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Resumo - A diversidade da flora na regido Amazonica apresenta um imenso potencial para estudos
de plantas com atividade inseticida. Por isso, o objetivo do estudo foi avaliar o potencial de extratos
alcodlico e de infusao de folhas de Cheiloclinium cognatum (Miers) A.C.Sm e Metrodorea flavida
K.Krause no controle de Atta sexdens L. Os extratos alcodlico e de infusdo foram obtidos a partir
de folhas secas e os bioensaios foram divididos em dois modos de agdo: contato e ingestdo nas
concentracgoes de: 3%, 6%, 9%, 12% e 15% acrescidas de 1% de dimetilsulfoxo (DMSO), também
foi utilizado uma testemunha (agua destilada+DMSO 1% ou dieta pura+DMSO 1%) e um controle
(fipronil). A avaliagdo foi realizada apds 72 horas, através da contagem de insetos mortos. Em
bioensaio por contato, a maior mortalidade ocasionada pelos extratos alcodlico e de infusdo de
Cheiloclinium cognatum foi de 88 e 74%, respectivamente, para Metrodorea flavida a mortalidade foi
de 84 e 54%, respectivamente. No bioensaio por ingestdo, a mortalidade ocasionada pelo extrato de
infusdo de Cheiloclinium cognatum foi de 98% e Metrodorea flavida de 74%. Os extratos alcodlico e
de infusao de folhas de Cheiloclinium cognatum e Metrodorea flavida apresentam potencial inseticida
na mortalidade de Atta sexdens.

Palavras chave: Atividade inseticida. Aplicagao topica. Formigas cortadeiras.

Extracts of Southern Amazon native forest species in the control of Atta sexdens
Linnaeus (Hymenoptera: Formicidae)

Abstract - The flora diversity in the Amazon region presents an immense potential for studies of
plants with insecticidal activity. Therefore, the objective of this study was to evaluate the potential
of alcoholic and leaf infusion extracts of Cheiloclinium cognatum (Miers) A.C.Sm and Metrodorea
flavida K Krause in the control of Atta sexdens L. The alcoholic and infusion extracts were obtained
from dry leaves and the bioassays were divided into two modes of action: contact and ingestion in
the following concentrations: of 3%, 6%, 9%, 12% and 15% plus 1% dimethyl sulfoxid (DMSO), a
control was also used (distilled water + DMSO) 1% or pure diet + 1% DMSO) and a control (fipronil).
The evaluation was carried out after 72 hours, by counting dead insects. In contact bioassay, the
highest mortality caused by alcoholic extracts and infusion of Cheiloclinium cognatum was 88 and
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74%, respectively, for Metrodorea flavida the mortality was 84 and 54%, respectively. In the bioassay
for ingestion, the mortality caused by the infusion extract of Cheiloclinium cognatum was 98% and
Metrodorea flavida 74%. The alcoholic and leaf infusion extracts of Cheiloclinium cognatum and
Metrodorea flavida have insecticide potential in the mortality of Atta sexdens.

Key-words: Insecticidal activity. Topical application. Cutting ants.

Extractos de especies forestales nativas de la Amazonia Meridional en el control de
Atta sexdens Linnaeus (Hymenoptera: Formicidae)

Resumen - La diversidad de la flora en la regiéon amazdnica presenta un inmenso potencial para
estudios de plantas con actividad insecticida. Por lo tanto, el objetivo del estudio fue evaluar el
potencial de extractos alcohdlicos e infusion foliar de Cheiloclinium cognatum (Miers) A.C.Sm y
Metrodorea flavida K Krause en el control de Atta sexdens L. Los extractos alcohdlicos y en infusion
se obtuvieron a partir de hojas secas y los bioensayos se dividieron en dos modos de accién: contacto
e ingestion a concentraciones de 3%, 6%, 9%, 12% y 15% anadidas de 1% de dimetilsulfoxo (DMSO),
también se utilizé un testigo (agua destilada + DMSO1% o dieta pura + 1% DMSO) y un control
(fipronil). La evaluacion se llevd a cabo después de 72 horas mediante el recuento de los insectos
muertos. En bioensayo de contacto, la mayor mortalidad causada por extractos alcohdlicos en
infusion de Cheiloclinium cognatum fue del 88 y 74%, respectivamente para Metrodorea flavida la
mortalidad fue del 84 y 54%, respectivamente. En el bioensayo por ingestion, la mortalidad causada
por el extracto en infusién de Cheiloclinium cognatum fue del 98% y Metrodorea flavida del 74%. Los
extractos alcoholicos y de infusién de hojas de Cheiloclinium cognatum y Metrodorea flavida tienen
potencial insecticida para la mortalidad de Atta sexdens.

Palabras clave: Actividad insecticida. Aplicacion topica. Hormigas cortadoras de hojas.

Introducao

As formigas cortadeiras conhecidas como satvas e quenquéns pertencem respectivamente aos
géneros Atta e Acromyrmex (Hymenoptera: Formicidae: Myrmicinae: Attini). Sdo assim conhecidas
por possuirem o habito de cortar diversas espécies vegetais, utilizadas como substrato para o cultivo
do fungo simbionte, considerado principal fonte alimentar (Bueno et al. 2008). Estdo presentes
em todo o territério nacional e sdo encontradas desde o sul dos Estados Unidos até o centro da
Argentina, com ampla distribui¢do em todos os paises do Continente Americano, exceto no Chile
(Costa et al. 2011).

As espécies de Atta sdo as mais estudadas da tribo Attini, pois além de apresentarem as maiores
coldnias também causam grandes danos aos plantios agricolas e florestais (Nickele et al. 2013). As
desfolhas causadas frequentemente em plantas acarretam redugdo da produtividade, podendo ainda
levar a morte das plantas (Zanetti et al. 2000). Para minimizar os efeitos negativos causados por estes
insetos, tem-se utilizado métodos de controle quimico, porém sabendo da existéncia da toxicidade
dos produtos sintéticos a mamiferos, ao homem, e a capacidade dos insetos em desenvolverem
resisténcia, o setor agricola e os 6rgaos de legislacdo e prote¢ao ambiental, estao em processo constante
de estimulo a substituicdo dos produtos sintéticos utilizados atualmente em favor de métodos de
controle com menor toxicidade e mais seletivos (Viegas Jr. 2003).
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As estratégias promissoras para o controle de formigas cortadeiras podem ser: o controle
bioldgico, o uso de plantas resistentes, de extratos vegetais e de feromdnios (Nickele et al. 2013).
O uso de inseticidas vegetais tem se tornado uma alternativa potencial, pois sao obtidos a partir
de extrativos, que sdo compostos organicos resultantes do metabolismo secundario das plantas
(Viglianco et al. 2008). Os metabolitos secundarios especificos sdo restritos a uma espécie vegetal ou
aum grupo de espécies relacionadas e apresentam fungdes ecoldgicas importantes tais como a defesa
contra varios herbivoros e microrganismos patogénicos (Taiz e Zeiger 2004).

Diversos estudos tém sido realizados com extratos de plantas visando a utilizacdo de produtos
naturais com efeito inseticida, tais como: a Bauhinia rufa (Bong.) Steud. (Fabaceae) (Santos et al.
2016), Andira paniculata (Mart.) Benth. (Fabacea) (Santos et al. 2015), Manihot esculenta Crantz
(Euphorbiaceae) (Santos et al. 2013) e Banara guianensis Aubl. (Salicaceae), Clavija weberbaueri
Mez (Primulaceae), Mayna parvifolia (J.F. Macbr.) Sleumer (Achariaceae), Ryania speciosa Vahl.
(Salicaceae), Spilanthes oleracea L. (Asteraceae) e Siparuna amazonica (Mart.) A.DC. (Siparunaceae)
(Gouvéa et al. 2010). Portanto, estudos visando avaliar a bioatividade dos extratos sdao importantes,
pois sugerem quais espécies sdo potenciais fontes de substancias com atividades inseticidas, apontam
os organismos-alvo, além disso, fornecem sugestdes sobre o modo de agao dessas substancias.

A diversidade da flora na regido Amazdnica apresenta um imenso potencial para estudo com
plantas com atividade inseticida (Spletozer et al. 2021), possibilitando assim a descoberta de novos
compostos e substdncias. As espécies de plantas avaliadas neste estudo sdo nativas da Amazonia
Meridional e foram escolhidas com base em testes preliminares. Sendo assim, este estudo teve por
objetivo avaliar o potencial de extratos alcoolico e de infusdo de folhas de Cheiloclinium cognatum
(Miers) A. C. Sm (Celastraceae) e Metrodorea flavida K. Krause (Rutaceae) sob dois modos de agao
(contato e ingestao) no controle de Atta sexdens Linnaeus.

Material e métodos

Foram avaliadas duas espécies de plantas: Cheiloclinium cognatum (Miers) A. C. Sm e Metrodorea
flavida K. Krause, coletadas no Municipio de Alta Floresta-MT (56°3'43,972”W, 9°57°1,312”S) e os
testes realizados nos Laboratdrios na Universidade do Estado de Mato Grosso, Campus Universitario
de Alta Floresta, MT. Cheiloclinium cognatum ocorre em dominios fitogeograficos da Amazonia,
assim como também no Cerrado, Mata Atlantica e Pantanal, enquanto que, Metrodorea flavida trata-
se de uma espécie amazonica (Biral e Lombardi 2020; Pirani e Groppo 2020).

Os extratos foram obtidos de folhas das espécies citadas. Apods a coleta, o material foi seco em
estufa com circulagdo forgada de ar a 65° C por 72h, e posteriormente triturado em moinho de
facas tipo Willey. Para o preparo dos extratos foram utilizadas 100g de folhas moidas, e adicionado
500 mL de alcool 92,8 (extrato alcodlico) e agua destilada a 90°C (extrato por infusdo), obtendo-se
concentragio de 20% (p/v).

As solugdes foram armazenadas em vidros envoltos com papel aluminio para protegao da luz,
permanecendo em repouso em temperatura ambiente por um periodo de 72 horas. Posteriormente,
foram filtradas e novamente armazenadas em recipientes fechados, mantidos sob refrigeragdo e ao
abrigo da luz, até serem utilizadas. A partir dessa solugao foram preparadas as demais concentragoes
dos extratos.
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Visando a manuten¢ao das formigas isoladas do formigueiro, utilizou-se o fornecimento de uma
dieta artificial sélida. Para o preparo da dieta foram utilizados: dextrose (1,5 g), agar alimenticio (0,5
g) e agua destilada (100 ml), de acordo com a dieta proposta por Jung et al. (2013). Estes componentes
foram misturados e levados ao micro-ondas por trés minutos, acondicionadas em placas de petri e
apos a solidificagdo da dieta, as placas foram embrulhadas com plastico filme de PVC (policloreto de
vinila) e armazenadas em refrigerador até o momento da implantagdo do bioensaio.

Para os ensaios de bioatividade dos extratos foram coletadas operarias de Atta sexdens, de
tamanho médio (aproximadamente 10 mm), forrageando em trilhas de um sauveiro adulto,
localizado no municipio de Carlinda-MT. As formigas foram colocadas em frascos grandes e levadas
ao laboratdrio. Foram agrupados 10 individuos por frasco de vidro, com aproximadamente 13,5 cm
de altura por 8 cm de diametro. Nos bioensaios tanto por ingestdo como por contato foram utilizadas
as seguintes concentragoes: 3%, 6%, 9%, 12% e 15% acrescidas de 1% de DMSO (Dimetilsulféxido).

No bioensaio por contato foi realizada a aplica¢ao tépica de 0,2 mililitros de extrato alcodlico
e de infusdo sobre as formigas (contato), com o auxilio de borrifador manual, nas concentragoes
citadas. Utilizou-se uma testemunha (dgua destilada+DMSO 1%) e controle (fipronil, i.a.: 2,5% p/v).
Cada frasco recebeu a dieta solidificada, cortada em cubos (1cm®) acomodada sobre papel aluminio
(2x2cm) e um chumago de algodao hidréfilo umedecido com agua destilada, fechados com tecido
tipo voil (Figura 1). As dietas foram repostas e o algodao umedecido a cada 24 horas.

Figura 1. Bioensaio operarias de Atta sexdens. A) Operarias de Atta sexdens se alimentando da dieta
artificial livre de extratos. B) Ensaios de ingestao com extratos incorporados em dieta artificial.

m e e

No bioensaio por ingestao os extratos de infusao foram incorporados a dieta nas mesmas
concentragdes, utilizando como testemunha (dieta livre de extrato+ DMSO 1%) e controle (fipronil).
A dieta cortada em cubos (1cm?®) foi oferecida para as formigas acomodada sobre papel aluminio
(2x2cm) e adicionado algodao hidréfilo umedecido com agua destilada, fechados com tecido tipo
voil. As dietas foram repostas e o algodao umedecido a cada 24 horas.

Os frascos contendo as formigas foram mantidos em cdmara climatizada do tipo B.O.D. a 26 + 2
°C, UR. de 60 £ 10% e fotofase de 12 horas. As avaliagdes ocorreram ap6s 72 horas, quantificando-se
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o numero de formigas mortas. A testemunha foi utilizada para avaliar a sobrevivéncia das formigas
com referéncia a temperatura, 8 umidade e ao manuseio.

O experimento foi conduzido em delineamento experimental inteiramente casualizado,
com cinco repetigdes, e cada unidade experimental foi constituida por dez formigas, totalizando
50 formigas por tratamento. No bioensaio por contato foram utilizados 12 tratamentos (dois
extratos com cinco concentragdes mais uma testemunha (agua destilada + DMSO 1%) e um
controle (fipronil)). Ja para o bioensaio por ingestdo foram utilizados sete tratamentos (cinco
concentra¢gdes mais uma testemunha (dieta livre de extratos + DMSO 1%) e um controle
(fipronil)).

Para verificagao da normalidade utilizou-se o teste de Shapiro-Wilk, e a ndo normalidade dos
dados de mortalidade levou a realizagdo de testes ndo paramétricos. Assim, a analise dos dados
foi realizada pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido de Dunn para comparagdes binarias, a 0,05 de
significancia. A andlise dos dados foi realizada com o pacote dun.test no software R versao 3.4 (R
Development Core Equipe 2017).

Resultados

A mortalidade acumulada de operarias de Atta sexdens submetidas ao bioensaio com aplica¢ao
topica de extratos alcodlico e de infusdo de Cheiloclinium cognatum nas concentragdes de 3, 6, 9, 12,
e 15% ap6s 72 horas da aplicagdo pode ser observada na Figura 2.

Figura 2. Mortalidade média acumulada (%) de extratos alcodlico e de infusdo de folhas de Cheiloclinium
cognatum em diferentes concentragdes com aplicagao topica apos 72 horas sobre operarias de Atta sexdens.
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Médias seguidas da mesma letra, maitscula, em cada extrato, nido diferem estatisticamente entre si pelo teste de Dunn
em 0,05 de probabilidade.

A mortalidade ocasionada pelos extratos alcodlico e de infusdo de folhas de Cheiloclinium
cognatum quando comparadas com a testemunha foram significativas a partir da concentragdo de
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6%. No extrato alcodlico a maior mortalidade foi de 88% (concentragao de 15%), ja para o extrato de
infusdo a mortalidade variou de 46 a 74% (concentragdo 6 a 15%).

A mortalidade acumulada de operarias de Atta sexdens submetidas ao bioensaio com aplicagao
topica de extratos alcoolico e de infusdo de Metrodorea flavida nas concentragdes de 3, 6,9, 12, e 15%
ap6s 72 horas da aplicag¢ao pode ser observada na Figura 3.

Figura 3. Mortalidade média acumulada (%) de extratos alcodlico e de infusdo de folhas de Metrodorea
flavida em diferentes concentragdes com aplicagdo topica apds 72 horas sobre operarias de Atta sexdens.
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Médias seguidas da mesma letra, maiuscula, em cada extrato, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Dunn
em 0,05 de probabilidade.

Na Figura 3, observa-se que no extrato alcodlico de folhas de Metrodorea flavida a maior
mortalidade foi de 84% (concentracao 15%). No extrato por infusdo houve diferenca em relacao a
testemunha a partir de 6%, nao apresentando diferenga significativa entre as concentragdes avaliadas
com mortalidade crescente de 34 a 54%.

Quando comparados os dois extratos alcoolico e de infusdo dentro de cada concentragao, para
ambas as espécies, nao houve diferenca significativa nas mortalidades acumuladas em bioensaio com
aplicagdo topica apds 72 horas.

A mortalidade acumulada de operarias de Atta sexdens submetidas ao bioensaio de ingestao
com incorporagao de extrato de infusdo de folhas de Cheiloclinium cognatum e Metrodorea flavida
em dieta artificial nas concentragdes de 3, 6,9, 12, e 15% no periodo de 72 horas, pode ser observada
na Figura 4.
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Figura 4. Mortalidade média acumulada (%) de operdrias de Atta sexdens alimentadas com dieta artificial
incorporada a diferentes concentragdes de extrato de infusdo de folhas de Cheiloclinium cognatum e
Metrodorea flavida avaliada ap6s 72 horas.
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Médias seguidas da mesma letra, maituscula, para cada espécie avaliada, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Dunn em 0,05 de probabilidade.

Comparando-se a mortalidade nas diferentes concentragoes para a espécie Cheiloclinium
cognatum em bioensaio por ingestao (Figura 4), verifica-se que todas as concentragdes apresentaram
diferenca significativa da testemunha proporcionando mortalidades de 84 a 98% e ndo apresenta
diferenca na mortalidade entre as concentra¢des avaliadas. Enquanto que a mortalidade ocasionada
pelo extrato de infusao de folhas de Metrodorea flavida, diferiu-se da testemunha a partir de 6% (48
a 74% de mortalidade) (Figura 4).

Discussao

Nota-se que o extrato alcodlico apresentou maior mortalidade na maior concentragdo (15%)
tanto para Cheiloclinium cognatum como para Metrodorea flavida. Jung et al. (2013) avaliaram a
atividade inseticida de extratos de folhas de pitangueira (Eugenia uniflora L.) e de cinamomo
(Melia azedarach L.) sobre soldados de Atta laevigatta Smith. Os autores compararam diferentes
concentragdes de extrato alcodlico e também verificaram que a maior concentragdo (10%) ocasionou
a maior mortalidade de 78,8% (Eugenia uniflora) e 84,6% (Melia azedarach).

O tipo de solvente utilizado para a extragdo dos compostos quimicos existentes nas plantas pode
afetar a atividade dos extratos, uma vez que existem trabalhos que demonstram diferencas no efeito
sobre os insetos, quando se utiliza diferentes solventes para uma mesma espécie vegetal. Por exemplo,
Bigi et al. (2004) demonstraram diferengas no efeito de extratos de folhas de Ricinus communis L.,
utilizando diferentes solventes (hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol) em diferentes
concentragdes, tanto em bioensaios com aplicagao tdpica quanto por ingestdo de dieta com extrato
incorporado.

As saponinas e taninos sdo metabdlitos facilmente extraidos em agua, extrato aquoso de
Gleichenella pectinata (Willd.) Ching apresenta atividade inseticida contra Atta laevigata Smith, os
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autores descrevem que as saponinas podem ser responsaveis pela atividade inseticida apresentada
(Moliterno e Abreu 2016).

Outro fator importante é o modo de a¢ao, as espécies estudadas apresentaram potencial sobre
Atta sexdens nos dois modos de agdo, mas estudos apontam que algumas espécies podem apresentar
diferentes resultados. Gomes et al. (2016) avaliando extratos de folhas Esenbeckia grandiflora Mart.
verificaram que essa espécie apresenta efeitos na mortalidade de Atta sexdens sexdens L. quando
incorporados em dieta artificial (0.2mg.ml") nao apresentando resultados satisfatorios em aplicagao
topica (1mg.ml-1) ja a espécie Zanthoxylum rhoifolium Lam. apresentou mortalidade significativa
nos dois modos de a¢ao. Em pesquisa com 6leo de sementes Ricinus communis L. e Jatropha curcas L.
em diferentes concentragdes foram toxicas, tanto por ingestdo como por aplicagdo tépica para Atta
sexdens (Alonso e Santos 2013).

As duas espécies analisadas neste estudo apresentaram potencial inseticida sobre Atta sexdens
nos dois modos de a¢ao com aplicagdo topica e por ingestdo. A espécie Metrodorea flavida pertence
a familia Rutaceae e diversos sdo os estudos que demonstram que espécies dessa familia apresentam
efeitos na mortalidade de formigas cortadeiras. Almeida et al. (2007) em bioensaios por ingestdo de
extratos brutos (hexano, diclorometano e metano) de folhas, hastes e ramos (2mg.mL™") da espécie
Helietta puberula R.E.Fr. verificaram mortalidades significativas para formigas cortadeiras com o
isolamento de trés substincias com efeitos concomitantemente toxicas para Atta sexdens L. e também
para o seu fungo. Torres et al. (2013), estudando extratos incorporados em dieta artificial (6mg em 20
ml) verificaram que a espécie Zanthoxylum pohlianum Engl. causou efeitos na mortalidade de Atta
sexdens rubropilosa Forel. Extratos de folhas Ruta graveolens L. causaram mortalidade de operarias
de Atta laevigata (Fr. Smith) por via tépica na concentragdo de Img.mL™" (Aradjo et al. 2008). Gomes
et al. (2016) avaliando extratos de folhas de Zanthoxylum rhoifolium Lam. e Esenbeckia grandiflora
Mart. obtiveram resultados satisfatorios na mortalidade de Atta sexdens sexdens L.

A espécie Cheiloclinium cognatum pertencente a familia Celastraceae apesar de nao ser tdo
estudada para verificagdo de efeito na mortalidade de formigas como espécies da familia Rutaceae,
também é uma espécie potencial ja que as espécies pertencetes a familia Celastraceae sao fontes de
importantes metabdlitos secundarios, tais como: sesquiterpenos, alcaloides, flavonoides (Silva et al.
2014). Além disso, Pina et al. (2017) relataram que Cheilocliniumm cognatum ¢ fonte importante de
triterpenos. Os triterpenos quinona-metidicos (QMTs) sdo metabolitos secundarios que ocorrem
apenas em plantas da familia Celastraceae (Paz et al. 2013) e ja foram descritos com atividade
antiinflamatéria (Kim et al. 2009), antioxidante (Santos et al. 2010; Jeller et al. 2004), antifungico
(Gullo et al. 2012). Estudos com terpendides tem mostrado efeitos em formigas cortadeiras, o
B-eudesmol extraido de espécies de Eucalyptus (Myrtaceae) provoca alteragdo comportamental,
interferindo no reconhecimento das formigas modificando o comportamento nas coldnias, levando
a mutilagdo e morte das formigas (Marinho et al. 2005).

Espécies dessa familia sdo muito estudadas com fins farmacoldgicos, mas também se apresentam
como uma importante fonte de substancias que podem ser avaliadas visando a atividade inseticida.
A presenca dos metabdlitos secundarios e outros compostos quimicos podem agir de forma
independente ou em sinergia, promovendo a atividade inseticida.

Sdo inimeros os desafios encontrados para a obten¢ao de um inseticida boténico, uma vez
que, pouco se conhece sobre o modo de a¢ao bioquimico de compostos que estdo presentes nas
plantas (Rattan 2010). Estudo realizado por Catalani et al. 2017 evidenciam os desafios da utilizagdo
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e manipulacao de compostos de origem botanica e demonstram que ainda sdo necessarios maior
aprofundamento nas pesquisas e refinamento nos estudos.

Os extratos de Cheilocliniumm cognatum e Metrodorea flavida apresentaram potencial para
o controle de Atta sexdens em condigbes de laboratdrio, mas ainda precisam ser identificadas as
substancias responsaveis pela mortalidade. Além disso, estudos em campo sdo importantes para
avaliar o efeito inseticida nas condi¢des naturais em que se encontra o formigueiro.

Conclusoes

Os extratos alcoolico e de infusdo de folhas de Cheiloclinium cognatum e Metrodorea flavida
apresentam atividade inseticida em Atta sexdens nos dois modos de agdo com aplicagdo topica e por
ingestao.
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