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RESUMO

AMARAL, Karina Dias, M.Sc., Universidade Federal de Vigofajereiro de 2016.
Azadiractina: implicagdes na imunidade, na mortalidade e na oviposi¢do das
formigas-cortadeiras  Orientadora: Terezinha Maria Castro Della Lucia.
Coorientadores: Maria Augusta Lima Siqueira e Marco AotdeiOliveira

As formigas-cortadeiras, importantes pragas agricolas estiige possuem eficiente
sistema de defesa contra os patégenos, dificultando ooserole. Essas formigas
também sdo capazes de selecionar 0s vegetais que eoassim, evitar determinadas
plantas com compostos danosos a elas ou a seu fungo d$emiflonisso, plantas que
sdo evitadas geralmente apresentam substéancias com acawigbot®ntra as
cortadeiras, como o Nim (Azadirachta indica), que possui araztida, composto
toxico a diversos insetos. Objetivoua@liar a taxa de encapsulacdo por operarias de
Atta sexdense Acromyrmex subterraneus subterraneus apos a aplicacdo topica de
solucéo a base de azadiractina, bem como compé&aa&a ae mortalidade de operarias
mantidas solitarias com a daquelas mantidas agrupadas fersebimento de dieta
contendo a substancia, quando confrontadas com o patdégeachidlem anisopliae
Além disso, verificou-se a taxa de mortalidade das opserapos aplicacéo topica de
diferentes concentraces do produto, bem como o efeitsua aplicacédo topica e em
dieta na oviposicdo das rainhas. A azadiractina ndo afetaxa de encapsulacao das
operarias, isto €, a capacidade das mesmas de encapsulan patdégeno. O
oferecimento da dieta contendo essa substancia e posbgposicdo das formigas ao
patdgeno M. anisopliae também ndo afetou a mortalidade dagiapeeao fato de
estarem em grupo nao favoreceu a sobrevivéncia das memmas, Ac. subterraneus
subterraneus apresentou taxa de mortalidade menor que AsexdepsitrB lado, a
aplicacao tépica de azadiractina causou mortalidade s@tiveh nas operarias das duas
espécies, proporcional ao aumento da concentracdo da reidstA azadiractina
também reduziu a taxa de oviposicdo de rainha#\.dsexdens tanto por meio de
aplicacao topica quanto por oferecimento em dietaAEnsubterraneus subterraneus
apenas a aplicacdo tdpica afetou a oviposicdo das rainhé@s dikso, o tempo
interferiu de forma positiva na taxa de postura de ovosontrole de A. sexdens; nos
demais grupos ndo se mostrou correlacédo entre o tempostuaa. Diante do exposto,
a azadiractina se mostra uma potencial substanaameole das formigas-cortadeiras,
principalmente por seus efeitos na oviposicdo das rainhaa enortalidade das

operarias.
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ABSTRACT

AMARAL, Karina Dias, M.Sc., Universidade Federal de Vigo&abruary, 2016.
Azadirachtin: implications on immunity, on mortality and on oviposition of leaf-
cutting ants. Adviser: Terezinha Maria Castro Della Luci&€o-advisers: Maria
Augusta Lima Siqueira and Marco Antonio de Oliveira.

The leaf-cutting ants, important agricultural and fopesits, have an efficient defense
system against pathogens that makes their contratulitfi These ants are also able to
choose the plants they cut, thus avoiding those tlagt contain chemicals that are
unsafe to them or to their symbiotic fungus. Hence, planth as Neem (Azadirachta
indica), that is avoided, hold a substance, the azddinat¢hat is toxic to many insects.
In this work, a solution of this substance was applied &tlgico workers of Atta
sexdens and of Acromyrmex subterraneus subterraneus to determineeiféres with
the ants’ encapsulation rate and also interferes, in addition, in altering the mortality of
ants kept solitary or in groups that are given a diet auntpthe substance, when the
ants are put in contact with the pathogen Metarhizium anisoplWeeover, the
workers’ mortality rate was evaluated after the application of azadirachtin in solutions

of several concentrations, as well as its effect itopical use or in a diet on the
oviposition of the queens. Azadirachtin did not chatige encapsulation rate by the
workers, that is, it did not alter the ants’ ability of disabling a pathogen. Submitting a
diet with azadirachtin followed later by the pathogenavlisopliae also did not affect
the mortality of the ants. Ants kept in groups did not hhigher survival rates,
although Ac. subterraneus subterraneus did show reduced mortalitythe other
species. On the other hand, topical application of aaeldtin increased mortality of
both species, mortality that was proportional to theceatration of the substance. The
ingredient also reduced oviposition by queens of A sexdetis,asoa topical solution
or in a diet. Ac. subterraneus subterraneus was influenced onlghebytopical
application. No correlation was found between time and @sitipo, except in the
control group of A. sexdens. Considering all this, azablirachas a potential of
controlling leaf-cutting ants but only because of itsaffan ovipositon by queens and

mortality of workers.



1- INTRODUCAO GERAL

1.1- Formigas-cortadeiras

As formigas-cortadeiras, bem como os demais téxons ttiei, Acultivam o
fungo simbionte do qual se alimentam. Essa relacdo dio@&urgiu ha 50 milhdes de
anos nas florestas umidas da América do Sul (Wilson, 19HUlt3 & Brady, 2008).

No entanto, o surgimento dos géneros especializados naleqotates vivas de plantas
para o cultivo do fungo simbionte, Atta Fabricius e Agrnonex Mayr, ocorreu muito
tempo depois, entre 5-15 milhdes de anos atras (SchBrady, 2008). Relatos sobre

as formigas-cortadeiras datam da época do descobrimerBcasib (Mariconi, 1970).

Das muitas espécies com ocorréncia constatada nd Bmasve do género Atta (Della
Lucia, 1993; Baccaro, 2015) e vinte e quatro do género Acromyfivieyhé-Nunes,
1991; Baccaro, 2015) algumas poucas Sao pragas, mas essas trazem prejuizos
consideraveis para a agricultura brasileira.

Atta sexdens Fet, conhecida popularmente como sauva-limédo, é considerada
uma das sauvas mais importantes dentre aquelas con@ramarconstatada no Brasil.
Ela é encontrada nos estados brasileiros que possuem ana@ de floresta de
Eucalyptus L’Hér e demonstra grande capacidade de adaptacdo a ambientes
antropizados. No Brasil, existem registros de ocorrémgiasndicam sua presenca nos
estados do Espirito Santo, Goias, Mato Grosso, Minaais;®arana, Rio de Janeiro,
Sao Paulo e Acre (Della Lucia, 1993; Delaliiale 2011; Oliveira et al., 2009

Acromyrmex subterraneus subterraneus Forel, conhecida comgdocaiapo,
€ uma espécie de formiga-cortadeira frequentemente temdamos estados de Minas
Gerais, Sdo Paulo, Parana, Santa Catarina, Rio Gdan&eil, Mato Grosso do Sul e
Amazonas (Pereira & Della Lucia, 1998). Possui ninhos ralaente grandes quando
comparados aos de outras espécies do género (Della Luciaedr&)d993). Dentro do
género Acromyrmexé uma das mais importantes, pois além de populosas,Gsasol
causam danos severos em pastagens e areas de reflonestédedla Lucia, 2011
Delabie et al., 2001

1.2- Sistema imune

Os insetos sociais, por viverem em ninhos de alta densidpd@ponal e com
individuos muito aparentados geneticamente entre si, pstaspostos a sérios riscos
de epidemia (Roff, 1992; Stearn, 1992). Por isso, sdo capazespdeder efetivamente

a invasores estranhos como parasitas e patdogenos, dbliaaseu sistema imune inato,
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gue incluem respostas celulares e humorais (Gilledped.e1997). Entretanto, o
sistema imune dos insetos € relativamente simples quaondmparado ao dos
vertebrados, uma vez que ndo esta baseado em anticonfospessui uma memdoria
imunolégica (Rolff & Siva-Jothy, 2003).

Com relacdo as adaptac0es fisiologicas, as formigasgrussficiente sistema
imune inato, semelhante aos demais invertebrados, o quapeéheste combater os
principais microrganismos patogénicos. O sistema imune hureovalve moléculas
extracelulares presentes na hemolinfa. As defesas hismocluem a reagcdo em cascata
da enzima fenoloxidase, que culmina na producdo da melaning jrtigjonediarios sdo
toxicos para um dado patégeno, agindo na limitacdo ou infecdsada por ele
(Narayanan, 2004; Cerenius & Sdderhall, 2004). Também, apadsfeeiado por um
parasita, ou simplesmente por ter a cuticula rompidiaseto desencadeia a sintese de
peptideos antimicrobianos, sintetizados principalmente pe&slas do corpo
gorduroso, os quais podem ter uma funcdo generalista ouespeagifica (Nation,
2008). As defesas celulares incluem as reacdes de fagadit@sganismo invasor por
uma unica ceélula ou reacdes multicelulares, enca@sukadormacao de nddulos. Esses
processos sdo todos mediados pelos hemaocitos dos hospé8eiamd, 2008).

As colbnias dos insetos sociais também possuem um aistemdefesa
imunolégico coletivo contra 0os seus parasitas. Estanssde imunidade social resulta
da cooperacado de membros individuais do grupo para combaiscasscrescentes de
transmissdo de infeccbes que surgem da propria vida em grupoe(CGeeal., 2007;
Ugelvig & Cremer, 2007). As defesas coletivas podem ser prcdda e ativadas
segundo as necessidades da colonia e consistem de adaptagf@ortamentais,
fisioldgicas e organizacionais do ninho, as quais, coam@hte, previnem a entrada do
parasita, seu estabelecimento e sua disseminacéao (JaccbuiS&%.

Os mecanismos comportamentais encontrados nas catademmo trofalaxia,
allogrooming autogroominge evitacdo de contato com individuos infectadgsdem
explicar a imunidade dessas formigas em relacdo a impestgratogenos como
Metarhizium anisopliae (Metschnikoff) Sorokim Beauveria bassiana (Bals.-Criv.)
Vuill. (Bextine & Thorvilson, 2002; Oi & Pereira, 1993). Espeslem ser encontrados
em alta abundancia proximos a ninhos de formigas-coréaci€io entanto, as operarias
ndo se encontram, normalmente, infectadas (Hughes 20@4.). Acrescenta-se a isto a

complexa associacdo delas com bactérias actinomicetisetudo nas espécies de



Acromyrmex que podem lhes fornecer protecdo adicional por meio da producdo de
substancias antibioticas (Currie et al., 1999).

Outro fator que contribui para a eficiéncia da imunidadeakdes formigas € a
presenca das glandulas metapleurais, um par de glanddlesnas localizadas na
porcao terminal da regido pdéstero-lateral do mesossiasses insetos (Holldobler &
Engel-Siegel, 1984). A funcdo priméaria dessa glandula éwode das infecgdes zel
sintese de inUmeros compostos antimicrobianos. Porémalgumas espécies, ela
também atua na liberacdo de ferémonios que auxiliam as iagenardefesa da colbnia
e no reconhecimento dos hidrocarbonetos cuticulares asntcempanheiras de ninho
(Brown 1968; Jaffe” & Puche 1984). Assumia-se que secrecéa gidsdula ocorria de
forma passiva (Attygalle et al.,1989; Schoeters & Billen 1993itiNet al.,1997),
porém, em espécies do género Atta, a secrecdo da glaodantou apds exposicdo a
um patégeno (Fernandez-Marin, 2006) e a frequéncia de alloigghoprocesso no
gual as operarias lambem as companheiras de ninho; polazldrando aumenta coa
secrecao, indicando que o uso desses compostos naecginimiado, uma vez que Sao
substancias caras, energeticamente (Poulsen et al. 2002).

Existem muitos fatores que atuam modulando a resposi idwinseto como o
sexo, a idade, a disponibilidade de recursos &interferéncia de parasitas (Schmid-
Hempel, 2003). Igualmente, alguns elementos quimicos podemiimteafsua resposta
imune, por exemplo, 0s metais pesados como arsénamjaé chumbo (Sorvari et al.
2007). Além disso, a qualidade nutricional pode afetar diret@naeresposta imune dos

insetos (Klemola et al., 2007).

1.3- Oviposicdo e desenvolvimento

A reproducdo das formigas-cortadeiras consiste, basicaymentevoada ou voo
nupcial seguido do acasalamento e estabelecimento de uma néwaddiolidobler;
Wilson, 1990).

EmA. sexdens, a fundacédo do formigueiro é realizada por uroa tainha e as
colénias permanecem monoginicas, caracteristica dessegéfém disso, a fundacgéo
€ claustral, ou seja, uma vez estabelecido o ninho, rharase fecha na camara
inicialmente construida para a criacao de sua prole @et(gl., 2011).

Cinco a seis dias apés o inicio da escavacdo do nishmirghas iniciam a
oviposicdo (Holldobler; Wilson, 1990), e as primeiras larsasiecam a emergir em

torno de 24 dias. Os adultos surgem entre 62 e 66 dias apasoflal970). As
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primeiras operarias geralmente sdo minimas e realizardaates de forrageamento,
corte e transporte de vegetais bem como o cuidado cprole diferentemente de
colénias mais velhas nas quais essas operarias napameaiodas essas funcdes
(Holldobler; Wilson, 1990 Os ninhos déA. sexdens possuem, emédia, durante a
vida, 5 a 8 milh6es de operarias (Rilelyal., 1974), porém esses valores variam de
acordo com o numero de espermatozoides presentes nanasma e a taxa de
oviposi¢cdo das rainhas (Araudjo et al., 2011).

Em Ac. subterraneus subterraneos ninhos podem ser fundados por uma ou
muitas rainhas e, portanto, podem ser mono ou poligirffR@hl-Fleig, 1995). Além
disso, a fundacao dos ninhos nessa espécie é considenaidiaugstral (Araujo et al.
2011), ou seja, a rainha pode sair na busca por material vggesat) desenvolvimento
de seu fungo simbionte (Rissing et al., 1986). Ap0s a emergéasiagprimeiras
operarias, as rainhas passam a realizar somente a Q&gosnquanto as operarias
desempenham as demais tarefas da colonia (Hélldobler; Wilke#(). Segundo
Pereira e Della Lucia (1998) o numero de operérias nasias de A. subterraneus
subterraneus € bastante variado.

Vérios fatores podem afetar a fisiologia da rainha eseguentemente, sua taxa
de oviposicao. Variacbes na temperatura afetaram negativara taxa de oviposicao
das rainhas da formiga poliginica Linepithema humile Mayr (Abril.et2806). Além
disso, segundo os autores, o numero de rainhas por ninho dafetamente o
desempenho individual de cada uma delas, sendo que, gquantoomaionero de
rainhas, menor o nimero de ovos postos por cada uma @eagutores também
observaram que geralmente uma das rainhas contribui s@iviéimente mais pam@
total de ovos.

Outros fatores podem afetar o desempenho das rainhas, comexemplo, a
aplicacao de substancias toxicas. A abamectina, prodaaidactinomicetos do solo, se
em doses subletais, causou a diminuicdo do numero de osapot ovarios e de
o0citos por ovariolos em rainhas @e. subterraneus subterraneus, causando sua

esterilidade em doses maiores (Antunes et al., 2000).

1.4- Azadiractina
A azadiractina consiste em um tetranotriterpenoide agixtraido do Nim
(Azadirachta indica A. Juss), conhecido por suas propriedadesntmle de diversos

insetos. Esse composto € encontrado em maiores cagiEy nas sementes de Nim
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apesar de existirem algumas moléculas ativas nas fodiszs planta, porém em baixas
guantidades (Mordue & Nisbet, 2000).

A azadiractina € considerada um potente inibidor deealiagdo em muitos
insetos. Inicialmente, esse efeito se deve a estimuldgedaélulas associadas a
deterréncia nos quimiorreceptores, bloqueando as célulastoezs que estimulam a
alimentacdo (Blaney et al. 1990). Além disso, esse comppessui efeitos
antialimentares secundarios, que surgem ap0s o0 contatogestdo da substancia,
como, por exemplo, a inibicdo da producdo de enzimas digesiefeitos no sistema
nervoso estomatogastrico (Mordue (Luntz) & Nisbet, 2000).

Ao nivel fisiolégico, a azadiractina bloqueia a liberagdo horménio
protoracicotrépico que controla a funcéo da glandula protaerdaibindo, dessa forma,
a sintese e a liberacdo do horménio de muda (ecdiestgradasionando uma ecdise
incompleta nas formas imaturas (Isman, 20@8) insetos adultos ja foram relatados
seus efeitos negativos na reproducdo de machos e fémeateniMas, a azadiractina
inibe a oogénese e a sintese de ecdiesteroides ovariamexiindo a oviposicao
(Rembold & Sieber,1981).

Um estudo com o percevejo Rhodnius prolixus demonstrou o efeito
imunossupressor da azadiractina (Azambuja et al., 1991). &egsnautores, houve
uma diminuicdo do niumero de hemdcitos na hemolinfa detomapos se alimentarem
da substancia, bem como, uma diminuicdo na formacaoodelos, sob efeito da
azadiractina, apos serem infectados com dado patdégeno.

A azadiractina é utilizada no controle de diversos issptaga, sendo
considerada um biopesticida de baixa toxicidade a mamifeo®speipolinizadores
(Isman, 2006). Porém, poucos séo o0s estudos que investigaefeitns como possivel

agente controlador das formigas-cortadeiras.

1.5- Objetivos

Com base no exposto, objetivou-se com esse tratmlhbar o efeito da
azadiractina na mortalidade r& resposta imune de operdrias de A sexderE.
subterraneus subterraneus no ambito individual e social, bem acatiar seu efeito

na oviposicao das rainhas.



Os objetivos especificos séo
1) avaliar a taxa de encapsulacéo das operérias dasspéages apds a aplicacao topica
de solugdo a base de azadiractina, bem como, compdexaade mortalidade de
operarias mantidas solitarias com a daquelas mantidagigro sob fornecimento de
dieta contendo azadiractina quando confrontadas com o patOifetarhizium
anisopliae;
2) verificar a taxa de mortalidade das operarias aposag@t topica de diferentes
concentracbes de azadiractina, além de avaliar ¢oefls aplicacdo topica e do
oferecimento de dieta a base de azadiractina na ovipakigaainhas.
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CAPITULO |

Efeito da azadiractina na imunidade individual e social das formigas-cortagras

RESUMO

As formigas-cortadeiras sdo pragas de dificil controle, pgmssuem inGmeras
estratégias de defesa e sistema de selecao dos vegetaisrtam. Apesar dos danos
gue causam ao ambiente, os produtos quimicos ainda saatsgestrde controle mais
utilizadas contra esses insetos. A busca por subst@nmasausem menos impactos na
natureza é uma constante nessa area de pesquisa. racrai extraida do Nim, é
uma alternativa no controle de diversas pragas, por pobsiNa toxicidade a
mamiferos e polinizadores e ser degradada facilmente no aenl®emém, poucos sao
os estudos do efeito desse composto nas cortadeiras. iSSomobjetivese nese
capitulo avaliar o efeito da azadiractina na respiostae das formigas-cortadeiras das
espécies A. sexdemsAc. subterraneus subterraneus no ambito individual e social. Para
isso, estudosea taxa de encapsulacéo por operarias apos a aplicgiée de solucao

a base de azadiractina e a existéncia de diferengdaxas de mortalidade de operarias
mantidas solitarias com a das mantidas em grupo solcioweo de dieta contendo
azadiractina, quando confrontadas com o patdégeno Metarhizium aaésopli
azadiractina aplicada topicamente ndo aumentou adevencapsulacdo das operarias
das duas espécies. Do mesmo modo, a dieta a base dectipadindo afetou a
mortalidade das operarias diante do patdgeno Metarhizium anis@dsm o fato de
estarem em grupo ndo favoreceu a sobrevivéncia. Por &ado os resultados
mostraram que Ac. subterraneus subterraneus apresentou uma dastetali
significativamente menor do que A sexdegbenclui-se que a azadiractina ndo afeta a
capacidade de reconhecimento e encapsulacdo de um patégenogpeldeiras, bem

como sua suscetibilidade quando em grupo.
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Azadirachtin effect on the individual and social immunity of leaf-cuting ants

ABSTRACT

The leaf-cutting ants are difficult pests to contrelcduse they have numerous defense
strategies and also because they select the leavehdiiaire to cut. Chemicals are still
the most commonly used control stratagies against thesets, but they cause some
impact on the environment. The search for substanceprtiiice less effect on nature
IS constant in this research area. Azadirachtin, rapooind extracted from the Neem
trees, is an alternative for the control of varioustpebecause it is toxic to some insects
but not to animals, besides being easily degraded in the envinbnieere are,
however, only a few studies showing the effect of tbastance on leaf-cutters. Thus,
the purpose of this chapter is to describe the effecdzatlirachtin on the immune
response of the subspecies of the leaf-cutting ants g&i@ens and Acromyrmex
subterraneus subterraneus both in the individual and in thd aspicts. The rate of
encapsulation of pathogens by ant workers was evaluatedrefteapical application of
a solution containing azadirachtin; differences in nibyteates of workers kept alone
or in groups after being offered a diet that containecch@nical and shortly after put
in contact with the pathogen Metarhizium anisopk#ee also assessed. Azadirachtin
applied topically did not increase the encapsulation lefviie workers of the two ants.
Similarly, the diet also did not affect the mortaldf/the workers confronted with M.
anisopliae; the fact of belonging to a group did not favor gakvi Moreover, the
results showed that Ac. subterraneus subterraneus had a maggditgignificantly
lower than that of A. sexdens. Therefore, azadiradidis no effect on recognition and
ability of encapsulation of a pathogen by leaf-cuttingsaras well as of their

susceptibility when in a group.
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1- INTRODUCAO

As formigas-cortadeiras sdo consideradas os herbivorogalates na regido
Neotropical (Holldobler & Wilson, 1990) e, sdo pragas severasdyuatacam plantas
cultivadas (Della Lucia, 2003).

Apesar ds varios métodos existentes de combate as cortadeiresntmle
guimico é o mais utilizado, sendo o Unico com tecnologjgodiivel para uso em escala
comercial (Della Lucia & Araugjo, 2000). Porém, as dificdles de utilizacdo desse
método e os danos quis organosintéticos podem causar no ambiente incentivam a
busca por alternativas no controle desses insetos (Kb§a8).

Uma vez que as cortadeiras possuem caracteristicapodamentais e
fisiologicas que lhes conferem a capacidade de selecmmaaterial a ser cortado
(Hubbell & Wiemer, 1983; Santana & Couto, 1990; Della Lucia et al., 1995;
Vendramin et al., 1995), o estudo de plantas evitadas por etastep provavelmente
por algum efeito toxico, é uma alternativa no desenvohimele novas técnicas de
controle.

Além disso, em resposta aos iniUmeros riscos iner@oteseu modo de vida
social, as formigas-cortadeiras possuem um arsenazefiara evitar os riscos de
infeccdo, constituido de estratégias de defesas varidtksas defesas incluem
estratégias fisiologicas e comportamentais, que ageguano individual ou no coletivo
(Gillespie et al., 1997). A busca por compostos que afetem essa compeldeade
defesas das formigas € outra vertente promissora nowvddésmento de novas
estratégias de controle dessa praga pois, com o sistetiededa abalado, os insetos se
tornam mais suscetiveis aos agentes de controle.

O Nim (Azadirachta indica A. Juss) tem se mostrado bastanteigear, devido
a presenca do imunossupressor azadiractina, um tetrapeinivide ativo, eficiente no
controle de diversas pragas (Martinez, 2002). A azadiraafgi@® 0 comportamento
alimentar, o desenvolvimento das formas imaturas e a regrodi&€ muitos insetos
(Schmutterer, 1990; Martinez, 2002), além de possuir baixaidedie a mamiferos
(Boeke et al., 2004) e ser rapidamente degradada no solplmias (Isman, 2006).

O objetivo neste capitulo foi avaliar o efeito daditzatina na resposta imune
das formigas-cortadeiras das espécies A. sexadossubterraneus subterrangtanto
no ambito individual quanto no social, atraistaxa de encapsulacdo das operarias

apos a aplicacdo topica de solucdo a base de azadirdamdém foi verificadaa
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existéncia de uma possivel variacdo na taxa de mortalidedeperarias mantidas
solitdrias com aquelas mantidas em grupo quando lhes é iftandieta contendo
azadiractinae quando confrontadas com o patégeno Metarhizium anisopliae. Esse
patégeno foi utilizado por ser comumente encontrado nopsékimo aos ninhos das
cortadeiras, ou em operarias infectadas dentro da coloniads{L2pD4).

Hipotetizouse que a azadiractina reduziria a taxa de encapsulacapdeiias
guando aplicada topicamente e que quando oferecida na dietatauana mortalidade
e afetaria a suscetibilidade das operarias quando em grupo.
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2- MATERIAL E METODOS
2.1- Manutengé&o das colonias

Foram utilizadas oito colonias d& sexdens e oito de Ac. subterraneus
subterraneyscoletadas no campus universitario da UFV e de aproximadartréste
anos de idadeEssas coldnias foram acondicionadas em laboratoriossdario/DBA,
na Universidade Federal de Vigosa, Vicosa-MG (20°45" S 42°52d&Vacordo com a
metodologia de Della Lucia et al. (1993). Todas foram maneesagsemperatura de
2515 °C, U.R. de 7515 % e 12:12 (L:E), e alimentadas com folhalsigistrum
japonicum Thumb., Tecoma stahs, Acalypha wilkesiana Mull. Arg. e Rosa sp.,
trocadas diariamente, além de um suprimento de agua. @eestos jardins de fungo
foram de, aproximadamente, seis litros por colonidAdsexdens e quatro litros por

colonia de Ac. subterraneus subterraneus

2.2- Taxa de encapsulacao sob efeito da azadiractina

O efeito do imunossupressor azadiractina nas operdeiad. sexdeng Ac.
subterraneus subterraneus foi avaliado por meio da aplicacdo tops@udéo do
biopesticida Azamax®, que contém 12g/L de azadiractina, naeotracdo de 1,2
mg/ml do principio ativo,diluido em agua. Essa concerntréggscolhida com base em
testes preliminares de mortalidade para as duas espéciespogtraram que essa
concentracdo causou mortalidade significativa, porém ceito ehais lento que em
maiores concentracdes, permitindo a utilizacdo da #®@aica medir a resposta imune.

O parametro utilizado para medir a imunocompeténcia fotaxa de
encapsulacado de um antigeno padronizado, um microfilamemtailda. A introducao
deste antigeno induz a reacdo de encapsulacdo e mgdanizando um dos principais
mecanismos de defesa imune em invertebrados (Gillespie £99T)

Foram selecionadas 50 operarias forrageadoras (capsaliaace?,0-2,2mm) de
cada um dos oito formigueiros de cada subespécie, sendo qaeebdam 1 puL da
solucéo de azadiractina no torax e as outras 25 reeehen 1 puL de agua .

Apds terem sido mantidas por 24 horas em placas de Betrum suprimento
de agua e alimento, as operarias tiveram os microfilavagft12 mm de diametro e 1,0
mm de comprimento) insend no térax, entre 0 segundo e terceiro pares de pernas.
Apdés a introducdo dos antigenos, as operarias forancact#le individualmente em

tubos de ensaio de vidro e, em seguidasbadas em uma camara bioclimatizadmra
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25°C por 24 horas. Em seguida, os microfilamentos foranmadesr da hemocele e
montados com Entellan© resina em laminas de microscopia¢@nEotomicrografias

obtidas em microscoépio (Olympus BX 50, camera Olympus QColfmr&jn analisadas
no programa Image J, adotando-se que quanto mais escura a imagjeny taxa de

encapsulacao do microfilamento, a semelhanca do trathalbe Souza et al (2009).

2.3- Efeito da azadiractina na imunidade social das operarias

Os formigueiros, de ambas as espécies, foram tratados8go(Zanetti et
al.,2002) de uma dieta soélida feita a base de p6 de cadaeadg, farinha de trigo,
agua e 6leo de soja, adaptada de Lima (2000). Os ingredientss rfusturados e
dispostos em forma metalica. A dieta foi entdo catem quadrados de 4mm? e
mantida em estufa a 30°C por 24h. Os formigueiros tratestmberam dieta sélida
contaminada com solugdo de azadiractina na concentoigd92 mg/g de dieta. O
grupo controle recebeu a mesma dieta, sem adi¢ao doiofesetic

Conforme a metodologia de Kay et al. (2014), apos reeebardieta por 15
dias, 30 operarias forrageadoras de todos os formigueiras) fselecionadas, as quais
recebeam 1 pL de solucdo de esporos do fungo entomopatogénico Metarhizium
anisopliae na concentracdo de 5xt®nidios/mL, selecionada partir de resultados
obtidos no trabalho de Ribeiret al. (2012). ApOs esse procedimento, as operarias
foram divididas da seguinte forma: 15 foram individualizadagkeas de Petri, com
as restantes divididas em grupos de 5 operéarias por [@Bapaimentos de agua e
alimento foram colocados nas placas e trocados a caddiakis

A mortalidade foi avaliada diariamente durante 10 dias.

2.4- Andlise estatistica

Os valores médios da taxa de encapsulacdo dos difergnipos foram
comparados por ANOVA, adatdo o = 5%.

As curvas de sobrevivéncia foram obtidas comparando masltggmostras pelo
teste de Kaplan-Meier. As comparacdes entre os paggsipes foram feitas através do
teste ndo paramétrico Log-Rank. O nivel de significanciagrabms os casos foi 5%.

Todos os dados foram analisados no programa StatSddti&at0 Enterprise.
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3- RESULTADOS

3.1- Taxa de encapsulacdo sob efeito da azadiractina

N&o houve diferenca significativa na taxa de encapsuldgsmperarias de A
sexdens que receberam a solucdo de azadiractina, quangaradana do grupo
controle (k39 0,271; n= 400; p= 0,603) (Figura 1A). As operarias Ae
subterraneus subterraneus que receberam o tratamento tambée c@mportaram
diferentemente do grupo controle;§5=0,961; n= 400; p= 0,328) (Figura 1B).
Avaliou-se também se existia diferenca na taxa de eneg@sulentre as espécies,
porém éa também ndo se mostrou difere(fg ;o= 1,092; n= 800; p= 0,352).

3.2- Mortalidade associada a imunidade social

Em A sexdens a analise de mortalidade mostrou que houve ddesatre os
tratamentogX?= 8,779; G.L.= 3; p= 0,032) (Figura 2); porém, quando se comparou, no
controle, as operarias mantidas solitarias com astidaanem grupo, ndo houve
diferenca significativa na mortalidade (p= 0,020), o que tamb&mreu com aquelas
tratadas com a dieta (p= 0,260 situacdo que diferiu significativamente foi a
comparacgao entre o controle em grupo com o tratamernadinal (p= 0,011).

Em Ac. subterraneus subterraneus a analise de mortalidadeuirglie nao
houve diferenca significativa entre os grupo$<(%,235; G.L.= 3; p= 0,155) (Figura 3),
portanto ndo houve necessidade de comparacdes individuai®emiresmos pelo teste
de Log-Rank.

Comparando-se a taxa de mortalidade entre A sexelelts subterraneus
subterraneus , o teste indicou que houve diferenca significative as espéci€x’=
66,973; G.L.= 7; p< 0,001) (Figura 4). As comparacdes dos grupothaabas entre as
espécies mostraram diferencas significativas em todss ebntrole individual (p=
0,002), controle grupo (p<0,001), tratamento individual (p<0,001) emeat& grupo
(p<0,0001). Em todas as situacGes as operdrias de A sexdessntgyean maior

mortalidade que as operarias de Ac. subterraneus subterraneus.
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4- DISCUSSAO

Os resultados indicaram que a azadiractina na dosagemnea foomo foi
aplicada ndo reduziu a taxa de encapsulacdo das opet@iascomo ndo houve
diferenca astaxas entre as duas espécies analisadas.

Outros autores tambéja observaram que, apds a inoculacdo de Enterobacter
cloacae no corpo de larvas de quarto instar de Rhodnius prolixuspuée diferenca
na ativacdo da enzima profenoloxidase, responsavel petegso de encapsulacao,
guando os organismos foram tratados ou ndo com dietaeadbazadiractina. Apesar
de notarem os efeitos do composto em outros aspectostdma imune, como a
diminuicdo no nimero de hemdcitos e na formacao de nodadaxa de encapsulacéo
a azadiractina ndo foi eficaz contra esses insetas, ¢domo observado contra as
formigas-cortadeiras (Azambuja et,4991).

Igualmente Singh et al (2013) observaram que o composto NeemAzain assi
como o Azamax, a base de Oleo de Nim e cujo prineijpio € a azadiractina, afetaram
negativamente o sistema imune do gafanhoto Poekilocerus picjesado na
concentracdo de 1mg/ml, reduzindo a formacdo de ndédulos quandsetiss foram
inoculados com bactérias.

Os resultados do presente trabalho indicam que na tarma foi inoculada nas
formigas, a azadiractina nao foi eficiente na reduddaapacidade de encapsulacao,
porém seus efeitos em outros aspectos, como na fornuecawdulos, ndo foram
estudados. Sob aplicacdo de dosagens maiores, as opsargsreviveriam, portanto
nao foi possivel testar se em doses maiores ocoimidrigdo da resposta imune.

Com relacéo ao experimento de imunidade social, ocifieeato da dieta a base
de azadiractina e posterior exposicdo ao patégeno M. amiedplinbém ndo afetou a
mortalidade das operarias das duas espécies estudadas. d2 fastarem em grupo
também nao favoreceu a sobrevivéncia das mesmas, o mjuarieoca evidéncia de que
em grupo as operarias teriam possibilidade de realizar allogrodiminagdo-se, dessa
forma, mais facilmente, do patégeno.

Embaa o comportamento de allogrooming esteja associado a diminuicdo da
disseminacdo de patégenos na colénia (Hughes.ef@0)2) o que aumentaria a
sobrevivéncia das operarias, Theis et al. (2015) observaraao@ezem expostas a um
patdogeno, as formigas da espécie Lasius neglectus aumentaraeguénéia de

autogrooming enquanto diminuiram simultaneamente a frequéncéladgooming
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Isso demonstrou que o efeito desse Gltimo comportamentodiEepe balanco entre a
eficiéncia do patdgeno e eficicia das defesas compott@mealetivas.

Dessa forma, é possivel que o fato de estar em grupocomakcées do
experimento, ndo tenha adicionado uma protecao as opezag@rtanto, ndo afet@u
mortalidade das mesmas.

Observou-se também que, as operérias de Ac. subterraneusaswaisrtiveram
mortalidade muito menor (cerca de 50%) que asAdesexdens As operérias de
Acromyrmex apresentam bactérias filamentosas na catgue produzem substancias
antibidticas, configurando uma defesa extra contra os pat®gen que pode ter
favorecido a maior sobrevivéncia dessas operarias. AEen essas bactérias tém
guantidades reduzidas ou estdo ausentes. Fernandez-Mdrif2608) demonstraram
gue, apOs exposicao ao patégdhoanisopliagas operarias d& sexdens aumentaram
consideravelmente a liberagcdo de compostos antibidticasgiidula metapleural. Ja
em Acromyrmex octospinosus, a liberacdo de compostos por ésdalglse manteve a
mesma antes e ap0os a exposicao ao patdgeno, o queguneioa compostos liberados
pelas bactérias filamentosas as protegem eficientemaéte necessitando de um
incremento na producdo de compostos pela glandula metapleural

Conclui-se que a azadiractina ndo afeta a capacidadeeconhecimento e
encapsulacdo de um patdgeno pelas cortadeiras, bem cansolgevivéncia quando

em grupo, ndo agindo, dessa forma, nesses aspectos daare@spaostdessas formigas.
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CAPITULO Il

Efeito da azadiractina na mortalidade das operarias e na oviposi¢ao das rainhas

RESUMO

Os produtos quimicos utilizados no controle das formigagaeiras visam,
geralmente, a morte das operarias forrageadoras conriposterte da rainha e,
consequentemente, da coldnia, uma vez que ela é o Unic@lidque se reproduz.
Porém, estudos que analisam o efeito de substancias inhkasresdo escassos,
principalmente no que diz respeito a efeitos indiretooc@ar exemplo, na diminuigédo
da oviposicao. Sendo assim, 0 objetivou-se nesse lcapitaliar a taxa de mortalidade
das operarias de Atta sexdemfcromyrmex subterraneus subterraneus sob aplicacao
topica de diferentes concentracdes de azadiractinacbem o de analisar o efeito da
aplicacao topica e de uma dieta contendo o produto naléaraiposicdo das rainhas
das duas espécies. A aplicacdo topica de azadiractinaucausa significativa
mortalidade das operarias das duas espécies, que foi poopbrao aumento da
concentracdo da substancia. O composto também reduziu aldaga@iposicdo de
rainhas de A. sexdens, tanto por meio de aplicacdo tqpaato pelo oferecimento em
dieta. Em Ac. subterraneus subterraneus, apenas a aplicacaoafépic a oviposicao
das rainhas. Além disso, o tempo interferiu de forma pagi taxa de postura de ovos
apenas no controle de A. sexdens; nos demais grupos n@siseu correlacao entre o
tempo e a postura, indicando que a metodologia do expeéoimaa foi estressante para
as rainhas. Conclui-se que a azadiractina afeta neg@tita a sobrevivéncia das
operarias e a oviposicdo das rainhas, mostraadwon possivel agente de controle das

formigas-cortadeiras.
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Azadirachtin and its effect on ant workers mortality and on the geen oviposition

ABSTRACT

The chemicals used in the control of leaf-cutting ants, aisually, at the death of
foraging workers with the subsequent death of the queea;camsequence the entire
colony dies, because the queen is the only one thaidwes. Yet, studies examining
the effect of substances on queens are scarce, patyidalavhat regards their indirect
effects as, for instance, in the reduction of ovipositiThe purpose of this chapter is,
then, the evaluation of mortality rates of workersAtib sexdens and of Acromyrmex
subterraneus subterraneus after a topical application of azadiraw solutions of
several concentrations, as well as the analysis ek oviposition after topical
application or ingestion of that chemical in a diet. Tiopical application of
azadirachtin caused a significant rise in mortality ef workers of the two species, a
rise that was proportional to the concentration engdoyrhe compound also reduced
the oviposition rate of the queens of A sexdens, equdlywimg topical use or as a
supplement in the diet. Ac. subterraneus subterraneus, howageonly influenced in
its egg-laying by a topical application of the chemidalrthermore, time positively
affected egg laying only in the control group of A. sexdenspther groups showed no
correlation between time and oviposition, thus indicathmg the methodology of the
experiment was not traumatic to the queens. It can theormuded that azadirachtin
negatively affects workers’ survival and queen oviposition, being a promising future

control agent of leaf-cutting ants.
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1- INTRODUCAO

As formigas-cortadeiras sdo responsaveis por danos re@mm® em areas
agricolas, pastagens e no setor florestal brasileirde(Detia, 2003; Anjos et al., 1998;
Zanetti et al.,, 2003). Nas areas florestais, além dos iposjuconsideraveis, sao
responsaveis pela maior parte dos custos de producdo deafio@oareto &
Forti,1997).

Os métodos de controle quimico comumente empregados sagases
liquefeitos, os pds-secaoss liquidos termonebulizaveisasiscas granuladas (Boaretto
& Forti, 1997; Oliveira et al., 2011), sendo estas ultimassa Ha fipronil, sulfluramida
ou clorpirifés (Della Lucia & Araudjo, 2000), configurando o o®d mais pratico,
econdmico e eficiente (Della Lucia, 2003).

O desenvolvimento de uma isca granulada deve levar em cagsideque a
mesma necessita de caracteristicas quenanomais eficiente, como principios ativos
gue sejam letais em baixas concentracdes, que sejamenita atrativos e faceis de
serem dispersos, entre outras (Nagamoto et al.,1998). Porgstiolos que visem
analisar a taxa de mortalidade de operarias a substot@awialmente toxicas séo de
grande importancia, por oferecem suporte a criacdo de moedstos de combate as
cortadeiras.

Os produtos quimicos mais utilizados no controle das formigasn, num
primeiro momento, a morte das operéarias forrageadorasparalisacdo do corte.
Posteriormente objetiva-se a morte da rainha e, consequemte, da colbnia, uma vez
gue ela é a Unica capaz de se reproduzir. Porém, estudosalisanaro efeito de
substancias agressivas as rainhas sdo escassos, prindipahmeque diz respeito a
efeitos indiretos, como por exemplo, na diminuicdodposicao.

Sendo assim, 0 objetivo neste capitulo € avaliarxa te mortalidade das
operarias de Atta sexderes Acromyrmex subterraneus subterraneus submetidas
aplicacao topica de diferentes concentracdes de aaul,dbem como analisar o efeito
da aplicacédo topica e dieta contendo esse produto nddaxéposicdo das rainhas das
duas espécies.

Hipotetizou-se que a aplicacdo tépica de azadiractineeataria a mortalidade

das operarias de ambaseagécies, e que esse aumento seria proporcional ao aumento

da concentracdo da substancia. Além disso, a taxa desip@ipalas rainhas apds serem

submetidas a dieta ou aplicacéo tépica de azadiracti@ansenior que no controle.
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2- MATERIAL E METODOS

2.1- Mortalidade sob efeito da azadiractina

Utilizou-se uma solucéo do biopesticida a base de azadagd&ZAMAX®) na
concentracdo de 12g/L. Essa solucao foi diluida em agudadeshas fracbes de
0,6mg/ml, 1,2mg/ml, 3,0mg/ml e 6mg/ml de azadiractina, de aameioa metodologia
de Ribeiro et al. (2008). Foram selecionadas 50 operéariasgéamoras (capsula
cefalica: 2,0-2,2mm) de cinco formigueiros de cada subespécipara cada
concentracdo, que receberam 1 pL da solucdo no téravxasGafiroperarias receberam
1uL contendo apenas &gua e funcionaram como controle.

ApGs esse procedimento inicial, 10 operarias foram cdéscpor placa de Petri,
com suprimento de 4gua e alimento (dgua e mel, 1:1). A ndadelifoi avaliada
diariamente durante oito dias.

2.2- Efeito da azadiractina na oviposicéo de rainhas

Foram selecionadas 15 rainhas de formigueiros jovens (&nsém de fungo
de 100ml, aproximadamente) de cada subespécie.

Das rainhas selecionadas, cinco receberam solucdo dbraatina na
concentracdo de In®/ml no torax. Respeitando-se a proporcionalidade de massa
corporal, as rainhas de A sexdens recebergnh €nquanto as de Ac. subterraneus
subterraneus, [IL. Essas rainhas foram tratadas com uma dieta liqoitarmdo agua e
mel. Outras cinco rainhas fan tratadas com uma dieta liquida contendo a mesma
concentracdo de azadiractina (1,2mg/ml), diluida em aguelea exposicdo a essa
dieta foi crbénica, portanto, durante todos os dias de, testdo receberam nenhuma
solucdo no toérax. E, por fim, as cinco rainhas restaioieam tratadas com uma dieta
liguida a base de 4gua e mel e tampouco receberam soluiggaxyduncionando como
controle, de forma semelhante ao trabalho de Araugd. €1993). A concentracédo de
1,2mg/ml foi determinada tanto para a aplicacdo topica quantcapdieda, com base
em teste de mortalidade, que indicou que essa foi a menogaibsgue causou
diferenca significativa em relacao ao controle.

As rainhas foram individualizadas em potes plasticos acadhs em ambiente
com temperatura de 2515 °C, U.R. de 7515 % e iluminacao red@itamero de ov®
foi quantificado a cada 12 horas, num total de 96 horasstke # cada contagem, o0s
ovos foram retirados dos recipientes, conforme a ro&g@ de Della Lucia et al.
(1990).
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2.3- Andlise estatistica

As curvas de sobrevivéncia foram obtidas comparando méligplestras pelo
teste de Kaplan-Meier. As comparacdes entre os paggsipes foram feitas através do
teste ndo paramétrico Log-Rank. O nivel de significAnciagrat®s os casos foi 5%.

Os valores médios da taxa de oviposicdo dos diferegtepos foram
comparados por ANOVA, seguidos da comparacdo de médias gstdo de Tukey,
adotando a = 5%.

Além disso, para o teste de oviposicao realigeuma regressao linear simples
a fim de verificar se houve efeito do tempo de experimeosdratamentos.

Todos os dados foram analisados no programa StatSadti&at0 Enterprise.
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3- RESULTADOS

3.1- Efeito da azadiractina na mortalidade das operérias

Houve diferenca significativa na mortalidade das operégad. sexdens entre
as dosagens analisadas (X2= 128,278; G.L= 4; p<0,0001) (Fighka A Unica
concentragdo que nao diferiu do grupo controle foi a de dif6im(p= 0,603). A
mortalidade se mostrou diretamente proporcional a cbrEggio e as comparacdes aos
pares indicaram diferenca entre todos os demais tratasne entre eles e o controle:
controle e 1,2mg/ml (p=0,043), 0,6mg/ml e 1,2mg/ml (p= 0,013), 1,2mgB8ydmg/ml
(p< 0,0001), 3,0mg/ml e 6,0mg/ml (p= 0,005).

Em Ac. subterraneus subterraneus também houve diferenca sigmaifieatre
0s grupos analisados (X2= 138,650; G.L= 4; p< 0,0001) (Figura 5B). lSsamela
espécie anterior, 0 Unico grupo que nao diferiu do controle fte concentracdo de
0,6mg/ml (p= 0,302). A mortalidade também se mostrou crescenteo aumento da
concentracdo de azadiractina. As comparacdes engreipss indicaram diferencame
todos eles: controle e 1,2mg/ml (p< 0,0001), 0,6mg/ml e 1,2mg/ml Q@ED),
1,2mg/ml e 3,0mg/ml (p< 0,0001), 3,0mg/ml e 6,0mg/ml (p= 0,002).

3.2- Efeito da azadiractina na taxa de oviposicao das rainhas

Em A. sexdens houve diferenca significativa na taxa de oig@oglas rainhas
entre os grupos testados (= 11,067; p< 0,0001) (FiguraA®. Por meio do teste de
Tukey, observou-se que a taxa de oviposicdo do grupo que rexeahbeta contendo
azadiractina diferiu significativamente do controle (p< 0,0001que também ocorreu
com o grupo que recebeu aplicacdo topica de solucdo de atadiEm relacdo ao
controle (p< 0,0001). Além disso, ambos os tratamentots, di@plicacdo topica, nao
diferiram entre si (p= 0,992).

Em Ac. subterraneus subterraneus também houve diferenca siyaifieatre
as taxas de oviposicao das rainhas nos grupos testadas(8,167; p= 0,045) (Figura
6B). Pelo teste de Tukey observeeigue o grupo que recebeu aplicacéo tépica diferiu
significativamente do controle (p= 0,037), 0 que ndo ocorrguccgrupo que recebeu a
dieta em relacdo ao controle (p= 0,259). Os dois tratasedieta e aplicacdo topica,

também nao diferiram entre si (p= 0,635).
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Figura 5- Proporcdo cumulativa de sobrevivéncia (Kaplan-Meier) de operariade
Atta sexdens (A) e Acromyrmex subterraneus subterraneus (Bapdés aplicacao
topica de azadiractina no decorrer dos dias entre as concentracéeg@adas

seguidas de mesma letra indicam que nao houve diferenca significativateste de

Log-Rank, a 5% de probabilidade)
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Por meio da andlise de regressao obseseajue en A. sexdenso Unico grupo
gue sofreu efeito do tempo foi o controle (Figura 7A), qostrou aumento da taxa de
oviposicdo com o aumento das horas de experimento (R?= 0,163; #376; p=
0,043), os demais grupos nao variaram com tempo: dieta (R*= ¢0%8;1,097; p=
0,301) e aplicacédo tépica (R2= 0,0233& 0,932; p= 0,340).

Em Ac. subterraneus subterraneus, nenhum dos grupos testado & foifoecd
tempo de experimento (Figura 7B), controle (R?= 0,0341,473; p= 0,232), dieta
(R2= 0,024; k3= 0,942; p= 0,337) e aplicacdo topica (R?= 0,008:sF 0,326; p=
0,571).
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4- DISCUSSAO

A azadiractina causou efeitos letais as operarias deigas-cortadeiras das
espécies estudadas, resultados esperados, uma vez quetossdelssa substancia na
mortalidade dos insetos ja foram verificados em varios grap®, como afideos
(Souza et aJ 2015; Ebrahimi et al., 2013), cigarrinhas (Garcia et al., 2006) resaca
(Bernardi et al., 2012). Nesse ultimo, além dos efeit@ass|ea azadiractina foi pouco
toxica aos inimigos naturais do acaro, favorecendo a ewagén do controle bioldégico
dessa praga.

A mortalidade das operarias das formigas, provavelmestd, associada a
fagoinibicdo causada pela azadiractina em muitos ingetzsnelhanca do que ja foi
relatado em Isman (2006). Apesar de nao terem sido tegtadfmsmigas, seus efeitos
primarios na estimulacdo das células de deterrénciabegéai dos estimuladores
alimentares, bem como seus efeitos secundarios no lbodaesintese de enzimas
digestivas, observados em diversos insetos (Blaney €t980; Mordue (Luntz) &
Nisbet, 2000), possivelmente favoreceram o aumento da lichadie das cortadeiras,
pois na deficiéncia nutricional os insetos tém seuabadismo comprometido e estéo
sujeitos a diversas injurias.

Substancias que causam letalidade em operarias de formoadeaas séo
possiveis agentes de controle desses insetos, pois alidaole das operarias
forrageadoras implica na paralisacdo do corte foliar, rotggendo, de imediato, os
danos causados por elas no cultivo de plantas.

A pesquisa da melhor forma de veiculacdo desse compostommle das
formigas-cortadeiras, no campo, é uma investigacado pramajssara que se minimize
os efeitos da substancia em insetos-ndo-alvo ao passe goeencialize seus efeitos no
controle desses insetos.

A azadiractina também se mostrou muito eficienteedacdo da oviposicdo das
rainhas de formigas-cortadeiras. Em Atta sexdens, tamipli@acdo topica quanto a
dieta foram eficazes nesse aspecto. Em Acromyrmex sutseels aubterraneus apenas
a aplicacao tépica se mostrou eficiente na reducaodaleaoviposi¢ao. Por outro lado
essa reducao ndo deve ser atribuida a um possivel estetssi®logico, pois o tempo
de experimento s6 afetou as rainhas do grupo controle esexdense de forma
positiva, enquanto nos demais grupos a oviposicdo ndo seomowgativamente

correlacionadaotempo.
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Em A sexdens, os resultados significativos apresentalos dois tratamentos
(dieta e aplicacao topica) ndo diferiram entre si, oppike indicar que ambos tém acéo
semelhante no corpo da rainha. Apds aplicagdo tépica eleavy@imente realiza
grooming na tentativa de se limpar da substéncia; nesse goaEsa ingerindo-a da
mesma forma que na dieta. Porém, em Ac. subterraneus subtereadietia ndo teve
efeito significativo, o que indica que nesse caso a subatpode ter sido evitada pelas
rainhas, apesar da mesma ser diluida em solucao atmatjue ndo ocorre na aplicacéo
topica.

Esse efeito negativo da azadiractina na oviposicaoirdesos também ja foi
observado enMahanarva fimbriolatgGarciaet al., 2006), causando reducéde 75-
80% na taxa de oviposicdo das fémeas e deformacdesdisaddée morfoldgicas o
ovos. Resultados semelhantes j4 foram observados enesgp@sies de Lepidoptera
(Sesamia calamistesEldana saccharina). Em ambas, a azadiractina causou di&anuic
do numero de ovos, sendo o efeito mais expressivo ecal&mistis (Bruce et al.
2009).

A acdo da azadiractina na oviposicao das rainhas de feHmigtadeiras pode
ser similar ao efeito negativo que essa substancia causastema reprodutivo de
outros insetos. Em Labidura riparia (Dermaptera), a azéidmaafetou negativamente
o trato reprodutivo das fémeas, reduzindo drasticamentsemvtdvimento ovariano e
0 processo de vitelogénese, visto que a vitelogenina estiaesmta tanto no corpo
gorduroso quanto na hemolinfa (Sayethal.,1996). Além disso, um trabalho que
analisou o efeito dessa substancia em Chrysoperla caNwmaroptera) permitiu
concluir que a vitelogenina na hemolinfa das fémeas edi@&mente correlacionada
com 0 crescimento ovariano e que a azadiractina afataimulo dessas proteinas nos
ovos, causando o efeito negativo na oviposicao dessessiridétdina eal., 2004).

Outro trabalho mostrou ainda que a azadiractina reduzcdrasinte 0s niveis
de ecdiesterdides ovarianos em Labidura ripapas as fémeas serem injetadas com o
composto (Sayaht al,.1998). A inibicdo da sintese de ecdiesterdides, edmecite a
ecdisona, ocasiona uma muda incompleta nos insettsrins e leva as fémeas adultas
a esterilidade (Isman, 2006).

A acdo da azadiractina nesse aspecto reprodutivo dasgésrcortadeiras
ressalta ainda mais a potencial utilizacdo desse composto agente controlador

desses insetoSubstancias que causam efeitos subletais nas rainhas acaducao da
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oviposicdo, causam impactos significativos na dinamicairiw, pois esses individuos
sdo 0s Unicos responsaveis pela reproducao na colbnia.

Portanto, o efeito da azadiractina na sobrevivéncia ojesarias aliado a
reducdo na oviposicdo das rainhas das duas espécies de decarigaeiras estudadas

se mostra uma alternativa promissora para o controleslgs®tos-praga.
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CONCLUSOES GERAIS

A azadiractina aplicada topicamente ndo afetou a reespuosne individual das
operérias das duas espécies estudadas, no que diz respréaé encapsulacdo. Além
disso, agiu de forma semelhante em ambas.

O experimento de imunidade social mostrou que a dietaeéadmazadiractina
ndo afetou a mortalidade das operérias das duas espéame dio patdégeno
Metarhizium anisopliaebem como o fato de estarem em grupo ndo favoreceu a
sobrevivéncia. Por outro lado, os resultados mostraram que sébterraneus
subterraneus apresentmortalidade significativamente menor do que A sexdens, o que
provavelmente se deve ao fato de apresentarem bactémasrftbsas na cuticula, que
configuram uma defesa adicional contra os patdgenos.

A aplicagéo topica de azadiractina causou mortalidigdéisativa nas operarias
das duas espécies,que foi proporcional ao aumento da concentracdo da sulastanci
Essa mortalidade deve estar associada ao efeito inidédapetite que a azadiractina
possui, prejudicando o metabolismo das formigas e ocasiorsua morte.

A azadiractina também reduziu a taxa de oviposicao dbamide Asexdens
tanto por meio de aplicacdo topica quanto por oferecimeetodieta. EmAC.
subterraneus subterraneus apenas a aplicacdo topica afetou a avigasigainhas.
Além disso, o tempo de experimento interferiu de formatipasha taxa de postura de
0vos no controle de A sexdens; nos demais grupos naosteomecorrelacado entre o
tempo e a postura, indicando que a reducdo no numero denéwose deve a um
estresse metodologico e sim aos efeitos do composto.

Esses resultados indicam que o efeito negativo quedaaaa possui contra
as cortadeiras ndo esta associado a capacidade de &agépsau a suscetibilidade
guando em grupo, mas sim, a sobrevivéncia das operarias éadpade oviposicao
das rainhas.

Esse trabalho oferece importantes subsidios na géilizde novos produtos para
o controle de formigas-cortadeiras, uma vez que identifigela primeira vez, o efeito
da azadiractina na mortalidade das operarias e ovipod&gimainhas dessas formigas,
duas importantes caracteristicas requeridas por uma ptenbstancia de controle

desssinsetos-praga.
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ANEXO

Anexo: Esquema simplificado do processo de encapsulacao. (a) Abertui@a
orificio no térax, (b) introducdo do microfilamento de nailon, (c) imlividualizacao
das operarias, (d) retirada do microfilamento, (e) montagem da lamay (f)
fotomicrografia das laminas
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