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Abstract. Evaluation of toxic effects of hexanic extracts of Azadirachta indica (A.Juss) in Acromyrmex rugosus (Smith, 1858)
(Hymenoptera, Formicidae). The present study has as aim to investigate Azadirachta indica use as potential natural agent for leaf-
cutting ants’ control, as well as to verify behavioral alterations of Acromyrmex rugosus workers exposed to azadiractina. We
evaluate the transport of A. indica baits and so its attractiveness potential as attractive substrate. After, we evaluated mortality of
workers that were exposed to hexanic extracts of A. indica. A. indica baits were more attractive for Acromyrmex rugosus workers
comparing with citric pulp baits, substrate commonly used in commercial toxic baits, however the high mortality verified earlier
than desired exclude A. indica use for leaf-cutting ants control.
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Resumo: O presente estudo teve por finalidade investigar o uso da planta Azadirachta indica como potencial agente natural no controle
de formigas cortadeiras bem como verificar alteragdes comportamentais de operarias de Acromyrmex rugosus expostas ao i.a. azadiractina.
Para tanto foi avaliado o carregamento de iscas de A. indica e a potencial atratividade destas para o forrageamento; posteriormente foi
feita a avaliagdo da mortalidade de operdrias as quais foram oferecidos extratos hexanicos de A. indica. As iscas de A. indica mostraram-
se mais atrativas para as operarias de Acromyrmex rugosus em relagao a polpa citrica ja4 comercialmente utilizada porém a alta
mortalidade das operarias em um curto espago de tempo descaracteriza a A. indica para utilizagdo como formicida.

Palavras-chave: Formigas cortadeiras, azadirachtina, comportamento e controle.

alternativa de sucesso que deve ser amplamente
estudada.
A planta Azadirachta indica (Nim), ja testada para

INTRODUGAO

Consideradas pragas em areas de cultivo, as
formigas da espécie Acromyrmex rugosus F. Smith,
1858, utilizam pequenas partes de vegetais frescos
como substrato para o desenvolvimento do seu
fungo simbionte (DeLLa Lucia, 1993).

Atualmente, busca-se o controle dessas formigas
através de inseticidas econdmica e biologicamente
vidveis. Nesse contexto plantas resistentes ao ataque
de insetos através da produgao de compostos téxicos
ou capazes de romper o ciclo de vida destes
organismos (ARNASON et al., 1989) constituem uma

o controle de larvas de mosquito Anopheles (ALIERo,
2003) e do Oligonychus ilicis, o dcaro-vermelho-do-
café (MourAo et al., 2004), apresentou resultados
satisfatérios para a utilizagdo em programas de
controle em ambos os testes.

A azadiractina extraida do Nim é o i.a. do
inseticida Natucid® (68% do i.a., 0,18% de
enxofre elementar e veiculo Q.S.P. para 100%),
apontado como um produto natural, atéxico e
sem efeitos nocivos ao ambiente para o controle
de formigas cortadeiras e cupins. Segundo os
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fabricantes do Natucid, o produto se transmite
por contato a todas as operdrias da coldonia
causando desidratagéo celular nos insetos. Nesse
caso, o Nim atuaria nos hidrocarbonetos
cuticulares (HCC) das operarias.

Os hidrocarbonetos cuticulares destacam-se
como os compostos mais comuns e abundantes na
cuticula e tém a fung¢do priméria de proteger o inseto
contra a dessecagao (Lockey, 1988) também atuando
no processo de reconhecimento e discriminagao
entre formigas de uma mesma coldnia ou de colonias
diferentes (BonaviTA-CoNGOURDAN et al., 1993). Fatores
genéticos participam da formagado dos HCC em cada
individuo, e a troca destas substancias entre as
operarias implica na manutenc¢ado do odor da colonia,
o odor Gestalt (BouLay et al., 2000).

O uso de tcnicas que visam a interrupgao nos
meios de reconhecimento entre individuos de uma
coldnia constitui uma op¢ao viavel onde a utilizagao
de substancias que possam desestruturar estes meios
de comunicagao e organizagao ocasionaria a faléncia
da coldnia. A incorporagao destas substancias
naturais sob a formulagdo de iscas téxicas é uma
possibilidade plausivel que pode ser utilizada para
controle das formigas. Assim, o presente estudo tem
por finalidade investigar o uso da planta Azadirachta
indica como potencial desarticuladora dos sistemas
de reconhecimento de uma col6nia a partir do i.a.
azadiractina estabelecendo sua capacidade
enquanto agente natural no controle de formigas
cortadeiras.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério
de Mirmecologia da Universidade Federal de Juizde Fora.

As colonias de Acromyrmex rugosus foram
coletadas na natureza e mantidas em sistema
fechado, um recipiente composto por trés
compartimentos interligados por tubos plésticos
transparentes, correspondendo: arena de forrageio,
camara de fungo e material descartado (lixo). A
temperatura e umidade foram mantidas constantes
em laboratério a 25°C £ 1 e 75% £ 5 U.R,,
respectivamente.

Experimento 1: Comparacao da atratividade de
iscas de Azadirachta indica e Polpa Citrica

A atratividade da Azadirachta indica foi testada
em compara¢do com a polpa citrica, esta ja
utilizada na formulagao de iscas téxicas para
formigas. Para tanto foram preparadas iscas
atrativas com canudos plasticos cortados no
tamanho de 2mm. Os canudos foram embebidos
em suco de laranja e agtcar na proporgao 1:1 e
empanados em p6 de folhas, galhos e sementes
de Nim moido (Tratamento Nim) ou com pé de
polpa citrica (Tratamento Polpa). Apés secagem
completa dos canudos, estes foram dispostos em
uma arena 20x15cm conectada a camara de fungo
da col6nia de Acromyrmex rugosus.

Na arena, as iscas foram distribuidas em duas
fileiras alternadas do Tratamento Nim e
Tratamento Polpa, sendo 10 iscas de cada um
deles. Foram coletados dados relativos ao tempo
de chegada da primeira operaria na arena e qual
foi o tipo de tratamento a ser primeiramente
tocado com a antena.

O experimento era finalizado quando todas as
iscas de um dos tratamentos eram carregadas.
Foram realizados experimentos com trés colonias
de A. rugosus (Arr 03, Arr 06 e Arr 29) sendo feitas
dez repeticdes com cada colonia. Os resultados
obtidos foram submetidos a ANOVA dois
componentes, sendo as iscas consideradas como
tratamento e as coldnias como blocos (p<0,05).

Experimento 2: comportamento e Mortalidade de
operarias de A. rugosus submetidas ao extrato
hexanico de A. indica em diferentes concentragoes

Utilizaram-se duas colonias de A. rugosus das
quais foram isolados 30 grupos de 20 operarias
cada, 24 horas antes dos experimentos comegarem.
A estes grupos foram oferecidos os tratamentos:
1-Nim 0,1%; 2- Nim 1%, 3- Nim 10%, 4- Controle
positivo (polpa citrica), 5- Controle negativo
(sulfluramida), 6-Nim (p9).

Nos tratamentos com Nim foram utilizadas pastas
formadas com extrato hexanico de Nim nas
respectivas concentragdes, glicose PA. (10%), p6
de polpa citrica e 6leo de soja (10%).
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O tratamento sulfluramida também foi oferecido
sob a forma pastosa, sendo a sulfluramida (0,3%)
dissolvida em 6leo de soja (10%) e misturada ao pé
de polpa de citros e glicose PA.(10%).

O controle positivo foi obtido apenas com a
mistura do pé de polpa de citros, 6leo de soja e glicose
P.A. (10%), sem adi¢ao de ingrediente ativo a pasta.

O tratamento seis foi composto a partir de Nim
em po, 6leo de soja (10%) e glicose P.A. (10%).

Cada tratamento constou de cinco repeti¢oes. As
aplicagoes foram feitas com 5g de pasta por repeti¢ao
e retiradas dos potes ap6s 48 horas. As observagoes
tiveram a duragdo de 5 minutos e foram realizadas
nos periodos imediatamente (A), 30 minutos (B) e
24 horas (C) apds o tratamento, sendo calculadas
as freqiiéncias relativas referentes a cada
comportamento executado pelas operérias e o
nimero de mortes.

Os resultados foram submetidos ao teste de
Kruskal-Wallis, seguidos pelo teste post-hoc Student-
Newman-Keuls (p<0,05).

REesuLtAbos E DiscussAo

Experimento 1: Comparacao da atratividade de
iscas de Azadirachta indica e Polpa Citrica

Os dados relativos ao tempo de chegada da
primeira operdria a arena de forrageio (escoteira)
estao apresentados na tabela 1. O direcionamento
da escoteira para a arena de forrageamento depende
de vérios fatores, destacando-se, tamanho da coldnia,
motivagdo da operaria, experiéncia da operéria,
atratividade do substrato oferecido.

Quanto ao primeiro substrato antenado, registrou-
se que as iscas elaboradas com polpa citrica foram
primeiramente antenadas em 65,4% das repetigdes
sendo, portanto, o Nim primeiramente antenado em
34,6% das repeticoes.

Tabela 1. Tempo médio, maximo e minimo (segundos) de chegada

da primeira operdria — escoteira - de A. rugosus na arena de
forrageamento em trés diferentes colonias (Arr03, Arr06, Arr29).

Colonias Tempo médio (s) Tempo maximo (s) Tempo minimo (s)
Arr 03 38 250 1
Arr 06 105 518 1
Arr 29 29 228 1

A acdo atrativa da polpa citrica é conhecidamente
confirmada, sendo usada atualmente como substrato
atrativo para a formulagéo de iscas téxicas peletizadas
de todas as marcas comercializadas no Brasil.
Entretanto, comparando—se o carregamento das iscas
de ambos os tratamentos, registrou que nao houve
efeito da colénia e que o tratamento Nim foi
significativamente mais carregado pelas operarias de
A. rugosus (Fig1) (Ftrammenms =5,96, p =0,0004; F
=0,45, p = 0,8965).

Caracteristicas fisicas e quimicas do substrato
vegetal (STraDLING, 1978; SwaiN, 1979; Bowers &
PorTER, 1981) e as necessidades nutricionais
individuais, da colonia e do fungo simbionte
(LITFLEDYKE & CHERRETT, 1978; MatTsoN, 1980; BoweRrs
& PoRTER, 1981) irdo influenciar na selecao deste pela
formiga escoteira e considerando-se que esta é capaz
de transmitir informagdes a respeito da qualidade
da fonte alimentar, as operarias recrutadas podem
estar condicionadas ao odor do fragmento carregado
pela escoteira e utilizd-lo como um sinal memorizado
que influencia na decisdo de qual substrato deve ser
carregado (Rocks, 1990, 1994; Lores et al., 2004).

Por tratar-se de substratos que foram oferecidos
pela primeira vez as colonias, qualquer efeito de
condicionamento ou habituagao pode ser descartado.
Também as caracteristicas fisicas dos tratamentos

blocos
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.
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colénias
Figura 4. Nimero médio de iscas carregadas do Tratamento Nim e
Tratamento Polpa por operdrias de A. rugosus, em trés colonias de
laboratorio.

foram padronizadas e as col6nias receberam o mesmo
tipo de cuidado diario (folhas oferecidas para o
forrageio e manutencdo de temperatura e umidade),
o0 que permite sugerir que a selegdo da escoteira foi
baseada nas caracteristicas quimicas do substrato ou
em suas necessidades individuais.
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Experimento 2. Comportamento e mortalidade de
operérias de A. rugosus submetidas ao extrato
hexanico de A. indica em diferentes concentragoes

Apés a aplicagdo das pastas dos diferentes
tratamentos foram registrados os seguintes
comportamentos para as operérias de A. rugosus:
a)Antenar: a operdria toca o tratamento com as
antenas; b) Antenar e afastar: consiste na
aproximacao da formiga aos tratamentos e logo ap6s
a antenacao esta se afasta rapidamente,
locomovendo-se no sentido antero-posterior;
¢)Grooming: ap6s tocar o tratamento com as antenas,
a operdria se limpa passando as pernas anteriores pelas
antenas no sentido préximo-distal e logo apds a
formiga as leva ao aparato bucal; d) Luta: operarias
entram em confronto direto na arena, mordendo
umas as outras; e)Alimentando: a formiga lambe o
tratamento; f)Paradas: operaria permanece imével.

Na fase A, para todos os tratamentos, o ato de
antenar e se afastar foi significativamente mais
freqliente (p< 0,05), embora este ato nao se
diferencie estatisticamente de antenar para os
tratamentos 1 e 6. |4 para os tratamentos 4 e 5, os
comportamentos antenar e se afastar, antenar e
grooming nao se diferenciaram significativamente.
Cabe ressaltar que a freqiiéncia do comportamento
de luta nado diferiu significativamente dos
comportamentos de antenar e grooming, para o
tratamento 5 (Fig.2). A auséncia de luta nos
tratamentos contendo Nim sugere que ndo houve
influéncia deste no sistema de reconhecimento das
operarias. MARINHO et al. (2005) observaram alteragao
comportamental de operarias de Atta sexdens

O Paradas
W Grooming
Oluta
F1Antenou

mAntenar/afas tar

Frequéncia médiarelativa

O Aimentando

Tratam entos

Figura 2. Freqiiéncia média relativa dos comportamentos exibidos
por operarias médias de Acromyrmex imediatamente ap6s aplica-
¢do dos tratamentos.

rubropilosa expostas a papéis de filtro impregnados
com diferentes concentragoes de beta-eudesmol e
sugerem que este composto foi o responsavel pelo
comportamento agressivo entre as operarias que
provavelmente interferiu no reconhecimento entre
companheiras de ninho.

As observagdes registradas para a fase A indicam
que as operarias expostas a um novo substrato
exibem um comportamento exploratério com
provavel fun¢ao de reconhecimento e o rapido
afastamento das mesmas pode ser um indicativo de
repeléncia ou em fungao do ineditismo frente a novos
substratos. Operarias de Atta cephalotes expostas a
extratos de cariofileno, de Hymeneia courbaril
exibiram o0 mesmo comportamento de afastamento
frente a um novo substrato (HusskLL et al., 1983).

Para a fase B, nos tratamentos 1, 5 e 6, somente
foram executados o comportamentos de grooming
e permanecer imével sendo que ambos nao diferiram
significativamente entre si. Nos tratamentos 2 e 3,
os comportamentos exibidos foram permanecer
imével, grooming e lamber a pasta ndo ocorrendo
diferenca significativa entre os trés. Para o tratamento
3 o ato de antenar e se afastar também foi registrado.
No tratamento 4, os comportamentos exibidos foram
grooming, luta e permanecer imével sendo este
dltimo significativamente mais freqiiente em relagao
aos demais (Fig.3).

A alta freqiiéncia de exibigao tanto do grooming
quanto do comportamento de permanecer imével
pode ser justificada nesta fase de observagao (30
minutos apds a colocagdo da pasta), em fungéo das
operarias j& terem percebido os odores
anteriormente, na fase A (5 minutos apés). Ressalta-
se que para os tratamentos comercialmente
utilizados (Trat. 4 e 5), estes atos comportamentais
ja haviam sido observados. A alta freqiiéncia do ato
de permanecer imével permite sugerir que os
tratamentos nao tinham efeito repelente.

Para a fase C, nos tratamentos 1 e 3 foram
executados apenas os comportamentos de
grooming e permanecer imével nao havendo
diferenga significativa entre ambos. No
tratamento 2, 0s mesmos comportamentos foram
executados sendo permanecer imoével

Revista Brasileira de Zoociéncias 10 (3):233-238. 2008



Efeitos téxicos de extrato hexanico de Azadirachta indica em Acromyrmex rugosus

1,2

O Paradas

W Grooming
Oluta

@ Antenou

@ Antenar/afastar

[ Aimentando

Frequé ncia média relativa

Tratamentos

Figura 3. Freqiiéncia relativa dos comportamentos exibidos por operarias
médias de Acromyrmex rugosus 30min apds aplicagdo dos tratamentos.
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Figura 4. Freqiiéncia relativa dos comportamentos exibidos por ope-
rarias médias de Acromyrmex 24h apés aplicagao dos tratamentos.

significativamente mais freqiiente. Nos
tratamentos 4, 5 e 6 o Unico comportamento
exibido foi permanecer imével (Fig.4).

Nota-se haver um aumento no comportamento
de permanecer imével com o decorrer do tempo. Este
comportamento além de freqliente em Acromyrmex
é uma estratégia de defesa das operdrias tipica da
espécie (L.C. Forti, comunicagao pessoal) além de
também estar relacionado com a nao ocorréncia de
substancias repelentes e/ou atrativas.

Os dados de mortalidade das operarias nas
diferentes fases estdo apresentados na figura 5.
Ressalta-se que na fase C o ndmero médio de
mortes foi significativamente maior para os
tratamentos 1, 2 e 3. A alta mortalidade registrada
nas primeiras 24 horas nos tratamentos com
extrato hexanico de Nim nao corresponde com a
acao lenta desejada para formicidas. A acgao
retardada de ingredientes ativos para formulagéo
de formicidas é uma caracteristica essencial, haja
vista que as col6nias de formigas cortadeiras séo
muito populosas e o controle de um ninho
depende da contaminac¢ao de todos os individuos.

1 2 3 4 5 6
Tratamentos

‘ OFase A (imediatamente) O Fase B(30 min) M Fase C (24h) ‘

Figura 5. Niimero de mortes de operarias médias de Acromyrmex ime-
diatamente, 30 minutos e 24 horas apds aplicagéo dos tratamentos.

Caso as formigas “percebam” que o substrato
utilizado nao foi adequado elas deixam de carrega-
lo, podendo inclusive retirar partes do fungo
simbionte contaminado com esse substrato,
isolando-os nas camaras de lixo (L.C. Forti,
comunicagao pessoal).

Aliando-se o0s resultados obtidos nos
experimentos de atratividade (Exp.1) e mortalidade
(Exp.2), sugere-se que o Nim nao possui as
caracteristicas necessarias para utilizagdo como
substrato atrativo nem como ingrediente ativo para
o controle de Acromyrmex rugosus, pois embora
tenha sido mais atrativo que a polpa citrica e tenha
causado alta mortalidade, esta ocorreu muito
rapidamente, o que contraria as predi¢des para um
formicida. Os resultados obtidos confirmam a
andlise quimica do produto Natucid, que continha
informa¢des como sendo um produto 100%
natural, porém havia fipronil em sua formulagao.
Portanto, a eficiéncia verificada para o Natucid
deve-se ao fipronil e nao a azadiractina.

Quanto ao efeito téxico do extrato hexanico de
A. indica este é confirmado através dos resultados
obtidos embora este pareca ndo agir nos sistemas
de reconhecimento haja vista a auséncia de
comportamentos agressivos das operarias expostas
ao extrato nas diferentes concentracoes.
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