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RESUMO
As formigas sdo himendépteros muito diversificados e geograficamente difundidos. Elas séo insetos sociais
e sua comunicacdo é baseada em sinais quimicos. Dentro do grupo de semioquimicos que regulam o
forrageamento estdo os feromdnios de rastreamento de trilhas. O objetivo desta revisdo é documentar 0s
principais feromdnios de rastreamento que guiam as formigas até as fontes de alimento. Foi realizada uma
revisdo sistematica com base nas diretrizes PRISMA de pesquisas encontradas no PubMed, Web of
Science e Google Scholar sobre feroménios de trilha. Vinte e seis compostos quimicos foram relatados em
14 espécies de formigas, sendo as principais fontes extratos de corpo inteiro, abdémen e glandulas. A
deteccéo de semioquimicos foi feita por meio de respostas eletrofisiolégicas de himendpteros e métodos
cromatograficos, registrando compostos organicos de cadeia curta e longa (C05-C18). O estudo de
compostos quimicos vestigiais foi realizado em um pequeno nimero de espécies. Esse tipo de pesquisa
tem grande potencial para o controle de formigas invasoras, uma vez que sua distribuicdo tem tido
repercussfes negativas nos ecossistemas e prejuizos econémicos para 0s seres humanos.
Palavras-chave: Cromatografia gasosa-espectrometria de massa, eletroantenografia, glandulas,
bioensaio, trilha.
ABSTRACT

Ants are very diverse hymenopterans with a wide geographical distribution. They are social insects and
their communication is based on chemical signals. Within the group of semiochemicals that regulate the
search for foods are the trail pheromones on the roads. The purpose of this review is to document the main
tracking pheromones on the trails that guide ants to feeding sources. A systematic review was carried out
based on the guidelines of the PRISMA statement of research found in PubMed, Web of Science and
Google Scholar of the pheromones trails. Reported 26 chemical compounds were reported in 14 species of
ants, the main sources of obtaining were extracts of the whole body, abdomen and glands. The detection
of the semiochemicals were electrophysiological responses of Hymenoptera and chromatographic methods,
recording short and long-chain organic compounds (C05-C18). The study of trial chemical compounds has
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been carried out on a small number of species, this type of research has great potential for the control of
invasive ants, since their distribution has had negative repercussions on ecosystems and economic damage
to man.

Keywords: Chromatography-mass spectrometry, electroantennography, glands, bioassay, trail.

INTRODUCAO

Os insetos sao os invertebrados terrestres mais diversos do planeta, com cerca de 30
milhdes de espécies (Stork, 2018). Na ordem Hymenoptera, os mais representativos sao
as abelhas, as vespas e as formigas. As formigas pertencem a familia Formicidae, a
maior da ordem Hymenoptera. S&o insetos de grande diversidade, pois foram
identificadas cerca de 11.000 a 16.000 espécies (26 subfamilias e 428 géneros). Estima-
se que, para cada 10 kg de insetos, 3 a 4 kg sejam formigas (Azhagu et al., 2017; Huber,
2017; Diamé et al., 2018; Vander Meer & Alonso, 2019; Csdsz et al., 2021). Esses
invertebrados sdo de grande relevancia pelos servicos ecossistémicos que prestam na
maioria dos ambientes terrestres onde estabelecem suas col6nias, pois modificam ou
criam habitats para outras espécies, por isso sdo considerados engenheiros do
ecossistema (Leite et al., 2018; Wills & Landis, 2018; De Almeida et al., 2020). As
formigas sdo capazes de decompor e reciclar nutrientes, alterando a estrutura do solo e
o fluxo de energia, coletar e transportar sementes, favorecendo a distribuicado das plantas
(Bologna et al., 2017; Eubanks et al., 2019; Li et al., 2019; Swanson et al., 2019; Jilkova
et al., 2020; Ortiz et al., 2021; Zhong et al., 2021; Ouattara et al., 2021).

Os formiideos sao usados como bioindicadores para estimar a diversidade de outros
taxons, refletir o status de conservacao ou poluicdo dos ecossistemas e a restauracao
ecolégica (Forbes & Northfield, 2017; Tibcherani et al., 2018; Casimiro et al., 2019;
Thurman et al., 2019; Carvalho et al., 2020; Oberprieler & Andersen, 2020; Okrutniak &
Grzes, 2021). Além disso, sdo um importante controle de pragas (Stuber et al., 2021,
Trigos-Peral et al., 2021) e algumas espécies sdo até mesmo usadas para consumo
humano em diferentes estagios de desenvolvimento (estagios imaturos e adultos) (Pino
Moreno & Blasquez, 2021).

As formigas s&o um grupo globalmente dominante e amplamente disperso. Com excegéo
da Antartica e de regides com neve perpétua, as formigas estéo presentes em uma ampla
variedade de habitats; elas séo capazes de colonizar novas areas para sobreviver a
mudancas ambientais e encontrar novos recursos para garantir a reproducdo e a
sobrevivéncia de suas colbnias (Escarraga & Guerrero, 2014; Guénard et al., 2017;
Hakala et al., 2019; Lessard, 2019). A sobrevivéncia, o desenvolvimento, a reproducao e
o forrageamento bem-sucedidos das formigas se devem ao fato de que elas sédo
organismos sociais, onde a divisdo do trabalho é colaborativa, baseada em castas e com
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a plasticidade de mudar de fun¢éo de acordo com o tamanho do corpo e a idade (Cristin
et al., 2020; De Gasperin et al., 2020; Ortiz-Alvarado et al., 2021; O’'Shea-Wheller et al.,
2021).

A comunicacdo das formigas é baseada em tracos quimicos, que podem diferenciar o
odor da colbnia e a identificacdo de congéneres (hidrocarbonetos cuticulares); esses
compostos estado envolvidos em respostas especificas e sdo secretados por glandulas
exocrinas (Kleeberg et al., 2017; Pask et al., 2017; Gordon, 2021). As formigas sdo quase
cegas, mas tém um sistema olfativo muito agudo nas antenas, que sdo equipadas com
quimiorreceptores especializados para captar moléculas de odor transportadas pelo ar,
de modo que a percepcao e a interpretacdo dos odores no cérebro das formigas séao de
importancia vital para sua sobrevivéncia (D’Ettorre et al., 2017; Kleeberg et al., 2017). Os
feromonios coordenam a defesa do ninho (sistema de alarme), o cuidado da rainha e da
ninhada, a imigracao da col6nia, a reproducao, o forrageamento e o recrutamento (Wyatt,
2017; Du et al., 2019; Vander Meer & Alonso, 2019; Ge et al., 2020). Os feromonios de
trilha sdo um dos principais mecanismos de orientagcdo para as fontes de alimento;
guando um forrageador encontra alimento, ele deposita uma trilha de feromoénios ao
retornar ao ninho, incitando o recrutamento de seus companheiros para 0 mesmo
recurso. As forrageiras recrutadas depositam feromonios de trilha adicionais, reforcando
o original; quanto mais abundante e de melhor qualidade for o alimento, maior sera a
concentragdo de feromonio na trilha (Hu et al., 2018; Du et al., 2019; Renyard, 2019;
Kolay et al., 2020).

Ha dois tipos de feromdnios que permitem a comunicacao entre as formigas: primers e
liberadores. Os primeiros estdo associados ao desenvolvimento de comportamentos
fisiol6gicos complexos e de longo prazo, enquanto os Ultimos tém uma resposta
comportamental simples e imediata (Vander Meer & Alonso, 2019). A marcacéao de tracos
quimicos (odor) em trilhas gera uma resposta quase imediata no recrutamento de outras
formigas forrageiras. Os feromoénios excretados sao produzidos por uma glandula (ou
duas em algumas espécies) e, dependendo da familia ou subfamilia em que séo
classificados, podem ser tibiais, pigidiais, procoxais, Dufour, Pavan etc (Hélldobler, 2019;
Billen et al., 2020). Os ferombnios secretados sao uma mistura particular de
hidrocarbonetos cuticulares (HC) ou glandulares, metabdlitos que regulam um
comportamento especifico. Uma das ferramentas mais amplamente usadas para a
identificacdo de metabdlitos € a metaboldmica com abordagens direcionadas e néo
direcionadas. A primeira envolve a andlise de compostos quimicos conhecidos (uso de
padrdes) e a segunda visa encontrar todos 0os compostos possiveis (Ribbenstedt et al.,
2018). Por meio de diferentes técnicas metabolomicas, foram identificados feromonios
que regulam varios comportamentos de insetos sociais, incluindo produtos quimicos
associados ao seguimento de trilhas de diferentes familias e subfamilias de formigas
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(Hefetz, 2019), que sé@o usados para a criagdo de versdes sintéticas como métodos de
controle de espécies invasoras que afetam negativamente as relacbes tréficas de
ecossistemas, culturas agricolas e estruturas arquitetbnicas com diferentes usos para
humanos (Angulo et al., 2022; Chen et al., 2020; Tay et al., 2020). Atualmente, varios
artigos de revisdo relatam os compostos quimicos usados pelas formigas como um
sistema de orientacdo para fontes de alimentos (Morgan, 2009; Cerda et al., 2014; Fox &
Adams, 2022), no entanto, essas contribuigcdes ndo especificam a metodologia usada na
busca de fontes e os critérios de qualidade para seleciona-las e inclui-las em suas
pesquisas, por isso é necessario realizar uma revisdo dos semioquimicos relatados em
formigas, pois sdo informagdes essenciais para o desenvolvimento de estudos com
formigas no México. Para garantir que uma revisdo seja reproduzivel, precisa e
transparente, existe a declaragdo PRISMA, que tem sido aplicada em uma ampla
variedade de disciplinas para realizar revisdes tematicas (Page et al., 2021), mas ndo ha
precedentes de seu uso para relatar informacfes sobre semioquimicos relatados em
formigas. A declaracdo PRISMA € um conjunto de diretrizes para a realizagcdo de uma
revisdo sistematica, que € uma sintese rigorosa do conhecimento para identificar,
peneirar, selecionar e analisar criticamente as pesquisas mais relevantes sobre um topico
especifico e inclui-las na revisdo (Rethlefsen et al., 2021; Sarkis-Onofre et al., 2021).
Nesse sentido, 0 objetivo da presente revisdo é documentar os principais feroménios
seguidores de trilhas, como um sistema de orientacao para fontes de alimentos, relatados
nos ultimos sete anos, e identificar as diferentes técnicas para sua sintese quimica e os
métodos para avaliar sua eficacia.

MATERIAL E METODOS

Nesta pesquisa, foi realizada uma revisao sistematica da literatura cientifica, utilizando
as diretrizes da declaracdo PRISMA (Page et al., 2021), que permite sintetizar, por meio
de uma analise bibliométrica, o estado do conhecimento dos feromdnios associados ao
rastreamento e forrageamento de diferentes espécies de formigas, especificamente
aqueles secretados por glandulas ou outras partes do corpo. A revisdo sisteméatica foi
estruturada em cinco etapas: a) perguntas da revisdo sistematica, b) busca inicial, c)
busca sistemética, d) selecédo de publicacdes (critérios de inclusédo e excluséo), e) analise
de qualidade e avaliacéo critica, que sédo explicadas a seguir:

a) Perguntas da revisao sistematica. A revisao sistematica teve como objetivo abordar
as seguintes questdes de pesquisa:

Em quais espécies de formigas foram relatados feromonios vestigiais nos ultimos sete
anos?

Quais sao os métodos de extracdo de feromobnios e quais partes do corpo foram
analisadas?
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Quais técnicas foram usadas para a deteccdo de compostos quimicos como uma
resposta fisica das formigas?

Quais sdo os métodos de preparacdo de compostos quimicos e/ou feromonais a partir
de tracos?

Quais sdo os compostos que foram identificados nas trilhas de forrageamento das
formigas?

Que projetos experimentais (bioensaios) foram realizados para obter os resultados?

b) Pesquisa inicial. Consistiu em pesquisas iniciais na Web of Since, Scopus, PubMed
e Google Scholar em dezembro de 2021, os termos usados foram a combinacdo de
"Ants" (formigas) e "pheromones trails" (trilhas de ferombnios). Os resultados
identificaram um grande numero de publicacbes, muitas das quais eram duplicatas, ou
outras que ndo eram uteis, pois incluiam estudos etoldgicos sobre reprodutores (rainhas),
ou mesmo pertenciam a outras familias de insetos (por exemplo, cupins, besouros e
aracnideos). Os operadores booleanos OU e E foram usados conforme apropriado para
delimitar as buscas.

c) Pesquisa sistematica. Foi realizada em janeiro de 2022 e incluiu pesquisas de 2017
até o presente. Os termos e o idioma usados, por tipo de mecanismo de busca, foram: i)
Web of Since; (TI=(Ants) OU TI=(Hymenoptera: Formicidae)) E TI=(pheromones trails) E
TI=(trails following). ii) Scopus; TITLE (ants OU "Hymenoptera: Formicidae" E
pheromones E "trails following"). iii) PubMed e Google Scholar; Ants OU (Hymenoptera:
Formicidae) E (pheromones trails) E (Trail-Following). Os termos de pesquisa estavam
em inglés, pois a producao cientifica mais atual sobre feroménios de trilha de formigas
estd em inglés. Esse critério aumentou a visibilidade dos artigos indexados em bancos
de dados internacionais e identificou os resultados com o maior nimero de subfamilias
de Formiidae.

d) Selecao de publicacdes
Critérios de incluséao

Pesquisas que relataram compostos quimicos tracadores em rastros de formigas
obtidos de extratos glandulares e outras partes do corpo (por exemplo, cabeca, térax,
abddémen etc.). Além disso, foram identificadas contribuicbes que realizaram bioensaios
com a aplicacéo de extratos e/ou feromoénios sintéticos. Esses experimentos tinham que
usar atrativos alimentares ou evidenciar o seguimento de trilhas, bem como relatar os
efeitos de viés e/ou design de cada experimento, submetendo-os a um teste
probabilistico.
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A busca incluiu apenas feromoénios de trilha; pesquisas que relataram feromoénios de
alarme (presenca de predadores ou colonias rivais) ou feromonios que regulam a
reproducao da coldnia ndo foram consideradas.

Critérios de exclusao

N&o foram incluidas publicacdes em que 0s bioensaios foram baseados em extratos de
Oleo essencial. Foi dada prioridade a triagem de pesquisas que sintetizaram feromonios
de partes do corpo de formigas ou misturas comerciais. Outro critério de exclusao foram
0s experimentos desenvolvidos para testar relagdes bioldgicas (por exemplo,
mimetismo) com familias de insetos que néo fossem presas de formigas. Por fim, o path
nao deve se basear em modelos matematicos.

e) Analise de qualidade e avaliacdo critica

A qualidade individual dos artigos selecionados foi avaliada considerando-se a selecéo
de casos (numero de col6nias de formigas), os métodos de extracdo de feromdnio, os
projetos e as repeticdes nos bioensaios. ApOs atender a esses critérios, cada artigo foi
lido na integra. Todos eles foram caracterizados pelo uso de desenhos experimentais
que permitiram testes estatisticos e/ou diferentes ajustes de modelos probabilisticos;
em geral, os métodos analiticos (obtencéo de tracos de semioquimicos e/ou
feromonios) podem ser adaptados ou repetidos em outras pesquisas com formigas.

Andlise do grupo funcional

Depois de aplicar a declaracdo PRISMA e identificar os semioquimicos residuais das
formigas, as informacgdes foram classificadas da seguinte forma: a) grupos funcionais
quimicos, b) comprimento da cadeia (niumero de carbonos) e ¢) compostos quimicos.
Com essas informacdes e as frequéncias totais da classificacao, foi realizada uma

RESULTADOS

Um total de 212 fontes contendo as palavras-chave de interesse foram identificadas em
dois bancos de dados e em um mecanismo de busca na Internet. Com essas
informacgdes, foram selecionadas 206 publicacbes, que eram artigos cientificos dos
altimos 7 anos. Apos a exclusdo de duplicatas e a analise de titulos e resumos, 178
registros foram excluidos. Os 25 artigos restantes foram examinados usando 0s critérios
de inclusédo/excluséo, dos quais sete foram escolhidos para a revisao sistematica por
atenderem aos critérios de qualidade e avaliagéo critica (Tabela 1).
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A pesquisa de Chalissery et al. (2021), Chalissery et al. (2019) e Renyard et al. (2019) foi
realizada no Canada, pela Simon Fraser University, Burnaby, BC (Departamento de
Ciéncias Bioldgicas). No estudo de Hamilton et al. (2018), eles obtiveram as amostras
(formigueiros) no Parque Nacional Soberania, Panama, sob a direcdo da Universidade
Estadual de Ohio, Columbus, OH, EUA (Departamento de Evolucéo, Ecologia e Biologia
Organismal). A pesquisa de Nakamura et al. (2019) foi realizada no Instituto de
Tecnologia de Kyoto, Japao (Laboratorio de Entomologia Aplicada). Stringer et al. (2017)
realizaram seu estudo na Nova Zelandia, Instituto da Nova Zelandia (Instituto de Plantas
e Alimentos). Por fim, Xu et al. (2021) obtiveram material biolégico nas provincias de
Guangdong (formigas) e Hebei (pulgbes do algod&do) na China; o desenvolvimento da
pesquisa foi uma colaboracéo entre a Universidade de Hebei e a Universidade Agricola
do Sul da China (entre outras instituigdes).

Tabela 1. Andlise da qualidade dos artigos incluidos nos resultados

Extratos Tratamentos

Tamanh . . Variavel de  Analise
glandulares Bioensaios  1=Tratamentos o
oda ~ ) . resposta estatistica
ou outras 0=Nao esta diferentes e um o = .
amostra O=Qualitativa 0=N&o esta Resultados
. - partes do presente controle .
Referéncia 1=N&o - ) (ordinal) presente O=Incompleto Total
. corpo 1=N&o esta 2=Tratamentos . = .
estéa claro ~ . . 1=Numérica 1=Naoestd  2=Completo
1=N&o esta claro diferentes com .
2=Presen s L. (discreta e/ou claro
claro 2=Esta claro replicacdo e um . _
te continua) 2=Presente
2=Presente controle
Chalissery
etal. (2021) 1 2 2 2 1 2 2 12
Chalissery
2 2 2 2 1 2 2 1
et al. (2019) 3
Hamilton et
al. (2018) 2 2 0 1 1 0 2 8
Nakamura 2 2 2 2 1 2 2 13
et al. (2019)
Renyard et
al. (2019) 2 2 2 2 1 2 2 13
Stringer et
al. (2017) 2 2 2 1 2 2 13
Xu et al.
(2021) 2 2 2 2 1 2 2 13

O resultado da revisao identificou um total de 26 semioquimicos vestigiais de 14 espécies
de formigas, pertencentes as subfamilias Myrmicinae (dez espécies), Formicinae (trés
espécies) e Dolichoderinae (uma espécie) (Tabela 2). As formigas mais estudadas para
a realizagéo dos experimentos foram Camponotus modoc e Linepithema humile (Stringer
et al., 2017; Chalissery et al., 2019).
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Tabela 2. Semioquimicos de tracos e metodologias analiticas na pesquisa sistematica

Fonte(s) Solvente Configuracéa
para usado nos o das vias Andli A
A - X nalise de Feroménios de
Referénc  Espécies obtencdo extratos elou deteccio de tracos Resultados
ia (s) de estruturas etecgao tragos, .
feromani usadas nos feromoénio identificados*.
0s bioensaios
Chalisser ~ Tetramoriu Glandula Diclorometa (i) Estrutura (i) Cromatografia  Methyl 2-methoxy-  As formigas
et al. m de no (DCM) circular gasosa- 6-methylbenzoate  seguiram os
(2021) immigrans veneno e (i) Labirinto eletroantenografi (MMMB) como um  rastros dos
corpo em forma de a (GC-EAD) feromonio extratos
inteiro \% para identificar candidato (HSRE)
(abddémen (iii) Caminho 0s compostos
, torax e de campo mais
cabeca) com duas responsivos nas
tirinhas de antenas.
papel (0° e (ii)
180°) Cromatografia
O DCM foi gasosa-
usado como espectrometria
controle em de massa (GC-
todos os MS) para
experimentos.  analise do(s)
feromdnio(s)
candidato(s).
Chalisser  Distribuicdo  Mistura Pentano Estruturas GC-EAD i) (2S,4R,5S)-2,4- As formigas
etal. simpatrica: sintética circulares de dimethyl-5- seguiram 0s
(2019) i) de seis diferentes hexanolide rastros da
Camponotu  feromonio diametros (“hexanolide”, 6- mistura
s modoc S Em todos os TPB) e 2,4, sintética
ii) Lasius vestigiais experimentos, dimethyl-5- (HSRMS).
niger (6-TPB) o pentano foi hexanolide (EAD)
iii) Myrmica usado como i) 3,4-dihydro-8-
rubra controle hydroxy-3,7-
Distribuicao trimethylisocoumar
alopatrica in (“isocoumarin”,
iv) 6-TPB) e 3,4-
Tetramoriu dihydro-8-hydroxy-
m 3,5,7-
caespitum trimethylisocoumar
V) in (EAD).
Novomesso
r iii) 3-ethyl-2,5-
albisetosus dimethylpyrazine
vi) (6-TPB e EAD).
Linepithem iv) 2,5-
a humile dimethylpyrazine
(6-TPB e EAD)
v) 4-methyl-3-
heptanone (6-TPB
e EAD)
vi) (2)-9-
hexadecenal (6-
TPB e EAD)
Hamilton, Cyphomyrm Cabeca, Metanol Compostos CG-MS i) 2,5-dimethyl-3- Os
etal. ex rimosus mesosso quimicos isoamylpyrazine compostos
(2018) C. salvini ma (térax) comparados a ii) Seis ferombnios  mais
C. costatus e gaster uma amostra vestigiais abundantes
C. muelleri (abddmen filogenética putativos: foram (32,
C. ) (3z, 6E)-a- 6E)-a-7-
longiscapus farnesene, ethylhomofar
(32, 6E)-0-7- nesene e a-
ethylhomofarnese  6-
ne, bishomofarn
a-6-ethyl- esene em
bishomofarnesene trés espécies

i
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Bishomofarnesene  do grupo C.
-2, wheeleri.
Bishomofarnesene
-1, A regido do
Trishomofarnesen ~ mesossomo
e ndo produziu
nenhum
composto
volatil.
Nakamur  Tetramoriu Extrato do  Mistura de Linhas retas GC, GC Methyl 6- HSRE
aetal. m corpo n-hexano e  de vérios preparatério methylsalicylate As formigas
(2019) tsushimae inteiro, éter dietilico comprimentos  acoplado a um escolheram
Emery mesosso (10 e 5cm). detector de com mais
ma da Em todos os condutividade frequéncia o
cabeca, experimentos, térmica e GC- extrato
géster, 0 n-hexano e MS marcado
glandula o] com glandula
de éter dietilico de veneno
veneno, foram usados do que
glandula como controle qualquer um
de dos outros
Dufour, (glandula de
intestino Dufour,
superior e intestino
residuos superior e
do detritos
abddémen abdominais).
Renyard Camponotu  Intestino DCM i) Andaime de (i) GC-EAD para i) 2, 2,4- HSRE
etal. s modoc e metal em uma identificar os dimethylhexanoic Os
(2019) glandula estrutura compostos mais  acid componentes
de circular responsivos nas i) 2,4-dimethyl-5- da glandula
veneno (i) Labirinto antenas e GC- hexanolide de veneno
em"V MS para analise iii) Pentadecane néo
(iii) Labirinto do(s) iv) Dodecanoic causaram
em"Y feromonio(s) acid nenhum
Em todos os candidato(s) v) 3,4-dihydro-8- rastreamento
experimentos, (i) GC-MS para hydroxy-3,5,7-
o DCM foi quantificar a trimethylisocoumar
usado como guantidade de in
controle. componentes do
feromonio
candidato do
intestino
superior
Stringer Linepithem Géster Hexano i) fio de GC-MS (2)-9-hexadecenal HSRE
etal. a humile contendo algodéo (20 O
(2017) 50 ng de cm x 0,33 seguimento
acetato de mm) da trilha foi
dodecila (i) Linha reta mais eficaz
desenhada com sinais
em uma folha fisicos
de papel (corda). O
(iii) Caminhos seguimento
paralelos (1 da trilha foi
cm) ligeiramente
Em todos os melhorado
experimentos, em altas
o etanol 70% concentragée
foi usado s a favor do
como controle vento.
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Y,

Xu et al. Solenopsis Trecho de Hexano (i) Tiras de i) Z,E-a-farnesene i) Os pulgdes
(2021) invicta corpo papel de filtro  Eletroantenogra  E,E-a-farnesene apresentara
inteiro (2 cm) ma (EAG) nas m respostas
colocadas em  antenas de aos extratos
uma placade  Aphis gossypii de todas as
Petri (9 cm). Glover. fracoes.
i) (ii) GC-MS para
Crescimento a andlise do ii) Os
das extrato bruto de semioquimic
populacdes formigas 0s residuais
de pulgdes na  operérias em de S. invita
area foliar das  seis fragoes. suprimem a
mudas de disperséo de
algodédo com A. gossypii.
a aplicacao i) A
de extratos de aplicagéo
formigas. dos extratos
Nos de tracos
experimentos, levou a um
o hexano foi crescimento
usado como mais rapido
controle. da populagéo
de pulgdes
nas mudas
de algodéo.

*Para evitar sinonimia de compostos quimicos residuais, discrepancias e confusdo com os acrénimos usados pelos autores, eles
foram relatados no idioma inglés

O método de obtencdo de semioquimicos traco foi por extratos, usando solventes
organicos de trés grupos quimicos: alcano (CsHiz e CeHi4), éster (C4H100), &lcool
(CH3OH) e um alifatico clorado (CH2Ci2). Com relacao as partes do corpo para a obtengéo
dos semioquimicos, Nakamura et al. (2019), Chalissery et al. (2021) e Xu et al. (2021)
usaram formigas de corpo inteiro. Chalissery et al. (2021) também usaram a glandula de
veneno, enquanto Nakamura et al. (2019) obtiveram extratos do mesossoma da cabeca,
do abdémen, da glandula de veneno e do intestino superior. Da mesma forma, Stringer
et al. (2017) e Hamilton et al. (2018) dissecaram gastropodes (Tabela 2).

O método de deteccéao e resposta eletrofisioldgica usado em formigas foi o GC-EAD em
duas publicagcbes (Chalissery et al., 2021; Chalissery et al., 2019) e o eletroantenograma
(EAG) em Aphis gissypii em uma relacdo mutualistica com Solenopsis invicta (Xu et al.,
2021) (Tabela 2). A preparacao, a producao e a purificacao dos tracos de semioquimicos
(26 no total), em geral, foram feitas por GC-MS. Nos artigos recuperados, as intensidades
de cromatografia gasosa foram analisadas e as moléculas obtidas de extratos de
diferentes partes do corpo das formigas foram identificadas, com excecao de Chalissery
et al. (2019), que usaram EAD para espécies de distribuicdo simpatrica e alopatrica
(Tabela 2).

Identificou-se que todos os autores usaram termos diferentes para nomear 0s
semioquimicos vestigiais, incluindo feromoénios candidatos nas contribui¢cdes de Stringer
etal. (2017), Renyard et al. (2019) e Chalissery et al. (2021); diferentemente de Hamilton
et al. (2018), que usaram feromonios putativos derivados de extratos do género
Cyphomyrmex (Tabela 2).
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A direcdo dos bioensaios foi com estruturas fisicas de varias formas e dimensoes, as
quais foram aplicados compostos quimicos de concentracdes Unicas ou diferentes
(extratos e até mesmo feromonios sintéticos) para simular o seguimento de trilhas em
trilhas com e sem recompensa. Por exemplo, Chalissery et al. (2019) usaram estruturas
circulares, Chalissery et al. (2021) labirintos em forma de V, Renyard et al. (2019)
estrutura circular e labirintos em forma de V e Y. Os outros projetos foram em andaimes
ou passarelas em linha reta, como Nakamura et al. (2019), e até mesmo alguns projetos
hibridos, como Stringer et al. (2017) com fio de algoddo em linha reta e Xu et al. (2021)
gue usaram caminhos retos colocados em placas de Petri (Tabela 2). A reviséo identificou
que as formigas responderam aos compostos quimicos residuais de seus proprios
feromdnios, mas também aos de outras espécies (Chalissery et al., 2019). Nas
metodologias de identificacdo de tragos de volateis, Chalissery et al. (2019), Nakamura
et al. (2019) e Stringer et al. (2017) usaram padrdes comerciais, representando 19 % do
total de compostos quimicos caracterizados (Tabela 3). As pesquisas de Renyard et al.
(2019), Chalissery et al. (2021) e Xu et al. (2021) sintetizaram seus proprios padroes.
Enquanto outros autores os obtiveram externamente de outros pesquisadores ou usaram
padrées comerciais, mas nao forneceram especificagdes de marcas registradas ou
patentes (Tabela 3).

Tabela 3. PadrBes usados para a sintese de compostos quimicos residuais

Referéncia Semioquimicos identificados Padréo
Chalissery et al. (2021) MMMB Padréo interno sintetizado pelos autores

Chalissery et al. (2019)

i) “Hexanolide”
ii) “lsocoumarin”

iii) 3-ethyl-2,5-dimethylpyrazine
iv) 2,5-dimethylpyrazine

V) 4-methyl-3-heptanone

Vi) (2)-9-hexadecenal

i,ii) Sintese de extratos do intestino grosso de
Camponotus modoc (Renyard et al., 2019)

iii) Acros Organics, New Jersey, USA
iv) Aldrich Chem Co. Milwau, USA

v) Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
vi) Sigma-Aldrich

Hamilton et al. (2018)

i) 2,5-dimethyl-3-isoamylpyrazine
Feromonas punitivas de rastro:
i) (32, 6E)-a-farnesene

iii) (32, 6E)-a-7-
ethylhomofarnesene

iv) a-6-ethyl-bishomofarnesene
v) Bishomofarnesene-2

vi) Bishomofarnesene-1

vii) Trishomofarnesene

Comparagéo direta com produtos comerciais*.

Nakamura et al. (2019)

Methyl 6-methylsalicylate

Padréao externo fornecido por Shigeru Matsuyama.
Universidade de Tsukuba, Tsukuba, Japao

Renyard et al. (2019)

i) 2,4-dimethylhexanoic acid

i) 2,4-dimethyl-5-hexanolide
(3,5,6-Trimethyloxan-2-one)
iii) Pentadecane

iv) Dodecanoic acid

v) 3,4-dihydro-8-hydroxy-3,5,7-
trimethylisocoumarin

Padrdes internos conforme sintetizados pelos
autores

Stringer et al. (2017)

(2)-9-hexadecenal

Bedoukian Research, Danbury, CT, USA.

Xu et al. (2021)

Z,E-a-farnesene
E,E-a-farnesene

Padrdes internos sintetizados pelos autores.

* Eles ndo especificam, mas mencionam que as comparagoes iniciais foram feitas com a base de dados de espectros de massa do
NIST, V.2 e espectros publicados na literatura
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O feromonio do grupo funcional amina 3-etil-2,5-dimetilpirazina foi a cadeia mais curta
(C05), usada em experimentos com Myrmca rubra (Chalissery et al., 2019). Em
contrapartida, o hidrocarboneto de cadeia mais longa foi o Trishomofarneseno nos
bioensaios com Cyphomyrmex rimosus e Cyphomyrmex salvini (C18) (Hamilton et al.,
2018) (Figura 1). Os compostos organicos mais usados foram hidrocarbonetos com
cadeias de C12, C15, C16, C17 e C18, representando 34,8 %, seguidos por ésteres
ciclicos e cetonas (C06, C08 e C07, C10) com 13 % (Figura 1).

Acido carboxilico Trishomofarnesene Hidrocarboneto
4.3% Alcano .
&« 4.3% a-6-ethyl-bishomofarnesene Hidrocarboneto
’v’ Bishomofarnesene-2 Hidrocarboneto
)’0 Bishomofarnesene-1 Hidrocarboneto
g‘, (Z2)-9-hexadecenal* Aldeido
:Q“ (32, 6E)-a-7-ethylhomofarnesene Hidrocarboneto
Hidrocarbonetos ?‘ (3Z, 6E)-a-farnesene Hidrocarboneto
34.8% | Pentadecane Alcano
Dodecanoic acid Acido carboxilico
Z E-a-farnesene Hidrocarboneto
5 secs ; E E-a-farnesene Hidrocarboneto
iiiiiii] Cetona 2,5-dimethyl-3-isoamylpyrazine Amina
T MMMB Feno
Ester ciclico “Isocoumarin” Cetona
13.0% 3,4-dihydro-8-hydroxy-3,5,7-trimethylisocoumarin Cetona
methyl 6-methyisalicylate Feno
2,4-dimethylhexanoic acid Ester ciclico
4-methyl-3-heptanone Cetona
2,5-dimethylpyrazine -JIINE
“Hexanolide” JIESEEEEIE
4-dimethyl-5-hexanolide (3,5,6-Trimethyloxan-2-one) -lSSGERsele
3-ethyl-2,5-dimethylpyrazine -JIEIIRE] 1 !

o 9 A% ,OAN0 RS

Comprimento da cadeia (c)

Fonte: Elaboragéo prépria com dados obtidos de artigos analisados com a declaragdo PRISMA
Figura 1. Identificacédo de grupos funcionais de compostos quimicos residuais

Hexanolide" foi relatado para Camponotus modoc (Chalissery et al., 2019; Renyard et al.,
2019), um composto que possivelmente nunca foi relatado para a espécie antes. No
entanto, esse semioquimico foi identificado em outras espécies de formigas do mesmo
género (Camponotus socius, C. pennsylvanicus e C. vagus) na configuracdo quiral
(2S,4R,5S)-2,4-Dimetil-5-hexanolida em experimentos de biossintese de feroménio de
tracos usando testes eletrofisioloégicos e comportamentais (Bestmann et al., 1999).
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DISCUSSAO

No momento, é possivel que ndo haja revisbes sistematicas que tenham usado a
declaracdo PRISMA para relatar semioquimicos de rastros de formigas como o
desenvolvido neste estudo, portanto, essa sintese de conhecimento sobre diferentes
caracteristicas dos semioquimicos relatados em varias publica¢fes é importante. As 14
espécies de Formicida estudadas tém diversas categorias de distribuicdo geogréafica
(nativas, exoéticas, introduzidas etc.) (Janicki et al.,, 2016), com destaque para:
Linepithema humile e Solenopsis invicta como formigas introduzidas e/ou exéticas; que
invadiram quase todos 0s continentes, causaram danos aos ecossistemas e perdas
econdmicas aos seres humanos (Angulo et al., 2022; Chen et al., 2020; Seko et al., 2021).

Uma alternativa no controle de formigas-praga € o uso de feroménios, que foi mencionado
em cinco estudos. Trés deles por meio do uso de iscas letais (Chalissery et al., 2019;
Renyard et al., 2019; Chalissery et al., 2021) e dois com a interrupcédo da comunicacao
de trilhas pelo aumento da concentracdo de feromonio (Stringer et al., 2017; Nakamura
et al., 2019). O controle de espécies invasoras com iscas e ferombnios € uma pratica
recente, por exemplo, Welzel & Choe (2016) usam hidrogel adicionando (Z)-9-
hexadecenal e inseticidas para o controle de formigas argentinas, uma estratégia que
parece ser mais eficaz com iscas assistidas por feromdnios em comparagdo com iscas
de contato residual, como sprays, granulos e outros liquidos (Suiter et al., 2021). Essa
tatica também foi usada com a formiga-de-fogo invasora Myrmica rubra, causando
mortalidade significativa ao transportar e compartilhar alimentos adicionados de
inseticidas dentro da colénia (Hoefele et al., 2021).

Nem todas as pesquisas mencionaram o controle de formigas por meio de semioquimicos
como um método direto. Por exemplo, Xu et al. (2021) analisaram uma relacéo ecoldgica,
por meio de um bioensaio, para verificar se o rastro de feroménio de Solenopsis invicta
pode impactar a dindmica populacional de Aphis gossypii. Eles mostram uma relacdo
mutualistica positiva entre esses dois insetos com uma ampla distribuicdo geografica e
como a formiga-de-fogo vermelha exerce controle sobre a reproducao e a disperséao do
hemiptero aptero. Esse tipo de relacdo ecolbgica foi investigado entre a cochonilha
Planoccocus citri e a formiga Lasius grandis, que, ao introduzir uma alimentacao
alternada de acucar, diminuiu o cuidado com o inseto presa e, consequentemente,
aumentou a infestagéo da cochonilha num pomar de citricos (laranjeiras da cultivar Navel
Powell) (Pérez-Rodriguez et al., 2021).

As formigas sdo amplamente utilizadas para o controle biolégico de outros insetos-praga
em culturas agricolas e florestais. E o caso da Wasmannia auropunctata em um sistema
agroflorestal de café, que reduziu a sobrevivéncia de Hypothenemus hampei dentro dos
frutos e, com efeito pouco significativo, a Solenopsis invicta depredou brocas adultas de
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H. hampei fora dos frutos (Newson et al., 2021). A etologia e a comunicagao quimica dos
formicideos permitiram o desenvolvimento do controle biolégico da mosca-das-frutas
Bacterocera zonata que ataca as mangas Chaunsa, expondo as frutas a sinais quimicos
de uma colonia de formigas e impedindo a oviposi¢cao da B. zonata (Rimsha et al., 2019).
Em outra contribuicdo, com sete espécies de formigas (cinco géneros; Camponotus,
Pheidole, Oecophylla, Brachyponera e Megaponer), eles investigaram a predacao de
larvas de Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) em plantacdes de milho em campos sem
tratamento com inseticida, provando ser um método de controle potencialmente Util para
S. frugiperda (Dassou et al., 2021). Atualmente, relativamente poucos feroménios sao
relatados para serem rastreados em trilhas de formigas (Czaczkes, 2018). Nesta
pesquisa, (Z)-9-hexadecenal foi identificado em duas contribuicdes (Chalissery et al.,
2019; Stringer et al., 2017), esse composto e seus analogos feromonais sdo de particular
interesse no manejo integrado de insetos de diferentes ordens, particularmente na
interrupcdo do acasalamento (Rizvi et al., 2021).

Na revisao realizada neste trabalho, observou-se uma grande semelhanca na escolha de
metodologias para a deteccdo, identificacdo e producdo de tracos de semioquimicos,
porém, houve uma grande variabilidade de resultados. Essa tendéncia pode ser devida
a biologia e a ecologia das espécies de formigas estudadas, as fontes de extracdo do
feromonio (partes do corpo) e aos diferentes métodos nos bioensaios. O uso de GC-MS
utilizado na sintese de compostos quimicos, apesar de ser a metodologia mais
recorrente, apresentou diferencas nos solventes utilizados para a preparacdo dos
extratos, nas caracteristicas das colunas (afinidade polar) e no uso de metabolémica
direcionada e néo direcionada. A identificacdo de grupos funcionais Uteis nos artigos
analisados e sua derivatizacao (sintese) para ions moleculares significativos (Attygalle et
al., 1998), aparentemente, dependeu do diagndstico do pico cromatografico (m/z), mas
também das fontes de emissao dos semioquimicos, que foram por meio de extratos de
diferentes partes do corpo dos artrépodes.

Quatro espécies de formigas invasoras de alto risco (Linepithema humile, Nylanderia
fulva, Solenopsis invicta e Pheidole megacephala) foram identificadas no México (Rosas-
Mejia & Milan, 2017). Os resultados dessa revisao podem ser usados para a criacao de
compostos feromonais sintéticos e marcar caminhos artificiais que guiem as formigas
para iscas letais ou funcionem como um perturbador desse comportamento. Esses
volateis podem ser extraidos de varias partes do corpo da formiga (glandulas, gaster,
cabeca, torax etc.), caracterizados por meio de técnicas cromatograficas ou
eletroantenograficas (até mesmo combinando as duas tecnologias) e testados quanto a
sua eficacia por meio de bioensaios. O mencionado acima fortalece o conhecimento dos
semioquimicos de tracos de formigas e apoia a tomada de decisfes para o controle e/ou
erradicacdo de espécies consideradas pragas.
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CONCLUSOES

Em todos os artigos analisados, a sintese de feromdnio por meio de extratos mostrou-se
eficaz nas familias Myrmicinae, Formicinae e Dolichoderinae, sendo o grupo funcional
mais proeminente os hidrocarbonetos de cadeia longa (C12: C18); em todos os
bioensaios, as formigas responderam aos compostos quimicos marcados nas trilhas. A
identificacdo e a sintese de tracos de semioquimicos permanecem por meio de respostas
eletrofisiolégicas dos himendpteros e cromatografia gasosa combinada com
espectrometria de massa. O uso de labirintos tradicionais foi destacado para a realizacao
de experimentos de acompanhamento de trilhas; no entanto, cada vez mais projetos
inovadores e o0 uso de tecnologia, como cameras e software de contagem de formigas,
estdo sendo usados para evitar que a decisdo de seguir ou ndo um caminho através dos
Formiids influencie os resultados.

A visdo geral do uso de semioquimicos de tracos tem grande potencial para o controle
de espécies de formigas invasoras, pois elas ndo s6 conseguem seguir suas proprias
trilhas, mas também as de outras espécies de Formiideos. As formigas sdo um grupo
muito diversificado, e muitos dos produtos quimicos que regulam seu comportamento e
como eles podem ser usados em outros grupos taxondmicos ainda ndo foram
descobertos.
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