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RESUMO GERAL

As formigas cortadeiras do género Attae Acromyrmex pertencem a ordem
Himenoptera, familia Formicidae, subfamilia Myrmicinae e tribo Attini estdo
localizadas no continente americano, ocorrendo nas areas tropicais do México e nas
Ameéricas Central e do Sul, sdo consideradas herbivoras e de dificil controle quando
atacam as lavouras e florestas. As espécies Atta texana e Acromyrmex versicolor
sdo as unicas representantes destas formigas encontradas na América do Norte.
Varias espécies do GéneroAtta sao encontradasno Brasil.Entender os
comportamentos das formigas cortadeiras em sua multipla divisdo de trabalho
constitui uma etapa necessaria para estabelecer a convivéncia com estas, além de
desenvolver e, ou adaptar novos métodos de controle, quando essas atingem o nivel
de dano econbmico. Dessa forma, o presente estudo procurou esclarecer o
comportamento de Atta opaciceps quanto a especificidade dos comportamentos de
marcacao de territorio e de trilha, verificando como as diversas castas respondem a
diferentes extratos intra e interespecificos (Acromyrmex subterraneus subterraneus,
A. cephalotes, A. sexdens sexdens e A. sexdens rubropilosa) sob condi¢cbes de
laboratério. Buscou-se também identificar os constituintes quimicos presentes nos
extratos de glandula de veneno de forrageiras de A. opaciceps, objetivando saber
quais os compostosresponsaveis pelo eliciamento do comportamento de trilha em
forrageiras desta espécie.

Palavras-chaves: Feroménio de trilha. Feroménio de marcagcdo de territério.
Formigas cortadeiras. Atta opaciceps reconhecimento intra e

interespecifico.



GENERAL ABSTRACT

The leaf-cutting antsof the genusAtta andAcromyrmexbelong to the
orderHymenoptera, Formicidae family, Myrmicinaesubfamilyand Attini tribeare
locatedin the Americas, occurring in tropical areasof Mexico andin Centraland South
America,are consideredherbivorousand difficult to controlwhen attackingcropsand
forests. The  speciesAtta texana and  Acromyrmexversicolorare  the
onlyrepresentativesof theseantsfoundin North America. Severalspecies of the
genusAttaare found in Brazil. Understanding thebehaviorof leaf-cutting antsin
theirmultipledivision of laboris a necessary stepto establishliving withthem,and
developor adapt newmethodsof control,when thesereach theeconomic injury level.
Therefore, this study sought to clarifythe behavior ofAttaopacicepsregarding the
specificity ofbehaviorsof territory marking and trail,seeing howthe different castes
respond to differentintra-andinterspecificextracts (Acromyrmex
subterraneussubterraneus, A. cephalotes, A. sexdenssexdens andA. sexdens
rubropilosa) on laboratory conditions. It alsosought toidentify thechemical
constituentspresent in the foragers venom glandextractsof A.opaciceps, seekingto
knowwhatthe compounds responsible forelicitingthe trail behavior offoragers of this
species.

Keywords: Trail pheromone. Territory markingpheromone. Leaf-cutting ants.

Attaopaciceps. Interspecificrecognition.
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1 INTRODUCAO GERAL

As formigas cortadeiras sdo insetos pertencentes a ordem Hymenoptera,
familia Formicidae, subfamilia Myrmicinae e tribo Attini (GALLO et al., 2002), cuja
distribuicdo geografica esta limitada ao continente americano, ocorrendo nas areas
tropicais do México e nas Américas Central e do Sul. As espécies Atta texana e
Acromyrmex versicolor sdo as unicas representantes destas formigas encontradas
na América do Norte (GUENARD et al., 2010).

Dentre os paises da América Latina, o Brasil € o que possui 0 maior numero
de espécies de formigas cortadeiras, compreendendo vinte espécies e nove
subespécies do género Acromyrmex, dez espécies e trés subespécies do género
Atta (DELLA LUCIA; FOWLER, 1993; FORTI; BOARETTO, 1997).

Devido ao habito de selecionarem e cortarem grande quantidade de
vegetacdo fresca para servir de substrato para o fungo (Leucoagaricus
gongylophorus, (Mdller) Singer, Agaricales: Agaricaceae), que cultivam, as formigas
dos géneros Acromyrmex e Atta sdo conhecidas como formigas cortadeiras e séao
consideradas pragas severas da agrossilvicultura e das pastagens (HOLLDOBLER,;
WILSON, 1990; SILVA-PINHATI et al., 2004). Dependendo do tipo de vegetagéo
selecionada para o corte, estas formigas podem ser classificadas em duas
categorias: as que cortam exclusivamente gramineas e as que cortam uma ampla
variedade de vegetagcdo (FOWLER et al., 1989).

Embora os danos causados pelas formigas cortadeiras sejam facilmente
detectados e visualizados, estes insetos constituem uma parte essencial dos
ecossistemas nos quais se encontram inseridos visto que, executam a poda e
estimulam o crescimento de plantas, revolvendo e enriquecendo o solo
(HOLLDOBLER; WILSON, 1990). Entretanto, é imprescindivel que populacdes
destes insetos sejam mantidas em um nivel de controle para que, deste modo, os

danos causados por eles sejam minimizados.

Métodos quimicos para controle de formigas cortadeiras sdo os mais
frequentemente utilizados, sendo o produto quimico téxico aplicado diretamente nos

ninhos, nas formulagcées sob a forma de pod, liquidos ou liquidos nebulizaveis, ou



18

apresentado na forma de iscas granuladas, aplicadas nas proximidades das colbnias
(BOARETTO; FORTI,1997). Considerada um dos métodos mais eficientes, as iscas
granuladas sdo compostas por mistura de polpa citrica desidratada (veiculo) e
ingrediente ativo dissolvido em O6leo de soja, com formulacdo em pellets
(ROBINSON, 1979; FORTI et al., 1998). O substrato atrativo efetivo amplamente
utilizado € a polpa citrica desidratada, particularmente aquela derivada de laranja,
apresentando-se levemente acida, alto conteudo de carboidrato, contendo ainda
nitrogénio e grande variedade de vitaminas e microelementos (BOARETTO; FORTI,
1997). As iscas granuladas sao carregadas pelas operarias para dentro do ninho,
onde as substancias toxicas seriam absorvidas pelo fungo cultivado e
posteriormente pelas formigas, através da ingestdo do alimento produzido pelo
fungo, levando-as a morte (JAFFE, 1993).

As formigas cortadeiras dos géneros Atta e Acromyrmex apresentam castas
permanentes e temporarias. Estas ultimas sdo constituidas por centenas ou milhares
de fémeas e machos alados que ocorrem apenas quando a colbnia esta
suficientemente madura e em determinados periodos do ano, exclusivamente para
reproducdo. Quanto as castas permanentes, estas abrangem fémeas apteras, sendo
uma fundadora (rainha) e inumeras operarias estéreis (DELLA LUCIA; FOWLER,;
ARAUJO, 1993). As operarias, no entanto, apresentam um acentuado polimorfismo
e executam diferentes atividades dentro e fora do ninho. Considerando estas
caracteristicas e a largura diferenciada da capsula cefalica exibidas pelas operarias,
Wilson (1980) dividiu-as em quatro castas: jardineiras, generalistas, forrageiras e
soldados. Essa variacao distinta de tamanho torna o sistema de comunicacdo de
formigas cortadeiras bastante complexo. O mesmo é regulado principalmente por
substancias quimicas presentes nas secregbes de suas glandulas exocrinas;
denominados feromdnios que atuam, modificando, o comportamento das formigas e
sdo empregados na manutengdo da organizagdo social de suas colbnias.
(HOLLDOBLER; WILSON, 1990).

O emprego de feromoénios, tais como, de alarme e de trilha de formigas
cortadeiras, que atuam mediando interacdes intra e interespecificas, tem sido bem
documentado e, para algumas espécies dos géneros Acromyrmex e Atta, tais
feromonios foram identificados (BUTENANDT; LINZEN; LINDAUER, 1959; BLUM,
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1968; MOSER: BROWNLEE; SILVERSTEIN, 1968; TUMLINSON et al., 1971; RILEY
et al.,, 1974; CROSS et al.,, 1979, 1982; EVERSHED; MORGAN, 1983; DO
NASCIMENTO et al.,, 1993, 1994; HERNANDEZ;, CABRERA; JAFFE, 1999;
HUGHES; HOWSE; GOULSON, 2001; FRANCELINO et al., 2008). Quanto ao
feromo6nio de marcagao de territorio, o relato restringe-se a uma unica espécie de
Atta, Atta laevigata (SALZEMANN; JAFFE, 1990; SALZEMANN et al., 1992).

Enormes quantidades de agrotéxicos sédo aplicadas na tentativa de controle
das formigas cortadeiras e, nem sempre apresentam resultados satisfatérios (DELLA
LUCIA; FOWLER, 1993). Existe uma grande necessidade de buscar novas formas
de controle que levem a redugdo do volume aplicado e os seus efeitos residuais.
Portanto €& necessario que se invista em métodos mais eficazes e menos
dispendiosos e principalmente, biologicamente corretos, a fim de se obter um
controle mais efetivo desses insetos. Trabalhos vém sendo desenvolvidos através
do estudo varios mecanismos de utilizacdo de ferombénios de modo a controlar o
ataque destas formigas as plantagdes. Uma delas é a utilizagdo do feromdnio de
trilhna com iscas comerciais possibilitando uma maior atracdo ou dispersao,
aumentando a eficiéncia do método (FOWLER et al., 1989; SUCKLING; STRINGER,;
CORN, 2011). Nesse sentido ressalta-se, portanto, a condug¢ao de pesquisas sobre
feromonios das formigas cortadeiras, buscando desvendar sua composigao quimica,

como também o comportamento dessas diante dos mesmos.

Assim, no presente estudo, foram investigados os comportamentos de trilha e
de marcacgéao de territério da espécie Atta opaciceps Borgmeier, 1939, o qual esta
dividido em trés capitulos, da seguinte forma: 1) Revisao de Literatura; 2) Polietismo
e reconhecimento intra-e-interespecifico do feroménio de trilha de Atta opaciceps; 3)
Polietismo e reconhecimento intra-especifico do feromdnio de marcagao de territorio

de Atta opaciceps.



20

REFERENCIAS

BLUM, M. S. Alarm pheromones. Annual Review of Entomology, Palo Alto, v. 14, p.
157-180, 1968. ISSN 0066-4170.

BOARETTO, M. A. C; FORTI, L. C. Perspectivas no controle de formigas
cortadeiras.Série Técnica IPEF, Piracicaba, v. 11, n. 30, p. 1-46, 1997. ISSN 0100-
8137.

BUTENANDT, A.; LINZEN, B.; LINDAUER, M. Uber einen eschlechtsspezifischen

duftstoff der mandibeldruse der blatscheiderameise atta sexdens rubropilosa forel.
Archives d* Anatomie Microscopique et de Morphologie Experimentale, Paris,
v. 48, p. 13-19, 1959. ISSN 0003-9594.

CROSS, J. H. et al. The major component of the trail pheromone of the leaf cutting
ant Atta sexdens rubropilosa Forel: 3-ethyl-2,5-dimethylpyrazine. Journal of
Chemical Ecology, New York, p. 187-204, 1979. ISSN 0098-03315.

. et al. Trail pheromone of the leaf-cutting ant Acromyrmex octospinosus
(Reich) (Formicidae: Myrmicinae). Journal of Chemical Ecology, New York,
v. 8, p. 1119-1124, 1982. ISSN 0098-03315.

DELLA LUCIA, T. M. C.; FOWLER, H. G. As formigas cortadeiras. In: . (Ed.).
As formigas cortadeiras. Vigosa, MG: Editora da Universidade Federal de Vigosa,
1993. p. 1-2.

; ; Araujo, M. S. Castas de formigas cortadeiras. In: . (Ed.).
As formigas cortadeiras. Vigosa, MG: Editora da Universidade Federal de Vigosa,
1993. p. 45-53.

DO NASCIMENTO, R. R. et al. Trail pheromone of leaf-cutting ant Acromyrmex
subterraneus subterraneus (Forel). Journal of Chemical Ecology, New York, v. 20,
p. 1719-1724, 1994. ISSN 0098-03315.

. et al. Variation with the caste of the mandibular gland secretion in the
leafcutting ant Atta sexdens rubropilosa. Journal of Chemical Ecology, New York,
v. 19, p. 907-918, 1993. ISSN 0098-03315.

EVERSHED, R. P.; MORGAN, E. D. The amounts of trail pheromone substance in
the venom of worker of four species of Attine ants. Insect Biochemistry, Bristol, v. 3,
n. 5, p.469-479. ISSN 0020-1790.

FORTI, L. C.; BOARETTO, M. A. C. Formigas cortadeiras: biologia, ecologia,
danos e controle. Botucatu: Universidade Estadual Paulista, 1997.



21

FOWLER, H.G. et al.. A pest is a pest is a pest? the dilemma of neotropical leaf-
cutting ants: keystone taxa of natural ecosystems. Environmental Management.
New York. v. 13, p. 671-675, 1989. ISSN 0364-152X.

FRANCELINO, M. R. V. et al. Plyethism and nestmate recognition in the alarm
reaction of Atta leaf-cutting ants. Physiological Entomology, London, v. 33, p. 37-
42, Mar. 2008. ISSN 0307-6962.

GALLO, D. et al. Manual de entomologia agricola. Sdo Paulo: Agronémica Ceres,
2002.

GUENARD, B.; WEISER, M. D.; DUNN, R. R. Ant genera of the world. 2010.
Dinsponivel em: <http://www.antmacroecology.org/ant_genera/index.html>. Acesso
em: 1jul. 2011.

HERNANDEZ, J. V.; CABRERA, A.; JAFFE, K. Mandibular gland secretion in
different castesof the leaf-cutter ant Atta laevigata. Journal of Chemical Ecology,
New York, v. 25, n. 2, p. 2433-2444, 1999. ISSN 0098-03315.

HOLLDOBLER, B.; WILSON, E. The ants. Cambridge: Belknap; Harvard University
Press, 1990.

HUGHES, W. O. H.; HOWSE, P. E.; GOULSON, D. Mandibular gland chemistry of
grass-cutting ants: species, caste and colony variation. Journal of Chemical
Ecology, New York, v. 27, n. 2, p. 109-124, 2001. ISSN 0098-03315.

JAFFE, K. El mondo de las hormigas. Baruta: Equindcio:Universidade Simon
Bolivar, 1993.

MOSER, J. C.; BROWNLEE, R. C.; SILVERSTEIN, R. Alarm pheromones of the ant
Atta texana. Journal of Insect Physiology, Oxford, v. 14, p. 529-535, 1968. ISSN
0022-1910.

RILEY, R. G. et al. Methyl 4-methylpyrrole-2-carboxylate, a volatile trail pheromone
from the leaf-cutting ant Atta cephalotes. Journal of Insect Physiology, Oxford, v.
20, p. 651-654. 1974. ISSN 0022-1910.

ROBINSON, S. W. Leaf-cutting ant control schemes in Paraguay, 1961-1977: some
failures and some lessons. Pans: Pest Articles and News Summaries, v. 25, p. 386-
390, 1979.

SALZEMANN, A.; JAFFE, K. Territorial ecology of the leaf-cutting ant, Atta laevigata
(Fr. Smith) Hymenoptera: Myrmicinae. In: VANDER MEER, R. K.; JAFFE.; K;;
CEDENO, A. (Ed.). Applied myrmecology: a world perspective. Boulder: Westview
Press, 1990. p. 345-354.

SALZEMANN, A. et al. Leaf-cutting ant Atta laevigata (Formicidae: Attini) marks its
territory with colony specific dufour gland secretion. Journal of Chemical Ecology,
New York, v. 18, n. 2, p. 183-196, 1992. ISSN 0098-03315.



22

SILVA-PINHATI, A. C. O. et al. Low variation in ribosomal DNA and internal
transcribed spacers of the symbiotic fungi of leaf-cutting ants (Attini: Formicidae).
Brazilian Journal of Medical and Biological Research. Ribeirdo Preto, v. 37,
p.1463-147, 2004. ISSN 0100-879X.

SUCKLING, D. M.; STRINGER, L. D.; CORN, J. E. Argentine ant trail pheromone
disruption is mediated by trail concentration. Journal of Chemical Ecology, New
York, v. 37, p. 1143-1149, 2011. ISSN 0098-03315.

TUMLINSON, J. H. et al. Identification of the trail pheromone of a leaf-cutting ant Atta
texana. Nature,London, v. 234, p. 348-349, 1971. ISSN 0028-0836.

WILSON, E. O. Caste and division of labor in leaf-cutting ants (Hymenoptera:
Formicidae: Atta): the overall pattern in Atta sexdens. Behavioral Ecology and
Sociobiology, v. 7, p. 143-156, 1980.



23

CAPITULO 1 — REVISAO DE LITERATURA
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1.1 Os Sinais Quimicos Envolvidos na Comunicacédo entre Organismos

Os organismos fazem uso de sinais para transmitirem informacdes e,
dependendo do modo de agdo de cada sinal, estes sdo classificados em quatro
tipos: visuais, auditivos, tacteis e quimicos. Ocasionalmente, a combinacao de dois,
trés ou até mesmo dos quatro tipos de sinais, pode ser empregada por um
determinado organismo; entretanto, a predominancia de um tipo de sinal altera a
importancia dos demais quando os mesmos sdo empregados simultaneamente (DO
NASCIMENTO, 1994).

Os insetos, em particular, utilizam os sinais quimicos para transmitir
informacdes entre si, os quais podem atuar entre individuos de mesma ou de
diferentes espécies. Estes sinais sdo denominados de semioquimicos e estédo
classificados em: aleloquimicos (mediam interagdes interespecificas) e feroménios
(atuam em interagdes intraespecificas) (VILELA; DELLA LUCIA, 2001).

Os feromoénios sao classificados de acordo com as respostas que evocam no
organismo receptor do sinal quimico; se a resposta estiver relacionada a mudancgas
fisioldgicas provocadas no receptor do sinal, este ultimo € denominado de feromdnio
de efeito preparador. Entretanto, se a recepg¢ao do sinal estiver relacionada a
mudangas comportamentais provocadas no receptor, o sinal € denominado de
feromonio de efeito desencadeador (WILSON; BOSSERT, 1963).

1.2 A Comunicacao entre as Formigas Cortadeiras

A existéncia de feromdnio de efeito preparador ainda nao foi comprovada em
formigas cortadeiras. Os feromonios desencadeadores, entretanto, sdo responsaveis
por grande parte do comportamento exibido por estas formigas e atuam, regulando a
organizagdo social das colbnias. Eles séo classificados de acordo com o
comportamento que desencadeiam em: feroménio de alarme, de funeral, trilha e
recrutamento e de marcagao de territorio (DO NASCIMENTO; SANT ANA, 2001).

1.2.1 Os Feromo6nios de Alarme
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Os feroménios de alarme sao amplamente utilizados por insetos sociais para
sinalizar uma situagao de perigo e recrutar individuos do mesmo ninho para a defesa
do mesmo. Estes ferombnios sido constituidos por substancias volateis,
apresentando entre cinco a doze atomos de carbono na cadeia e peso molecular
variando entre 100 a 200 unidades de massa (HOLLDOBLER; WILSON, 1990;
FRANCELINO et al., 2008).

Compostos oxigenados, mais especificamente, cetonas de cadeia linear e
ramificada, contendo oito atomos de carbono, foram identificados como
componentes do feroménios de alarme de espécies de formigas cortadeiras. Em
duas espécies do género Acromyrmex, A. versicolor e A. octospinosus, a substancia
3-octanona [1] € o principal componente do feroménio de alarme (CREWE; BLUM,
1972), enquanto é o composto secundario em Atta cephalotes (RILEY et al.,1974a).
Por sua vez, o composto 4-metil-3-heptanona [2] foi identificado como o feroménio
de alarme de oito espécies do género Atta, A. texana, A. robusta, A. bisphaerica, A.
S. rubropilosa, A. laevigata, A. capiguara, A. s. sexdens e A. opaciceps (MOSER,;
BROWNLEE, 1968; BLUM, 1968; RILEY et al.,1974a; DO NASCIMENTO et al.,
1993.; DO NASCIMENTO, 1994; HERNANDEZ; CABRERA; JAFFE,1999;HUGHES;
GOULSON, 2001a, 2001b; FRANCELINO et al., 2006, 2008).

H4C
3 \/\/\H/\EH3

0

[1]

=0

[2]

Outros estudos demonstraram que a proporcao de 4-metil-3-heptanona é

inversamente proporcional ao tamanho da operaria de cinco das espécies de Atta
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cujo ferombnio de alarme foi identificado (DO NASCIMENTO et al., 1993;
HERNANDEZ et al.,1999; HUGHES; GOULSON, 2001a; FRANCELINO et al., 2008)
Hughes et al. (2001 b) e Francelino et al. (2006) também demonstraram que, esta
cetona esta envolvida no reconhecimento intraespecifico entre individuos

pertencentes a diferentes colénias de A. capiguara, A. bisphaerica e A. s. sexdens.
1.2.2 Os Feroménios de Funeral

Sao substancias quimicas liberadas por individuos mortos, as quais eliciam
em individuos vivos o comportamento de necroforese (remogao de co-especificos
mortos). Em formigas cortadeiras do género Atta, por exemplo, foi observado o
comportamento de deposi¢cao de individuos mortos em camaras especiais (MOSER
et al., 1968). Até o presente momento, a natureza quimica das substancias
envolvidas neste tipo de comportamento em formigas cortadeiras ainda n&o foi
elucidada, entretanto, acredita-se que, tais substéncias sejam &cidos graxos e

derivados da degradagao enzimatica dos mesmos.

O acido oléico [3], por exemplo, foi identificado como o composto responsavel
pelo comportamento de necroforese em espécies de formigas Pogonomyrmex
badius e Solenopsis invicta, as quais pertencem a mesma subfamilia que as
formigas cortadeiras. Formigas vivas destas espécies, quando contaminadas com
acido oléico sao tratadas como mortas (WILSON; DURIACH; ROTH, 1958).

0
HO M\FWHB

[3]

1.2.3 Os Feromo6nios de Trilha

O feromodnio de trilha € uma mistura de substancias depositada sobre uma

superficie por um individuo e detectada por outros individuos da mesma espécie
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(ALI; MORGAN, 1990). Quando uma operaria forrageira encontra uma fonte de
alimento, ela retorna ao ninho, impregnando a superficie por onde caminha, com um
odor tipico da espécie, que orienta as companheiras até essa fonte, as quais
retornam ao ninho transportando o alimento, e reforcando as marcas quimicas na
trilha. Assim que se esgota o alimento, as ultimas operarias que retornam ao ninho
nao mais reforcam a trilha, levando-a a desaparecer em um espaco de tempo
superior a 48 horas (DO NASCIMENTO; SANT'ANA, 2001). Conforme Moreira
(1992), a atividade de uma trilha artificial contendo o feromdnio de trilha da

subespécie Acromyrmex subterraneus subterraneus € de 96 horas.

Tumlinson et al. (1971, 1972) reportou a identificagdo do primeiro feroménio
de trilha de uma espécie de Atta, A. texana como sendo o composto 4-metilpirrol-2-
carboxilato de metila (M4MPC) [4]. Estudos subseqlientes demonstraram que esta
mesma substancia, em diferentes concentragdes, constitui o ferombnio de trilha de
A. cephalotes, A. laevigata e A. robusta (RILEY et al., 1974a; RILEY; SILVERSTEIN;
MOSER, 1974b; OLIVEIRA, 1975; OLIVEIRA et al., 1990) e de Acromyrmex
octospinosus e Acromyrmex subterraneus subterraneus (CROSS, WEST;
SILVERSTEIN, 1982; DO NASCIMENTO et al., 1994).

Uma substancia diferente, a 3-etil-2,5-dimetilpirazina (EDMP) [5] foi
identificada como o feroménio de trilha de A. sexdens rubropilosa (CROSS et al.,
1979) e a mistura MAMPC e EDMP foi caracterizada como sendo o feroménio de

trilha de A. sexdens sexdens e Acromyrmex subterraneus molestans (MARTINEZ,
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1988; EVERSHED; MORGAN, 1983; CROSS et al., 1992), sendo que a proporgao
entre os dois componentes para A. sexdens sexdens é de 14:1.

N CH,
AN

_ CHj
HiC” N

[5]

A composi¢cdo quimica do feroménio de trilha de A. sexdens rubropilosa
também foi re-examinada por Do Nascimento (1994), vinte e cinco anos apds o
primeiro relato da identificacdo do feroméOnio desta espécie. Neste estudo,
empregando-se técnicas modernas de identificagdo de substancias volateis,
constatou-se que EDMP é o unico componente do feroménio desta espécie e que a
quantidade desta substancia, presente na glandula de veneno de operarias, tende a
aumentar a medida que o tamanho da operaria aumenta. Embora, o resultado
esperado fosse exatamente o oposto, visto que as operarias maiores nao estao
diretamente envolvidas em atividades relacionadas ao recrutamento de

coespecificos para o comportamento de trilha.
1.2.4 Os Ferombnios de Marcacgao de Territorio

Os feromoénios de territério sdo compostos usados por formigas, os quais
apresentam trés funcdes distintas: marcar uma area especifica em que a colbnia
escolheu para se estabelecer, indicar a entrada do ninho e diferenciar ninhos de
colbnias diferentes (DO NASCIMENTO et al., 1996).

Salzemann e Jaffé (1990) demonstraram que operarias de A. laevigata
marcam o seu territério e a entrada do ninho com um feromdnio que é depositado
em uma superficie através do ferrdo. Quatro hidrocarbonetos de cadeia linear:
heptadecano [6], 8,11-nonadecadieno [7], (£)-9-nonadeceno [8] e (Z)-9-tricoseno [9]
foram identificados como os componentes do feroménio de marcacgao de territorio de
operarias de Atta laevigata (SALZEMAN et al., 1992). A estereoquimica da ligacao
dupla nos dois ultimos compostos foi determinada, entretanto, para o segundo

composto, a mesma nao foi mencionada pelos autores.
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1.3 As Glandulas Exocrinas de Formigas Cortadeiras

As formigas cortadeiras possuem no interior do seu corpo uma série de
glandulas exocrinas (Figura 1), as quais produzem uma gama de produtos naturais
que estdo envolvidos na comunicacao intraespecifica, dentre eles alcbois, cetonas,
hidrocarbonetos, acidos carboxilicos, aldeidos e terpenos (DO NASCIMENTO;
SANT ANA, 2001).
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Figura 1 — Localizacdo de algumas glandulas exécrinas de uma formiga do género
Atta

Glandula
labial

Glandula
metapleural

Glandula
de veneno

Glandula
pigidial

Fonte: Do Nascimento, 1994.

1.3.1 As Glandulas Mandibulares

Localizada na cabeca e conectada as mandibulas localiza-se um par de
glandulas, as quais, em formigas cortadeiras, sdo responsaveis pela produgao e
armazenamento do feroménio de alarme (MOSER; BROWNLEE; SILVESTEIN,
1968; BLUM; HERMANN, 1969; RILEY; SILVERSTEIN; MOSER, 1974b; DO
NASCIMENTO et al.; 1993; HERNANDEZ; CABRERA; JAFFE, 1999; HUGHES;
HOWSE; GOULSON, 2001a; HUGHES; GOULSON, 2001b; FRANCELINO et al.,
2008).

Numerosos estudos tém examinado a quimica da secregao da glandula
mandibular. Nos primeiros trabalhos, Butenandt, Linzen e Lindauer (1959)

identificaram o citral (mistura dos isémeros neral [10] e geranial [11]) como o
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principal componente de Atta sexdens rubropilosa. Posteriormente, Moser, Brownlee
e Silverstein (1968) encontraram 4-metil-3-heptanona [12] e 2-heptanona [13] na
proporcdo de 4:1 como os principais componentes de operarias maiores de Atta
texana. Estas cetonas foram também identificadas no feroménio de alarme de seis
outras espécies de Atta: A.bisphaerica, A. capiguara, A. colombica, A. laevigata, A.
robusta e A. sexdens (BLUM, 1968). Entretanto, em pesquisas subsequentes, Do
Nascimento et al. (1993) revelaram que a quimica da secregdo da glandula
mandibular é muito mais complexa do que os estudos anteriores sugeriram e cerca

de 56 compostos foram identificados.

Trabalhos recentes revelaram que em espécies de Atta laevigata, Atta
capiguara, Atta opaciceps, Atta sexdens sexdens e Atta bisphaerica a 4-metil-3-
heptanona € o composto comum encontrado nestas espécies com maiores
propor¢cdes principalmente nas operarias menores, seguido por outras cetonas e
monoterpenos tais como citral, B-citronelol [14] e geraniol [15], (HERNANDEZ;
CABRERA; JAFFE, 1999, HUGUES; HOWSE; GOULSON, 2001; FRANCELINO et
al., 2006).

CHO

[10] [11]

[13] [14] [15]
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1.3.2 A Glandula de Dufour

No abdémen estdo localizadas as glandulas de Dufour e de veneno e ambas
estdo conectadas ao ferrdo da maioria das formigas, inclusive nas cortadeiras,
embora no caso especifico destas formigas, o ferrdo seja utilizado especificamente
para a deposi¢cao das secregdes destas glandulas no substrato apropriado, ou seja,
no solo durante o recrutamento das operarias para as trilhas; nas imediagdes do
ninho para delimitar o territério em que uma colbénia resolveu se estabelecer. (DO
NASCIMENTO; SANT ANA, 2001).

A secregao da glandula de Dufour de formigas em geral é constituida por uma
mistura de hidrocarbonetos saturados e insaturados de cadeia linear apresentando
numero impar de atomos de carbono variando entre Cg a C,7. Entretanto, compostos
oxigenados, tais como: alcodis, aldeidos, cetonas e ésteres e, hidrocarbonetos de
cadeia linear e ramificada também podem ser encontrados na secre¢gdo, em menor
proporgcao (KEEGANS et al., 1993).

A composi¢ao quimica da secrecao da glandula de Dufour de quatro espécies
de Atta, A. cephalotes, A. sexdens sexdens, A. sexdens rubropilosa e A. laevigata e
de uma espécie de Acromyrmex, Acromyrmex octospinosus foi investigada por
diversos autores (EVERSHED; MORGAN,1980,1981; SALZEMANN; JAFFE,1990;
DO NASCIMENTO et al.,1993). Dentre eles, Evershed e Morgan (1980, 1981)
identificaram dois componentes: n-tetradecano e homofarneseno na secre¢do de
operarias de Acromyrmex octospinosus, entretanto na secregao da glandula de Atta
cephalotes foram encontrados quatorze compostos, na sua grande maioria
hidrocarbonetos de cadeia linear, saturados e insaturados, contendo entre 12 a 19
atomos de carbono, sendo que dentre estes, o composto 9-heptadeceno [16] € o

componente maijoritario.
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As secrecgbes das glandulas de Dufour de A. sexdens sexdens e A. sexdens
rubropilosa consistem em uma mistura de alcanos e alcenos com 15 a 23 atomos de
carbono e, embora qualitativamente a mistura seja idéntica, as proporgdes relativas
dos componentes individuais diferem significativamente nas duas subespécies. Em
A. sexdens sexdens, o alceno (Z£)-9-tricoseno € o componente principal enquanto
que na secregao de operarias de A. sexdens rubropilosa, o composto (Z)-9-
nonadeceno predomina (EVERSHED; MORGAN, 1981).

Conforme Salzemann et al. (1992), a secre¢ao da glandula de Dufour de Atta
laevigata € responsavel pelo eliciamento do comportamento de marcacado de
territério em operarias desta espécie. Quatro compostos: heptadecano, 8,11-
nonadecadieno, (Z)-9-nonadeceno e (Z)-9-tricoseno foram identificados como os
componentes do feromdnio de marcacao de territério, sendo este o unico relato que
atribuiu a funcdo de marcacao de territorio para alguns componentes da glandula de

Dufour registrado na literatura.
1.3.3 A Glandula de Veneno

Para os insetos sociais, a glandula de veneno é responsavel pela produgao
de substancias toxicas, empregadas na defesa (BLUM; HERMANN, 1969). Ela
constitui a principal fonte de feroménio de trilha em formigas cortadeiras, o qual é
encontrado nesta glandula em quantidades extremamente pequenas (10‘12 a 10°

gramas, ou menos).

Segundo Evershed e Morgan (1983), o volume representado pelo feroménio
de trilha, na glandula de veneno de quatro espécies, de formigas cortadeiras, a
saber: A. cephalotes, A. sexdens rubropilosa, A. sexdens sexdens, Acromyrmex

octospinosus constitui menos que 0,1% do volume total da secregao desta glandula.

A fragédo protéica da secregdo da glandula de veneno de duas espécies de
formigas cortadeiras, A. cephalotes e Acromyrmex octospinosus foi caracterizada
através de eletroforese. O perfil protéico das secregcées desta glandula nas duas
especies € constituido por trinta e cinco bandas de polipeptideos e a principal
diferenca entre as secrecbes das duas espécies foi observada entre os
polipeptideos de baixo peso molecular (<30 KDa) (DO NASCIMENTO, 1994).
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1.3.4 As Glandulas Metapleurais

As glandulas metapleurais, exclusiva de formigas, constituem um agregado
de células glandulares localizadas no metatérax. Cada célula é constituida por um
ducto que transporta a secregao produzida para um saco membranoso, sendo
posteriormente transportada para o exterior por capilaridade (SCHOETERS; BILLEN,
1993).

A secrecao destas glandulas, em formigas cortadeiras, € constituida por uma
mistura de acidos carboxilicos e nas espécies em que foram caracterizadas, tais
como: A. sexdens sexdens, A. sexdens rubropilosa e A. cephalotes quimicamente
apresentam diferengas no tocante as propor¢des de cada componente (DO
NASCIMENTO, 1994; DO NASCIMENTO et al.,, 1996). Os constituintes destas
secrecbes também apresentaram atividade antibacteriana e antifungica,
principalmente no que se refere a alguns microorganismos causadores de patologias
em seres humanos, como é o caso de Candida albicans, Escherichia coli e
Staphyloccocus aureus (MENDONCA et al., 2009).

1.4 Extracéo, Atividade Bioldgica e Identificacdo dos Feromdnios de Insetos

Os ferombnios de insetos sdo produzidos, armazenados e liberados em
quantidades extremamente pequenas (102 a 10”° gramas, ou menos) e, geralmente
constituem uma mistura multicomponente, de modo que as técnicas convencionais
de extracdo e identificacdo de produtos naturais, que requerem uma quantidade
maior de material proveniente do inseto (geralmente 10° microgramas), ndo s&o

adequadas para as analises dos mesmos.

A pesquisa voltada para a caracterizagcdo completa dos feromonios de insetos
envolve basicamente quatro etapas: i) a extracdo do ferombnio ou da glandula
exocrina associada a producao e armazenamento do feroménio do corpo do inseto
em estudo; ii) a comprovagao da atividade biolégica (feromonal) do extrato obtido
através de bioensaios especificos; iii) a determinagdo da composi¢cdo quimica do
ferombnio em estudo pelo emprego de técnicas analiticas especificas e, iv) a

preparacdo ou obtencdo dos mesmos em laboratério ou comercialmente para
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comprovar a sua identidade, além dos testes laboratoriais e de campo onde os

compostos puros ou em solugao sao testados separadamente e em misturas.

A primeira etapa da pesquisa que visa a caracterizacdo de um feroménio
consiste na preparacdo de extratos da parte do corpo do inseto relacionada a
producdo e/ou armazenamento do ferombénio em estudo, quando ja existe
evidéncias de que sinais quimicos mediam as interagbes entre organismos
coespecificos (DO NASCIMENTO; SANT ANA, 2001). Para tanto, os extratos podem
ser obtidos através da passagem de solvente através de tubos contendo polimeros
adsorventes, tais como o Porapak Q e Tenax, onde as moléculas do feroménio
foram adsorvidas, pelo emprego da técnica de aeragdo ou preparados mediante
maceragdo ou lavagem da glandula exdécrina onde o feroménio em estudo esta
armazenado, utilizando solventes organicos, tais como: hexano, diclorometano, éter
etilico. Estes solventes devem apresentar baixo ponto de ebulicdo e um grau
aceitavel de pureza (grau HPLC) ou serem destilados para a remogao de impurezas
no caso dos solventes de grau P.A. (DO NASCIMENTO; SANT ANA, 2001; ZARBIN,
2001).

A etapa subsequente a preparacdo dos extratos consiste em testa-los em
bioensaios comportamentais, a fim de verificar a sua atividade biolégica. Em caso
positivo, estes testes irdo demonstrar a modificagdo do comportamento do inseto,
como resultado de sua exposicdo ao feroménio. O objetivo dos bioensaios
comportamentais é identificar e quantificar a resposta do inseto frente a uma fonte
de estimulo. A resposta do inseto ao extrato testado consiste de uma sequéncia
especifica de movimentos caracteristicos em diregcdo a fonte de emissdo do odor
evidenciando a percepc¢éo do estimulo (SANT ANA; STEIN, 2001).

Existe uma grande variedade de bioensaios que podem ser realizados e a
escolha do sistema mais adequado dependera da biologia e do comportamento do
inseto em estudo (EIRAS; MAFRA NETO, 2001; SANT 'ANA; STEIN, 2001). A
resposta da antena de insetos também é empregada para verificar a atividade de
substancias presentes em extratos provenientes de insetos. Esta técnica é
denominada eletroantenografia e serve principalmente para indicar quais

substancias presentes no extrato testado possuirem receptores na antena do inseto.
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No entanto, ela ndo indica o tipo de resposta comportamental vinculada a substancia
eletrofisiologicamente ativa (DO NASCIMENTO; SANT ANA, 2001).

Dentre os métodos modernos empregados na determinacdo da composigao
quimica de um feroménio, a cromatografia gasosa € a melhor opgao devido a uma
série de fatores, destacando-se dentre eles: 1) o fato de que, a maioria dos
feroménios € constituida por uma mistura de substéncias volateis ou volatilizaveis; 2)
a relativa facilidade com que se efetua a separacgao, a identificacdo e a quantificagao
das substancias presentes na mistura feromonal, pela possibilidade de acoplamento
desta técnica com outras técnicas instrumentais de analises, como é o caso da
espectroscopia na regido do infravermelho e da espectrometria de massas e 3) o
limite de deteccdo do instrumento, em particular, do espectrometro de massas, que
€ de aproximadamente 10 ng (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006).

A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)
constitui uma técnica valiosa na identificagdo de feromdnios. O cromatdgrafo a gas
(CG) separa os componentes de uma mistura, enquanto o espectrébmetro de massa
(EM) fornece informagdes sobre as estruturas dos compostos, além de funcionar
como um detector extremamente sensivel cujo limite de detecgdo ¢é
aproximadamente 10 pg (DO NASCIMENTO; SANT ANA, 2001).

Na identificagdo de feromdnios, o método de ionizagdo mais utilizado € o
impacto eletrénico (El) onde as moléculas sdo bombardeadas por um feixe de
elétrons de alta energia, normalmente 70 eV, causando a retirada de um dos
elétrons da camada mais externa de alguns atomos presentes na molécula,
produzindo um ion positivo denominado ion molecular. Devido ao excesso de
energia fornecido pelo bombardeio eletrénico, o ion molecular fragmenta-se dando
origem aos fragmentos idnicos que caracterizam um espectro de massas, 0s quais
apresentam intensidades diferentes e que dependem de sua estabilidade quimica. O
ion molecular é o fragmento que apresenta a maior massa no espectro. Entretanto, o
ion que apresenta maior intensidade € denominado pico base e a intensidade dos
demais fragmentos ibnicos sédo fornecidos em fungdo do pico base (DO
NASCIMENTO; SANT ANA, 2001).
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Outro método de ionizacdo utilizado, quando o ion molecular é
energeticamente instavel, é a ionizagdo quimica. Neste método, um gas reagente,
presente em excesso na camara de ionizagao, € ionizado através de bombardeio
com um feixe de elétrons e, uma vez ionizado, o gas reagente pode adicionar ou
subtrair um préton da substancia que esta sendo investigada. O espectro de massas
apresenta o ion estavel, denominado ion quasi-molecular e alguns ions resultantes
da fragmentagdo subsequente do ion quasi-molecular (DO NASCIMENTO;
SANT ANA, 2001).

Em geral, o espectro de massas de um composto apresenta informacdes
referentes a sua massa molecular e os fragmentos ibnicos decorrentes de
fragmentagdes subsequentes do ion molecular prové informagdes relacionadas a
estrutura da molécula. Além destas informacgbes, as compilagées de espectros de
massas disponiveis para consulta, como é o caso de Stenhagen et al. (1974) e os
bancos de dados disponiveis no computador que armazena os dados das analises
de compostos pelo emprego da técnica de cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas, também auxiliam no processo de identificagdo das
estruturas dos compostos de interesse (DO NASCIMENTO; SANT ANA, 2001).

Os espectrometros de massas geralmente fornecem o espectro de massas de
um composto em particular, apresentando todos os ions caracteristicos de um
determinado composto, este processo € conhecido como método SCAN. Entretanto,
o instrumento também pode ser preparado para efetuar a varredura e selecionar
apenas alguns ions caracteristicos de uma substancia em particular, esta técnica é
conhecida como fragmentografia de massas ou selected ion detection (SIM). A
técnica SIM é mais sensivel que a SCAN, porém fornece um espectro de massas
incompleto e o seu uso s6 € aconselhavel quando o espectro de massas completo
da substancia de interesse ja foi obtido pela técnica SCAN (DO NASCIMENTO;
SANT ANA, 2001).
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RESUMO

Feroménios de trilha possuem uma funcdo vital na comunicacdo quimica de
formigas cortadeiras. No presente trabalho buscou-se compreender o
comportamento das formigas das diversas castas de Atta opaciceps, comparando-o
ao comportamento de forrageiras de Atta cephalotes e Atta sexdens sexdens, em
trilha, sob condicbes de laboratério. Formigas foram coletadas e os extratos
preparados a partir da dissecagao na regiao abdominal, com retirada da glandula de
veneno seguida de maceragcado da mesma em hexano. Os bioensaios foram divididos
em trés etapas, na primeira, quatro castas de A. opaciceps foram submetidas ao
extrato da casta forrageira. A segunda etapa buscou respostas das formigas de A.
opaciceps pertencentes a casta forrageira submetidas a extratos de mesma e de
outras castas. Na terceira etapa, o comportamento de trilha de diferentes espécies
foi comparado entre si. No primeiro experimento, extratos de feroménio de trilha da
casta forrageira eliciaram respostas comportamentais nas demais castas. Os
extratos ndo eliciaram respostas da casta jardineira. Na segunda fase, observou-se
que o extrato de todas as castas pode eliciar comportamento na casta, forrageira,
com a resposta para extratos de operarias de sua propria casta diferindo das
demais. No terceiro experimento, os comportamentos de trilha exibidos por
forrageiras de A. opaciceps frente aos extratos de glandulas de veneno de
forrageiras de mesma espécie e de extratos de glandula de veneno de forrageiras de
Acromyrmex subterraneus subterraneus n&o diferiram entre si. Entretanto, a
resposta comportamental de forrageiras de A. opaciceps diante de extratos de
glandulas de veneno de forrageiras das espécies e de A. cephalotes, A. sexdens
sexdens e A. sexdens rubropilosa foi significativamente diferente (p<0.05). O
tratamento controle (trilha com hexano) nao eliciou comportamento de trilha em
forrageiras de A. opaciceps (p<0.05). Os resultados sugerem que em Atta opaciceps
a casta forrageira € a responsavel pelo eliciamento de respostas nas demais
detectando de maneira mais eficiente, o seu proprio feroménio. Além disso, existe
similaridade de respostas em relagdo ao seguimento de trilha para esta espécie
comparando-se com a espécie Acromyrmex subterraneus subterraneus. As analises
quimicas dos extratos hexanicos de glandulas de veneno de forrageiras de A.
opaciceps por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-
EM) revelaram a presenca de trés compostos nitrogenados, os quais foram
identificados como sendo: a 2,5-dimetilpirazina, a 3-etil-2,5-dimetilpirazina e o 4-
metilpirrol-2-carboxilato de metila, nas concentragdes relativas de 0,11 ng, 7,84 ng e
menos que 0.1 ng (trago), respectivamente.

Palavras-chave: Feroménio de trilha. Formigas cortadeiras. Polietismo.
Reconhecimento intraespecifico.
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ABSTRACT

Trail pheromones play a vital role in the chemical communications of leaf-cutting
ants. This study aimed to clarify details relating to the trail behaviour of Atta
opaciceps by examining, under laboratory conditions, how different castes
discriminate between venom glands extracts from nestmates and from other species.
Ants of all castes were collected at the entrances of their nests or along the distinct
foraging trails, and extracts were obtained by maceration of venom glands with
hexane. Three different bioassays were performed: (i) gardeners, generalists,
foragers and soldiers of A. opaciceps were exposed to extracts from nestmate
foragers; (ii) foragers of A. opaciceps were exposed to extracts from nestmates of all
four castes; and (iii) foragers of A. opaciceps were exposed to extracts from
nestmate foragers and foragers of A. sexdens sexdens and A. cephalotes. The order
of response of A. opaciceps castes to the trail pheromone from nestmate foragers
was foragers .=.generalists .>. soldiers .>. gardeners, while the response of A.
opaciceps foragers to the venom gland extracts from nestmate castes was
foragers.>. gardeners .= .generalists .=.soldiers. A. opaciceps foragers are clearly
more sensitive to nestmate pheromones than the other castes. The venom extract
from Acromyrmex subterraneus subterraneus foragers was as effective as that from
nestmate foragers in eliciting a trail-following response in foragers of A. opaciceps,
whilst those from foragers of A. cephalotes, A. sexdens sexdens and A. sexdens
rubropilosa significantly differ (p<0.05). The control treatment did not elicit any trail-
following behaviour in foragers of A. opaciceps (p<0.05). Chemical analyses of
hexane extracts from venom glands of foragers of A. opaciceps by Gas
Chromatography coupled to Mass Spectrometry (GC-MS) revealed three
nitrogenated compounds, which were identified as: 2,5-dimethylpirazine, 3-ethyl-2,5-
dimethylpirazine and methyl 4-methylpyrrole-2-carboxylate in relative concentrations
of 0,11 ng, 7,84 ng and less than 0,1 ng, respectively.

Keywords: Trail pheromone. Leaf-cutting ants. Polyethism. Nestmate recognition.



45

INTRODUCAO

Conforme Wilson (1987), aproximadamente 15000 espécies de formigas
ocorrem no mundo, das quais apenas 8.000 estdo descritas. Dentre as espécies
descritas, as que pertencem aos géneros Atta (sauvas) e Acromyrmex (quenquéns)
(Hymenoptera: Formicidae: Myrmicinae), conhecidas como formigas cortadeiras,
merecem destaque devido a sua relevancia ecoldgica e importancia econémica. As
formigas desses dois géneros possuem um eficiente comportamento polifago,
coletando diversos materiais vegetais durante todo o ano e, este comportamento
ocorre ao longo de trilhas marcadas quimicamente através de feromédnio de trilha,

além das trilhas fisicas.

Os feromobnios de ftrilha representam um elemento vital no sistema de
comunicacdo de insetos sociais terrestres, como € o caso das formigas. As
substancias ativas sdo produzidas em glandulas exocrinas cujas aberturas estédo
diretamente relacionadas com o substrato ou alvo (BILLEN; BEECKMAN; MORGAN,
1992).

Em formigas cortadeiras, a produ¢cdo de feroménio de trilha € atribuida a
glandula de veneno localizada na porgao terminal do abdémen (TUMLINSON et al.,
1972; EVESHED; MORGAN, 1983; BILLEN; BEECKMAN; MORGAN, 1992). O
primeiro composto ativo de trilha identificado em formigas o 4-metilpirrol-2-
carboxilato de metila (M4AMPC), foi isolado a partir da glandula de veneno de
formigas cortadeiras da espécie Atta texana (TUMLINSON et al., 1971, 1972). O
mesmo composto foi subsequentemente identificado como o feroménio de trilha de
duas outras espécies, Atta cephalotes (RILEY et al., 1974) e Acromyrmex
octospinosus (CROSS et al., 1982).

Em 1982, Cross et al., atribuiram o feroménio de trilha de Atta sexdens
rubropilosa como sendo o composto 3-etil-2,5-dimetilpirazina  (EDMP),
posteriormente, Evershed e Morgan (1983) também o identificaram em Atta sexdens
sexdens. Nove anos depois, Billen, Beeckman e Morgan (1992) identificaram a
mistura binaria composta por EDMP e M4MPC na propor¢cao de 14:1 como o

feromonio de trilha de Atta sexdens sexdens.
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Colbnias de insetos sociais sdo compostas de individuos com notavel
variagdo no tamanho do corpo e outros aspectos morfolégicos, 0os quais sao
considerados uma adaptacao que facilita sua distribuicdo e divisdo de trabalho
(WILSON, 1971; HOLLDOBLER; WILSON, 1990). Tais diferencas podem ser
atribuidas ao as condigbes ambientais, bem como ao efeito genético (OLDROYD;
FEWELL, 2007). Alguns trabalhos tém demonstrado que existe uma influéncia
genotipica sobre o comportamento dentro das castas (HUGHES et al.,, 2003;
HUGHES; BOOMSMA, 2007). Em Acromyrrmex echinator, o comportamento de
forrageamento e manejo de lixo é influenciado por seu gendtipo, apesar de outros
fatores também serem importantes (WADDINGTON et al., 2010).

A resposta comportamental destas espécies é descrita pela probabilidade de
uma operaria responder ao estimulo associado a uma tarefa. A divisdo de trabalho é
vista como uma propriedade emergente, baseada nas variagbes qualitativas e
quantitativas das respostas individuais (BESHERS; FEWELL, 2001).

Diversos estudos descrevem diferencas da resposta a estimulos externos em
operarias de diferentes tamanhos. Em Atta capiguara, operarias menores
respondem mais fracamente diante de uma reacao de alarme quando expostas as
cabecas maceradas ao longo de trilhas de forrageamento (HUGHES; GOULSON,
2001), como também Francelino et al. (2006) demonstraram que extratos hexanicos
de capsulas cefalicas de operarias menores de A. sexdens sexdens e Atta
opaciceps eliciam alto nivel de resposta de alarme em forrageiras de mesma
colénia. Além disso, operarias menores de Atta sexdens sexdens apresentam uma

fidelidade de trilha maior do que operarias maiores (MORGAN et al., 2006).

Dentro da sociedade das formigas existe uma evidente diferenciacdo de
comportamentos quanto a divisdo do trabalho, fenbmeno este denominado de
polietismo (SUDD, 1967). Outro fendmeno adjacente, o aloetismo, consiste na
probabilidade de desempenho de uma tarefa especifica em fungdo do tamanho do
corpo da operaria. Este ultimo, se intensifica quando as operarias estdo envolvidas
no forrageamento e processamento vegetal para a obtencéo e geracéo de recursos
alimentares (WILSON, 1980, 1983).
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Alguns autores sugerem que a diferenca no processamento da informacgéao
referente ao estimulo de odor pelas operarias esta relacionada a sua neuroanatomia
e isto provavelmente resulta em diferentes comportamentos guiados pelo olfato
(KLEINEIDAM et al., 2005). As operarias diferem em sua propenséo para se engajar
em uma tarefa particular (WADDINGTON et al., 2010). Fenotipicamente, a evidéncia
morfolégica de efeito genético tem sido encontrada em diversas formigas com
individuos diferindo de acordo com a sua fung&o dentro da colénia (HUGHES et al.,
2003; JAFFE et al., 2007; WADDINGTON et al., 2010).

Entender os comportamentos das formigas cortadeiras em sua multipla
divisdo de trabalho constitui uma etapa necessaria para estabelecer a convivéncia
com estas, além de desenvolver e, ou adaptar novos métodos de controle, quando
essas atingem o nivel de dano econémico. Dessa forma, o presente estudo buscou
esclarecer o comportamento de A. opaciceps quanto a especificidade do
comportamento de trilha, verificando como as diversas castas respondem a
diferentes extratos intra e interespecificos (Acromyrmex subterraneus subterraneus,
A. cephalotes, A. sexdens sexdens e A. sexdens rubropilosa) sob condi¢cbes de
laboratdrio e identificar os constituintes quimicos presentes nos extratos de glandula
de veneno de forrageiras de A. opaciceps, objetivando identificar os compostos
responsaveis pelo eliciamento do comportamento de trilha em forrageiras desta

especie.
2.1 Objetivos Especificos

1. Verificar, através de bioensaios comportamentais, se extratos obtidos da
glandula de veneno de A. opaciceps diferem no eliciamento de resposta
entre castas desta espécie, a fim de determinar a casta responsavel por
esta funcao;

2. Verificar, através de bioensaios comportamentais, como as diferentes
castas de A. opaciceps responde a extratos obtidos da glandula de veneno
da casta responsavel pelo eliciamento de resposta de trilha, a fim de
determinar aquela que responde de maneira mais eficiente a este
feromonio;

3. Comparar a resposta comportamental de A. opaciceps diante de extratos

obtidos da glandula de veneno das espécies A. sexdens sexdens e A.
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cephalotes e A. sexdens rubropilosa a fim de determinar se existe
similaridade de resposta entre espécies diferentes pertencentes ao mesmo
género, como também Acromyrmex subterraneus subterraneus, em relagéo
ao feromonio de trilha;

4. Identificar os constituintes quimicos presentes nos extratos de glandulas de
veneno de forrageiras de A. opaciceps empregando a técnica de

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM).
2.2  Material e Métodos
2.2.1 Coleta de Insetos

As formigas das espécies A. opaciceps, A. sexdens sexdens e A. cephalotes,
foram coletadas em ninhos localizados no Campus Aristoteles Calazans Simdes da
Universidade Federal de Alagoas, sempre no mesmo horario entre 08 e 10 horas, o

qual coincidiu com seus horarios de forrageamento.

Durante o experimento, o ninho selecionado foi protegido da aplicagédo de
iscas toéxicas, presenca de coivaras (fogo), escavagdes no entorno, dentre outras
perturbagdes. Assim, as formigas foram coletadas, com auxilio de pingas
entomoldgicas limpas, tanto na entrada do ninho como também nas suas trilhas de
forrageamento, de maneira cuidadosa, evitando assim a liberagdo excessiva de

compostos volateis pelas mesmas.

Em seguida, os espécimes foram acondicionados em caixa de acrilico (20 cm
altura x 50 cm comprimento x 30 cm largura) forrada com folhagem. Posteriormente,
foram levadas ao laboratério para serem imediatamente empregadas na preparagéo

dos extratos e nos bioensaios.

Para as espécies Acromyrmex subterraneus subterraneus e A. sexdens
rubropilosa, os extratos foram preparados pelos Laboratério de Semioquimicos da
Universidade Estadual do Norte Fluminense (UENF) e do Laboratério de Produtos
Naturais da Universidade Federal de S&o Carlos (UFSCar) respectivamente e

gentilmente enviados para o laboratério de Ecologia Quimica (UFAL).
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2.2.2 ldentificagcao da Espécie

A identificacdo das espécies de formigas cortadeiras A. opaciceps, A.
cephalotes, A. sexdens sexdens, ja havia sido realizada, por Francelino et al. (2006),
o qual, seguindo protocolo especifico, coletou 10 exemplares da espécie, de
diferentes castas e distribuiram da seguinte forma: 4 soldados, 2 forrageiras, 2
generalistas e 2 jardineiras. Sendo os exemplares acondicionados, separadamente,
em frascos de vidro contendo solucdo de etanol 70%, devidamente etiquetados e
posteriormente enviados para o taxonomista especialista em formigas, Dr. Jacques
H. C. Delabie do Laboratério de Mirmecologia - CEPEC/CEPLAC - ltabuna-Bahia, o
qual utilizando-se de caracteres morfologicos tais como: estrutura da capsula
cefélica, coloracédo e pélos do gaster, espinhos e lobos ocipitais, dentre outros,
identificou os espécimes, os quais estdo depositados no acervo do referido Centro

de Pesquisa.

2.2.3 Preparacao dos Extratos

As formigas coletadas foram colocadas no freezer (- 4°C) durante 20 minutos
para posterior preparo dos extratos. Em seguida, a regido abdominal das mesmas
foi dissecada, com auxilio de pingas, sob microscépio estereoscopio (Wild Leica
M3B). Apds a extragao das glandulas de veneno, os extratos foram obtidos através
da maceragao das mesmas, na proporgao de 20 glandulas/500 uL de hexano HPLC
(Figura 1). Uma vez obtidos, os extratos foram transferidos para ampolas de 2 mL,
que foram seladas e etiquetadas e imediatamente armazenadas em freezer

mantidas em temperatura constante (- 4° C).
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Figura 1 — Metodologia empregada na preparacdo de extratos de feroménio de trilha
de Atta opaciceps, onde: A = extracdo da glandula de veneno; B =
transferéncia da glandula para o macerador; C = adicdo de hexano; D =
maceracdo; E = transferéncia para ampola de 2 mL, sendo selada e
acondicionada em freezer (F).

FREEZER

OB >

Fonte: Francelino, 2004.

2.2.4 Bioensaios sob Condi¢des de Laboratorio

Os bioensaios foram conduzidos em uma sala climatizada com temperatura
média de 24+2°C e 70+10% de umidade relativa do ar, localizada no Laboratorio de
Ecologia Quimica, do Instituto de Quimica e Biotecnologia, da Universidade Federal
de Alagoas, entre 10 e 11 horas no periodo de janeiro a abril de 2009. Durante os
bioensaios foi utilizada uma I|ampada vermelha de 15W para facilitar as
observacgdes, uma vez que os insetos, tais como as formigas ndo sao capazes de

enxergar nesse comprimento de onda e deste modo ndo sao influenciados pela luz.

As observacbes foram feitas em arena descrita por Billen, Beeckman e
Morgan (1992) (Figura 2). As formigas (n=10) foram colocadas na antecamara (A) e
100 pL do extrato (4 glandulas/100uL) a ser testado foram depositados em camara
principal (B), com auxilio de seringa de vidro sobre disco papel de filtro (Whatman®

n° 1) vazado (C) com raio de 4,7 cm divididos em 35 arcos. O inicio de um bioensaio
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ocorria apos a liberagcao das formigas, através de uma porta deslizante (D) para a
camera principal, onde permaneciam durante 10 minutos. Logo apds esse tempo, as
formigas eram retiradas, bem como o papel de filtro. A camara principal e a
antecamara eram limpas com algoddao embebido com agua destilada, e uma nova
repeticao se iniciava. A quantificacdo das respostas foi feita através da determinacao
do somatério do numero de arcos percorridos pelas 10 formigas, com auxilio de um

contador manual.

Figura 2 — Arena de bioensaios, onde: A: antecamara, B: camara principal, C: disco de

papel, D: porta deslizante e E: tampa

Fonte: Bille; Beeckman; Morgan, 1992.

2.2.5 Delineamento Experimental e Analises Estatisticas

Os estudos etologicos compreenderam trés diferentes bioensaios. No primeiro
experimento, diferentes castas de A. opaciceps, denominadas, jardineiras,
generalistas, forrageiras e soldados foram expostas a extratos de forrageiras intra-
especificas. No segundo experimento, forrageiras de A. opaciceps foram expostas a
extratos de jardineiras, generalistas, forrageiras e soldados intra-especificos. No
terceiro experimento, forrageiras de A. opaciceps foram expostas a extratos de
glandulas de veneno de forrageiras co-especificas e daqueles derivados de
forrageiras de Acromyrmex subterraneus subterraneus, A. cephalotes, A. sexdens
sexdens e A. sexdens rubropilosa (inter-especificos). Dez formigas foram utilizadas
nos ensaios para cada tipo de interagdo e foram conduzidas quatro repeticbes por
tratamento. Para cada experimento, um bioensaio foi conduzido com papel de filtro

impregnado somente com hexano o qual serviu como controle. A variavel analisada
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foi o numero de arcos percorridos pelas formigas. Sendo o delineamento

inteiramente casualizado.

Foram observados os pressupostos paramétricos, sendo utilizado o teste de
Levene para verificar a homogeneidade das variancias dos erros (p=0,05) e o teste
de Lilliefors para a normalidade dos mesmos erros. Para comparagdes multiplas foi
utilizado o teste de Tukey-HSD além do teste de Dunnett-t para comparagéo dos
tratamentos diante do controle. Em todos os casos o nivel de significancia estatistica

foi fixado em a = 5%.
2.2.6 Analises Quimicas dos Extratos

As analises quimicas dos extratos de glandulas de veneno de formigas
forrageiras de A. opaciceps foram executadas por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa (CG-EM), utilizando o cromatégrafo gasoso da Shimadsu
Corporation modelo 17A, acoplado a um detector seletivo de massas QP5050,
ambos controlados por um computador Pentium Dual Core 200MHZ, para processar

os dados armazenados.

Os componentes quimicos presentes nos extratos foram separados em
coluna capilar com fase estacionaria apolar (polidimetilsiloxano, 25mm x 0,32mm de
didmetro interno x 0,5um espessura do filme de fase estacionaria). As zonas de
aquecimento do cromatografo foram programadas para operar nas seguintes
temperaturas: Injetor 200°C, forno 30°C — com velocidade de aquecimento de
8°C/min até atingir a temperatura de 250°C e detector 270°C. O modo de injecao
para os extratos foi o “splitless”, ou seja, sem divisdo da amostra. O gas de arraste

utilizado foi o Hélio (1mL/min) e a energia de ionizagao foi de 70eV.

As analises prévias dos extratos empregando-se o método de varredura
SCAN apresentaram como constituintes dos mesmos, compostos oriundos da
glandula de Dufour. Todavia, como a concentragdo dos constituintes volateis
presentes na secrec¢ao da glandula de veneno das espécies de Atta, estudadas até o
presente momento estava abaixo do limite de detec¢ao do espectrdmetro de massa
(0.1ng) que opera sob o modo SCAN, utilizou-se, neste estudo o método de

varredura SIM (selected ion monitoring), escolhendo-se os ions listados na Tabela 1,
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0S quais sao caracteristicos dos compostos presentes nos extratos da glandula de
veneno de espécies de Atta ja estudadas (CROSS et al.,1982; EVERESHED;
MORGAN,1983; BILLEN; BEECKMAN; MORGAN,1992).

Tabela 1 — lons caracteristicos das substancias escaneadas e monitoradas
empregando a técnica de varredura SIM em extratos das glandulas de
veneno de Atta opaciceps.

Composto ions Caracteristicos Escaneados
ions caracteristicos escaneados 108, 81, 42, 40, 39
4-Metilpirrol-2-carboxilato de metila 139, 108, 107, 79 e 53
3-Etil-2,5-dimetilpirazina 136, 135, 108, 56 e 42

Fonte: Autor, 2011

2.3 Resultados
2.3.1 Avaliacdo do comportamento intra-especifico de trilha de A.opaciceps

Extratos obtidos das glandulas de veneno de forrageiras de A. opaciceps
eliciaram uma resposta significativamente (p<0,05) maior em forrageiras e
generalistas em comparagdo com soldados e, além disto, ndo induziu resposta em
jardineiras (Tabela 2). Por sua vez, extratos obtidos das glandulas de veneno de
forrageiras de A. opaciceps induziram uma resposta para a mesma casta que
também foi significativamente maior (p<0,05) do que aquela induzida por extratos
derivados de jardineiras, generalistas e soldados (Tabela 3). O tratamento controle

(hexano) néo eliciou resposta em nenhum dos bioensaios realizados.
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Tabela 2 — Resposta das quatro castas de Atta opaciceps diante do extrato das
glandulas de veneno de formigas da casta forrageira.

Numero de arcos seguidos pela casta exposta em um periodo de 10 min

Casta exposta ao
extrato

(Média + D.P.)

Extrato de forrageiras co-especificas

Hexano (controle)
Jardineiras
Generalistas
Forrageiras

Soldados

0.0+ 0.0 aA

0.0£0.0aA

198.75 +45.71 bC

391.25+71.74 bC

117.5 + 41.56 bB

Fonte: Autor, 2011.

Nota: Em uma mesma coluna, letras minusculas diferentes representam diferencga significativa entre
médias (teste de Tukey-HSD, p < 0,05). Letras maiusculas diferentes representam diferenca
significativa dos tratamentos em relagéo ao controle (teste de Dunnett-t; p < 0,05).

Tabela 3 — Resposta das formigas casta forrageira de Atta opaciceps submetidas
extratos de glandulas de veneno de castas coespecificas.

Casta (Extrato) Numero de arcos seguidos por forrageiras expostas por um periodo de

10 min (Média £ D.P.)

Hexano (controle) 0.0£0.0aA

Jardineiras 116.75 £ 35.13 bC

Generalistas 115.00 + 17.68 bC

Forageiras 392.25+71.75bD

Soldados 73.75+3.72 bB

Fonte: Autor, 2011.

Nota: Em uma mesma coluna, letras minusculas diferentes representam diferencga significativa entre
médias (teste de Tukey-HSD, p < 0,05). Letras maiusculas diferentes representam diferenca
significativa dos tratamentos em relagcéo ao controle (teste de Dunnett-t; p < 0,05).
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2.3.2 Avaliacdo da Resposta de Forrageiras de A. Opaciceps diante de Extratos
Inter-Especificos de A. Sexdens Sexdens, A. Sexdens Rubropilosa, A.

Cephalotes E Acromyrmex Subterraneus Subterraneus

Extratos obtidos das glandulas de veneno de forrageiras de diferentes
espécies de formigas cortadeiras eliciaram diferentes respostas em forrageiras de A.
opaciceps (Tabela 4). Os resultados indicaram que, estatisticamente, existe
similaridade (p=0,05) de resposta desta espécie em relagdo ao extrato de glandulas
de veneno de forrageiras de Acromyrmex subterraneus subterraneus. Por outro lado,
apesar de forrageiras de A. opaciceps seguirem a trilha do extrato de glandulas de
veneno de A. cephalotes, A. sexdens sexdens e A. sexdens rubropilosa, a mesma
diferiu significativamente para estas espécies (p<0,05). O tratamento controle

(hexano) nao eliciou resposta em nenhum dos bioensaios realizados (p=0,05).

Tabela 4 — Respostas das formigas casta forrageira da espécie Atta opaciceps
submetidas extratos de glandulas de veneno de diferentes espécies de
formigas cortadeiras.

Numero de arcos seguidos por forrageiras de A.
opaciceps expostas aos extratos por um periodo

Espécies (extratos) de 10 min (Média + D.P.)
Hexano (controle) 0.00+0.0aA
A. opaciceps 260.00£ 44,3 bC
A. cephalotes 155.00+ 27,8 bB
A. sexdens sexdens 10.00+ 12,7 bA
A. sexdens rubropilosa 10.00+ 12,7 bA
Acromyrmex subterraneus subterraneus 226.00+ 24,6 bC

Fonte: Autor, 2011.

Nota: Em uma mesma coluna, letras minusculas diferentes representam diferencga significativa entre
médias (teste de Tukey-HSD, p < 0,05). Letras maiusculas diferentes representam diferenca
significativa dos tratamentos em relagao ao controle (teste de Dunnett-t, p < 0,05).
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2.3.3 Analises Quimicas dos Extratos Hexanicos de Glandulas de Veneno de A.

Opaciceps

Analises quimicas dos extratos hexanicos de glandulas de veneno de
forrageiras de A. opaciceps (4 glandulas/100uL) por Cromatografia Gasosa acoplada
a Espectrometria de Massas (CG-EM) empregando a técnica de varredura SCAN
apresentaram baixo limite de deteccdo para os constituintes quimicos presentes
nestes extratos. Deste modo, optou-se pelo emprego da técnica de varredura SIM,

através da qual os ions listados na Tabela 4 foram escaneados e monitorados.

Os resultados apresentados na Figura 3 (A, B e C) demonstraram que apenas
trés compostos nitrogenados: a 2,5-dimetilpirazina (DMP, Figura 3A), o 4-metilpirrol-
2-carboxilato de metila (M4AMPC, Figura 3B) e o 3-etil-2,5-dimetilpirazina (EDMP,
Figura 3C) e, nas concentracdes relativas de 0,11 ng, menos que 0,1 ng (trago) e
7,84 ng respectivamente, estavam presentes nas amostras de extratos de glandulas
de veneno de forrageiras de A. opaciceps, cujos espectros de massa séao

apresentados na Figura 4.

Figura 3A — (I) Cromatograma representativo do extrato da glandula de veneno de
forrageira de Atta opaciceps, apresentando 1=2,5-dimetilpirazina (DMP) e
3= 3-etil-2,5-dimetilpirazina (EDMP). (Il) Fragmentograma caracteristico

para o compostol (Figura 4A).
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Figura 3B — Fragmentograma da 4-metilpirrol-2-carboxilato de metila (M4MPC, Figura
4B) (modo SIM=m/z 139) para a espécie Atta opaciceps.
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Fonte: Autor, 2011.

Figura 3C — Fragmentograma da 3-etil-2,5-dimetilpirazina (EDMP, Figura 4C) (modo
SIM=m/z 136) para a espécie Atta opaciceps.
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Fonte: Autor, 2011.

Figura 4 — Espectros de massa dos compostos pelo método de varredura SIM, onde
cada letra corresponde a: A: 2,5-dimetilpirazina (DMP); B: 4-metilpirrol-2-
carboxilato de metila (M4MPC) e C: 3-etil-2,5-dimetilpirazina (EDMP).

(A)

(Continua)

39

81

108




58

(Continuacéo)

(B)

5

18

Il

ol ’ _‘]||
10 40

) ~ MM A e T T T
M/2 > 50 60 70 80 30 100 110 120 130 140

42 135
J- _N
T H:\
N
56
buiva
5 67 80
121
8
Fegm S— 1T ;”r ,H!IH", .II. i I 1
,,,,,,,, URBRILS SR s woa ey o Do ST |
b{z -> 30 40 50 60 70 8D 90 16‘0 110 120 130 140

Fonte: Autor, 2011.

Além destes, outros compostos foram encontrados nestes extratos pelo
emprego do método de varredura SCAN, os quais estao presentes nos extratos em
maiores propor¢des, como pode ser visto na Figura 5. Estes compostos foram
identificados como hidrocarbonetos de cadeia linear e compostos oxigenados, tais
como: cetonas e ésteres metilicos. Os ftalatos (contaminantes oriundos de pelicula

Parafilm® empregada para selar previamente as ampolas de vidro contendo os
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extratos das glandulas de veneno de forrageiras de A. opaciceps também foram
detectados nos extratos destas glandulas. Com excecdo dos ftalatos, os demais
compostos encontrados no cromatograma possivelmente s&o oriundos da secregéo
da glandula de Dufour, os quais foram possivelmente transferidos para a superficie
da glandula de veneno durante o processo de dissecagado desta glandula, sendo

considerados, portanto, como contaminantes.

Figura 5 — Cromatograma total de ions obtido pela técnica de varredura SCAN para o
extrato da glandula de veneno de Atta opaciceps (linha rosa corresponde a corrida do
branco). O pico de maior abundancia no cromatograma corresponde ao contaminante
ftalato.

(x1,000,000;

50 75 180 135 150 175 200 225 250 215 3do 35 30 ats

Fonte: Autor, 2011.

2.4 Discussao

O comportamento de seguimento de trilha de formigas da casta forrageira de
A. opaciceps foi semelhante ao descrito para as espécies de formigas do género
Atta ja estudadas (RILEY et al., 1974; CROSS et al., 1982; EVERSHED; MORGAN,
1983; BILLEN; BEECKMAN; MORGAN, 1992; BILLEN; MORGAN, 1998; MORGAN
et al.; 2006; FRANCELINO et al., 2006, 2008). Por possuir papel fundamental de
busca de alimento, a casta forrageira exerce papel norteador das demais. Além
disso, existe diferenca na utilizagao de trilha por operarias coletoras e nao coletoras
de folhas, elas utilizam primeiramente a trilha quimica e, em seguida, diferengas no
odor ao longo da trilha (MORGAN et al., 2006). Nesse sentido, Schoeters e Billen
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(1990), encontraram diferencas na estrutura da parte secretéria da glandula de

veneno em diferentes castas.

A menor capacidade apresentada pela casta dos soldados em eliciar o
comportamento de trilha pode ser explicada pelo fato de que a principal funcéo
exercida por esta casta € a defesa do formigueiro contra os inimigos naturais. De
maneira analoga, a inércia apresentada pelas formigas da casta jardineira em
responder ao recrutamento para trilha, deve-se ao fato de que as atividades desta
casta estarem restritas ao interior do formigueiro, visto que, elas cultivam e cuidam
do jardim de fungos para alimentar o conjunto do formigueiro. Estes resultados estédo
coerentes com o que afirmou Mariconi (1970) para os papéis das castas de A.

capiguara.

Quando as forrageiras de A. opaciceps foram submetidas a extratos de castas
de forrageiras pertencentes a espécie Acromyrmex subterraneus subterraneus e A.
cephalotes, A. sexdens sexdens e A. sexdens rubropilosa, observou-se diferentes
intensidades de respostas aos comportamentos de trilha eliciados pelos extratos de
glandulas de veneno de forrageiras destas espécies. Uma explicagdo para estes
resultados encontra-se na diferengca de composi¢cao quimica dos feromonios de trilha
de Acromyrmex subterraneus subterraneus, A. cephalotes, A. sexdens sexdens e A.
sexdens rubropilosa. Na secrecdo da glandula de veneno de forrageiras de
Acromyrmex subterraneus subterraneus , Do Nascimento et al.,(1994) identificaram
o éster 4-metilpirrol-2-carboxilato de metila (M4AMPC), na proporcédo de 1.2 ng/
formiga, como o feroménio de trilha desta espécie e, em bioensaios de ftrilha
conduzidos em laboratério, demonstraram a atividade deste composto em eliciar o
comportamento de trilha em forrageiras desta espécie. Além disso, estes autores
observaram que, as alquilpirazinas 2,5-dimetilpirazina (DMP), 2,3,5-trimetilpirazina
(TMP) e 3-etil-2,5-dimetilpirazina (EDMP), n&do potencializaram a resposta de
recrutamento para trilha quando foram misturadas ao M4MPC, em diferentes

proporcdes e combinacgoes.

A composicdo quimica do ferombnio de trilha em Atta spp. esta bem
determinada como sendo basicamente composta de 4-metilpirrol-2-carboxilato de
metila (MAMPC) ou 3-etil-2,5-dimetilpirazina (EDMP) (TUMLINSON et al., 1971;
RILEY et al, 1974; CROSS et al., 1979; HOLLDOBLER; WILSON, 1990;
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EVERSHED; MORGAN, 1983; DO NASCIMENTO et al.,, 1994; MORGAN et al.,
2006). As diferencas entre espécies ocorrem somente a niveis proporcionais. Para
as espécies A. cephalotes e A. texana, por exemplo, a substancia M4MPC foi
identificada como o feroménio de trilha (RILEY et al., 1974; TUMLINSON et al.,
1971, 1972). No entanto, para a espécie A. sexdens rubropilosa, o composto EDMP
foi identificado como eliciador de recrutamento para trilha (CROSS et al., 1979) e
uma mistura das substancias EDMP e M4MPC na proporcao de 14:1 foi identificada

como responsavel pelo comportamento de trilha de forrageiras desta espécie.

Os resultados obtidos nos bioensaios demonstraram que forrageiras de A.
opaciceps nao discriminam os extratos de glandulas de veneno de forrageiras de
sua espécie e de Acromyrmex subterraneus subterraneus. Por sua vez, existe uma
diferenca significativa na resposta de A. opaciceps frente ao extrato de A.
cephalotes, A. sexdens sexdens e A. sexdens rubropilosa. Isto sugere a
possibilidade de semelhangca na composi¢ao quimica do feromdnio de trilha destas
duas espécies (A. opaciceps e A. subterraneus subterraneus) de modo que, uma
vez confirmadas, estas informagdes podem contribuir para uma estratégia de

controle efetiva para ambas.

Deste modo, os resultados das analises quimicas dos extratos das glandulas
de veneno de forrageiras de A. opaciceps demonstraram que uma mistura de trés
compostos nitrogenados: DMP, EDMP e M4AMPC estao presentes na secregéo desta
glandula, os quais ja foram reportados como componentes dos feroménios de trilha
de vaérias espécies de formigas cortadeiras (TUMLINSON et al., 1971; RILEY et al.,
1974; CROSS et al., 1979; HOLLDOBLER; WILSON, 1990; EVERSHED; MORGAN,
1983; DO NASCIMENTO et al.,, 1994; MORGAN et al.,, 2006). Entretanto, a
evidéncia de que a resposta comportamental exibida por forrageiras de A. opaciceps
frente ao extrato de forrageiras de Acromyrmex subterraneus subterraneus é
semelhante ao comportamento apresentado diante do extratos de forrageiras da
mesma espécie, aponta a substancia MAMPC como o feroménio de trilha de A.
opaciceps. Assim, a sintese deste composto se faz necessaria para que, em
bioensaios subsequentes a sua atividade biolégica como eliciador de
comportamento de trilha em A. opaciceps possa ser totalmente comprovada,

inclusive com relagdo as concentracdes efetivas deste composto.
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As informagdes contidas neste estudo contribuem para elucidar o complexo
mecanismo de comunicagcdo de trilha existente entre espécies de formigas
cortadeiras em relacdo as diferengas existentes entre castas e entre espécies,
principalmente no que diz respeito a A. opaciceps, para a qual existem estudos
relacionados somente ao comportamento de alarme (FRANCELINO et al., 2006,
2008).

2.5 Conclusdes

1. A casta forrageira da espécie A. opaciceps € a responsavel pelo eliciamento
do comportamento de trilha das demais castas e possui a propriedade de
perceber de maneira mais eficiente o seu préprio feroménio de trilha;

2. Forrageiras de A. opaciceps sao capazes de distinguir seu feroménio em
relacdo aquele de forrageiras inter-especificas, especialmente de A. sexdens
sexdens;

3. Forrageiras de A. opaciceps respondem de modo similar a extratos de sua
espécie como também para as forrageiras Acromyrmex subterraneus
subterraneus, sugerindo similaridade de composi¢cdo entre as mesmas em
relagado ao feromonio de trilha;

4. O feromdnio de trilha de A. opaciceps possui compostos nitrogenados em sua
composicao, dentre os quais, o MAMPC, identificado como feromdnio de trilha

de Acromyrmex subterraneus subterraneus.
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CAPITULO 3 — POLIETISMO E RECONHECIMENTO INTRA-ESPECIFICO
DO FEROMONIO DE MARCACAO DE TERRITORIO DE

Atta opaciceps
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RESUMO

A comunicacgao quimica € um dos principais meios de comunicacao utilizados pelos
insetos sociais, tais como as formigas cortadeiras, as quais possuem uma complexa
divisdo morfologica subdividida em castas. Neste contexto, o comportamento de
marcagao de territorio de Atta opaciceps foi investigado, sob condi¢gdes de
laboratério, a fim de elucidar a relacdo entre 0 mesmo e as diferentes castas desta
espécie. Formigas foram coletadas em ninhos existentes no campus A.C. Simdes,
da Universidade Federal de Alagoas e os extratos preparados a partir da dissecagéo
da regiao abdominal, com retirada da glandula de Dufour seguida de maceracgéo da
mesma em hexano (10 glandulas/100uL). Os bioensaios foram realizados sob
condigdes de laboratério (24+2°C e 70£10% U.R.) em arena de vidro (14,8cm x
30cm x 30cm), onde 5 formigas foram liberadas e observadas durante 10 minutos
com 10 repetigdes/bioensaio. Os mesmos foram divididos da seguinte forma: i)
quatro castas de formigas de A. opaciceps foram submetidas ao extrato da casta
forrageira; ii) formigas de A. opaciceps pertencentes a casta forrageira foram
submetidas a extratos de mesma e de outras castas. As variaveis analisadas foram
as seguintes: toque na fonte de odor e toque entre si e as médias obtidas foram
analisadas por testes paramétricos e nao-paramétricos, sendo utilizado o testes de
Levene e Lilliefors para verificagdo da homogeneidade e normalidade,
respectivamente. As comparagdes das médias foram feitas por ANOVA, seguida
pelos testes de Kruskal Wallis, Dunnet C e Dunnet T e pelo teste de Tukey HSD
(p<0.05). Os resultados demonstraram que extratos da casta forrageira eliciaram
respostas comportamentais significativas em relacdo as demais castas. Além disso,
observou-se que o extrato de todas as castas pode eliciar comportamento na casta
forrageira, com a resposta para extratos de operarias de sua propria casta diferindo
das demais. Pode-se concluir, portanto, que em Atta opaciceps a casta forrageira é
a responsavel pelo eliciamento de respostas de marcacio de territério nas demais
castas detectando de maneira mais eficiente, o seu préprio feroménio.

Palavras-chave: Formigas cortadeiras. Feroménio de marcagcédo de territério.

Polietismo.
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ABSTRACT

The territorial behaviour of the various castes of ants Atta opaciceps, was
investigated under laboratory conditions. The ants were collected in the field nests
and the extracts were prepared from the abdominal dissection, removing the Dufour
gland followed by soaking in hexane. The tests were divided into two experiments:
first, four varieties of ants in A. opaciceps extracts were subjected to foragers caste.
In the second experiment, ants of A. opaciceps to the forager caste extracts were
subjected to the same and other castes. In the first experiment, extracts of foragers
elicited significant behavioral responses when compared with other castes. In the
second, we observed that the extract of all castes can elicit behavior of foragers, with
the response to extracts of their own caste of differing from the others. The results
suggest that forager of A. opaciceps are responsible for eliciting territorial behaviour
in the other castes and detected more efficiently, its own pheromone.

Key-Words: Leaf-cutting ants. Territorial marking pheromone. Polietism.
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3.1 Importancia das Formigas Cortadeiras

As formigas cortadeiras do género Atta (sauvas) sdo consideradas herbivoros
altamente generalistas, atacando uma grande variedade de espécies de plantas de
diversas familias (CHERRETT; POWELL; STRADLING, 1989), coletando mais
vegetacdo do que qualquer outro grupo de herbivoros dominantes nas florestas
tropicais (HOLLDOBLER; WILSON, 1990). Existem ha 50 milhdes de anos no
continente americano, desde o sul dos Estados Unidos até o centro da Argentina
(MARICONI, 1970; HOLLDOBLER; WILSON, 1990). A dominancia deste género
resulta da interagcdo metabdlica com fungos simbiontes, estabelecida durante
milhdes de anos de co-evolugdo. (BASS; CHERRET, 1995; NORTH; JACKSON;
HOWSE, 1997).

3.2 Polietismo e a Divisao Social do Trabalho

Dentro da sociedade das formigas existe uma evidente diferenciacdo de
comportamentos quanto a divisdo do trabalho, fendmeno este denominado de
polietismo (SUDD, 1967). Deve-se entender também outro fendmeno adjacente, o
aloetismo, que é um fenbmeno comparavel das respostas comportamentais, no qual
a probabilidade de desempenho de uma tarefa especifica existe em fungcédo do
tamanho do corpo da operaria. O aloetismo se intensifica quando as operarias estao
envolvidas no forrageamento e processamento vegetal para a obtengao e geragéo
de recursos alimentares (WILSON, 1980, 1983).

Operarias de Atta exibem uma variagdo em massa a qual € uma das mais
conhecidas em formigas e as mesmas segundo Wilson (1980) sao classificadas em
castas menores, médias, maiores e soldados dependendo do tamanho da capsula
cefalica. Estes aspectos morfolégicos s&o considerados uma adaptagdo que facilita
sua distribuicdo e divisdo de trabalho (HOLLDOBLER; WILSON, 1990).

3.3 Feroménio de Marcacgéo de Territério

A comunicacao quimica € um dos principais meios de comunicacao utilizados

pelos insetos sociais. Dentre os sinais quimicos empregados por eles encontram-se
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os ferombnios de marcacao de territério, que sao amplamente utilizados entre as
formigas cortadeiras, as quais marcam e reconhecem seu préprio territorio

garantindo a coldnia o alimento e a defesa (SALZEMAN et al., 1992).

O comportamento de marcacao de territério de formigas cortadeiras & parte
de um complexo sistema de defesa de recursos alimentares e do ninho.
(WHITEHOUSE; JAFFE, 1996). O processamento da informagdo referente ao
estimulo de odor pelas operarias esta relacionado a sua neuroanatomia e isto
provavelmente resulta em diferentes comportamentos guiados pelo olfato
(KLEINEIDAM et al., 2005). Do ponto de vista genotipico, as operarias diferem em
sua propensao para se engajar em uma tarefa particular (WADDINGTON et al.,
2010). Fenotipicamente, a evidéncia morfolégica de efeito genético tem sido
encontrada em diversas formigas com individuos diferindo de acordo com a sua
funcdo dentro da colénia (HUGHES et al., 2003; JAFFE et al., 2007; WADDINGTON
et al., 2010).

Formigas que encontram um substrato avangam pouco a pouco encostando
seu gaster (porgdo terminal do abddébmen) no mesmo em um comportamento
considerado como marcagao de territério. Em territérios virgens, a operaria que
explora a area pela primeira vez, demonstra uma pequena, porém significante
vantagem sobre operarias de outras espécies. Esta vantagem é mantida somente se
a formiga retornar ao ninho marcando o territério. Um intruso sobre um territorio
marcado adota caracteristicas submissas de postura quando encontra uma operaria
residente, demonstrando a existéncia de um efeito intimidante (SALZEMAN; JAFFE,
1990).

O valor adaptativo do ferombénio de marcagdo de territorio em formigas
cortadeiras foi investigado através do estudo de Atta laevigata em plantagdes de
eucalipto. Operarias secretaram um feromonio colénia-especifico em torno dos seus
ninhos e ao longo das suas trilhas-tronco. O reconhecimento de territério dependia
simultaneamente de estimulos visuais e quimicos, que levavam as operarias a se
orientarem em direcado ao ninho do qual elas sairam. Os autores sugeriram uma
dupla funcdo do feroménio de marcacdo de territério: repeléncia de intrusos
provenientes de outras colbnias e orientacdo de operarias para localizacdo de seus
ninhos (SALZEMAN; JAFFE, 1990).
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Estudos etoldgicos realizados com A. laevigata evidenciaram a participagao
das secrecdes da glandula de Dufour na marcacao de territério (SALZEMAN et
al.,1992). Os principais componentes produzidos por essa gléandula sédo alcenos e
alcanos (VILELA; DELLA LUCIA, 1993). Quatro compostos foram relatados como
componentes do feromdnio de marcagao de territério de formigas cortadeiras: (Z)-9-
tricoseno, (Z)-9-nonadeceno, 8,11-nonadecadieno e n-heptadecano (EVERSHED;
MORGAN, 1981).

3.4  Objetivos Especificos

1. Esclarecer o comportamento de A. opaciceps quanto a especificidade do
comportamento de marcacao de territorio verificando como as diversas castas
respondem a diferentes extratos intra-especificos sob condi¢gdes de
laboratorio.

2. Conhecer a casta responsavel pelo eliciamento do comportamento de
marcacao de territério em diferentes castas de A. opaciceps.

3. Identificar a casta responsavel pelo reconhecimento do feroménio de

marcagao de territério entre as castas de A. opaciceps.
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4 MATERIAL E METODOS
41 Coletade Insetos

As formigas de Atta opaciceps, foram coletadas em ninhos localizados no
Campus Aristoteles Calazans Simbes da Universidade Federal de Alagoas, sempre

no mesmo horario entre 08 e 10 horas.

Durante o experimento, os ninhos selecionados foram protegidos da aplicagao
de iscas toxicas, presenga de coivaras (fogo), escavagdes no entorno, dentre outras
perturbagdes. Assim, as formigas foram coletadas, com auxilio de pingas
entomoldgicas limpas, tanto na entrada do ninho como também nas suas trilhas de
forrageamento, de maneira cuidadosa, evitando assim a liberagdo excessiva de

compostos volateis pelas mesmas.

Em seguida, os espécimes foram acondicionados em caixa de acrilico (20 cm
altura x 50 cm comprimento x 30 cm largura) forrada com folhagem. Posteriormente,
foram levadas ao laboratério para serem imediatamente empregados na preparagéao

dos extratos e nos bioensaios.

4.2 Identificacdo da Espécie

A identificacdo da espécie de formiga cortadeira Atta opaciceps foi realizada
pelo Dr. Jacques H. C. Delabie do Laboratério de Mirmecologia - CEPEC/CEPLAC -
Itabuna-Bahia, o qual utilizando-se de caracteres morfoldgicos tais como: estrutura
da capsula cefélica, coloragdao e pélos do gaster, espinhos e lobos occipitais
(FRANCELINO et al.,2006).

4.3 Preparacéo dos Extratos

A regido abdominal de formigas foi dissecada, com auxilio de pingas, sob
microscopio estereoscopio (Wild Leica M3B). Apos a extragcdo da glandula de
Dufour, os extratos foram obtidos através da maceracdo das mesmas em hexano

HPLC. Foram utilizadas 10 glandulas de Dufour para cada 100 uL de hexano HPLC.
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Os extratos preparados foram acondicionados em ampolas de 2 mL, sendo seladas
e etiquetadas e colocados em freezer a temperatura constante de - 4° C.

4.4  Preparacao dos Discos de Papel de Filtro

Os discos de papel de filtro (Watman® n°01) (Figura 1) com peso equivalente
a 30+4mg/cm? de 20 mm de diametro foram confeccionados e esterilizados em
autoclave por 15 minutos, a 121° C. A capacidade de saturacdo em cada disco com

amostras foi de 20uL.

Figura 1 — Discos de papel de filtro

Fonte: Autor, 2010.

45 Bioensaios

Todos os bionsaios foram realizados em uma sala climatizada com
temperatura média de 24+2°C e 70+10% de umidade relativa do ar, localizada no
Laboratério de Ecologia Quimica, do Instituto de Quimica e Biotecnologia, da
Universidade Federal de Alagoas, entre 10 e 11 horas da manha no periodo de
janeiro a abril de 2010. Durante os bioensaios foi utilizada uma lampada vermelha
de 15 W para facilitar as observacbes, uma vez que os insetos, tais como as
formigas ndo sao capazes de enxergar nesse comprimento de onda e deste modo

nao foram influenciados pela luz.



74

Figura 2 — Arena de vidro.

Fonte: Autor, 2010.

As observagdes ocorreram em arena (14,8 cm x 30 cm x 30 cm) (Figura 2),
contendo no seu interior, um disco de papel de filtro (20mmg) impregnado com 10uL
(1IE) de cada extrato (tratamento). O inicio de um bioensaio ocorria apds a liberagao
de 5 formigas na arena, onde permaneciam durante 10 minutos. Logo apds esse
tempo, as formigas eram retiradas, bem como o papel de filtro. A arena era limpa
com algoddo embebido com agua destilada, e uma nova repeticdo se iniciava. A
quantificacdo das respostas foi feita através da observacédo do niumero de vezes que
as formigas exibiam comportamentos caracteristicos de marcagao de territério, ou
seja, toque entre si (Figura 3) e marcacdo da fonte de odor com inclinagdo de
abdémen e toque no disco de papel de filtro com a extremidade final do gaster

(Figuras 4 e 5).
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Figura 3 — Comportamento de toque entre duas formigas da espécie Atta opaciceps

da casta forrageira durante o bioensaio no laboratério.

Fonte: Autor, 2010.

Figura 4 — Marcacdo da fonte de odor (papel de filtro impregnado com extrato)
inclinacdo de abddémen e com a extremidade final do gaster de uma
formiga da espécie Atta opaciceps da casta forrageira durante bioensaio.

Fonte: Autor, 2010.
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Figura 5 — Desenho esquematico da formiga da espécie Oecophilla longinoda
tocando o terminal do gaster sobre a superficie

Fonte: Holldobler; Wilson, 1990.
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5 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISES ESTATISTICAS

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado. Os bioensaios foram
realizados em duas etapas: na primeira, formigas da casta forrageira foram
submetidas a extratos das diferentes castas, inclusive a propria e na segunda,
formigas de todas as castas foram submetidas ao extrato de forrageiras. Além disso,
foram testadas formigas com disco impregnado com hexano (tratamento-controle) e
com o disco limpo (tratamento-testemunha). As variaveis analisadas foram os

comportamentos de marcacgao da fonte de odor (papel) e toque de formigas entre si.

Foram observados os pressupostos paramétricos quanto a homogeneidade
das variancias dos residuos (p=0,05) pelo teste de Levene e a normalidade dos
mesmos pelo teste de Lilliefors (p=0,05). Os dados foram analisados utilizando-se os
testes paramétricos F de Snedecor, Dunnett-t, Dunnett-C, Tukey-HSD e o teste nao-
paramétrico de Kruskal-Wallis (p<0,05). Sendo que a segunda etapa obedeceu a um
esquema fatorial 3x4 (3 tratamentos: extrato de forrageira, controle e branco e 4
castas: jardineiras, generalistas, forrageiras, soldados), perfazendo 12 tratamentos,

com 10 repetigdes para cada tratamento, sendo a parcela constituida por 5 formigas.
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6 RESULTADOS

6.1 Descricdo do Comportamento de Marcacéao de Territorio de A. opaciceps

A introdugao do papel de filtro impregnado com extratos coespecificos alterou
significativamente o comportamento das diferentes castas de formigas de A.
opaciceps que passaram a caminhar na arena. Durante os bioensaios ocorreu um
aumento de movimentacgao e toques nas paredes da arena. Alguns comportamentos
foram repetidos com freqiéncia, como toque de formigas entre si e marcagao da
fonte de odor, enquanto que outros tipos de comportamento, tais como a antenacgéao
de formigas ao redor da fonte aparente do odor, aglomeragdo e inclinagcdo de

abdémen também foram observados, porém, esporadicamente.

6.2 Avaliacdo do Comportamento de Marcacao de Territério de Forrageiras

de A.opaciceps

Observou-se que a resposta da casta forrageira para o comportamento de
marcagao na fonte de odor e toque entre si, foi altamente significativa (p<0,01) e
nao-significativa (p=0,05), respectivamente. De acordo com a Tabela 1, a analise
comparativa do comportamento de toque entre si mostrou que nao houve diferenca
(p=0,05) na resposta da casta forrageira para as demais castas. Além disso,
observou-se que n&o houve diferenga significativa (p=0,05) de resposta em relagéo

ao tratamento controle.
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Tabela 1 — Respostas médias de marcacéo de territdrio (comportamento de toque
entre si) de forrageiras de Atta opaciceps para diferentes castas, ao
tratamento controle (hexano) e a testemunha (branco)

Tratamentos Toque entre si*
(Extratos) (MédiatDP)
Hexano puro 24,2+1,46 aA
Jardineira 25,412,54 aA
Generalista 24,643,54 aA
Forrageira 31,4+1,69 aA
Soldado 26,2+2,47 aA
Branco 23,4+1,16 aA

Fonte: Autor, 2011.
Nota:*Letras minusculas e mailusculas nas colunas indicam, respectivamente, diferenga significativa
através do teste de Tukey-HSD (P<0,05) e em relagédo ao controle pelo teste de Dunnett-t (P<0,05).

A Tabela 2 mostra a analise comparativa, do comportamento de marcacéo na
fonte de odor, demonstrou que houve diferenga significativa (p<0,05) da resposta de
forrageiras, com melhor resposta para o extrato de sua propria casta em relagéo aos

demais tratamentos e ao controle (p<0,05).
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Tabela 2 — Respostas médias de marcacéo de territério (comportamento de toque na
fonte de odor) de forrageiras de Atta opaciceps para diferentes castas, ao
tratamento controle (hexano) e a testemunha (branco)

Tratamentos Toque na fonte*
(Extratos) (MédiatDP)
Hexano puro 0,0+£0,0 aA
Jardineira 0,0+0,0 aA
Generalista 0,8+0,48 aA
Forrageira 4,8+1,74 bB
Soldado 0,0+0,0 aA
Branco 0,0+0,0 aA

Fonte: Autor, 2011.
Nota: *Letras minusculas e maiusculas nas colunas indicam, respectivamente, diferenca significativa
através do teste de Kruskal-Wallis (P<0,05) e em relagédo ao controle pelo teste de Dunnett-C

(P<0,05).

6.3 Avaliacdo do Comportamento de Marcacédo de Territorio de Diferentes

Castas de A. opaciceps

A resposta das castas apresentou diferenca significativa (p<0,05) de modo
que, como mostra a Tabela 3, para o comportamento de toque entre si as formigas
forrageiras apresentaram melhor resposta diante do extrato proveniente de sua
propria casta (p<0,05) e em relag&o ao controle (p<0,05). De modo geral, as demais

respostas foram variaveis em relagao a significancia estatistica.
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Tabela 3 — Valores de marcacao de territério (comportamento de toque entre si) de
formigas de Atta opaciceps de diferentes castas (casta 1: Jardineiras,
casta 2: generalistas, casta 3: forrageiras, casta 4: soldados) submetidas
ao extrato de forrageiras (tratamento 1), ao hexano (tratamento 2-controle)
e ao disco limpo (tratamento 3-testemunha)

Fatores

Tratamento x Casta

Variaveis

(MédiaDP)

Toque entre si'

(forrageiras x jardineiras)
(forrageiras x generalistas)
(forrageiras x forrageiras)
(forrageiras x soldados)
(hexano x jardineiras)
(hexano x generalistas)
(hexano x forrageiras)
(hexano x soldados)
(disco limpo x jardineiras)
(disco limpo x generalistas)
(disco limpo x forrageiras)

(disco limpo x soldados)

16,6 £+ 1,8 cB
17,0+ 1,1¢cB
314+1,7aB
6,6+1,7eB
24,2 +1,5bA
21,2+ 1,3bA
15,6 £2,0 cA
13,4 +1,2dA
23,4+ 1,1 bA
23,2+ 1,0 bA
17,0+ 1,8 cA

12,4 £0,7 dA

Fonte: Autor, 2011.

Nota: 'Letras mintsculas e maitisculas diferentes nas colunas indicam, respectivamente, diferenga
significativa entre os tratamentos através do teste de Tukey-HSD (P<0,05) e em relagédo ao controle

pelo teste de Dunnett-t (P<0,05).



82

Na avaliacdo do comportamento de toque na fonte (Tabela 4), houve
diferenga significativa de resposta (p<0,05); porém, neste caso, a casta forrageira
respondeu de maneira similar a casta generalista apesar de a primeira ser
numericamente maior. Ambas apresentaram melhor resposta, diferindo
estatisticamente das demais. Do mesmo modo, houve diferenga significativa em
relagdo ao controle, onde ndo foram constatadas respostas para este tratamento,

bem como para o tratamento-testemunha (p<0,05).

Tabela 4 - Valores de marcacdo de territério (comportamento de toque na fonte) de
formigas de Atta opaciceps de diferentes castas (casta 1: Jardineiras, casta
2. generalistas, casta 3: forrageiras, casta 4. soldados) submetidas ao
extrato de forrageiras (tratamento 1), ao hexano (tratamento 2-controle) e
ao disco limpo (tratamento 3-testemunha).

Fatores

Tratamento x Casta

Variaveis

(MédiaDP)

Toque na fonte'

(forrageiras x jardineiras) 0,0+£0,0aA
(forrageiras x generalistas) 2,2+0,9bB
(forrageiras x forrageiras) 4,8+1,7bB
(forrageiras x soldados) 0,2+0,2aA
(hexano x jardineiras) 0,0+0,0aA
(hexano x generalistas) 0,0+ 0,0 aA
(hexano x forrageiras) 0,0+ 0,0 aA
(hexano x soldados) 0,0+ 0,0 aA
(disco limpo x jardineiras) 0,0+ 0,0 aA
(disco limpo x generalistas) 0,0+ 0,0 aA
(disco limpo x forrageiras) 0,0+ 0,0 aA
(disco limpo x soldados) 0,0£ 0,0 aA

Fonte: Autor, 2011.

Nota: 'Letras mintsculas e maitsculas diferentes nas colunas indicam, respectivamente, diferenca
significativa entre os tratamentos através do teste de Kruskal-Wallis (P<0,05) e em relacdo ao

controle pelo teste de Dunnett-C (P<0,05).
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7 DISCUSSAO

Esta é a primeira demonstracdo experimental da evidéncia de feromdnio de
marcacao de territério em A. opaciceps. Os comportamentos exibidos pelas formigas
desta espécie diante dos extratos de individuos coespecificos sao caracteristicos
daqueles correspondentes a reconhecimento e marcacdo de territorio, em A.
sexdens rubropilosa, descrito por Vilela (1983). Nesta espécie, diante de um novo
substrato ou sobre um territério marcado com secrec¢des de outra formiga, a mesma
curva o abdémen ventralmente e a marcacgao de territorio é feita com deposicéo do
feroménio produzido na ponta do gaster. Tais comportamentos também foram
descritos posteriormente para A. cephalotes e A. laevigata (SALZEMAN; JAFFE,
1990; SALZEMAN et al., 1992).

Os autores acima citados evidenciaram que as marcas territoriais tém duas
fungcdes complementares. Uma é claramente antagonistica, para que as formigas
intrusas se tornem submissas, enquanto as residentes em territérios marcados se
mostrem alertadas e agressivas. A segunda funcdo € de orientagdo: operarias da
mesma colénia usam as marcas quimicas para distinguir as varias entradas do
ninho, o que lhes facilita a orientacdo constante para determinada entrada. Além
disso, a espécie estudada no presente trabalho, ndo exibiu somente comportamento
de marcagao e reconhecimento, mas também comportamentos secundarios, tais
como, movimento rapido e antenacdo, que podem ser explicados pelo fato da
antena ser o Orgao olfatério primario da maioria dos insetos e possuir
quimioreceptores que capturam componentes volateis liberados a partir de uma
fonte de odor (GULLAN; CRANSTON, 1994). Desta forma, o reconhecimento e
marcacao de territério permite a formigas cortadeiras como A. opaciceps a garantia
de alimento necessario para a colonia, além da defesa contra intrusos incluindo em

alguns casos, além da area ao redor do ninho, as trilhas-tronco.

Ficou evidente que a fungcdo da casta forrageira € muito importante nesse
processo de reconhecimento e marcagao. Tanto na emissao quanto na recepcéo do
ferombnio, esta casta é responsavel pelo maior eliciamento de resposta em
operarias de outras castas bem como na eficiéncia da resposta ao seu proprio
feroménio. Neste sentido, segundo Whitehouse e Jaffé (1996), o comportamento

territorial de formigas cortadeiras é parte de um sistema complexo de defesa dos
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seus recursos. Nesse sistema, a defesa de um recurso, por exemplo, o material de
forrageamento, pode evoluir para a defesa de outro, isto &, do ninho propriamente
dito. O recrutamento de operarias maiores esta associado a marcagéo quimica (por
meio das secregdes das glandulas de Dufour) além de ameacgas coespecificas e
interespecificas. Consequentemente, castas como as forrageiras desempenham
funcdes de recrutamento e defesa. Através de experimentos de campo, concluiu-se
que ocorre diferenciagdo na eficiéncia da regulagdo de comportamentos tais como
os de alarme entre castas coespecificas em A. laevigata (JAFFE, 1987;
WHITEHOUSE; JAFFE, 1995). Observagbes similares foram descritas para A.
capiguara (HUGHES; GOULSON, 2001).

A participacao das secregdes da glandula de Dufour na marcacgao territorial foi
evidenciada em A. laevigata (SALZEMAN et al., 1992). Os principais componentes
dessa glandula nessa espécie sao alcenos e alcanos. O (Z)-9-tricoseno, o (Z)-9-
nonadeceno, o 8,11-nonadecadieno e o n-heptadeceno foram encontrados em
formigas cortadeiras provenientes de territérios marcados naturalmente
(EVERSEHD; MORGAN, 1980, 1981). Desses compostos, apenas o 8,11-
nonadecadieno (JAFFE; BAZIRE-BENAZET; HOWSE, 1979) e o (Z)-9-nonadeceno
(VILELA, 1983) foram, até o presente, relacionados como possiveis componentes do

feromdnio de territdério em espécies de Atta.
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8 CONCLUSOES

Em formigas cortadeiras da espécie A. opaciceps a casta forrageira, € a
responsavel pela marcagdo do territério do ninho. Esta consegue através do seu

feromédnio eliciar todas as outras castas quanto a marcacgao de territorio.

A casta forrageira também é a casta determinante do reconhecimento do

préprio feromdnio e das demais castas.
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9 CONCLUSAO GERAL

O presente trabalho permitiu concluir, de modo geral, que o sistema de
comunicagédo de Atta opaciceps € regulado de acordo com a fungéo atribuida as
suas castas morfolégicas. Deste modo, a casta forrageira é a responsavel pelo
eliciamento do comportamento de trilha e marcagao de territorio além de perceber
ambos de maneira mais eficiente e, em relacdo as outras castas. Por sua vez, a
composi¢cao quimica do feromdnio de trilha assemelha-se a de outras espécies. De
modo que, 0 mesmo possui compostos nitrogenados, tais como M4MPC,

identificado como feroménio de trilha de Acromyrmex subterraneus subterraneus.
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