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ABSTRACT

Components of the trail pheromone of the leaf-cutting ants,
Atta laevigata F. Smith and Atta bisphaerica Forel
(Formicidae: Attini)

The major component of the trail pheromone of the leaf-
—-cutting ant Atta laevigata F. Smith is the methyl 4-methyl-
pirrole-2-carboxilate that was identified from crushed abdomes
and in the venom gland. In the venom gland of A#ta bisphaeri-
ca Forel apart from methyl 4-methylpirrole-2-carboxilate, also
3-ethyl-2,5-dimethylpyrazine was found. The extract of the
venom gland of both species was very effective on the trail
activity. Phenylacetic acid, 1,7,7-trimetylbiciclo-[2.2.1] -
hept-2-ene, and l1-octanol were also identified in the crude
extract of the abdomens of A. laevigatae, but in minor amounts.
All the compounds were identified using the GC/MS system with
capillary column.
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RESUMO

Foram feitos estudos para identificagao dos feromdnios
de trilha de Atta laevigata F. Smith e Atta bisphaerica Forel
Os resultados dos bioensaios indicaram que os componeates de
marcacao de trilha destas duas espe01es sdo produzidos no sis
tema glandular do abdémen, sendo a glandula de veneno a prin—
cipal fonte de armazenamento das substdncias responsaveis por
esta atividade.

As formigas apresentam alta eficiéncia de seguimento da
trilha artificial de seus proprios extratos, sugerindo gque as
substancias que compdem o feromonio de trilha sao intra-espe-
cificos.

A ldentlflcacao do feromdénio de trilha foi feita utilizan
do-se as técnicas de _cromatografia em fase gasosa com colu-
na capilar acoplada a espectrometria de massa (CG/EM). Identi
ficou-se o 4-metilpirrol-2-carboxilato de metila como o prin—
cipal componente da glandula de veneno de 4. laevigata; e o
4-metilpirrol-2-carboxilato de metila e a 3-etil-2,5-dimetil-
pirazina como os principais componentes da glandula de veneno
de A. bisphaerica.

INTRODUCAO

As formigas cortadeiras do género Atta sao serias pragas
das plantas cultivadas e acarretam, no Brasil, grandes pre3u1
zos. Para o controle dessas formigas ted'51do empregados va-
rios metodos, contudo, os resultados ndo tem sido satisfato-
rios, alem de acarretarem danos ao meio ambiente (CHERRETT,
1986). Métodos alternativos tém sido procurados inclusive com
o uso de feromdnios (GASTON et al., 1967 e VILELA & HOWSE,
1988), que sdo componentes gquimicos produzidos pelos insetos
para sua comunicacdo intraespecifica. O interesse por estas
substancias quimicas, como opgao ao uso dos inseticidas con-
vencionais, tem aumentado consideravelmente. Ja foram testa-
dos no controle de formigas do género Atta, alguns compostos
do feromdnio de marcacdo de trilha (ROBINSOM & CHERRETT, 1974;
1978).

O presente trabalho teve como objetivo a identificacao
das substancias componentes do feromonio de trilha das formi-
gas Atta laevigata e Atta bisphaerica, visando a fornecer sub
sidios para métodos alternativos de controle dessas pragas.
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MATERIAL E METODOS

1 - Colonias de Formigas

As colonias de formigas cortadeiras utilizadas neste es-
tudo foram das espécies A. laevigata e A. bisphaerica, coletadas
em Vigosa. MG, e mantidas no Insetaric da secgao de Entomolsglq
da Universidade Federal de Vigosa, sob condigoes de 25 + 2°C e
70 a 75% de U.R., em estrutura conforme descritoc em VILELA &
HOWSE (1988).

2 - Extracao do Feromonio de Trilha
(a) Extracao de Glandulas

Abdomens de A. leevigatae A. bisphaerica foram separados do
corpo de operarias evitando-se contato manual. A glandula de
veneno (Glandula I), em todos os casos, foi coletada do abdé-
men com auxilio de micropingas. As glandulas saco-retal (glan-
dula II) e de Dufour (glandula III), também foram extraidas dos
abdomens de A. leevigata e A. bisphoericq e acondicionadas em
frascos de fundo cdnico de 1 ml sendo, posteriormente, submeti
das a ultra-som e maceradas com microbastao de vidro em 50 ul

de CH2C12.

(b) Extracao dos Abdomens.

Foram macerados 50g de abdbmens de cada espécie em 20 ml
de CH3Cly, e a mistura filtrada em 13 de vidro silanizada e
concentrada em evaporador rotatdrio a 40°C. 30 mg de extrato
bruto foram microdestilados segundo OLIVEIRA (1975), obtendo-
se o extratc bruto micro-destilado (EBMD).

3 - Bioensaios

Scolugdes em CHpCly dos extratos bruto e bruto microdesti-
lado de A. Mewganz e A. bisphaerica foram testados em concentra
¢ées que variavam de 0,001 a 1 yg de extrato de satva. ul~ -1 ge
solvente. O extrato glandular em concentracgoes de 0,01 a 10 mi
liequivalentes (mEg) de glandulas de satva. ul~ -1 de solvente.

Os bicensaios foram realizados nas mesmas condicoes de
criacao das colonicas com operarias de A. loevigata e A. bisphae-
rica, aprisionadas em placas de Petri, contendo algodac com solu
¢do de sacarose, por um periodo de seis horas antes do inicio
dos ensaios.

Os extratos bruto, bruto microdestilado e glandular das
espécies em estudo foram testados separadamente quanto a ativi
dade de marcacac 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 N2 1, contido
em caixa de madeira de 30 x 20 x 10 cm, coberta com tampa de
vidro. Foram depositados uniformemente 20 ul dos extratos bru-
to, bruto microdestilado de glandula de veneno, separadaménte,
em cada teste, com seringa cromatografica ao longo do circulo.
Foram usadas para cada ensaio, 15 salvas e as observacoes da a
tividade de seguimento de trilha foram feitas nos primeiros
dois minutos. Considerou-se atividade de trilha guando a formi
ga seguiu pelo menos 3/4 da trilha artificial.

4 - Cromatografia de Fase Gasosa.

Os extratos foram inicialmente analisados por cromatogra-
fia de fase gzsosa em um cromatdgrafo VARIAN 3700, equipado
com detetor de ionizacao 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 silica fundida; espessura do filme

de 0,33y; gds de arraste He, 1,0 ml.min ~; chama,Hp, 30 ml.
min~l e ar sintético, 300 ml.min~l, "splitter": razdo de 1:10,

temperatura da coluna 80°C isotérmica por 1 min e entdo  pro-

1

gramada na razdo de 5°C.min” " até a temperatura maxima de 250

OC, permanecendo isotérmica por 25 min. Temperatura do injetor:

200°C, temperatura do detector: 280°C, atenuacdo de 2x 10-11

Aavl,

5 - Espectrometria de Massa

A andlise dos extratos no sistema de acoplamento da 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 (3)
foi utilizada nas mesmas condigbes da cromatografia em fase ga

sosa. As condigdes do espectrometro de massa foram: injetor:
200°C, temperatura da fonte ionizadora: 250°C, analisador: 200
OC e linha de transferéncia: 2200C . Foi injetado um volume

padrdo de 0,5 pl, medido em microseringa cromatografica de 5ul
SGE (M.R:); e injecao do tipo "on column". Todos os cromatogra
mas em Corrente Total de ions (TIC) foram armazenados em compu
tador, para andlises posteriores.

6 - Interpretacao dos Espectros de Massa

A interpretacgao dos especttros de massa, dos compostos se
parados dos extratos bruto microdestilado e das glandulas de
veneno de A. leevigatae A. bisphaericaq, foi feita do seguinte mo-
do:
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(a) exame das caracteristicas gerais do espectro;
(b) determinagdo da massa molecular;

(c) determinacdo da estrutura molecular. Esta determina-
¢ao foi realizada com apoio do sistema computacional do espec-
trometro de massa, que compara espectros de massa dos compos-
tos organicos obtidos da amostra, com os contidos em sua bi-
blioteca.

(d) Analise aritmética e mecanistica dos espectros.

Foi utilizada a técnica de monitoramento de ions conheci-
da como "Select Ion Monitoring" (SIM), que monitorava os ions
caracteristicos dos compostos obtidos da analise mecanistica e
de seu padraoc de fragmentacdo, permitindo melhor identificacido
dos compostos no TIC.

RESULTADOS E DISCUSSAD

1 - Bioensajos

0 resultado dos ensaios biologicos, em laboratbrio, com os
extratos bruto, bruto microdesilado e glandular de A lgevigata e
A. bisphaerica mostrou alta atividade de trilha, o que sugere a
presenca dos componentes do feroménio no sistema glandular pos
terior destas formigas.

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

0 Quadro 1 mostra os resultados dos diferentes ensaios
biolégicos realizados, em laboratério, com os extratos bruto,
microdestilado e glandular dessas formigas. Nota-se que a maior
atividade de trilha ocorreu quando se utilizou extratos glan-
dulares.

0 quadro 2 mostra os resultados dos ensaios biologicos
realizados com as glandulas isoladas de A. Joevigata e A bis-
phaerica. Os testes mostram que as subst@ncias responsaveis pe-
la marcacgdo de trilha encontram-se, principalmente, na glandu-
la de veneno (Glandula I). A atividade verificada para as de-
mais glandulas pode ser devida a contamlnacoes ou a presenca
das substadncias da glandula I em canais comuns do sistema glan
dular posterior dessas formigas.
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‘QUADRO 1 - Percentagem de Operarias de Atta laevigata (AL) e Atta bis-

phaerica (AB) que seguiram Trilhas Confeccionadas com Extra-
tos Bruto (EB), Bruto Microdestilado (EBMD) e Glandular (EGL)
das Respectivas Especies.

= *
% de Operarias

Extratus**

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 0 0

* NC de ensaios = 10; NQ de formigas por ensaio = 15
*% Volume de Extrato por emsaio = 20 pl.

QUADRO 2 - Percentagem de Operarias de Atta laevigata (AL) e Atta bis-

phaerica (AB) que sequiram Trilhas Confeccionadas com Glandu-
las Isoladas do Abdomen das Respectivas Especies.

- *
% de Operarias

Extra tOS**

AL AB
Glandula I 73 80
Glandula II 40 26
Glandula III 33 40
I + II 62 66
I 4+ II1 85 73
LI = [LIL 13 24
E & II. & ITEL 53 53
I + II + III + Liquido Abdominal 60 53

Glandula I = glandula de veneno;

Glandula

Glandula III

*

ok

N2 de

II = glandula saco retal;

glandula de Dufour.

ensaios = 10; N2 de formigas por emsaio = 15.

Volume de Extrato por Emsaio = 20 ul.
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2 - Cromatografia em Fase Gasosa e Espectrometria de Massa.

Os cromatogramas do extrato bruto microdestilado de A. lage
vigata e A. bisphaerica, mostram a presenca de uma série de pi-
cos, com certa similaridade no padrdao de separagdo. As dife-
rengas entre os picos na comparacac dos cromatogramas sugerem
a presenca de componentes intra-especficos.

Os extratos da glandula de veneno das formigas A. lgevigata
e A. bisphaerica foram introduzidos no sistema (CG/EM), para
separacdo e identificacdo dos componentes do feroménio de tri
lha. A identificagdo das substancias separadas do extrato rea
lizou-se a partir do TIC, o qual permite a reproducdo dos cro
matogramas apds fornecer o espectro de massa de cada componen
te separado.

No TIC (Figura 1) do extrato bruto microdestilado do ahdd
men de A. laevigata identificaram-se, a diferentes tempos de
retengao, varios componentes: benzaldeido (PM = 120); 1,7,7-
trimetilbiciclo-[2.2.1]-2-hepteno (PM = 136); l-octanol (PM=
120); 4-metilpirrol-2-carboxilato de metila (PM = 139) e o
acido fenilacético (PM = 136).

Na Figura 2, mostra-se o TIC (Figura 2A) do extrato da
glandula de veneno da formiga A. leevigata, do qual identificou
se, ao tempo de retencdo de 10.40 min, o composto de pe
so molecular 139 (Figura 2C), gque por seu padrao de fragmenta
cao do espectro, corresponde ao 4-metilpirrol-2-carboxilato de
metila (BUDZIKIEWICZ et al., 1967 e GOTTLIER et af., 1983). A
identificagao deste composto fez-se através da técnica (SIM),
monitorando os ions caracteristicos origindrios 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 glandula de veneno de A. leevigata, o gue sugere, ser este
composto © maior responsavel pela marcacdo de trilha desta for
miga. Este resultado esta de acordo com o reportado por OLI-
VEIRA et af. (1987) e além disso a mesma substancia tem sido
identificada para outras espécies do género Afta (TUMLINSON et
af., 1971, RILEY et af., 1974 e OLIVEIRA, 1975). Também no TIC
(Figura 2A), identificou-se, ao tempo de retencac de 24.67 min
o compostc de peso molecular 136, que por seu padrdo de frag-
mentacao no espectro de massa corresponde ao acido fenilacéti
co.

O quadro 3 mostra todos os componentes identificados de
A. lgevigata, com seus respectivos padrdes de fragmentagao.

A Figura 3, mostra o TIC (Figura 3A) do extrato de glandu
la de veneno de A. bisphaerica, do qual identificou-se, ao tem-
po de 6.95 min o composto de peso molecular 94 que por seu pa
drdo de fragmentacdo no espectro de massa corresponde ao fe-
nol e a 9.61 min o composto de peso molecular 136 (Figura 3C)
gue por seu padrdo de fragmentacdo no espectro de massa cor-
responde a 3-etil-2,5-dimetilpirazina (BUDZIKIEWICZ et al.,
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FIGURA 1 - TIC do Extrato Bruto Microdestilado de Atta laevigata.
Cromatografado em Coluna (A).
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TIC do Extrato de Glandulas de Veneno de A. lgevigala.
"Zoom" do Pico em 10.40 min
Espectro de Massa do Pico em 10.40 min
Padrao de Fragmentacao do 4-metilpirrol-2-carboxilato de
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QUADRD 3 - Compostos Identificados em Atta laevigata.

Padrac de Fragmentacio

Gospoatas Ton m/z (Abundancia Relativa)
[M+] 7
Betizaldeldo. 106 36( 39), 38( 22), 49( 31), 51( 52),
77(100),  78( 22), 105( 89), 106( 92),
107( 10)
1,7,7-trimetil 136 43( 40), 53( 26), 67( 70), 68(L00),
biciclo [2.2.1] 77( 22), 79( 37), 93( 64), 94( 22),
-2-hepteno® 107(¢ 14), 121( 15), 136( 14), 137( 2)
112 42( 38), 55( 85), 56(100), 68( 18),
69( 77), 70( 64), 71( 15), 83( 43),
84( 67)
4-metilpirrol- 139 39( 28), 52( 37), 53( 53), 79( 83),
2 carboxilato 8O( 44), 107( 70), 108(100), 139( 43),
de metila 140( 7)
fcido fenil- 136 45( 8), 50( 3), 63( 7), 89( 5),
acetico 91(100), 92( 18), 136( 25), 137( 1),

* Compostos identificados no extrato bruto microdestilado
(cf. Figura 1).
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FIGURA 3 - (A) TIC do Extrato de Glandulas de Veneno de A,bisphaerica.
(B) "Zoom" do Pico em 9.61 min.
(C) Espectro de Massa do Pico em 9.61 min.
y (D) Padrao de Fragmentacao da 3-etil-2,5-dimetilpirazina.
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1967 e GOTTLIEB et al., 1983). A identificacdo deste composto
na glandula de veneno de A. bisphaerica fez-se através da téc-
nica "SIM", monitorando os ions carateristicos, tais como m/z
107, 108, 121, 135 e 136, localizados no TIC da Figura 3A. Es
te composto ja foi reportado para as espécies Atta cephalotes,
Alta sexdens rubropilosa (CROSS et af., 1979 e 1982; EVERSHED & MOR
GAN, 1981 e ROBINSON & CHERRET, 1974).

Segundo MORGAN (1984), esta pirazina funciona como um coi-
ponente ativo do comportamento em nove espécies de Myrmica,
duas especies de Atte e uma de Tetramorium.

Também no TIC (FIGURA 3A), identificou-se ao tempo de re-
tencao de 14.02 min, o composto de peso molecular 139 qgue por
seu padraoc de fragmentagdao no espectro de massa, corresponde
aoc 4-metilpirrol-2-carboxilato de metila.

O 4-metilpirrol-2-carboxilato de metila tem sido reporta-
do para as formigas Attini e Trachomyrmex, como o componente
principal do feromonio de trilha, e também para trés espécies
de Atla, sendo aproximadamente 0,1% do contetdo da glandula
de veneno (MORGAN, 1984).

O Quadro 4, mostra os principais compostos identificados

em A. bisphaerica com seus respectivos padroes de fragmenta-
coes.

QUADRO 4 - Compostos Identificados em Atta bisphuerica

Padraoc de Fragmentacao

Compostos bt -
(MH] m/z (Abundancia Relativa)
%
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 271C 27) 39( 47), 41( 10), 42( 59),
dimetilpirazina 53¢ 12), 55( 29), 80( 5), 107( 12),
108( 23), 109( 4), 121(¢ 9), 135(100),
136( 90), 137( 8)
fenol 94 36( 38), 38( 25), 39( 48), 41( 28),

55( 22), 65( 29), 66( 47), 94(100),
95( 10)
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