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ABSTRACT 

Components of the trail pherornone of the leaf-cutting ants, 
Atta laeviqata F. Smith and Atta bisphaerica Farei 

(Formicidae: Attini) 

The major coraponent of the trail pheromone of the leaf-
-cutting ant Alta Iaevigata F. Smith is the methyl 4-methyl-
pirrole-2-carboxilate that was identified from crushed aJats 
and in the venom gland. In the venom gland of Atta bisphaeri-
co Forel apart from methyl 4-methylpirrole-2-carboxilate, also 
3-ethy1-2,5-diinethylpyrazine was found. The extract of 	the 
venom gland of both species was very effective on the 	trail 
activity. Phenylacetic acid, 1 ,7,7-trinietylbiciclo-[2.2.1] - 
hept-2-ene, and 1-octanol were also identified in the 	crude 
extract of the abdomens of A. Zaeviaara, but in minor amounts. 
Ali the compounds were identified using the GC/MS system with 
capiilary coluxnn. 
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OLIVEIRA e 

RESUMO 

Foram feitos estudos para identificação dos 	feromôn'ios 
de trilha de Atta iaevigata F. Smith e Atta bsphaerica Forel. 
Os resultados dos bioensaios indicaram que os componeites de 
marcação de trilha destas duas espécies são produzidos no sis 
tema glãndular do abdômen, sendo a glândula de veneno a prin-
cipal fonte de armazenamento das substâncias responsáveis por 
esta atividade. 

As formigas apresentam alta eficiéncia de seguimento da 
trilha artificial de seus próprios extratos, sugerindo que as 
substâncias que compõem o feromônio de trilha são intra-espe-
cíficos. 

A identificação do feromõnio de trilha foi feita utilizam 
do-se as técnicas de cromatografia em fase gasosa com colu-
na capilar acoplada à espectrometria de massa (CG/EM). Identi 
ficou-se o 4-metilpirrol-2-carboxilato de metila como o prin-
cipal componente da glândula de veneno de A. iaevigata; e o 
4-metilpirrol-2-carboxilato de metila e a 3-etil-2.5-dimetil-
pirazina como os principais componentes da glândula de veneno 
de A. bisphaerica. 

INTRODUCO 

As formigas cortadeiras do género Atta são sérias pragas 
das plantas cultivadas e acarretam, no Brasil, grandes prejui 
zos. Para o controle dessas formigas têri{ sido empregados vá-
rios métodos, contudo, os resultados não tém sido satisfató- 
rios, além de acarretarem danos ao meio ambiente 	(CHERRETT, 
1986). Métodos alternativos tém sido procurados inclusive com 
o uso de feromônios (GASTON et ai., 1967 e VILELA & 	HOWSE, 
1988), que são componentes químicos produzidos pelos insetos 
para sua comunicação intraespecifica. O interesse por 	estas 
substâncias químicas, como opção ao uso dos inseticidas con-
vencionais, tem aumentado consideravelmente. Já foram testa-
dos no controle de formigas do género Atta, alguns compostos 
do feromônio de marcação de trilha (ROBINSOM & CHERRETT, 1974; 
1978). 

O presente trabalho teve como objetivo a identificação 
das substâncias componentes do feromônio de trilha das formi-
gas Atta luevigata e Atta bisphaerica, visando a fornecer sub 
sídios para métodos alternativos de controle dessas pragas. 
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MATERIAL E MT000S 

1 - Colnias de Formigas 

As colônias de formigas cortadeiras utilizadas neste es- 
tudo foram das espécies A. loevigato e A. bisphaerico, 	coletadas 
em Viçosa.. MG, e maTitidas no Insetário da seção de Entomol8gia, 
da Universidade Federal de Viçosa, sob condições de 25 ± 2 C e 
70 a 75% de U.R., em estrutura conforme descrito em VILELA 	& 
HOWSE (1988) 

2 - Extração do Feromnio de Trilha 

Extraço de G1ndu1as 

Abdômens de A. Iaevigatae A. bisphaerica foram separados do 
corpo da operârias evitando-se contato manual. A glândula de 
veneno (Glândula 1) , em todos os casos, foi coletada do abdô-
men com auxilio de micropinças. As glândulas saco-retal (glân-
dula II) e de Dufour (glândula III), também foram extraídas dos 
abdômens de A. Ice vigatu e A. bis phaericu, e acondicionadas 	em 
frascos de fundo cônico de 1 ml sendo, posteriormente, submeti 
das a ultra-som e maceradas com microbastão de vidro em 50 3Jl 
de CH2C12. 

Extraço dos Abdómens. 

Foram macerados 509 de abdômens de cada espécie em 20 ml 
'e CH2C12, e a mistura filtrada em lã de vidro silanizada 	e 
concentrada em evaporador rotatôrio a 400C. 30 mg de extrato 
bruto foram microdestilados segundo OLIVEIRA (1975), obtendo-
se o extrato bruto micro-destilado (EBMD). 

3 - Bioensaios 

Soluções em CH2C12 dos extratos bruto e bruto microdesti-
lado de A. loevigata e A. bisphaerico foram testados em concentra 
ções que variavam de 0,001 a 1 g de extrato de saúva. j1 1  de 
solvente. O extrato glandular em concentrações de 0,01 a 10 mi 
liequivalentes (mEq) de glândulas de saúva. i-1  de solvente. 

Os bioensaios foram realizados nas mesmas condições de 
criação das colônicas com operárias de A. Iaevigata e A. bisphoe-
rica, aprisionadas em placas de Petri, contendo algodao com solu 
ção de sacarose, por um período de seis horas antes do início 
dos ensaios. 

Os extratos bruto, bruto microdestilado e glandular das 
espécies em estudo foram testados separadamente quanto à ativi 
dade de marcação de trilha. 
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As formigas foram liberadas no centro de um circulo de 
15cm de raio feito sobre papel de filtro Whatman NO 1, contido 
em caixa de madeira de 30 x 20 x 10 cm, coberta com tampa de 
vidro. Foram depositados uniformemente 20 il dos extratos bru-
to, bruto microdestilado de glándula de veneno, separadaitente, 
em cada teste, com seringa cromatográfica ao longo do circulo. 
Foram usadas para cada ensaio, 15 saúvas e as observações da a 
tividade de seguimento de trilha foram feitas nos primeiros 
dois minutos. Considerou-se atividade de trilha quando a iormi 
ga seguiu pelo menos 3/4 da trilha artificial. 

4 - Cromatografia de Fase Gasosa. 

Os extratos foram inicialmente analisados por cromatogra- 
fia de fase gosa em um cromatógrafo VARIAN 3700, 	equipado 
com detetor de ionização de chama (FID) acoplado a um processa 
dor integrador VARIAN 4270. A coluna (A) utilizada foi um capi 
lar SE-30 "Cross Linked" tipo WCOT (wall coated open tubular) 
de 25 m x 0,20 mm (di), de sílica fundida; espessura do filme 
de 0,33ii; gás de arraste He, 1,0 ml.min; chama,H2, 30 ml. 
min 1  e ar sintético, 300 m1.min 1, 'splitter' razão de 1:10, 

temperatura da coluna 800C isotérmica por 1 min e então pro- 

gramada na razão de 5OC.min até a temperatura máxima de 250 

0C, permanecendo isotérmica por 25 mim. Temperatura do injetor: 

20 0°C, temperatura do detector: 2800C, atenuação de 2 x 10-11  

A.mV* 

5 - Espectrometria de Massa 

A análise dos extratos no sistema de acoplamento de cro-
matografia de fase gasosa-espectrometria de massa (CG/EM), foi 
conduzida por impacto de elétrons (EI) a 70 eV, em um equipa-
mento HP-5996A, acoplado a um computador HP-1000E. A coluna (A) 
foi utilizada nas mesmas condições da cromatografia em fase ga 
soca. As condições do espectrômetro de massa foram: 	injetor: 
2000C, temperatura da fonte ionizadora: 250°C, analisador: 200 
OC e linha de transferéncia: 2200C . Foi injetado um volume 
padrão de 0,5 4, medido em microseringa cromatografica de5'1 
SGE (M.R:); e injeção do tipo "00 column'. Todos os cromatogra 
mas em Corrente Total de ions (TIC) foram armazenados em conipu 
tador, para análises posteriores. 

6 - Interpretação dos Espectros de Massa 

A interpretação dos especttros de massa, dos compostos se 
parados dos extratos bruto inicrodestilado e das glândulas de 
veneno de A. Iaevigatae A. bisphoerica, foi feita do seguintemo-
do: 
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exame das características gerais do espectro; 

determinação da massa molecular; 

determinação da estrutura molecular. Esta determina-
ção foi realizada com apoio do sistema computacional do espec-
trõmetro de massa, que compara espectros de massa dos compos-
tos orgânicos obtidos da amostra, com os contidos em sua bi-
blioteca. 

Análise aritmética e mecanística dos espectros. 

Foi utilizada a técnica de monitoramento de íons conheci-
da como "Select lon Monitoring" (SIM), que monitorava os íons 
característicos dos compostos obtidos da análise mecanística e 
de seu padrão de fragmentação, permitindo melhor identificação 
dos compostos no TIC. 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

1 - Bioensaios 

O resultado dos ensaios biológicos, em laboratório, com os 
extratos bruto, bruto microdesilado e glandular de A./aevigata e 
A. bisphoerica mostrou alta atividade de trilha, o que sugere a 
presença dos componentes do feromônio no sistema glandular pos 
tenor destas formigas. 

Estes resultados evidenciaram também que as respostas aos 
próprios extratos foram muito mais acentuadas do que para uma 
outra espécie em teste. Isto sugere a possível presença de com 
ponentes comuns e intra-específicos que diferenciam a trilha 
das duas espécies. 

O Quadro 1 mostra os resultados dos diferentes 	ensaios 
biológicos realizados, em laboratório, com os extratos bruto, 
microdestilado e glandular dessas formigas. Nota-se queamaior 
atividade de trilha ocorreu quando se utilizou extratos glan-
dulares. 

0 quadro 2 mostra os resultados dos ensaios 	biológicos 
realizados com as glândulas isoladas de A. Joevigata e-  A. bis-
phaertco. Os testes mostram que as substâncias responsveis pe-
la marcação de trilha encontram-se, principalmente, na glându-
la de veneno (Glândula 1). A atividade verificada para as de-
mais glândulas pode ser devida à contaminações ou à presença 
das substâncias da glândula 1 em canais comuns do sistema glan 
dular posterior dessas formigas. 
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QUADRO 1 - Percentagem de Operrias de Atta !aevigato (AL) e Atto bis-
phaerico (AB) que seguiram Trilhas Confeccionadas com Extra-
tos Bruto (EB), Bruto Microdestilado (EBMD) e Glandular (EGL) 
das Respectivas Especies. 

** 
	

% de Operrias 
Extratos 

AL 	AB 

EB (AL) 53 	20 

EB (AB) 40 	46 

EBMD (AL) 66 	20 

EBMD (AB) 26 	60 

EGL (AL) 66 	26 

EGL (AB) 20 	73 

CH2C12  O 	O 

* N2 de ensaios = 10; N2 de formigas por ensaio = 15 
** Volume de Extrato por ensaio = 20 ii. 

QUADRO 2 - Percentagem de Operarias de Atto loevigota (AL) e Atta bis-
phaericcj (AB) que seguiram Trilhas Confeccionadas com Glandu- 
las Isoladas 	do Abdomen das Respectivas Especies. 

** 
Extra tos 

% 	de 

AL 

Operarias' 

AB 

Glândula 1 73 80 

Glandula II 40 26 

Glândula III 33 40 

1 	+ 	II 62 66 

1 	+ 	III 85 73 

II + 	III 13 24 

1 	+ 	II 	+ 	III 53 53 

1 	+ 	II 	+ 	III + Liquido Abdominal 60 53 

Glândula 	1 = glândula de veneno; 
Glndula 	II = glndu1a saco retal; 
Glandula III = glndula de Dufour. 

* 	N9 de ensaios = 10; N2 de formigas por ensaio 	15. 
** Volume de Extrato por Ensaio = 20 ul-. 
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2 - Cromatografia em Fase Gasosa e Espectrometria de Massa. 

Os cromatogramas do extrato bruto microdestilado de A. Ice 
vigato e A. bisphaericu, mostram a presença de unia série de pi-
cos, com certa similaridade no padrão de separação. As dife-
renças entre os picos na comparação dos crornatogramas sugerem 
a presença de componentes intra-especficos. 

Os extratos da glândula de veneno das formigas A. Icevigato 
e A. bisphaerica foram introduzidos no sistema (CG/EM), 	para 
separação e identificação dos componentes do feromônio de tri 
lha. A identificação das substâncias separadas do extrato rea 
lizou-se a partir do TIC, o qual permite a reprodução dos cro 
matogramas após fornecer o espectro de massa de cada componen 
te separado. 

No TIC (Figura 1) do extrato bruto microdestilado do ahdô 
men de A. Iaevigata identificaram-se, a diferentes tempos 	de 
retenção, vários componentes: benzaldeido (PM = 120); 1,7,7-
trinietilbiciclo-[2.2.1]-2-hepteno (PM = 136); 1-octanol PM 
120); 4-metilpirrol-2-carboxilato de metila (PM = 139) e 	o 
ácido fenilacético (PM = 136). 

Na Figura 2, mostra-se o TIC (Figura 2A) do extrato da 
glândula de veneno da formiga A. Iaevigata, do qual identificou 
se, ao tempo de retenção de 10.40 mm, o composto de pe 
so molecular 139 (Figura 2C), que por seu padrão de fragmenta 
ção do espectro, corresponde ao 4-metilpirrol-2-carboxilato de 
metila (BTJDZIKIEWICZ et cl., 1967 e GOTTLIER cl cl., 1983). 	A 
identificação deste composto fez-se através da técnica (SIM), 
monitorando os ions característicos originários da molécula 
fragmentada, tais como m/z: 53, 79, 80, 107, 108 e 139. 

De acordo com o TIC (Figura 2A), o 4-metilpirrol-2-carbo-
xilato de metila foi identificado com o principal componente 
da glândula de veneno de A. Icevigata, o que sugere, ser este 
composto o maior responsável pela marcação de trilha desta for 
miga. Este resultado está de acordo com o reportado por OLI-
VEIRA e.t a1. (1987) e além disso a mesma substância tem sido 
identificada para outras espécies do género Atta (TUMLINSON cl 
cl., 1971, RILEY eI cl., 1974 e OLIVEIRA, 1975). Também no TIC 
(Figura 2A), identificou-se, ao tempo de retenção de 24.67 mm 
o composto de peso molecular 136, que por seu padrão de frag-
mentação no espectro de massa corresponde ao ácido fenilacéti 
co. 

O quadro 3 mostra todos os componentes identificados de 
A. Iaevigata, com seus respectivos padrões de fragmentação. 

A Figura 3, mostra o TIC (Figura 3A) do extrato de glându 
la de veneno de A. Liisphaerica, do qual identificou-se, ao tem-
po de 6.95 min o composto de peso molecular 94 que por seu pa 
drão de fragmentação no espectro de massa corresponde ao fe-
nol e a 9.61 min o composto de peso molecular 136 (Figura 3C) 
que por seu padrão de fragmentação no espectro de massa cor- 
responde a 3-etil-2,5-dimetilpirazina (BUDZII<IEWICZ 	eI cl., 
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4$e 	es 	12sa 

FIGURA 1 - TIC do Extrato Bruto Microdestilado de Atta loevigato. 
Cromatografado em Coluna (A). 
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FIGURA 2 — (A) TIC do Extrato de G1ndulas de Veneno de A. loevigata. 
"Zoom' do Pico em 10.40 miii 
Espectro de Massa do Pico em 10.40 miii 
Padrão de Fragmentação do 4-metilpirrol-2-carboxilato de 
metila. 
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QUADRO 3 - Compostos Identificados em Atta loevigota. 

Padrão de Fragmentaço 

ton 

[11+] 

Compostos  
m/z (Abundancia 

1 
Re1tiva) 

Benzaldeldo* 106 36( 39), 38( 22), 49( 31), 51( 52), 
77(100), 78( 22), 105( 89), 106( 92), 

107( 10) 

1,7,7-trimnetjl 136 43( 40), 53( 26), 67( 70), 68(100), 
biciclo 	[2.2.1] 77( 22), 79( 37), 93( 64), 94( 22), 
_2_hepteno* 107( 14), 121( 15), 136(  137( 2) 

* 
1-octanol 112 42( 38), 55( 85), 56(100), 68( 18), 

69( 77), 70( 64), 71(  83( 43), 
84( 67) 

4-merilpirrol- 139 39( 28), 52( 37), 53( 53), 79( 83), 
2 carboxilato 80( 44), 107( 70), 108(100), 139( 93), 
de metila 140( 7) 

Ácido fenil- 136 45( 8), 50( 3), 63( 7), 89( 5), 
acticc 91(100), 92( 18), 136( 25), 137( 1), 

* Compostos identificados no extrato bruto microdestilado 
(cf. Figura 1). 

17.3 	'OO.fl 	••' 	
1R 

r'', 	.3flr.t 	L1.3- 

430 	3ir, 	001' 	000 	3001 
---'---'--' 

r . 	-a 

rora- 

1 

00 	70- 	 .30 	Ir. 
40 	 '10 	 170 	' 	Iste 

E' 

.eLiW 

3tl'3' 	3P.170V770 	 ,lOrl-I 

Li 

L JU, 

FIGURA 3 - (A) TIC do Extrato de G1ndu1as de Veneno de A.bisphaerica. 
(13) "Zoom" do Pico em 9.61 mm. 
(C) Espectro de Massa do Pico em 9.61 mm. 
(0) Padrao de Fragmentação da 3-etil-2,5-dimetilpirazfna. 
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1967 e GOTTLIEB s aL, 1983). A identificação deste composto 
na glândula de veneno de A. bisphaerica fez-se através da téc-
nica "SIM", nsonitorando os ions carateristicos, tais como rn/z 
107, 108, 121, 135 e 136, localizados no TIC da Figura 3A. Es 
te composto já foi reportado para as espécies Atta cepholotes, 
Atta sexdens rubropi/osa (CROSS et ai., 1979 e 1982; EVERSHED & 1OF 
GAN, 1981 e ROBINSON & CHERRET, 1974). 

Segundo MORGAN (1984), esta pirazina funciona como urncTj- 
ponente ativo do comportamento em nove espécies 	de Myrm;ca, 
duas espécies de Atta e uma de Tetromoriurn. 

Também no TIC (FIGURA 3A), identificou-se ao tempo de re-
tenção de 14.02 mm, o composto de peso molecular 139 que por 
seu padrão de fragmentação no espectro de massa, corresponde 
ao 4-metilpirrol-2-carboxjlato de metila. 

O 4-metilpirrol-2-carboxjlato de metila tem sido reporta-
do para as formigas AttinJ e Trachomyrmex, como o componente 
principal do feromõnio de trilha, e também para trás espécies 
de ANo, sendo aproximadamente 0,1% do conteúdo da glándula 
de veneno (MORGAN, 1984). 

O Quadro 4, mostra os principais compostos identificados 
em A. bisphoerica com seus respectivos padrões de fragmenta-
ções. 

QUADRO 4 - Compostos Identificados em Atta bisphoerica 

Compostos 
Ton 

[NJ 

Padrão de Fragmentação  
- 

m/z 	(Abundãncia Relativa) 
1 

4-metilpirrol- 139 39( 28), 52( 37), 53( 	53), 79( 83), 
2-carboxilato 80( 44), 107( 70), 108(100), 139( 93), 
de metila 140( 7) 

3-etil-2,5- 136 27( 27), 39( 47), 41( 	10), 42( 59), 
dimetilpirazina 53( 12), 55( 29), 80( 	5), 107( 12), 

108( 23), 109( 4), 12 	9), 135(100), 
136( 90), 137( 8') 

fenol 94 36( 38), 38( 25), 39( 	48), 41( 28), 
55( 22), 651 29'), 66( 	47), 94(100), 
95( 10) 
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