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RESUMO

Eletroforese em gel de poliacrilamida foi utilizada para analises
de esterase, isocitrato desidrogenase e malato desidrogenase em
formigas de colbnias de Acromyrmex heyeri , A. crassispinus, A.
lundi, A. octospinosus, A. laticeps, A. striatus e A. ambiguus, com
0 objetivo de desenvolver um meio seguro de identificacdo de
espécies do género Acromyrmex. N&o foram verificadas variacbes
isoenzimaticas relacionadas ao tamanho das formigas. Variacbes
qualitativas e quantitativas foram encontradas nas andlises de
diferentes segmentos do corpo, dependendo da espécie. Os padrbées
eletroforéticos de isocitrato desidrogenase permitiram diferenciar
todas as espécies, enquanto que as andlises de esterase e malato
desidrogenase ndo possibilitaram a diferenciacdo de A. crassispinus
e A. lundi. Os coeficientes de similaridade variaram entre 0,00 e 0,62,
indicando grande variabilidade isoenzimatica nos genotipos
estudados. A analise de agrupamento, efetuada através do UPGMA
(método da média aritmética ndo ponderada), evidenciou a
dissimilaridade de A. ambiguus em relacdo as demais e permitiu
concluir que a técnica utilizada pode ser empregada para a
identificacdo de espécies deste género de formigas cortadeiras.

Palavras-chave: isocitrato desidrogenase, esterase, malato
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ABSTRACT

Polyacrilamide gel electrophoresis was used to analyse
esterase, isocitrate dehydrogenase and malate dehydrogenase in
Acromyrmex heyeri, A. crassispinus, A. lundi, A octospinosus, A.
laticeps, A. striatus e A. ambiguus  ants, aiming to develop a safe
method to identify different Acromyrmex species. Isoenzymatic
variations related to ants size were not observed. Qualitative and
quantitative variations were found in different parts of the insect
bodies, depending on the species. Electrophoretic patterns of isocitrate
dehydrogenase allowed the differentiation of all species studied.
However, A. crassispinus and A. lundi were not differentiated
through esterase and malate dehydrogenase isoenzymatic patterns.
Similarity coefficients varying between 0.00 and 0.62 indicated great
genetic variability in the genotypes studied. Cluster analysis, using the
UPGMA method (unweighted pair-group method for arithmetic
averages), showed the dissimilarity of A. ambiguus in relation to the
other ants and revealed that isoenzyme analysis can be used to
identify species of this genus of leaf-cutting ants.
malate
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INTRODUCAO

As formigas cortadeiras do género Acromyrmex sao
responsaveis por grandes prejuizos a agricultura. Esses
insetos se distinguem dos demais por atacarem ampla
diversidade de vegetais, incluindo plantas ornamentais e
cultivadas, reflorestamentos e pastagens. Podem, ainda,
produzir danos indiretos, como abalos em estruturas de
pontes e prédios. Apresentam ampla distribuicdo desde o sul

dos Estados Unidos até o centro da Argentina, sendo a maior

diversidade de espécies encontrada no Brasil. Atualmente,
estdo descritas na literatura, 18 espécies e oito subespécies.
No Rio Grande do Sul, JURUENA e CACHAPUZ (1980)
registraram onze espécies e GUSMAO (1996), em
levantamento sobre espécies que ocorrem na regiao sul do Rio
Grande do Sul, encontrou sete espécies. Existem muitos
estudos sobre sua biologia, fisiologia, morfologia, ecologia,
métodos de controle, etc. Entretanto, em relagdo a taxonomia,
0s estudos ainda sdo escassos. Cada espécie apresenta
caracteristicas préprias de nidificagdo, comportamento, habitos
de corte de folhas, especificidade de coleta de material, etc. O
desconhecimento desses fatores tem levado varios métodos
de controle ao insucesso. Torna-se importante, portanto, a
perfeita identificacdo destes insetos. Os métodos
morfométricos tradicionalmente usados na identificagdo deste
grupo de formigas cortadeiras apresentam limitagfes pelo fato
de serem aplicados sobre as operarias maiores, 0 que nem
sempre as caracteriza, devido a grande variabilidade fenotipica
gue apresentam, pois trata-se de uma sociedade polimorfica,
cuja divisdo de trabalho ocorre de acordo com o tamanho dos
insetos. Diante das circunstancias, foram procuradas novas
alternativas para detectar, com maior precisdo, diferencas
genotipicas.

Desde a década de 1960, a analise de isoenzimas foi o
método dominante na avaliacdo da variagdo genética em
populagbes naturais. Outras técnicas, atualmente, estédo
disponiveis para o estudo da diversidade genética e todas
apresentam vantagens e desvantagens (FERREIRA e
GRATAPAGLIA, 1995), sendo RAPD (random amplified
polymorphism DNA) a mais comumente usada. Em revisdo
efetuada por HARRY et al (1998), baseada em 70 trabalhos
publicados, envolvendo sete ordens e 34 familias de insetos,
sobre o uso destes marcadores em entomologia aplicada e
evolutiva, foi verificado que, embora tenham aplicabilidade
limitada acima do nivel intraespecifico (familias, géneros,
grupos e subgrupos de espécies), indicando sua ineficacia
para determinagdo de filogenia, permitem esclarecer relagbes
entre espécies cripticas e entre e dentro de populacdes, assim
como a identificac@o de biotipos ou clones.

Os marcadores isoenziméticos geralmente fornecem
ampla informagdo genética para varias aplicagdes. A técnica
de isoenzimas € relativamente barata e tecnicamente
acessivel e, embora em namero limitado, varios locos podem
ser analisados rapida e simultdneamente. Por isso, optou-se
pelo uso desta técnica para a identificacdo de formigas
cortadeiras do género Acromyrmex, objetivo deste trabalho.

MATERIAL E METODOS

Sete espécies de formigas cortadeiras do género
Acromyrmex, de diferentes procedéncias, listadas na Tabela 1,
foram estudadas. Foi utilizada eletroforese horizontal em géis
de poliacrilamida, em concentracGes de 5%, para analises de
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isocitrato desidrogenase e malato desidrogenase e 7%, para
esterase, empregando-se os sistemas de tampfes descritos
por SHIELDS et al. (1983), para as desidrogenases, e por
SCANDALIOS (1969), para esterase.

TABELA 1. Espécies de formigas utilizadas para analise
de padrdes isoenzimaticos e procedéncia

ESPECIE PROCEDENCIA
Acromyrmex octospinosus (Reich, 1793) Jari, PA

Acromyrmex laticeps Emery, 1905 Jari, PA

Acromyrmex crassispinus Forel,1909 Encruzilhada do Sul, RS
Acromyrmex heyeri Forel, 1899 Encruzilhada do Sul, RS
Acromyrmex lundi (Guérin, 1838) Encruzilhada do Sul, RS
Acromyrmex striatus (Roger, 1863) Rio Grande, RS
Acromyrmex ambiguus Emery, 1887 Pelotas, RS

A extracdo foi efetuada em formigas congeladas de
diferentes tamanhos, com peso variando entre 1 a 19 mg, ou
em segmentos do corpo dos insetos, usando-se o tampéo
empregado no preparo do gel, acrescido de 0,15% de 2-
mercaptoetanol, em diluicdo de 1:5. A amostragem consistiu
de cinco a dez individuos de cada espécie.

As migracdes foram feitas com uma diferenca de
potencial de 10 v/cm até que o fronte, formado pelo azul de
bromofenol, atingisse 9 cm do ponto de aplicagéo.

Para a revelagdo dos géis foram usados os sistemas de
coloragdo descritos por SCANDALIOS (1969), para andlises
de esterase, por AYALA et al(1972), para malato
desidrogenase e por VALLEJOS (1983), para isocitrato
desidrogenase. Os géis foram fixados em solugdo de metanol,
acido acético e agua, na proporcgéo de 5:5:1.

As andlises de similaridade e de agrupamento das
espécies de formigas cortadeiras do género Acromyrmex, com
base nos padrfes isoenzimaticos observados, foram
efetuadas usando o coeficiente de Jaccard e o UPGMA
(método da média aritmética ndo ponderada), através do
NTSYS, v.1.5. (ROHLF, 1989).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As andlises isoenzimaticas em formigas cortadeiras das
espécies Acromyrmex striatus (Figura 1), A. heyeri e A.
ambiguus, com peso variando entre um e 19mg, néo
mostraram variag6es relacionadas ao tamanho dos insetos.

Quando comparados segmentos do corpo com formigas
inteiras de A. heyeri, A. ambiguus e A. striatus, foram
observadas variagbes qualitativas e quantitativas em
isoenzimas de isocitrato desidrogenase, malato desidrogenase
e esterase, dependendo da espécie.

Variacdes intraespecificas ndo foram verificadas nas sete
espécies de formigas cortadeiras do género Acromyrmex
analisadas. Foram detectados seis padrfes isoenzimaticos de
esterase (Figura 2) e de malato desidrogenase (Figura 3), e
sete de isocitrato desidrogenase (Figura 4), com,
respectivamente, duas a oito, uma a trés, e duas a trés
bandas, anddicas ou catddicas.
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Figura 1. Zimograma de isocitrato desidrogenase (1 a 5),
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malato desidrogenase (6 a 10) e esterase (11 a
15) em formigas de Acromyrmex striatus de 1mg
1,2,6,7, 11, 12),3mg (3,4, 8,9, 13 e 14) e
19mg (5, 10 e 15).
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Figura 2. Zimograma de esterase em A. octospinosus (1 e 2),

A. laticeps ( 3 e 4), A. striatus (5), A. ambiguus (6),
A. heyeri (7 e 8), A. crassispinus (9 e 10) e A. lundi
carli(11 e 12).

L

Figura 3.

Zimograma de malato desidrogenase em A.
octospinosus (1 e 2), A. laticeps ( 3 e 4), A.
striatus (5), A. ambiguus (6), A. heyeri (7 e 8), A.
crassispinus (9 e 10) e A. lundi carli (11 e 12).
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10 11

Figura 4. Zimograma de isocitrato desidrogenase em A.
octospinosus (1 e 2), A. laticeps ( 3 e 4), A.
striatus (5), A. ambiguus (6), A. heyeri (7 e 8), A.
crassispinus (9 e 10) e A. lundi carli (11 e 12).

Estas, foram observadas apenas em padrdes de
esterase de A. ambiguus, e de malato desidrogenase, em
todas as espécies, a excegcdo de A. octospinosus. DIEHL—
FLEIG et al. (1992), analisando a descendéncia (operarias e
alados) de onze coldnias de A. heyeri e de quatorze col6nias
de A. striatus (sete a dez individuos), além de 60 sexuados de
A. striatus, também verificaram que as esterases
apresentaram-se monomorficas em cada uma das espécies.

12

Entretanto, observaram apenas um loco de malato
desidrogenase, com trés alelos, sendo Mdh™ especifico de A.
heyeri e Mdh® e Mdh" , com predominancia do primeiro,
presentes em A. striatus. Polimorfismo em malato
desidrogenase e monomorfismo em esterase foram, também,
observados por PAMILO et al. ( 1975), estudando seis
sistemas enzimaticos em oito espécies de formigas do género
Formica. Entretanto, quando pré-pupas e pupas de A. heyeri e
A. ambiguus foram utilizadas para andlise de isoenzimas de
esterase e malato desidrogenase, foi observado polimorfismo
dentro das duas espécies (entre individuos do mesmo e de
diferentes tamanhos e entre estagios de desenvolvimento) e
entre estas espécie (COLARES, 1994).

Os padr@es eletroforéticos de isocitrato desidrogenase
permitiram diferenciar todas as espécies. Os resultados
obtidos nas analises de esterase e malato desidrogenase, no
entanto, ndo permitiram a diferenciacéo de A. crassispinus e A.
lundi. Os coeficientes obtidos (Tabela 2), com base na
presencga ou auséncia de bandas, indicaram maior similaridade
entre estas espécies (0,62). Nenhuma similaridade foi
encontrada na comparacgdo entre os padrBes isoenzimaticos
de A. ambiguus e os das demais, a excegdo de A. laticeps
(0,08), e entre A. laticeps e A. striatus. Nas comparagdes entre
as demais espécies, os coeficientes obtidos foram baixos,
variando entre 0,04 e 0,30, o que indica grande variabilidade
isoenzimatica existente nos genétipos analisados.

TABELA 2. Coeficientes de similaridade entre espécies de formigas cortadeiras do género Acromyrmex

A. striatus  A. ambiguus  A. crassispinus  A. laticeps  A. octospinosus  A. l. carli A. heyeri
A. striatus 1,00
A. ambiguus 0,00 1,00
A. crassispinus 0,04 0,00 1,00
A .laticeps 0,00 0,08 0,13 1,00
A. octospinosus 0,06 0,00 0,14 0,09 1,00
A. lundi carli 0,05 0,00 0,62 0,13 0,15 1,00
A. heyeri 0,00 0,00 0,21 0,30 0,10 0,23 1,00

No dendograma obtido através da analise de
agrupamento, evidencia-se, claramente, a diferenciacdo das

sete espécies analisadas e a dissimilaridade de A. ambiguus
em relacéo as demais (Figura 5).

Especies de Acromyrmex

0.16

0.32

0.48

A.striatus

,— A.crassispinus

L

A.l.carli

A.laticeps

A.heyeri

A.octospinosus

f. ambiguus

Figura 5. Dendograma de sete espécies de formigas cortadeiras do género Acromyrmex, obtido atavés do coeficiente de Jaccard

e UPGMA.
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As espécies foram classificadas em dois grupos, sendo
um constituido apenas por A. ambiguus e o outro pelas
demais, dividido em dois subgrupos, sendo o primeiro
composto apenas por A. striatus e o0 outro por A.
crassispininus, A. lundi carli, A. laticeps, A. heyeri e A.
octospinosus.

A possibilidade de caracterizar espécies de formigas,
através da predominancia de locos monomdrficos, com base
na andlise de iosenzimas, foi relatada por ROSS et al. (1987),
estudando formas monoginicas e poliginicas de Solenopsis
invicta, e as espécies S. richteri e S. geminata. Nos Ultimos
anos, outras técnicas tém sido utilizadas com o objetivo de
distinguir espécies de diferentes insetos, como RAPD, que
permitiu a diferenciacdo de seis espécies de Quadraspidiotus
(FREY e FREY, 1995), de Naupactus leucoloma
(Graphognatus leucoloma), N. peregrinus (G. peregrinus) e N.
tucumanensis (HARDWICK et al., 1997) e de espécies do
género Orius (GOZLAN, 1997).

As duas técnicas empregadas apresentam vantagens e
limitagbes. Os marcadores RAPD, apesar de permitirem a
deteccdo de uma grande quantidade de polimorfismo de
segmentos de DNA, fornecem baixo conteddo de informagdo
por loco, ndo permitindo a discriminagdo de genotipos
heterozigotos. A técnica de isoenzimas permite a analise
rapida e simultinea de varios locos, embora em numero
limitado, mas exige certos cuidados, como a disponibilidade
de formigas vivas ou congeladas para andlise. Entretanto, pela
eficiéncia comprovada neste trabalho, e pelo baixo custo,
rapidez e facilidade de execucdo, é indicada a sua utilizacao
para a identificacdo de espécies de formigas cortadeiras do
género Acromyrmex.

CONCLUSAO

A andlise isoenzimatica de insetos adultos pode ser
empregada para a identificacdo de espécies de formigas
cortadeiras do género Acromyrmex.
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