da herbivoria (RAMULA et al.,
2019).

Os mecanismos de defesa em plantas podem ser classificados por suas
propriedades, sendo eles fisicos ou quimicos (HINMAN et al., 2019). Sao
consideradas defesas fisicas as caracteristicas morfolégicas e/ou estruturais que
dificultam os ataques ou deposicéo de ovos por insetos herbivoros, podendo ser
na forma de depdsitos cuticulares, epiderme e parede celular espessadas,
tricomas e fibras na folha (GONZALEZ-ESQUIVEL et al., 2019). A defesa
guimica consiste na sintese de metabdlitos secundarios que atuam em
diferentes niveis de toxicidade, ou reduzindo a palatabilidade e digestibilidade
dos tecidos vegetais da planta, podendo afetar o crescimento, reproducéo e
sobrevivéncia dos herbivoros (DOURADO et al., 2016).

A procura por espécies com propriedades inseticidas tem sido alvo de
pesquisas, pois ha uma necessidade crescente de produtos fitossanitarios que
causem um menor impacto negativo ao meio ambiente (DE REZENDE, 2016). A
espécie Apeiba tibourbou (Aubl.) apresenta caracteristicas promissoras para
estes estudos. Pertence a familia Malvaceae, tem ampla ocorréncia em regiées

tropicais das Ameéricas do Sul e Central. Em territério brasileiro ocorre na regiao
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Amazobnica, Cerrado, Caatinga e Floresta Atlantica, geralmente é encontrada em
formacdes secundarias e areas abertas com alta disponibilidade de luz solar,
ocorre com pouca frequéncia em mata densa e fechada (LORENZI, 2000).

Apeiba tibourbou é conhecida pelos nomes populares de pente de
macaco, pau de jangada ou pau de balsa, € uma espécie com madeira de baixa
densidade como o préprio nome vulgar sugere, foi amplamente utilizada na
construcdo de jangadas para uso de pescadores desde o inicio da colonizacao
do Brasil (RAMALHO, 2008).

O pente de macaco € uma espécie perenifdlia, heliéfila, podendo atingir
cerca de 30m de altura, com tronco de 40-60 cm de didmetro, ramos novos e 0S
peciolos foliares séo revestidos por tomento ferruginoso. Possui folhas simples,
com textura aspera chegando a tamanhos de 12-30 cm de comprimento e 14-20
cm de largura. As flores séo paniculadas e o fruto é uma capsula deiscente com
a superficie provida de espinhos moles (LORENZI, 2002).

Considerando a importancia do conhecimento de propriedade inseticidas
em plantas, a descricao anatdbmica de uma espécie, auxilia na compreensao das
suas caracteristicas e fenbmenos relacionados ao corpo vegetal, auxiliando na
compreensdo da interacdo planta-inseto (APPEZZATO-DA-GLORIA &
CARMELLO-GUERREIRO, 2006). As andlises histoquimicas e fitoquimicas séo
extremamente importantes para conhecer 0s componentes quimicos presentes,
na histoquimica pode-se determinar em quais 6rgaos vegetais sao produzidos
estes compostos. Esses métodos sao baseados no uso de diferentes reagentes
cito ou quimico-histolégicos previamente estabelecidos (CONCEICAO;
AOYAMA, 2016; OLIVEIRA et al., 2016).

O presente estudo tem como objetivo avaliar as caracteristicas
anatbmicas, histoquimicas e fitoquimicas de folhas de Apeiba tibourbou,

analisando sua possivel relagdo com a herbivoria.
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Material e Métodos

Coletas dos materiais vegetais

Para a caraterizagdo anatomica e analise histoquimica, realizou-se coletas
de trés individuos em diferentes localizagBes geograficas no municipio de Alta
Floresta (Ind1: 56°0°89,035” W, 9°89'7,451” S; Ind2: 56°0°88,745” W, 9°89°'7,171”
S; Ind3: 56°0'69,350” W, 9°86'2,550” S). Apds a coleta ainda em campo o
material foi armazenado em sacos plasticos com as devidas identificacdes,
posteriormente foi encaminhado ao laboratério de Anatomia Vegetal localizado
na Universidade do Estado de Mato Grosso, campus de Alta Floresta-MT.

Apos a coleta foi retirada uma amostra do material coletado e
encaminhada para Herbario da Amazénia Meridional, Campus de Alta Floresta-
MT, para confirmacé&o de sua identificacdo (n° 26595).

Para obtencdo dos extratos das folhas de Apeiba tibourbou para as
analises fitoquimicas foram realizadas coletas de folhas em boas condi¢cdes
fitossanitarias no més de setembro do ano de 2020 e no més de marco do ano
2021 no periodo vespertino no municipio de Alta Floresta-MT (56°3'43,972” W,
9°57°1,312” S).

Caracterizacdo Anatébmica

Para a caraterizacdo anatbmica, utilizou-se trés amostras foliares dos trés
individuos coletados. Fixou-se o material foliar em FAA50 (formaldeido, acido
acético glacial e etanol 50% 5:5:90, v/v) por 48 horas e, posteriormente, foi
estocado em alcool etilico a 70% (JOHANSEN, 1940). Em seguida, seccionou-
se cortes transversais a mao livre na regido mediana da lamina foliar com o
auxilio de laminas de aco. Clarificou-se as finas sec¢des obtidas em hipoclorito
sodico (2%) e corou-se com fucsina e azul de Astra (KRAUS et al., 1997).

A partir das laminas histologicas montadas, foram obtidas fotomicrograficas
por meio do capturador de imagens digital (LAS E.Z. 1.7.0 Leica®), acoplado a

um fotomicroscépio Leica® ICC50.

Andalises Histoquimicas e Fitoquimicas de folhas de Apeiba tibourbou

Para a realizac&o das analises histoquimicas foram utilizadas cinco folhas

saudaveis dos trés individuos coletados. Para a determinacao da presenca dos
9
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metabdlitos secundarios de interesse nas folhas de Apeiba tibourbou,
realizaram-se cortes histolégicos a mao livre com o auxilio de laminas de aco
com suporte de medula de peciolo de embauba.

Os metabolitos analisados e os testes histoquimicos que a espécie foi

submetida podem ser visualizados na Tabela 1.

Tabela 1. Testes histoquimicos utilizados na caracterizacao de folhas de Apeiba

tibourbou.
Grupo_s Cor d~a Reagentes Referéncia
metabdlicos Reacao
Amido Preto Lugol Johansen (1940)
Lipidios totais Vermelho Sudan IV Pearce (1980)

, o o Mace & Howell
Taninos Vermelho Vanilina cloridrica (1974)
Corppostos Preto Cloreto férrico 1l Johansen (1940)
fendlicos

: Castanho Svendsen &
Alcaloides avermelhado Dragendorff Verpoorte (1983)

. C A Pizzolato & Lillie
Mucilagens Preto Acido tanico (1973)
Terpenoides Vermelho 2-4- Ganter & Jollés

b alaranjado  dinitrofenilhidrazina  (1970)
Lactonas Vermelho Acido sulfarico Geissman &
sesquiterpénicas Griffin (1971)

As ilustracbes da anatomia e dos testes histoquimicos foram obtidas
através do capturador de imagens, acoplado ao fotomicroscépio Leica® ICC50,
com o auxilio do programa Leica® LAS E.Z. 1.7.0. Com a documentacéo dos
resultados, foram confeccionadas pranchas a fim de evidenciar testes positivos
na espécie.

Realizaram-se as analises fitoquimicas para indicacdo de presenca ou
auséncia de metabolitos secundarios nas folhas de Apeiba tibourbou. Assim
sendo baseada em testes fitoquimicos qualitativos de precipitacéo e coloracéo
especificos para cada classe de metabdlitos secundarios de interesse, seguindo
as avaliagbes conforme protocolo pré-estabelecido e descrito por Matos (2009).

A preparacdo e armazenamento dos extratos se deu no laboratorio da
Madeira do Ceptam (Centro de Pesquisa e Tecnologia da Amazonia Meridional),
da Universidade do Estado de Mato Grosso, Campus de Alta Floresta, MT. Apos
as coletas o material vegetal passou por um processo de desidratacdo em estufa

10
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com circulacéo forcada de ar a 45°C por 72 horas, e posteriormente triturado em
moinho de facas tipo Willey.

Realizou-se a determinacdo da presenca de metabdlitos secundarios
através da preparacdo de um extrato alcodlico, seguindo o protocolo descrito por
Matos (2009), diluindo 20g do material seco e triturado em 100 mL de alcool
(92,8%), posteriormente a solu¢cdo permaneceu em banho-maria por 15 minutos
em constante agitagdo com temperatura de 60 °C, para melhor extracdo das
substancias presentes no material. Posteriormente, a solugcédo foi filtrada e
acondicionada em frasco de vidro higienizado, e armazenada em local fresco,
seco e protegida da luz.

ApOs a preparacgdo dos extratos, realizaram-se os testes fitoquimicos. Os
metabdlitos secundarios avaliados foram: alcaloides, flavonoides, saponinas e
taninos, conforme os protocolos pré-estabelecidos e descritos por Matos (2009).

A determinacdo de alcaloides foi realizada a partir de dois testes,
utilizando dois reagentes diferentes, sendo Dragendorff (5 g de carbonato de
bismuto; 25 g de iodeto de potassio; 12 ml de &cido cloridrico e 100 ml de 4gua
destilada) e Mayer (1,35 g de cloreto de mercurio; 5,0 g de iodeto de potassio e
100 ml de 4gua deionizada), em um tubo de ensaio foi adicionado 2 ml do extrato,
sendo alcalinizado com a adi¢cdo de 15 gotas de hidroxido de sédio a 1% e
acrescentado 2 ml de agua destilada e adicionou-se 2 ml de cloroférmio, em
seguida desprezou-se a fase aquosa. Adicionou-se a fase cloroférmica 15 gotas
de acido cloridrico a 1%, 2 ml de 4gua e desprezando a fase cloroférmica, entao
adicionou-se 3 gotas do reagente de Dragendorff ou Mayer. A confirmacédo de
presenca de alcaloides se d& pela formacéo de precipitado insolavel e floculoso.

Para o teste de flavonoides utilizaram-se dois tubos de ensaio, em um foi
feita a adicdo 2 ml de o extrato de folhas preparado anteriormente e no outro
tubo foi adicionado 2 ml de agua destilada. Posteriormente foi adicionado cerca
de 0,5 cm de magnésio em fita e 2 ml de acido cloridrico concentrado. A presenca
de coloracéo de parda a vermelha na reacéo indica presenca de flavonoides no
extrato.

A presenca de tanino foi determinada por dois testes, no primeiro, utilizou-
se dois tubos de ensaio, em um dos tubos colocou-se 2 ml do extrato e no outro

2 ml de agua destilada. Adicionou-se aos tubos trés gotas da solucdo alcodlica
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de FeClI3 (cloreto férrico) a 2%. A formacao de precipitado de tonalidade azul ou
verde indica a presenca de taninos. No segundo teste, 1 ml do extrato foi
colocado em um tubo de ensaio e adicionado 3 gotas de gelatina a 1%. A
formacao de precipitado aderindo-se a parede do tubo indica a presenca de
taninos, tornando a solucéo turva.

Para a determinacao da presenca de saponinas também foram utilizados
dois tubos de ensaio, em um adicionou-se 2 ml do extrato e no outro 2 ml de
agua destilada. Aos tubos adicionou-se 2 ml de cloroférmio e 5 ml de 4gua, e em
seguida foram agitados por 5 minutos. A formac&o de espuma persistente por

mais de 1 minuto indica a presenca de saponina.
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Resultados

Descricdo Anatdomica

Na descricdo anatdbmica de folhas de Apeiba tiborbou nas secgbes
transversais, observa-se lamina foliar com cuticula delgada (Fig. 2- A). As células
epidérmicas sdo volumosas revestidas por tricomas tectores (Fig. 2- C) e
glandulares (Fig. 2- B). A epiderme € uniestratificada com mesofilo em
organizagdo dorsiventral (Fig. 2- A). Apresenta de uma a duas camadas de
parénquima palicadico e parénquima lacunoso (Fig. 2- A). Observa-se
ocorréncia de extensdes de bainha do feixe ao longo do mesofilo (Fig. 2- A, D),
e sempre na epiderme acima e abaixo destas bainhas ha presenca de uma alta
densidade de tricomas (Fig. 2-D).

Em secc¢des transversais, a nervura principal apresenta cuticula espessa
(Fig. 2) com grande quantidade de tricomas do tipo tectores (Fig. 2- E, F, H). O
sistema vascular € do tipo colateral, formando um arco fechado, de formato em
circunferéncia (Fig.2- E). E possivel observar também que lacunas de ar na
extremidade da nervura voltada para a face abaxial (Fig. 2- G). O centro da
nervura apresenta um ducto secretor em corte longitudinal (Fig 2- E). No interior

das células de colénquima encontra-se drusas (Fig 2-G, 1, J).

13
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Figura 1. Secc¢0Oes transversais da anatomia foliar da espécie Apeiba tibourbou
(Aubl.).

(A, B, C e D-mesofilo; E, F, G, H, | e J-nervura central). (a) extensédo da bainha
no centro do mesofilo, (b) presenca de tricoma do tipo glandular no mesofilo, (c)
tricoma do tipo tector no mesofilo, (d) vista transversal da bainha, (e) nervura
central, (f) densidade de tricomas na parte adaxial da nervura central, (Q)

presenca de drusas e lacunas de ar, (h) tricoma do tipo tector na nervura central,

14
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() alta densidade de drusas nas células, (j) destaque de uma drusa no interior
da célula, (k) destague da espessura da cuticula na nervura central.
Abreviacdes: (==p) Cuticula, (ep) epiderme, (pp) parénquima paligadico, (pl)
parénquima lacunoso, (eb) extensdo da bainha, (tg) tricoma glandular, (tt)

tricoma tector, (ds) ducto secretor, (dr) drusa, (cl) colénquima.

Andlise Histoquimica e Fitoquimica

As andlises realizadas possibilitaram a confirmacdo de presenca ou
auséncia dos grupos de metabdlitos secundarios com provavel acao inseticida.
As analises histoquimicas e fitoquimicas apresentam resultados semelhantes.

Os resultados obtidos nos testes histoquimicos estédo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Resultado dos testes histoquimicos realizados nas folhas de Apeiba

tibourbou.
Metabalitos Reativo/ Teste Apeiba tibourbou
secundarios Individuo 1 Individuo 2 Individuo 3
Amidos Lugol + + +
Lipidios Totais Sudan IV + + +
Taninos Vanilina cloridrica + + +
Compostos Cloreto de Ferro I + + +
Fendlicos
Alcaloides Dragendorff + + +
Mucilagens Acido tanico + + +
Terpenoides 2,4 + + +
Dinitrofenilhidrazina
Lactonas Acido Sulfarico + + +

Sesquiterpénicas

(+): Reacao positiva; (-): Reacao negativa.

Dos oitos testes histoquimicos realizados nas folhas de Apeiba tibourbou,
observou-se resultados positivos para todos (Tabela 2). Através destas analises
verificou-se a presenca de amidos, lipideos totais, compostos fendlicos,

alcaloides, mucilagens, terpenoides e lactonas sesquiterpénicas (Figura 1 A-1).
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Figura 2. Resultados positivos nos testes histoquimicos realizados em Apeiba

tibourbou.

(A) Amidos, (B) Lipidios totais, (C) Taninos, (D) Compostos fendlicos, (E)
Alcaloides, (F) Mucilagens, (G) Terpenoides e (H e ) Lactonas sesquiterpénicas.

Os resultados dos testes fitoquimicos realizados com o extrato alcodlico

das folhas de Apeiba tibourbou estdo descritos na Tabela 3, onde é possivel

observar resultados positivos para alcaloides, saponinas e taninos.

16



1 Tabela 3. Resultados dos testes fitoquimicos realizados com extrato de folhas

2 de Apeiba tibourbou.

Metabdlitos o
. Reagente Apeiba tibourbou

secundarios

Taninos Gelatina/Cloreto de +

Ferro

Alcaloides Dragendorff/Mayer +/-
Flavonoides Magnésio -
Saponinas Clorofémio +

(+): Reacdao positiva; (-): Reacao negativa.

3
4
5 Na Figura 3 (A-J) é possivel observar as reacdes positivas e negativas
6 nas analises fitoquimicas realizadas com o extrato de Apeiba tibourbou.
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Figura 3. Resultados das andlises fitoquimicas realizadas com o extrato de
folhas de Apeiba tibourbou (Aubl.).

(A) Taninos (gelatina), (B) testemunha, (C e D) Tanino (Cloreto de Ferro), (E)
Alcaloides (Dragendorff), (F) testemunha, (G) Alcaloides (Mayer), (H)
testemunha, (I) Saponinas e (J) testemunha.
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Discussao

A espécie Apeiba tibourbou apresentou diversas caracteristicas fisicas
que podem auxiliar como mecanismo de defesa fisico, como por exemplo a
presenca de tricomas e cuticula espessa. O sistema de defesas fisicas é
considerado como atributo morfolégico e anatémico (PEETERS, 2002).

Segundo Turner (1994) a cuticula € a camada lipidica de revestimento da
epiderme, servindo como uma ligacao fisica entre a planta e o ambiente, ela atua
como uma barreira protetora que impede a penetracdo de fungos e insetos
herbivoros em seus tecidos vitais. Cuticulas espessas atuam como uma barreira
mecanica reduzindo a palatabilidade, digestdo e oviposicdo de alguns insetos
(DOURADO et al., 2016).

Apeiba tibourbou possui alta densidade de tricoma em suas folhas. Os
tricomas sao apéndices epidérmicos, que desempenham varias func¢des, variam
em tamanho e formato, sendo classificados como tectores ou glandulares
(WAGNER, 1991). Os tricomas tectores auxiliam na protecdo contra herbivoria
e na reducdo da transpiracdo excessiva (LARCHER, 2004). J& os tricomas
glandulares podem sintetizar metabdlitos secundarios com efeitos inseticidas e
repelentes (PETER & SHANOWER, 1998).

E nitida a presenca de oxalatos de célcio nas folhas de Apeiba tibourbou,
principalmente em formas de drusas, estes cristais desempenham diversas
funcdes vitais no vegetal, tais como protecao contra o ataque de herbivoros e na
regulacdo do estoque interno de calcio ou oxalato, desintoxicacdo, equilibrio
iGnico, suporte e rigidez de tecido (LARCHER, 2004). Segundo Korth et al. (2006)
cristais de oxalato de célcio podem causar efeito abrasivo no aparelho bucal de
insetos mastigadores, atuando como barreira fisica.

A espécie apresenta estruturas fisicas que desempenham um importante
papel no mecanismo de defesa contra danos causados por insetos herbivoros.
Pelas analises hitoquimicas e fitoquimicas da espécie Apeiba tibourbou, é
possivel verificar a presenca de quase todos os metabdlitos secundarios
avaliados nas analises com excec¢ao do grupo de flavonoides.

Na classe dos compostos nitrogenados presentes na espécie O0sS
alcaloides possuem alta toxicidade ao metabolismo celular, podendo interferir no
sistema nervoso (MELLO & SILVA-FILHO, 2002;), podem também prejudicar a

19



O 00 N o v b~ W N R

w W W W N N N N N NN N NN NN PR RRRR R, R R, R R
w N P, O OV 00 N O U B~ W N RP O L 0O N O Ul B~ WwWN -, O

acado das enzimas digestivas devido sua acdo antimicrobiana que afetam a
atividade de microrganismos que colonizam o trato digestivo dos animais (SILVA
et al., 2012). Dentro do grupo quimico dos alcaloides, a nicotina € o principal
alcaloide com caracteristica inseticida conhecido, estando presente nas folhas
do tabaco (Nicotiana tabacum L.) (BIERMANN, 2009). Esta substancia é
absorvida por contato, afetando o sistema nervoso central de forma analoga a
acetilcolina (hormdnio neurotransmissor, atua como mensageiro entre as células
nervosas), induzindo os insetos rapidamente & morte. Jacomini et al. (2016)
avaliaram o efeito do extrato de tabaco no controle do besouro cascudinho,
Alphitobius diaperinus (Panzer) (Coleoptera: Tenebrionidae) de aviario, e
associaram o resultado positivo da pesquisa a presenca de alcaloides no extrato.

Outra classe de compostos secundarios encontrados em Apeiba
tibourbou é a dos terpenoides, que sédo hidrocarbonetos naturais, produzidos
tanto por plantas como animais. Eles desempenham funcbes estruturais no
metabolismo primario e secundario, podendo se apresentar como pequenas
moléculas volateis, hormbénios e até mesmo como componentes estruturais
celulares, incluem 6leos essenciais, triterpenos, saponinas e glicosideos
cardioativos (KORTBEEK et al., 2019). O grupo de terpenos possui uma gama
de funcdes importante no metabolismo das plantas podendo atuar como
fitoalexinas, repelentes de insetos, agentes de atracdo polinica, agentes de
defesa contra herbivoros, feroménios, inseticidas ou repelentes, moléculas de
sinalizacao e aleloquimicos (AHARONI et al., 2005; BARBOSA & VEGA, 2017).

Através da analise fitoquimica foi possivel detectar a presenca de
saponinas nas folhas de Apeiba tibourbou, que s&o classificadas como
glicosideos, possuem uma parte com caracteristicas lipofilicas e outras
hidrofilicas. Estas propriedades determinam a reduc¢do da tensdo superficial da
adgua devido sua acdo detergente e emulsificante (BARBOSA; PIVELLO &
MEIRELLES, 2008). Estes compostos podem agir como reguladores de
crescimento nos insetos, causando disturbios de duracdo nos estagios de
desenvolvimento e podendo causar falhas no processo de ecdise (CHAIEB,
2010). Segundo dados publicados por Deore & Khadabadi (2009), saponinas
extraidas da planta Chlorophytum borivilianum Sant. et. Fernand apresentaram

propriedade larvicida contra mosquitos das espécies Anopheles stephensi
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Liston, Culex quinquefasciatus Say e Aedes aegypti. D’addabbo et al. (2011)
sugerem que as saponinas presentes na espécie Medicago sativa L. sdo boas
aliadas no controle natural de nematoides, sendo eficiente no controle da
densidade populacional de Xiphinema index, Meloidogyne incognita e Globodera
rostochiensisi.

Outro composto dentro do grupo dos terpenos presente em Apeiba
tibourbou séo as lactonas sesquiterpénicas, que atuam em diversas atividades
bioldgicas, incluindo atividades fitotoxicas, inseticida e fungicida (DUKE et al.,
2000). Isman (1985), publicou que as lactonas sesquiterpénicas, constituintes
naturais das Asteraceae sdo extremamente toxicas para o gafanhoto migratorio,
Melanoplus sanguinipes (Fabricius) (Orthoptera: Acrididae: Melanoplinae),
quando injetadas em seu sistema circulatério, causando ligeira reducdo na
capacidade locomotora podendo levar uma paralisia total do inseto, o que por
consequéncia leva a morte.

Observou-se também a presenca de compostos fendlicos, este grupo é
caracterizado pela presenca de um grupo hidroxila funcional e um anel
aromatico. Por possuirem uma grande diversidade quimica desempenham
funcdes variadas nos vegetais. Entre os compostos fendlicos estdo as ligninas,
flavonoides e os taninos (OZEKER, 1999). Apeiba tibourbou apresentou
resultados positivos nos testes fitoquimicos e histoquimicos tanto para
compostos fendlicos totais, como também para taninos. Os taninos s&o
compostos que atuam no metabolismo de defesa contra insetos herbivoros,
possuem sabor amargo caracteristico, 0 que ocasionam adstringéncia e inibem
a producdo de enzimas digestivas (SALMINEN et al., 2011), provocando a
reducdo da taxa de crescimento do inseto, reduzindo a probabilidade de
sobrevivéncia deste individuo (MELLO & SILVA-FILHO, 2002).

Segundo Valotto et al. (2011) a presenca de diterpeno e a fracao rica em
taninos catéquicos na espécie Magonia pubescens A.St.-Hil., provocaram a
morte das larvas de Aedes aegypti através da destruicdo das células presentes
no intestino meédio. A presenca de taninos também estad relacionada com
interacdes simbidticas com formiga, por exemplo (FRANCINO et al., 2006).

Dentre os compostos quimicos presentes em Apeiba tibourbou foi

também detectado a presenca de mucilagens, essas substancias podem
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desempenhar diversas funcbes nas plantas como, protecdo de estruturas e/ou
orgdos em desenvolvimento, auxiliam na retencdo de agua, reserva de
carboidratos, protecdo contra radiacdo e herbivoria (MARTINI et al., 2003;
PIMENTEL et al., 2011). Os lipidios também desempenham papel no
metabolismo das plantas, eles sdo sintetizados quando o vegetal esta sob
estresse ambiental, assim os lipideos exercem funcao de protecdo, aumentando
a taxa de sobrevivéncia do individuo (MUMTAZ, 2020). Outro composto
fundamental na manutencéo de processos quimicos das plantas sédo os amidos,
gue atuam principalmente como fonte de energia (AMARAL et al., 2007).

Apeiba tibourbou apresenta abundancia em substancias secretoras,
propriedades antioxidante, taninos e compostos fendlicos, como o acido
rosmarinico, utilizado popularmente como extrato medicinal para tratar
enfermidades estomacais, processos inflamatorios, espasmos e afec¢des
respiratorias (LASURE et al., 1994; SOUZA et al., 2012). A presenca desses
compostos quimicos tem importancia antimicrobiana e ainda agem combatendo
o ataque de insetos herbivoros, formando uma barreira de protecdo quimica
(ROCHA, 2011).

Essas consideracfes confirmam a importancia das investigacdes a
respeito da composicdo quimica e fisica das plantas. As caracteristicas
presentes em Apeiba tibourbou foram encontradas em diversas espécies

vegetais que sao utilizadas como inseticidas naturais.
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Conclusdes

Analisando as caracteristicas fisicas e quimicas da espécie Apeiba
tibourbou, € possivel observar atributos associados a resisténcia contra
herbivoria.

A descricdo anatdomica aponta a presenca de atributos associados a
protecdo contra herbivoria, como tricomas glandulares, tricomas tectores e
oxalatos de calcio.

As analises histoquimicas e fitoquimicas das folhas de Apeiba tibourbou
determinam a presenca de amidos, lipidios totais, compostos fendlicos,

alcaloides, mucilagens, terpenoides e lactonas sesquiterpénicas.
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Resumo — (2.2. Potencial inseticida de extratos de folhas de Apeiba tibourbou
(Aubl.) no controle de Aphis craccivora koch (Hemiptera: Aphididae). Aphis
craccivora Koch (Hemiptera: Aphididae), conhecido popularmente como pulgéo
preto ou pulgdo do feijdo guandu, € considerado um importante inseto-praga.
Devido a seu habito alimentar podem injetar toxinas nas nervuras das plantas,
causando o encarquilhamento, deformacdo de novas brotacbes e transmitir
doencas fitopatogénicas, que prejudicam o processo de fotossintese na planta.
Para um controle eficiente atualmente € recomendado o uso de produtos
quimicos sintéticos, que causam impactos negativos ao meio ambiente. Para
minimizar esses impactos negativos tem se difundido o uso de inseticidas
botanicos nos programas de manejo de pragas. Desta forma o objetivo do
presente estudo & avaliar a taxa de sobrevivéncia de individuos de Aphis
craccivora ap0s a aplicacdo de extratos de folhas de Apeiba tibourbou. Os
bioensaios foram realizados com pulgdes adultos provenientes de infestacéo
natural na espécie Gliricidia sepium (Jacq.) Kunthe x Walp. (Fabaceae), apés a
coleta foram colocados em placa de petri contendo um disco de papel toalha,
uma folha de Gliricidia sepium e um chumaco de algoddo umedecido com agua
destilada, para cada repeticao utilizou-se 10 individuos, apés a montagem nas
placas, foi aplicado 0,2 mm do extrato hidroalcéolico e aquoso sobre os pulgdes
nas concentracoes de 2,5%; 5,0%; 7,5% e 10,0%, e ainda foi utilizado o
tratamento testemunha (dgua destilada). Os extratos aquoso e hidroalcéolico de
folnas de Apeiba tibourbou influenciaram de maneira negativa a taxa de
sobrevivéncia de Aphis craccivora, causando uma diminuicdo significativa na

sobrevivéncia dos individuos.

Palavras-chave: Bioinseticidas. Pulgdes. Afideos. Pente de Macaco.
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Introducéo

Aphis craccivora Koch (Hemiptera: Aphididae), € um importante inseto-
praga pois causa significativos danos econdmicos em diferentes culturas. E
conhecido popularmente como pulgdo-preto do feijoeiro, por causar grande
impacto negativo nas culturas do feijao caupi/feijao de corda (Vigna unguiculata
(L.) Walp.), e de fava (Vicia faba L.) (RABELO & BLEICHER, 2014).

Os pulgdes estdo associados geralmente as espécies da familia
Fabaceae, porém sdo considerados insetos cosmopolitas e polifagos (AVELINO
et al., 2019). Leite et al. (2017) publicaram o primeiro relato dos danos causados
por Aphis craccivora em espécies do género Catasetum (Orchidaceae), podendo
influenciar significativamente na comercializacao de plantas ornamentais. Sturza
et al. (2011) relataram o registro de Aphis craccivora em plantas daninhas no
municipio de Santa Maria (Rio Grande do Sul), afirmando que a presenca destes
individuos em areas adjacentes a plantios apresenta um risco a outras espécies
cultivadas, podendo causar prejuizo econémico aos produtores.

Os danos causados por Aphis craccivora sao provocados durante o
processo de alimentacdo. O inseto ao injetar os estiletes do seu aparelho bucal,
picador-sugador, para se alimentar libera toxinas na planta, podendo também
transmitir doencas fitopatogénicas (BLACKMAN & EASTOP, 2007). A presenca
de uma camara filtro no trato digestivo que elimina o excesso de liquido sugado
durante a alimentacdo deste grupo de insetos, permite a continua succgao de
seiva do individuo atacado (CAMARGO et al., 2011). E esta succao continua de
seiva da origem a uma grande quantidade de substancia excretada pelos afideos
chamada de honey dew (orvalho de mel/ melada), facilitando o estabelecimento
do fungo Capnodium sp. que se desenvolve nas folhas, prejudicando o processo
de fotossintese e a respiracdo da planta, causando o enfraquecimento dos
orgaos atacados (ABDALLAH et al., 2016).

Por possuir ciclo de vida curto e alta capacidade reprodutiva
principalmente em climas favoraveis, torna dificil 0 manejo destes insetos-praga.
O principal meio de controle deste grupo sao os produtos quimicos, pertencentes
aos grupos quimicos dos neonicotindides, butenolidas e piretroides (AGROFIT,
2021). O uso continuo de produtos fitossanitarios quimicos pode causar

impactos negativos tanto para 0os humanos, animais e ao meio ambiente,
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provocando envenenamentos, contaminacdo do lencol freatico, morte de
agentes polinizadores, e pode tornar-se ineficiente, com os mecanismos de
resisténcia desenvolvido pelas pragas (ROTHER, 2018). Para minimizar esses
impactos negativos tem se difundido a pesquisa e 0 uso de produtos menos
agressivos ao meio ambiente como os inseticidas botanicos nos programas de
manejo de pragas (FIGUEIREDO et al., 2019)

Produtos extraidos de plantas sdo a base de muitos pesticidas
comercializados atualmente por todo o mundo. Sendo que essas substancias
naturais podem ser utilizadas como um modelo para a sintese quimica no
desenvolvimento de novos produtos fitossanitarios (DUKE et al., 2000). Neste
sentido pesquisas envolvendo produtos fitossanitarios de origem vegetal tem se
intensificado, pois estes produtos possuem facil degradacdo, tem menor
possibilidade de os insetos-praga desenvolverem resisténcia e causam menor
impacto ambiental (DUKE et al., 2002).

A acdo fitossanitaria das plantas se deve ao fato destas produzirem
compostos metabodlicos que agem como defensores naturais, com potencial
herbicida, inseticida e fungicida. Essas substancias sdo chamadas de
metabdlitos secundéarios e apresentam muitas variacbes em suas estruturas.
S&do caracteristicas genéticas que podem ser afetadas por fatores biodticos e
abioticos influenciando diretamente na quantidade que cada planta produzird.
Esses metabolitos sdo encontrados em raizes, caules, folhas, flores, cascas,
frutos, podendo variar de uma espécie para outra, e desempenham uma funcéo
defensiva, inibindo a acédo de insetos predadores (ISMAN, 2006).

Ha muitas espécies vegetais com propriedades inseticidas que vem sendo
estudadas ao longo dos anos. As plantas das familias Meliaceae, Rutaceae,
Asteraceae, Annonaceae, Labiatae e Canellaceae estdo sendo classificadas
com as mais promissoras (VIEGAS-JUNIOR, 2003). No entanto considerando a
diversa flora existente no Brasil nos diferentes biomas, ha um grande nimero de
espécies que podem ter potencial para utilizacdo como inseticidas, como Apeiba
tibourbou (Aubl.).

A espécie Apeiba tibourbou pertence a familia Malvaceae, possui em suas
folhas caracteristicas morfo-anatbmicas que atuam como barreira fisica ou

quimica contra danos causado por herbivoros (BARROS et al.,, 2017). Esta
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espécie possui ampla ocorréncia em regides tropicais das Américas do Sul e
Central, sendo conhecida pelos nomes populares pente de macaco, pau de
jangada e pau de balsa (LORENZI, 2000; RAMALHO, 2008).

Andlises fitoquimicas e histoquimicas realizadas em folhas da espécie
Apeiba tibourbou detectaram a presenca de compostos quimicos secundarios
com propriedades inseticidas como compostos fendlicos, taninos, alcaloides e
saponinas. Desta forma o objetivo do presente estudo € avaliar a taxa de
sobrevivéncia de individuos de Aphis craccivora apds a aplicagdo de extratos de

folhas de Apeiba tibourbou.
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Material e Métodos

O experimento foi realizado no laboratério da Madeira do Ceptam (Centro
de Pesquisa e Tecnologia da Amazdénia Meridional), da Universidade do Estado
de Mato Grosso, Campus de Alta Floresta, MT. Para obtencao dos extratos das
folhas de Apeiba tibourbou (Aubl.) foram realizadas coletas de materiais vegetais
nos meses de maio e junho de 2021 no periodo vespertino no municipio de Alta
Floresta-MT (56°3’43,972” W; 9°57°1,312” S). Foi encaminhada uma amostra do
material coletado ao Herbéario da Amazénia Meridional, Campus de Alta Floresta-
MT, para confirmacé&o de sua identificacdo (n° 26595).

ApOs as coletas o material vegetal passou por um processo de
desidratacdo em estufa com circulacdo forcada de ar a 45°C por 72 horas, e
posteriormente foi triturado em moinho de facas tipo Willey. Para preparacao do
extrato aquoso foram adicionadas 50g do material vegetal moido em 500 ml de
agua destilada em temperatura ambiente. Ja para o extrato hidroalcoolico foi
adicionado 50g do material moido em 150ml de agua destilada mais 350ml de
alcool absoluto, correspondendo a concentracdo de 10%. A partir desta
concentracdo foram realizadas as demais concentrac6es com diluicdo em agua
destilada.

As solucdes foram armazenadas em vidros embalados com papel
aluminio para protecdo da luz, permanecendo em repouso em temperatura
ambiente por um periodo de 72 horas, posteriormente, filtradas e novamente
armazenadas em recipientes fechados, mantidos sob refrigeracéo e ao abrigo
da luz, até serem utilizadas. O extrato hidroalcoolico foi submetido a evaporacéo
em estufa a 45°C, por 72 horas.

Os bioensaios foram realizados com pulgdes adultos coletados de
infestacdo natural na espécie florestal Gliricidia sepium (Jacq.) Kunthe x Walp.
(Fabaceae). ApoOs a coleta os individuos foram separados e transferidos em
grupos de 10 por repeticao. Nas placas de petri foi adicionada uma camada de
papel filtro, e folhas higienizadas de Gliricidia sepium e um chumaco de algodao
umedecido com agua destilada no peciolo para evitar o ressecamento das folhas
durante o experimento (Figura 1).

Com um pincel de cerdas finas os pulgdes foram colocados na parte

superior das folhas, realizando posteriormente a aplicacéo topica dos extratos
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com auxilio de um borrifador manual. Aplicou-se aproximadamente 0,2 mm de
extrato sobre os pulgdes nas concentracdes de 2,5, 5,0, 7,5 e 10,0%. Realizou-
se ainda a preparacdo de um tratamento testemunha, onde foi realizada a
aplicacéo tépica de 0,2 mm de agua destilada com o auxilio do borrifador manual.

As placas contendo os pulgdes foram vedadas com plastico filme de PVC
e acondicionadas em camara B.O.D (Biochemical Oxigen Demand) com
temperatura de 25°C e fotoperiodo de 12 horas. O estudo foi conduzido em
delineamento inteiramente casualizado com 10 repeticdes por tratamento. O
experimento foi repetido trés vezes e para a analise do potencial inseticida dos
extratos, utilizou-se os dados dos trés experimentos. Avaliou-se a taxa de
sobrevivéncia nos periodos de 24, 48, 72, 96 e 120 horas ap0s a aplicacao dos
extratos. As placas eram abertas e os individuos recebiam estimulos motores
para confirmacdo de sua sobrevivéncia, realizando a retirada dos individuos
mortos. Na Figura 1 (A-F) pode-se observar a execucdo das etapas da

metodologia desenvolvida no presente estudo.
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Figura 1. Etapas da metodologia para a implantacdo dos bioensaios com

aplicacao dos extratos de Apeiba tibourbou em Aphis craccivora.

(A) armazenamento do material coletado em laboratorio, (B) estufa com
circulacao de ar forcada para secagem do material, (C) material seco e triturado,
(D) medigéo do alcool absoluto para preparagéo do extrato alcoolico, (E) ponto
de coleta dos individuos de Aphis craccivora, (F) Aplicacdo do extrato nos
individuos de Aphis craccivora.

Para a andlise dos dados, foi utilizado o software R versdo 4.0.5 (R Core
Team, 2021), com auxilio do pacote survival para realizar a analise de
sobrevivéncia. Esse tipo de analise tem o objetivo de analisar dados em que a
variavel resposta é o tempo até que ocorra o evento de interesse (COLOSIMO;
GIOLO, 2006), que no caso desse estudo é a morte do pulgdo. Segundo os
mesmos autores, nesse processo € comum observar dados incompletos,
chamados de censura. No caso em estudo, foi observado a censura tipo | (a
direita), em que apdés um periodo determinado de 120 horas registrou pulgdes
sobreviventes (falha).

As curvas de sobrevivéncias para cada tratamento foram obtidas por meio
do estimador de “Kaplan-Meier”, a partir das porcentagens de individuos vivos
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por dia. Tal estimador permite observar a probabilidade de sobrevivéncia do
grupo em estudo (LLORCA, RODRIGUEZ, 2004). Os resultados foram
analisados estatisticamente pelo teste ndo paramétrico “log-rank”. Utilizou-se a

correcdo de Bonferroni, sugerida por Colismo & Giolo (2006), adotando o nivel

de significancia de % = 0,05/10 = 0,005, sendo 10 o numero de comparacdes

entre os tratamentos (dois a dois). Os resultados das curvas de sobrevivéncias
dos individuos expostos aos extratos foram comparados também aos resultados
dos individuos que receberam o tratamento testemunha (agua destilada).

Para organizacgéo e tabulacdo dos dados foi utilizado o software Excel
2019 (Microsoft), seguindo a estrutura para analise de sobrevivéncia:
tratamentos, repeticdes, individuo, tempo (hora da morte), e a censura. O evento
de interesse da analise para o presente estudo é a mortalidade dos individuos
de Aphis craccivora, os individuos que nao atingiram a mortalidade dentro das
120 horas de avaliacéo foram censurados. O tempo aproximado da mortalidade
de 50% dos individuos foi utilizado como um comparativo da dose letal a 50% da
populacdo (LCso), a qual é usual nesse tipo de analise e, € na verdade um
comparativo entre tratamentos, visto que no caso em estudo, o tratamento que

obtiver a morte de 50% da populacao primeiro é considerado mais eficiente.
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Resultados

Os dados de tempo médio de sobrevivéncia de Aphis craccivora
submetidos a diferentes concentracfes do extrato aquoso e hidroalcéolico de
Apeiba tibourbou encontram-se nas Tabelas 1 e 2 respectivamente. Os
resultados dos tratamentos foram comparados entre si para constatar se houve
diferenca significativa entre as diferentes concentracoes.

Na Tabela 1 pode-se observar os dados do tempo médio de sobrevivéncia
dos individuos de Aphis craccivora submetidos a diferentes concentracdes do
extrato aquoso de Apeiba tibourbou. As médias de T2, T3, T4 e T5 diferenciaram
estatisticamente, tendo como menor tempo médio o tratamento com maior

concentracdo 10% (85,84 horas).

Tabela 1. Tempo médio de sobrevivéncia de Aphis craccivora submetidos a

diferentes concentracdes do extrato aquoso de Apeiba tibourbou, durante 120

horas.
Tratamentos Tempo (horas)! + o (Desvpad)?
T1 (0%) 98 + 6.85 a
T2 (2,5%) 94.32 + 9.95 a
T3 (5,0%) 88 + 10.92 b
T4 (7,5%) 91.6 + 13.91 b
T5 (10%) 85.84 + 14.02 c

1IMédias seguidas de letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste de log-rank a % =

0,005 de probabilidade (nc — nUmero de comparagdes).
2Desvio padrao da média

As curvas de sobrevivéncia obtidas pelo estimador de Kaplan-Meier para
as diferentes concentracdes do extrato aquoso de Apeiba tibourbou mostram
gue os resultados obtidos no tratamento testemunha e da concentracao de 2,5%
diferenciou-se significativamente das demais concentragdes, apresentando
niveis superiores nas curvas de sobrevivéncia (Figura 2). A comparacdo entre
as curvas pelo teste de long-rank (Tabela 1) demonstra que ndo ha diferenca
significativa entre os tratamentos 5,0 e 7,5%. Tendo uma diminui¢do na curva de
sobrevivéncia mais acentuada no tratamento de 10%.

Nota-se um efeito gradativo, quanto maior a concentragdo e maior o
tempo de exposi¢cdo ao extrato aquoso de Apeiba tibourbou menor a taxa de

sobrevivéncia de Aphis craccivora. E possivel observar na Figura 2 que 50% dos

38



1
2

10
11

12
13

14

15
16

17
18

individuos submetidos aos diferentes tratamentos alcancaram mortalidade no

periodo aproximado de 96 horas.
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Figura 2. Curvas de sobrevivéncia de Aphis craccivora submetidos ao bioensaio

de exposicao a diferentes concentracdes do extrato aquoso de folhas de Apeiba

tibourbou.

Com os dados de tempo médio de sobrevivéncia dos individuos de Aphis

cracciora submetidos a diferentes concentracdes do extrato hidroalcoolico de

Apeiba tibourbou presentes na Tabela 2 é possivel observar que houve uma

diferenca significativa entre os tratamentos com diferentes concentragbes do

extrato hidroalc6olico de Apeiba tibourbou.

Tabela 2. Tempo de sobrevivéncia de Aphis craccivora submetidas as diferentes

concentracdes do extrato hidroalcéolico de Apeiba tibourbou, durante 120 horas.

Tratamentos Tempo (horas)? + o (Desvpad)?

T1 (0%) 99.92 + 8.21 a
T2 (2,5%) 89.44 + 27.12 b
T3 (5,0%) 67.2 + 25.05 Cc
T4 (7,5%) 68.56 + 32.04 Cc
T5 (10%) 47.13 + 22.82 d

IMédias seguidas de letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste de log-rank a % =

0,005 de probabilidade (nc — nUmero de comparagdes).
2Desvio padrédo da média

A comparacao entre as curvas de sobrevivéncia pelo teste de log-rank

(Tabela 2) indica que a taxa de sobrevivéncia de individuos de Aphis craccivora
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submetidos ao extrato hidroalcoolico de Apeiba tibourbou diferenciaram-se
significativamente entre todas as concentracdes. A curva (Figura 2) pertencente
ao tratamento testemunha esteve em todos os horérios avaliados acima das
demais concentracdes, pode-se observar que a curva do tratamento com a
concentracdo de 10% destacou-se com a menor taxa de sobrevivéncia, os
individuos deste tratamento tiveram uma diminuicdo da taxa de sobrevivéncia

significativa nas primeiras horas de avaliagao.
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Figura 3. Curvas de sobrevivéncia de Aphis craccivora submetidos ao bioensaio
de exposicao a diferentes concentracdes do extrato hidroalcéolico de Apeiba

tibourbou.

Os extratos hidroalcodlicos alcancaram mortalidade de 50% dos
individuos nas primeiras 48 horas, com concentragfes inferiores aos extratos
aguosos, e o0s extratos hidroalcéolicos apresentaram resultados mais
promissores, provocando diminuicao significativa nas curvas de sobrevivéncia
dos individuos de Aphis craccivora quando comparados aos resultados obtidos

nas curvas de sobrevivéncia do extrato aquoso.
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Discussao

Os resultados dos bioensaios com extratos aquoso e hidroalcoolico de
Apeiba tibourbou apresentam uma diminui¢do na taxa de sobrevivéncia de Aphis
craccivora. Observou-se que o extrato hidroalcoolico apresentou diferenca
superior em todas as curvas de sobrevivéncia avaliadas, mostrando-se um
aliado promissor no controle de Aphis craccivora.

Analisando os resultados da taxa de sobrevivéncia de individuos de Aphis
craccivora submetidos aos extratos aquoso e hidroalcéolico de Apeiba tibourbou
constata-se que ha uma diminuicdo gradativa na taxa de sobrevivéncia dos
individuos. Nos resultados obtidos através das curvas de sobrevivéncia
estimadas por Kaplen-Maier quanto mais alto o valor da curva de sobrevivéncia
menor é a taxa de mortalidade.

As curvas de sobrevivéncias foram comparadas dentro de cada
tratamento para cada extrato, nota-se que houve diferenca entre as curvas.
Fazendo uso da correcdo de Bonferroni, sugerida por Colosimo & Giolo (2006),
foi adotado o nivel de significancia de 0,05/10=0,005, sendo 10 o numero total
de comparacdes (nc) dois a dois entre os cinco tratamentos. Estes resultados
podem estar associados a presenca de compostos quimicos que atuam como
mecanismo de defesa contra herbivoria. No Capitulo 1 pode-se verificar em
Apeiba tibourbou a presenca de compostos fendlicos, alcaloides, mucilagens,
terpenoides e lactonas sesquiterpénicas que possuem potencial inseticida.

A andlise das diferentes concentragcfes permitiu verificar que o bioensaio
com extrato aquoso proporcionou maiores taxas de sobrevivéncia aos individuos
de Aphis craccivora em comparacdo aos resultados obtidos com os individuos
submetidos ao extrato hidroalcéolico. Isto se deve ao tipo de solvente utilizado
na extracdo dos compostos quimicos presentes no material vegetal. Segundo
Brandéo & Tamayose (2020), a escolha do tipo de solvente utilizado no processo
de extracdo dos compostos quimicos presentes na planta é primordial devido
sua polaridade, fazendo-se necessario o conhecimento dos niveis de polaridade
das substancias desejadas na extracao.

Neste estudo, o0 extrato aquoso apresentou sobrevivéncia média de 85,84
horas para a concentracdo de 10%. Marcomini et al. (2009) avaliaram a

mortalidade de individuos adultos de Alphitobius diaperinus, Panzer (Coleoptera,
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Tenebrionidae) submetidos a extratos vegetais preparados com diferentes
solventes, e verificaram que o extrato aquoso ndo apresentou efetivo no controle.

Testando o efeito do extrato aquoso de folhas do algodoeiro no controle
de Aphis craccivora, Viera et al. (2019), observaram uma taxa de mortalidade
que variou de 5,94 a 30,12%, concluindo que o extrato aquoso teve uma baixa
eficiéncia no controle de Aphis craccivora. Constataram que as plantas de
melancia (Citrullus lanatus Thunb.), se tornam menos atrativas a mosca-branca
(Bemisia tabaci) apds serem submetidas a pulverizagdo do extrato aquoso de
Azadicacta indica A. Juss (Meliaceae). Os diferentes resultados obtidos nos
referentes estudos estdo associados as espécies avaliadas, concentracdo dos
extratos e o tipo de preparacado dos mesmos, pois pode-se atribuir a composicéo
de substancias com propriedades inseticidas de cada espécie.

Os resultados obtidos com os extratos hidroalcoolicos podem ser
atribuidos a polaridade do solvente alcodlico utilizado para extracdo das
propriedades metabdlicas presente no material vegetal utilizado para a
preparacao do extrato. Da Costa et al. (2021) publicaram que solventes polares
como Acetona PA, alcool etilico 70% demonstram maiores valores obtidos na
extracdo de compostos fendlicos. Segundo Andreo & Jorge (2006) o tipo de
solvente e a forma de extracdo sao fatores determinantes na extracdo dos
metabolitos secundarios, recomendando ser selecionado um método mais
adequado para cada tipo de composto.

O extrato hidroalcoolico apresentou uma reducéo significativa nas curvas
de sobrevivéncias obtidas pelo estimador de Kaplen-Maier, tendo como 0 menor
tempo médio de sobrevivéncia 47,13 horas para a concentracéo de 10%, sendo
a maior concentracdo avaliada, alcancando sobrevivéncia de 50% nas primeiras
48 horas de exposicdo aos extratos. Lopes et al. (2019) observaram que os
individuos de Spodoptera cosmioides (Walker), Spodoptera frugiperda (Smith) e
Helicoverpa armigera (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae), submetidos aos
extratos etanolicos de folhas e cascas de Anadenanthera macrocarpa (BENTH.)
apresentam efeitos negativos nas diferentes fases bioldgicas dos individuos,
causando uma reducdo eficiente na taxa de sobrevivéncia dos mesmos.
Segundo Da Silva-Bandeira et al. (2017) os extratos hidroalcoolicos de folhas de

Annona montana Macfad apresenta alta toxicidade (LCso=7,69%), apresentando
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mortalidade de 78% dos individuos de Aphis craccivora submetidos a
concentracéo de 15% do extrato.

Os extratos hidroalcodlicos de folhas de Apeiba tibourbou alcancaram
mortalidade de 50% dos individuos com concentracdes inferiores e periodos aos
extratos aquosos, e 0s extratos das hidroalcoolicos apresentaram resultados

mais promissores
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Conclusdes

Os extratos aquoso e hidroalcéolico de folhas de Apeiba tibourbou
influenciaram de maneira negativa a taxa de sobrevivéncia de Aphis craccivora.
Constatou-se diminuicdo gradativa na taxa de sobrevivéncia com o
aumento da concentracdo e do tempo de exposicdo ao extrato. Tendo como
menor tempo médio de sobrevivéncia de Aphis craccivora o0 extrato
hidroalcoolico na concentracdo de 10%, atingindo a mortalidade de 50% dos

individuos nas primeiras 48 horas de exposi¢ao dos tratamentos.
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2.3.

EXTRATOS DE Apeiba tibourbou (Aubl.) NO CONTROLE DE Atta
sexdens L. (HYMENOPTERA: FORMICIDAE).
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Resumo — (2.3. Extratos de Apeiba tibourbou (Aubl.) no controle de Atta sexdens
L. (Hymenoptera: Formicidae)). As formigas salvas, género Atta Fabricius, 1804,
(Hymenoptera: Formicidae) sdo conhecidas no setor agricola e florestal por
causarem grandes prejuizos econdmicos. Devido a seletividade deste grupo de
insetos os meios de controles sao limitados, restringindo-se principalmente a
produtos quimicos sintéticos. A busca por soluces que causem menos impactos
ao meio ambiente tem sido alvo de muitos pesquisadores, e 0 uso de produtos
fitossanitérios de origem vegetal no manejo de insetos-praga € um grande aliado.
Assim espécies vegetais tém sido estudadas como Apeiba tibourbou (Aubl.). O
presente estudo tem como objetivo avaliar a sobrevivéncia de operarias de Atta
sexdens L. submetidas as diferentes concentracdes dos extratos hidroalcéolicos
de folhas e casca de Apeiba tibourbou. As coletas das operéarias de Atta sexdens
foram realizadas em um formigueiro adulto, em laboratério foram colocados 10
individuos de operarias por repeticdo, onde foi realizada aplicacao topica do
extrato (0,2ml) nas concentracdes de 0, 2,5, 5,0, 7,0 e 10%. Para conservagao
dos individuos em cada vidro foi colocado um chumacgo de algodao hidrofilo com
agua destilada e um cubo (1cm?) de dieta. Os extratos hidroalcéolicos de folhas
e casca de Apeiba tibourbou apresentam atividade inseticida em teste de
laboratorios em operarias de Atta sexdens. Alcancando mortalidade de 50% das
operarias submetidas aos extratos de casca em menor periodo quando se
comparado aos resultados obtidos com os extratos de folhas. A diminuigéo da
taxa de sobrevivéncia € gradativa com 0 aumento do tempo de exposicédo aos
extratos hidroalcoolicos de Apeiba tibourbou se mostrando uma espécie

promissora para o controle de Atta sexdens.

Palavras-chave: Extratos botanicos. Formigas cortadeiras. Manejo de pragas.
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Introducéo

Os géneros Atta Fabricius, 1804 (sauvas), Acromyrmex Mayr, 1965
(quenquéns) e Amoimyrmex Cristiano, Cardoso & Sandoval, 2020
(Hymenoptera: Formicidae) conhecidos como formigas cortadeiras, s&o
considerados um dos grupos de insetos de maior importancia econdmica, devido
aos danos causados a agricultura e silvicultura. As formigas cortadeiras
encontram-se distribuidas em todo o territério brasileiro, causando prejuizos
durante todas as estacdes do ano e diante a dificuldade de controle, esses
insetos sao as primeiras preocupacdes de um produtor no planejamento e
execucao de um plantio, pois os custos com formicidas sdo relativamente altos,
além de gastos com equipamentos e mado de obra qualificada (LOECK;
GRUTZMACHER, 2001).

As formigas cortadeiras estdo classificadas no grupo de insetos
eussociais, que sao caracterizados por apresentarem trés caracteristicas bem
definidas como: sobreposicao de geracdes, divisdo de trabalho e cooperacdo no
cuidado com a prole. Elas vivem em sociedades verdadeiramente avangadas,
seus formigueiros sdo organizados por grupos de individuos que desempenham
funcdes diferentes de acordo com sua morfologia (SOUZA et al., 2011). Além de
desenvolverem uma agricultura com técnicas precisas no cultivo de fungos
simbiontes para fornecer alimento para todas as formigas do ninho (DELLA
LUCIA & SOUZA, 2011). As formigas sao herbivoros holometabdlicos (ovo-larva-
pupa-adulto), fazem seus ninhos, geralmente, subterraneos, possuindo camaras
ligadas entre si e com o exterior por meio de galerias (HOLLDOBLER & WILSON,
1990).

Estes grupos de formigas constituem-se como um dos mais importantes
insetos nocivos as culturas, devido ao habito de cortar material fresco e os
transportar para cultivar fungos em seus ninhos, esses desfolhamentos ocorrem
de maneira intensa e constante, em qualquer fase do desenvolvimento, cortando
folhas, flores, brotos e ramos finos das plantas atacadas (DELLA LUCIA, 2011).
Esses ataques podem prejudicar o crescimento ou levar a morte da planta. Desta
forma, para obter sucesso em plantios € fundamental realizar o controle das
formigas cortadeiras (ZANETTI, 2014).
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Por serem insetos eussociais, as formigas cortadeiras usam de
estratégias para dificultar o controle, tornando o combate pouco eficiente, por
apresentam alta capacidade de reconhecimento de substancias toxicas que
podem comprometer o formigueiro. Uma vez detectado o toxico, elas séo
capazes de desenvolver estratégias, como eliminac¢do do produto forrageado ou
isolamento das camaras contaminadas (MARINHO et al., 2006).

No manejo de formigas cortadeiras € fundamental que haja um
monitoramento para tomada de decisdo de taticas de controle, seja ele quimico,
ou por substituicdo de espécies ou clones resistentes, manutencao de faixas de
vegetacao nativa ao redor do cultivo, a manutencéo do sub-bosque diversificado
e 0 manejo de paisagem (ZANETTI, 2011).

O controle quimico de formigas cortadeiras € o método mais utilizado,
devido seus resultados serem os mais eficientes dentre os métodos de controle
disponiveis. Devido a rapidez e eficiéncia no controle os liquidos
termonebulizaveis e iscas granuladas sdo atualmente as formas mais
empregadas durante o manejo. A técnica de termonebulizagdo consiste na
saturacdo das colonias pela fumaca que contém o formicida, e podem ser
utilizados até em periodos chuvosos (OLIVEIRA et al., 2011).

J4 em periodos de seca as iscas formicidas sdo consideradas mais
eficazes. A técnica consiste em dissolver em 6leo de soja refinado o ativo
inseticida, posteriormente incorporar essa substancia em substrato atrativo como
polpa citrica desidratada de laranja, milho, folhas de eucalipto. Sua aplicacéo é
realizada pelo transporte das iscas pelas formigas para dentro do ninho, é um
método eficaz e de baixo custo (MARINHO et al., 2011)

Apesar de ser muito utilizado o controle quimico € considerado de alta
toxicidade para o homem e 0 meio ambiente. Atualmente ha varias pesquisas
gue buscam novos principios ativos para o controle das cortadeiras, visando
maior eficiéncia e menores impactos em relacdo a toxicidade do produto
(OLIVEIRA et al., 2011).

As plantas produzem compostos fitoquimicos que sdo responsaveis por
suas atividades fisiolégicas e também pela protecdo contra ataques externos
como: bactérias, fungos, insetos e animas (DIXON, 2001; SCHULTZ, 2002). O

grupo de compostos e reacdes responsaveis por todas as atividades fisiologicas
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do vegetal € denominado de metabdlitos primarios, 0s quais iniciam a sintese de
outros compostos, chamados metabdlitos secundarios que desempenham papel
de protecéo e defesa (SALOME, 2007).

Os metabdlitos secundarios ndo sdo envolvidos diretamente nos
processos de crescimento e reproducdo dos organismos vegetais. Esses
metabdlitos sdo encontrados em raizes, caules, folhas, flores, cascas, frutos,
podendo variar de uma espécie para outra, e desempenham uma funcgéo
defensiva, inibindo contra herbivoros e micro-organismos (ISMAN, 2006).

Extratos vegetais ricos em metabdlitos secundarios com propriedades
inseticidas podem causar diversos efeitos aos insetos, podendo ser: ovicida,
repelente, fagoinibidor, antinutricional e efeitos entomotdxicos, podem prejudicar
0s estagios bioldgicos dos insetos, ou ainda atrair inimigos naturais. Estes efeitos
sdo gerados através das estratégias seja por contato, ingestdo ou por acao
fumigante (CESPEDES et al., 2013; DE OLIVEIRA et al., 2020)

A regido amazobnica é conhecida por sua diversidade biolégica vegetal, e
muitas dessas espécies possuem metabdlitos secundarios com atividade
inseticida. Por serem areas que possuem periodo de chuva intensa ou seca
severa as regifes tropicais e aridas sdo alvo de pesquisa, pois as espécies
dessas areas podem apresentar substadncias com acdo inseticida, que as
protegem em periodos de maior estresse (ISMAN, 1989; AMARAL et al., 1999).

Atualmente tem crescido o niumero de estudos que visam avaliar o
potencial inseticida de espécies vegetais, para formulacdo de novos produtos
fitossanitarios que causem um menor impacto ao meio ambiente (DE REZENDE,
2016). Neste sentido o presente estudo busca avaliar tais caracteristicas na
espécie Apeiba tibourbou (Aubl.), que faz parte da familia Malvaceae, e possui
uma grande diversidade de metabdlitos, apresentando esteroides, terpenoides,
alcaloides e diversas classes de substancias fendlicas, a exemplo dos
flavondides (CHAVES, 2016). Apeiba tibourbou é rica em propriedades
medicinais e apresentou em testes preliminares classes de metabdlitos
secundarios que poderiam ser promissores no controle de insetos (LASURE et
al., 1994).
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O presente estudo tem como objetivo avaliar a sobrevivéncia de operarias

de Atta sexdens L. ap0s a aplicacdo de extratos hidroalcéolicos de folhas e casca

de Apeiba tibourbou.
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Material e Métodos

O experimento foi realizado no laboratério da Madeira do Ceptam (Centro
de Pesquisa e Tecnologia da Amazdénia Meridional), da Universidade do Estado
de Mato Grosso, Campus de Alta Floresta, MT. Para obtenc&o dos extratos das
folhas de Apeiba tibourbou foram realizadas coletas de materiais vegetais nos
meses de maio e junho de 2021 no periodo vespertino no municipio de Alta
Floresta-MT (56°3’43,972” W; 9°57’1,312” S). ApoOs a coleta foi retirado uma
amostra do material coletado e encaminhado para Herbario da Amaz6nia
Meridional, Campus de Alta Floresta- MT, para confirmacéo de sua identificacdo
(n° 26595).

Apos as coletas as folhas e cascas passaram por um processo de
desidratacdo em estufa com circulacéo forcada de ar a 45°C por 72 horas, e
posteriormente triturados em moinho de facas tipo Willey. Para preparacdo do
extrato hidroalcoolico foi adicionado 50g do material moido em 150ml de agua
destilada mais 350ml de alcool absoluto correspondendo a concentracdo de
10%. A partir desta concentragdo foram realizadas as demais concentracoes
com diluicdo em agua destilada. As solugBes foram armazenadas em vidros
embalados com papel aluminio para protecao da luz, permanecendo em repouso
em temperatura ambiente por um periodo de 72 horas, posteriormente, filtradas
e novamente armazenadas em recipientes fechados, mantidos sob refrigeracao
e ao abrigo da luz, até serem utilizadas. Efetuou-se a evaporacdo do extrato
hidroalc6olico em estufa a 45°C, por 72 horas.

Os bioensaios foram realizados com operarias coletadas de Atta sexdens
L., de tamanho médio (aproximadamente 10 mm), forrageando em trilhas de um
sauveiro adulto, localizado no municipio de Alta Floresta, Mato Grosso. As
formigas foram transportadas em frascos grandes de vidro e levadas ao
laboratério.

Para a conservagdo das formigas isoladas do formigueiro, fez-se
necessario fornecer uma dieta artificial solida. Para o preparo desta dieta foram
utilizados: dextrose (2,0 g), agar alimenticio (1,5 g) e agua destilada (100 ml), de
acordo com a dieta proposta por Jung et al. (2013). Apds a mistura dos

componentes a solucdo foi levada ao micro-ondas por trés minutos,
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acondicionada em placas de petri e apos a solidificacdo da dieta, as placas foram
embrulhadas com plastico filme de PVC e armazenadas em refrigerador.

Para os dois bioensaios utilizou-se o0s seguintes protocolos: as operarias
de Atta sexdens L., foram separadas em grupos de dez individuos por frasco de
vidro, com aproximadamente 13,5 cm de altura por 8 cm de diametro.
Posteriormente realizou-se a aplicacao topica de 0,2 ml do extrato hidroalcoolico
de folha para um bioensaio e para o outro a aplicacdo do extrato hidroalc6olico
da casca de Apeiba tibourbou (70% de &lcool e 30% de agua), sobre as formigas
com auxilio de um borrifador manual nas seguintes concentracées: 2,5, 5,0, 7,5
e 10%.

Realizou-se ainda a preparacdo de um tratamento testemunha, onde foi
realizada a aplicacao topica de agua destilada. Apés a aplicacdo dos tratamentos
cada repeticdo recebeu a dieta solidificada livre de extrato, cortada em cubos
(1cm3) acomodada sobre papel aluminio (2x2cm) e um chumaco de algodao
hidréfilo umedecido com agua destilada, e em seguida os vidros foram fechados
com tecido tipo voil. As dietas foram repostas a cada 24 horas e o algodao
umedecido quando necessario. Na Figura 1 pode-se observar as etapas
realizadas durante a implantacdo da metodologia do presente estudo.

A testemunha foi utilizada para avaliar a sobrevivéncia das formigas com
referéncia a temperatura, & umidade, manuseio e efeito do solvente. Os frascos
contendo as formigas foram mantidos em camara climatizada do tipo B. O. D. a
25 + 2°C, e fotoperiodo de 12 horas.
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Figura 1. Etapas da metodologia para a implantacdo dos bioensaios com

aplicacao dos extratos de Apeiba tibourbou em Atta sexdens.

(A) armazenamento do material coletado em laboratorio, (B) estufa com
circulacao de ar forcada para secagem do material, (C) material seco e triturado,
(D) medicdo do alcool absoluto para preparacdo do extrato alcodlico, (E)
armazenamento do extrato pronto, (F) cubos da dieta artificial ofertada para as

formigas e (G e H) operarias de Atta sexdens isoladas da colonia.

O estudo foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado com
10 repeticbes por tratamento. O experimento foi repetido duas vezes e para a
analise do potencial inseticida dos extratos, utilizou-se os dados dos dois
experimentos. Avaliou-se a taxa de sobrevivéncia nos periodos de 360 horas
apos a aplicacdo dos extratos.

Para a analise dos dados, foi utilizado o software R verséo 4.0.5 (R Core
Team, 2021), com auxilio do pacote survival para realizar a analise de
sobrevivéncia. Esse tipo de analise tem o objetivo de analisar dados em que a
variavel resposta é o tempo até que ocorra o evento de interesse (COLOSIMO;
GIOLO, 2006), que no caso desse estudo é a das operaras e Atta sexdens.
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Segundo 0s mesmos autores, nesse processo € comum observar dados
incompletos, chamados de censura. No caso em estudo, foi observado a censura
tipo | (a direita), em que ap6s um periodo determinado de 360 horas registrou
formigas sobreviventes (falha).

As curvas de sobrevivéncias para cada tratamento foram obtidas por meio
do estimador de “Kaplan-Meier”, a partir das porcentagens de individuos vivos
por dia. Tal estimador permite observar a probabilidade de sobrevivéncia do
grupo em estudo (LLORCA, RODRIGUEZ, 2004). Os resultados foram
analisados estatisticamente pelo teste ndo paramétrico “log-rank”. Utilizou-se a

correcdo de Bonferroni, sugerida por Colismo & Giolo (2006), adotando o nivel

de significancia de % = 0,05/10 = 0,005, sendo 10 o numero de comparacdes

entre os tratamentos (dois a dois). Os resultados das curvas de sobrevivéncias
dos individuos expostos aos extratos foram comparados também aos resultados
dos individuos que receberam o tratamento testemunha (agua destilada).

Para organizacéo e tabulacdo dos dados foi utilizado o software Excel
2019 (Microsoft), seguindo a estrutura para analise de sobrevivéncia:
tratamentos, repeticdes, individuo, tempo (hora da morte), e a censura. O evento
de interesse da andlise para o presente estudo é a mortalidade dos individuos
de Atta sexdens, os individuos que nao atingiram a mortalidade dentro das 360
horas de avaliacdo foram censurados. O tempo aproximado da mortalidade de
50% dos individuos foi utilizado como um comparativo da dose letal a 50% da
populacdo (LCso), a qual é usual nesse tipo de analise e, € na verdade um
comparativo entre tratamentos, visto que no caso em estudo, o tratamento que

obtiver a morte de 50% da populacao primeiro é considerado mais eficiente.
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Resultados

Nas Tabelas 1 e 2 estdo apresentados os dados de tempo médio de
sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens submetidas a diferentes
concentragbes dos extratos hidroalcéolicos de folhas e casca de Apeiba
tibourbou. Os resultados obtidos nas curvas geradas pelo estimador de Kaplan-
Meier foram comparados entre si pelo teste de Log-Rank para constatar se ha
diferenca significativa entre os tratamentos avaliados.

Os resultados obtidos no bioensaio com o extrato hidroalcoolico da
casca de Apeiba tibourbou presentes na Tabela 1 mostraram-se positivos, para
os tratamentos com maiores concentracdes. Em T4 (7,5%) e T5 (10%) a taxa de
mortalidade foi maior tendo como tempo médio de sobrevivéncia de 137,78 e
108,30 horas, respectivamente. Ja os tratamentos com 0, 25 e 5,0% nao tiveram
diferencga significativa entre as médias avaliadas.

Tabela 1. Tempo médio de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens
submetidas ao bioensaio de exposi¢do a diferentes concentracbes do extrato
hidroalcéolico de casca de Apeiba tibourbou durante um periodo de 360 horas.

Tratamentos Tempo (horas)! + o (Desvpad)?

T1 (0%) 166,68 + 62,97 a
T2 (2,5%) 181,56 + 68,19 a
T3 (5,0%) 168,36 + 71,45 a
T4 (7,5%) 137,78 + 85,49 b
T5 (10%) 108,30 + 62,10 c

1IMédias seguidas de letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste de log-rank a % =

0,005 de probabilidade (nc — numero de comparagdes).
2Desvio padrao da média

As curvas de sobrevivéncia obtidas por Kaplan-Meier das operérias de
Atta sexdens submetidas ao extrato hidroalcoolico da casca de Apeiba tibourbou
mostram que ha diferengca entre as taxas de sobrevivéncia nos diferentes
tratamentos. Os tratamentos testemunha (0%) e os tratamentos com 2,5 e 5,0%
de extrato tiveram maiores taxas de sobrevivéncia quando se comparados aos

tratamentos com 7,5 e 10% de extrato.
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Figura 2. Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens submetidas ao
bioensaio de exposicéo a diferentes concentracdes do extrato hidroalcoolico de
casca de Apeiba tibourbou.

Na Tabela 2 pode-se observar os resultados do tempo médio de
sobrevivéncia das operérias de Atta sexdens submetidas aos tratamentos com
diferentes concentracdes do extrato hidroalcoolico da folha de Apeiba tibourbou.
Nota-se que n&o houve diferenca significativa entre os tratamentos T1 (0%) e T2
(2,5%), tendo como tempo médio de sobrevivéncia 166,68 e 177,4, jA os
tratamentos T4 (7,5%) e T5 (10%) tiveram o menor tempo médio de
sobrevivéncia sendo de 117,6 e 128,28 horas diferenciando-se
significativamente das demais concentragdes. Observa-se que a mortalidade de
50% dos individuos ocorreu no periodo aproximado de 96 horas ap6s a aplicacéo
dos extratos prolongando os efeitos do extrato durante as 360 horas de

avaliagéo.
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Tabela 2. Tempo de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens submetidas ao
bioensaio de exposicdo a diferentes concentracdes do extrato hidroalcéolico de

folhas de Apeiba tibourbou durante um periodo de 360 horas.

Tratamentos Tempo (horas)! + o (Desvpad)?

T1 (0%) 166,68 + 62,97 a
T2 (2,5%) 177,4 + 73,90 a
T3 (5,0%) 142,68 + 63,01 b
T4 (7,5%) 117,6 + 43,15 c
T5 (10%) 128,28 + 42,04 c

1IMédias seguidas de letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste de log-rank a % =

0,005 de probabilidade (nc — nUmero de comparagdes).
2Desvio padréo da média

Observa-se que as curvas de sobrevivéncia obtidas por Kaplan-Meier das
operarias de Atta sexdens submetidas aos tratamentos com o extrato
hidroalcoolico de folhas de Apeiba tibourbou diferenciaram-se entre si. Os
tratamentos 0 e 2,5% sao representados pelas maiores curvas de sobrevivéncia
nao diferenciando significativamente entre si, e os resultado com as menores

curvas sao dos tratamentos nas concentracoes de 7,5 e 10%.

—— Testemunha (0%)
- - - 2,5% de extrato
--------- 5% de extrato
—-.=- 7,5% de extrato

— — 10% de extrato

Estimador de Kaplan Meier

0 50 100 150 200 250 300 350

Tempo (horas)

Figura 3. Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens submetidas ao
bioensaio de exposicéo a diferentes concentracdes do extrato hidroalcoolico de

folha de Apeiba tibourbou.

Observa-se que os individuos de Atta sexdens submetidas as diferentes
concentracbes do extrato hidroalcéolico das folhas de Apeiba tibourbou

alcancaram 50% de mortalidade no periodo aproximado de 120 horas, sendo 0s
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resultados superiores quando comparados ao periodo médio de sobrevivéncia
das operarias submetidas as diferentes concentracdes do extrato hidroalcoodlico
da casca de Apeiba tibourbou.

Os resultados obtidos nos bioensaios mostraram-se positivos, pois ha
uma mortalidade gradativa ao longo dos dias avaliados. Nota-se que com o
aumento das concentracdes dos extratos de folhas e casca de Apeiba tibourbou
h& uma diminuicdo do tempo médio de vida das operarias avaliadas em
laboratorio.
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Discussao

Observou-se neste estudo que as menores medias e curvas de
sobrevivéncia ocorreram nos tratamentos com maior concentragao do extrato. A
mortalidade de 50% das operarias submetidas os tratamentos ocorreu em um
periodo aproximado de 96 horas apos a aplicacdo dos extratos prolongando os
efeitos do extrato durante as 360 horas de avaliacdo. O efeito causado nas
operérias de Atta sexdens possui um tempo de acdo mais prolongado quando
comparado aos resultados obtidos com os individuos de Aphis craccivora
mostrado no Capitulo 2.

Existem relatos na literatura de vérias plantas que demonstram ter
potencial inseticida contra insetos-praga, como exemplo pode-se citar o trabalho
de Da Silva et al. (2020) que relatam resultados promissores do uso do extrato
vegetal de Ruta graveolens L. e Mentha piperita L. no controle de formigas
cortadeiras em condi¢des de campo utilizando mudas de Eucalyptus urograndis.
Os autores observaram que as operarias invadiam a &rea do experimento, porém
nao deram preferéncia as plantas com os tratamentos, ao longo dos dias
avaliados as mudas de Eucalyptus urograndis cercados por Mentha piperita L.
tiveram cerca de 60% de suas folhas inteiras e o tratamento com extrato de
folhas de Ruta graveolens L. tiveram 90% de suas folhas inteiras.

Os resultados obtidos no bioensaio com extrato hidroalcéolico de folhas
de Apeiba tibourbou também apresentaram resultados positivos no controle de
operarias de Atta sexdens em laboratorio, seguindo o0 mesmo padrdo dos
resultados obtidos no bioensaio com extrato de casca, as menores taxas de
sobrevivéncia foram obtidas nas concentracdes de 7,5% (117,6 horas) e 10%
(128,26 horas) do extrato de folhas, alcangcando mortalidade de 50% das
operarias submetidas os tratamentos em um periodo aproximado de 120 horas.

Santos et al. (2013) publicaram resultados semelhantes sobre a utilizagcéo
do extrato metandlico de folhas de Manihot esculenta Crantz, no controle de Atta
sexdens rubropilosa (Forel) (Hymenoptera: Formicidae) que provocou um efeito
negativo sobre a sobrevivéncia das operarias de Atta sexdens. Observaram
ainda uma redugdo no tempo de sobrevivéncia dos insetos tratados com o

extrato proporcional ao aumento da concentracdo do mesmo.
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A acdo inseticida dos compostos presentes nas plantas tem sido um
aliado promissor no controle de insetos praga. O isolamento destes compostos
tem sido utilizado em pesquisas observando sua agao nos insetos. Cintra et al.
(2005) observaram a diminuicdo do tempo médio de sobrevivéncia de Atta
sexdens rubropilosa Forel submetidas ao bioensaio de ingestdo com adicao de
astilbina, isolada de Dimorphandra mollis Benth na dieta artificial oferecida as
operarias observadas.

Souza et al. (2011) verificaram efeito toxico de extratos de diferentes
espécies vegetais ao fungo simbionte de Atta sexdens rubropilosa, constataram
gue houve um descarte de 76% do jardim de fungo apds o 5° dia de experimento.
Os resultados obtidos em um estudo conduzido por Santos et al. (2013) com o
uso de fracdes de folhas de Andira paniculata Benth apresentaram potencial
inseticida no controle de formigas cortadeiras (Atta sexdens rubropilosa). Os
resultados obtidos no presente estudo podem estar associados as
concentracdes dos metabdlitos presentes nos extratos, abrindo novos caminhos
para estudos que visem utilizar técnicas de isolamento dos compostos de
interesse presentes em Apeiba tibourbou.

Observou-se ao longo dos dias de avaliacdo do experimento que houve
um prolongamento do efeito dos extratos nas operarias de Atta sexdens, esta
acao de mortalidade gradativa com o aumento do tempo de exposi¢éo ao extrato
€ importante para que ndo haja um reconhecimento imediato das substancias
pelas formigas, para que o raio de contaminac¢éo entre os individuos infectados
seja maior.

Segundo Bueno & Campos-Farinha (1999) para o desenvolvimento de
iscas formicidas toxicas e eficientes € fundamental que o ingrediente ativo seja
letal em baixas concentracbes apresentando uma acdo lenta para que as
operarias consigam viver o suficiente para distribui-lo para outras formigas, estes
produtos precisam agir por ingestdo ndo causando repeléncia as operarias.
Produtos que causam mortalidade imediata aléem de serem negativos para o
meio ambiente devido sua alta concentragédo de ingredientes ativos podem
provocar a dispersao a fragmentacgdo das col6nias causando maiores problemas
(BUENO et al., 2017).
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Conclusdes

Os extratos hidroalcoolicos de folhas e casca de Apeiba tibourbou
apresentam atividade inseticida em teste de laboratérios em operarias de Atta
sexdens.

A diminuicdo da taxa de sobrevivéncia € gradativa com o aumento do
tempo de exposicdo aos extratos hidroalcoolicos de Apeiba tibourbou se

mostrando uma espécie promissora para o controle de Atta sexdens.
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3. CONSIDERACOES FINAIS

Com os resultados obtidos na descricdo anatbmica e nas analises
histoquimica e fitoquimica das folhas de Apeiba tibourbou foi possivel identificar
a presenca de metabdlitos secundarios com propriedades inseticidas como
compostos fendlicos, alcaloides, mucilagens, terpenoides e lactonas
sesquiterpénicas, tricomas glandulares e oxalatos de calcio que desempenham
funcdo de protecdo contra herbivora.

A avaliacdo do potencial inseticida de Apeiba tibourbou no controle de
Aphis craccivora e Atta sexdens foi positivo, pois é nitida a diminuicdo da taxa
de sobrevivéncia dos individuos submetidos a exposicdo dos extratos, sendo
que o extrato hidroalcoolico das folhas de Apeiba tibourbou apresentou
resultados superiores ao extrato aquoso.

Os resultados dos bioensaios com extratos hidroalcdolicos de folhas e
casca de Apeiba tibourbou apresentam uma diminuicdo na taxa de sobrevivéncia
de Atta sexdens. O presente trabalho abre caminho para que novos estudos
sejam realizados avaliando o potencial inseticida da espécie e seus efeitos sobre
as operarias de Atta sexdens.
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