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RESUMO

A integridade das sociedades de insetos depende da capacidade dos individuos em discriminar
aqueles que ndo pertencem as suas coldnias; essas interagdes de reconhecimento sao mediadas
por hidrocarbonetos presentes na camada de cera da cuticula e atuam como mensageiros que
codificam informagdo sobre o meio interno (colonia) e externo (ambiente). Os
hidrocarbonetos sdo produzidos por células dérmicas e o perfil desses compostos recebe
influéncia tanto de fontes endogenas quanto exdgenas e isso o torna suscetivel as mudancgas
temporais. A caracterizacdo desses compostos em insetos-praga € importante, pois provém
subsidios tanto para pesquisa bdsica como para o manejo e controle de pragas. Nesse
contexto, o presente estudo abordou as variagdes dos hidrocarbonetos cuticulares em relacao
as subcastas morfoldgicas das operdrias (condi¢do enddgena) e utilizagdo do substrato foliar
(varidvel ex6gena) na formiga-cortadeira Atta sexdens, conhecida como uma das principais
pragas herbivoras da regido Neotropical. Os compostos foram extraidos em solvente apolar
hexano e as amostras foram analisadas em sistema de cromatografia a gds acoplado a
espectrometria de massas (CG-MS). Foram identificados 30 hidrocarbonetos com cadeia
carbonica entre 19 e 40 atomos distribuidos em trés classes de compostos, sendo a dos
hidrocarbonetos ramificados a mais representativa, especificamente os trimetialcanos. Foram
encontradas variagdes significativas para todas as varidveis analisadas, sugerindo que as
subcastas possuem assinaturas quimicas semelhantes quanto a diversidade de compostos, mas
com grandes diferencas na proporcao relativa dos mesmos. Em relacdo ao substrato foliar,
coldnias que tiveram acesso a0 mesmo recurso apresentam uma composi¢ao quimica cuticular
mais semelhante em relacdo aquelas que tiveram acesso a um recurso diferente.
Complementarmente, os testes comportamentais mostraram que, na presenca de uma
coespecifica intrusa, as operdrias residentes sdo muito mais agressivas em relacdo aquelas que

utilizaram outro tipo de substrato foliar.



Palavras-chave: hidrocarbonetos cuticulares, Atta sexdens, subcasta morfoldgica, substrato

foliar.



ABSTRACT

The integrity of insect societies relies on the ability of individuals to discriminate between
nesmates from non-nestmates. These interactions are mediated by hydrocarbons spread all
over the cuticle that act as messengers coding information about the colony and external
environment. Cuticular hydrocarbons are produced by dermic cells and its composition is
influenced by both endogenous and exogenous sources which makes them subject to temporal
changes. Thus, this study approached the variations on this chemical profile in relation to the
worker subcastes and type of foliar substrate used by leafcutter ant Atta sexdens, this species is
known as one of the major neotropical herbivore pests and this kind of study is important
because it can provide subsides in researches related to both basic biology as to pest control
methods. The compounds were extracted using apolar solvent (hexane) and the samples were
analyzed using gas chromatography - mass spectrometry technique (GC-MS). It was found 30
hydrocarbons which carbon chains varies between 19 and 40 atoms separated in three classes
of compounds and the branched hydrocarbons as the most abundant one, especially the
trimethyalcanes. The statistical analysis revealed significant differences on all the variables
analyzed suggesting that subcastes possess similar chemical signatures as to the variety of
compounds but with great differences in relative proportions thereof. Furthermore, the results
show that foliar substrate has influence on the composition of cuticular hydrocarbons and
concomitantly affect the interspecific recognition, thus colonies that had access to the same
substrate has similar cuticular composition comparing to those who do not. Additionally,
behavior tests showed that in the presence of a conspecific intruder the resident workers tend
to be much more aggressive in relation to those who had fed on a different foliar substrate.

Key-words: Cuticular hydrocarbons, Atta sexdens, morphological subcaste, foliar substrate.



INDICE

INEroduCAO GETAL........coooiiiiiiiie et e e st e s et e e e s araaeeeas 11

Capitulo 1. Variacdo do perfil de hidrocarbonetos cuticulares em relagdo as subcastas de

operdrias de Atta sexdens

RESUIMIO. ...t et 22
ADSITACT. c. .ttt ettt et e et e s e nane 23
0318 (016 L1 o 1o T USRS 24
1\ (0T 0] 10 b HO USSR 26
RESUITAAOS. ..ttt ettt ettt ebe e 29
DIESCUSSAO. ..ttt ettt ettt ettt e bttt e bt e et e sab e st e e sab e e bt e sseeeabeenanean 41

Capitulo 2. Influéncia do substrato foliar no perfil de hidrocarbonetos cuticulares em

operdrias de Atta sexdens

RESUIMIO. ...t et 47
ADSITACT. c. ettt ettt e et e s e 48
INErOAUGAO. ...ttt 49
1\ (0T 0] 10 b WO SRS 50
RESUITAAOS. ..ttt ettt e be e 56
DIESCUSSAO. .. euteite ettt ettt ettt e bttt esbe e et esbb e e abeesbb e e bt e ssbeenbeenaneas 63

Consideracoes FINQAIS............cccooiiiiiiiiiiiiiice e e eae e e e e sebee e 71






eussocialidade € a forma mais avangada de organizacdo social, caracterizada
pela sobreposi¢do de geragdes e cuidado cooperativo da prole, ha ainda uma
diferenciacdo de castas em que a maioria dos individuos que formam um
grupo deixa, parcial ou totalmente, de se reproduzir e coopera para o sucesso
reprodutivo de outros (Wilson, 1971). Assim, ha um aumento direto na aptidao inclusiva dos
individuos beneficiados, mas hd também um aumento indireto na aptidao dos préprios
altruistas, ja que essa relacdo se estabelece entre individuos geneticamente relacionados
(Hamilton, 1964). Uma vez estabelecida essa relagdo, aqueles que se ocuparam da
manutencdo de suas col6nias puderam se especializar de tal forma que propiciam melhor
eficiéncia dessas atividades (Holldobler & Wilson, 1990; Sendova-Franks & Franks, 1999).
A distribui¢do de atividades com base na idade dos individuos, ou polietismo etdrio, é
a forma mais ubiqua de alocagdo de tarefas entre os insetos sociais. Nesse caso, operarias
mais jovens tendem a permanecer dentro do ninho desenvolvendo atividades relacionadas ao
cuidado com a prole e a rainha. A medida que envelhecem, as operdrias tendem a executar
atividades relacionadas ao exterior da coldnia, como forrageamento e defesa da colonia
(Beshers & Fewell, 2001). O polietismo morfoldgico, diferenciacdo morfoldgica associada ao
repertério comportamental, das operdrias € outra forma de alocacdo de tarefas e estd presente
nos grupos altamente eussociais de formigas (Oster & Wilson, 1978). Em formigas
cortadeiras, a diferenciacdo morfoldgica das operérias € resultante da quantidade de alimento
que elas ingerem quando ainda sdo larvas (Wilson, 1983). A formiga cortadeira do género
Atta € o exemplo cldssico de polietismo morfolégico em insetos sociais, sendo que Wilson
(1980) a define como o caso extremo desse sistema de alocagao.
Paralelamente, a eussocialidade pode evoluir gracas ao mecanismo eficiente de

reconhecimento desses insetos que permitem que atos altruistas sejam direcionados a
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organismos proximos geneticamente. O processo de reconhecimento entre membros
aparentados que formam uma coldnia e a discriminacdo daqueles que sdo estranhos ao seu
grupo pode ser classificado em trés componentes principais: produgdo, percep¢cao e
continuidade (Sherman et al.,1997; Starks, 2004).

O processo de produgdo requer um componente visual ou quimico, ou mesmo um
conjunto de pistas, usado pelos individuos para o reconhecimento individual (D Ettorre &
Heinze, 2005; Sheehan & Tibbetts, 2011; Tibbetts, 2002). O processo de percepcdo e
reconhecimento envolve um mecanismo pelo qual o individuo detecta o componente ou sinal,
comparando a representacdo pré-formada do odor colonial ou template com aquela do
individuo sinalizador (rétulo ou label). J4& o processo de resposta ou continuidade,
normalmente, ocorre sob a forma de reagdes escalonadas entre ignorar o individuo, passando
pela antenacdo continuada até a agressao extrema seguida de morte do individuo sinalizador e
do receptor (Sherman et al., 1997).

Em insetos sociais, sabe-se que a comunicagdo é mediada principalmente por
compostos quimicos (Vander Meer & Morel, 1998). Os hidrocarbonetos sdao os compostos
mais comumente encontrados em lipidios cuticulares assim como em glandulas exdcrinas dos
insetos (Provost et al. 2008; Blomquist, 2010). Sua fun¢do primaria € a protecao contra perda
de 4gua, mas devido a sua complexidade estrutural, eles evoluiram sob a forma de feromonios
de reconhecimento que transmitem uma identidade individual aos membros da sociedade de
insetos (Blomquist, 2010).

Os hidrocarbonetos sdo compostos apolares que apresentam apenas carbono e
hidrogénio em sua estrutura, sendo separados em hidrocarbonetos saturados (alcanos) e
insaturados (alceno e alcino, que apresentam dupla e tripla ligacdo, respectivamente)
(Blomquist, 2010). Nos insetos, os hidrocarbonetos cuticulares sdo encontrados na

epicuticula, e nos dltimos 20 anos vérios estudos vém demonstrando que esses compostos sao
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espécie-especificos, entretanto, variacdes na proporcdo desses compostos conferem
especificidade também em nivel colonial (Martin & McConnel 1970; Tannure-Nascimento et
al., 2007).

Por estarem associados tanto a genética quando ao meio ambiente, os perfis de
hidrocarbonetos cuticulares (também referidos como CHCs) podem ser influenciados tanto
pela fisiologia, como pela idade, dieta e especificidade em alguma(s) tarefa(s) (Lambardi et
al. 2004; Marinho et al. 2008; Liebig et al 2009; Ferreira-Caliman et al 2010; Campos et a
2012). Essas informagdes também sao usadas como sinais que aumentam a eficiéncia do
trabalho, como evidenciado na formiga Pogonomyrmex barbatus em que na entrada da
coldnia, a presenca dos hidrocarbonetos cuticulares do subgrupo de operdrias que patrulham
as trilhas de forrageamento incita a atividade de forrageio em outras operdrias (Greene &

Gordon, 2003).

Modelo de estudo: Atta sexdens (Formicidae: Myrmicinae: Attini)

As formigas Attini, assim como homem e algumas espécies de cupins e besouros, sdo
conhecidas por cultivarem fungos que sdo utilizados para sua alimentagdo. Os fungos, por sua
vez, sdo beneficiados pela protecao contra patégenos, nutricao e dispersdao proporcionada pelas
formigas (Holldobler & Wilson, 1990; Mehdiabadi & Schultz, 2010). Apesar de formarem um
grupo diverso, com 13 géneros e, aproximadamente 230 espécies descritas (Schultz & Brady,
2008), elas compartilham muitos aspectos bioldgicos gragas a co-evolucdo com tais fungos da
tribo Leucocoprineae (exceto para as formigas do complexo Apterostima pilosum, que
cultivam fungos da familia Pterulaceae) (Mehdiabadi & Schultz, 2010).

Ainda no ninho de origem, a rainha virgem armazena em sua cavidade infrabucal,
tufos de micélio do fungo simbionte. Apds a revoada nupcial, ela encontra um local ideal para

nidificacdo e entdo expele os micélios para dar origem ao jardim de fungo de sua futura

13



colonia. A fundagdo normalmente ocorre por haplometrose e as colonias tendem a ser
monoginicas (Fernandez-Marin et al. 2004). Entre 40 e 60 dias apdés a revoada nupcial,
surgem as primeiras operdarias, que assumem o cuidado com o fungo e com a futura prole da
rainha. Esta, por sua vez, fica responsdvel apenas da oviposi¢do (Weber, 1972; Forti &
Boaretto, 1997; Mehdiabadi & Schultz, 2010). A simbiose estabelecida entre as formigas
Attini e seus fungos rendeu-lhes o titulo de verdadeiras agricultoras.

Ao forragear, a maioria das espécies da tribo procura por tecido vegetal em
decomposicdo e fezes de outros insetos. Porém, nas espécies do género Atta e Acromyrmex,
popularmente conhecidas como formigas-cortadeiras, trazem para o ninho partes vivas das
plantas, como flores, sementes, folhas e frutos (Ferndndez-Marin et al. 2004; Mehdiabadi &
Schultz, 2010). Devido a esse hdbito, esses superorganismos sido conhecidos como as
principais pragas herbivoras da regido Neotropical e o Brasil € o pais com maior diversidade,
sendo constatadas 10 espécies e trés subespécies para o gé€nero Atta, e 20 espécies e nove
subespécies para Acromyrmex (Vilela 1986; Holldobler e Wilson 1990; Della-Lucia et al.
1993).

Virios fatores contribuem para que essas peculiares formigas se tornem pragas, por
exemplo, a habilidade de cortar muitas espécies de plantas, elevada densidade de coldnias e
ampla distribuicdo geografica (Holldobler e Wilson, 1990; Costa et al. 2008). Nao se
esquecendo, porém, sua vital importancia para manutencido dos ecossistemas, pois elas nao s6
estimulam o crescimento das plantas através da poda, como também promoverem drenagem e
aeracdo do solo e também participam da ciclagem de nutrientes do mesmo (Holldobler e
Wilson, 1990).

O sucesso bioldgico dessas formigas €, em grande parte, devido ao intricado sistema de
divisdo de trabalho associado a diferenciagcdo morfolégica das operarias (Wilson 1980;

Holldobler & Wilson 1990; Forti & Boaretto 1997). Particularmente interessante, a formiga
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Atta sexdens possui um dos mais avangados sistemas de divisdo de trabalho por polietismo
morfolégico, onde encontramos quatro subcastas: as jardineiras, as generalistas, as forrageiras
e as soldadas (Wilson, 1980). A alocacdo de tarefas entre as subcastas permite que o material
vegetal seja processado eficientemente como em uma linha de producao, ocorrendo sucessao
das atividades de acordo com o tamanho das operarias. As jardineiras (largura da cdpsula
cefdlica: 0,8-1,0 mm) normalmente cuidam da rainha e das hifas, além de implantarem as
pequenas particulas de substrato foliar ao fungo. As generalistas (largura da capsula
cefdlica: = 1,4 mm) degradam a vegetacdo antes da incorporacdo ao jardim de fungo,
transportam outras operdrias, assistem a prole durante a ecdise, cuidam da rainha e do fungo e
descartam o lixo. As forrageiras (largura da cépsula cefélica: 2,0-2,2 mm) exploram, coletam e
cortam a vegetacdo nova e também escavam o ninho. J4 as soldadas (largura da cdpsula

cefdlica: > 3,0 mm) sdo as que podem mais eficientemente proteger o ninho.

Objetivos e organizacao da Dissertacao

Sumariamente, este estudo foi motivado pelo interesse em agregar informagdes a
respeito das variagdes no perfil de hidrocarbonetos cuticulares em relacdo as condicdes
endégenas e exdgenas em insetos sociais. Para atingir esse objetivo geral, a formiga-
cortadeira Atta sexdens foi escolhida como espécie-modelo por diversos motivos. Primeiro,
ela apresenta um acentuado polietismo morfolégico como condicdo enddgena e
detalhadamente estudado por Wilson (1980). Segundo, as coldnias sdao facilmente mantidas
em ambientes artificiais, possibilitando o controle de algumas varidveis exdgenas. E, por
ultimo, mas nao menos relevante, concerne a importancia de estudos sobre compostos
feromonais em insetos-praga, que ao certo podem ser usados como ferramentas no manejo

integrado de desse inseto-praga.
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Dessa forma, essa dissertacdo foi dividida em dois capitulos para uma melhor
organizacao dos resultados e discussdo, o que remete a algumas repeticdes textuais. A seguir,

sao apresentados os escopos de cada capitulo.

Capitulo 1. Variacao do perfil de hidrocarbonetos cuticulares em relacao as subcastas de
operarias de Atta sexdens

Este capitulo apresenta através de andlise descritiva e multivariada os dados referentes
as variagdes do perfil de hidrocarbonetos cuticulares em relacdo as subcastas morfoldgicas

das operdrias de A. sexdens.

Capitulo 2. Influéncia do substrato foliar no perfil de hidrocarbonetos cuticulares em
operarias de Atta sexdens

O escopo principal desde capitulo foi apresentar através de andlise descritiva e
multivariada os dados referentes a agressividade interespecifica e variagdo no perfil de

hidrocarbonetos cuticulares relacionada ao substrato foliar utilizado para cultivacdo do fungo

simbionte, em operdrias de A. sexdens.
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Copints 1

Variacao do perfil de hidrocarbonetos cuticulares em
relacao as subcastas de operarias de Atta sexdens
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RESUMO

Uma das formas de distribuicdo de tarefas em formigas estd associada ao polietismo
morfoldgico das operdrias, ou seja, as operdrias podem passar grande parte do tempo
realizando tarefa (s) especifica (s) que desempenham mais eficientemente em fun¢do do seu
tamanho corporal. A formiga cortadeira Atta sexdens € conhecida por possuir esse tipo de
alocacdo de forma bastante complexa, pois possui o repertério comportamental de busca e
alocacdo de recurso distribuido entre quatro subcastas morfolégicas bem definidas. A
distribuicdo dessas atividades ndo obedece a um controle central, entretanto os
hidrocarbonetos cuticulares levam informagdes concernentes a individualidade dos grupos e
podem ser utilizados como pistas de reconhecimento e decisdo de tarefas. Dessa forma, esse
estudo teve como motivacdo a investigacdo de possiveis variacoes no perfil de
hidrocarbonetos cuticulares em relacao as subcastas de Atta sexdens. Foram identificados 29
hidrocarbonetos com cadeias entre 19 e 39 dtomos de carbono distribuidos em trés classes de
compostos, sendo a dos hidrocarbonetos ramificados a mais representativa, especificamente
os trimetialcanos. Foram encontradas variacdes altamente significativas para as quatro
subcastas, sugerindo assinaturas quimicas semelhantes quanto a diversidade de compostos,

mas com grandes diferencas na proporg¢ado relativa dos mesmos.
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ABSTRACT

In ant societies one of the forms of task distribution is associated with morphological
polyethism of workers and they can spend great time performing size-related tasks. The
leafcutter ant Afta sexdens is known because of their extreme task allocation where workers
possess huge variation of size followed by idiosyncratic behavior repertory. The distribution
of these tasks is not regulated by a central control and the major role of cuticular
hydrocarbons is to codify information about the identity of groups that can be used as
recognition and task decision cues. Thus, this study aimed to investigate possible variations
on cuticular hydrocarbon profile of Atta sexdens workers related to the morphological
subcastes. It was found 29 hydrocarbons which carbon chains vary between 19 and 39 atoms
distributed in three classes of compounds and branched hydrocarbons as the most abundant
one, especially trimethyalcanes. It was found highly significant variations in relation to the
four subcastes suggesting similar chemical signatures as to the variety of compounds but with

great differences in relative proportions thereof.
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INTRODUCAO

O fator chave para a evolucdo da organizacdo social das formigas cortadeiras é a
intima associagdo entre os sistemas de alocacdo de tarefas com a utilizacio de material
vegetal fresco como substrato para o crescimento do fungo simbionte. A adaptacdo estreita e
idiossincrética que foi requerida para o sucesso em explorar uma nova fonte de alimento para
o fungo marca a transi¢do entre as atineas monomorficas e as formigas cortadeiras, ja que
essas primeiras utilizam material orgadnico em decomposicao para alimentar o fungo, o que
parece mais adequado a alimentacao desses (Wilson, 1980; Mehdiabadi & Shultz, 2010).

Para que o material vegetal possa ser utilizado como a tnica forma de alimento para o
fungo, as formigas precisam processd-lo como em uma linha de produgdo. As operarias
maiores possuem capacidade de cortar e transportar as partes das plantas com mais eficiéncia,
a0 passo que as menores permanecem, em sua maioria, dentro do ninho e podem repicar,
mastigar e adicionar enzimas aos pequenos fragmentos vegetais, para entdo implanta-los ao
jardim de fungo (Wilson, 1980; Della-Lucia et al. 1993). Individuos de um mesmo tamanho,
ou mesmo o mesmo individuo, podem realizar multiplas funcdes, entretanto, a probabilidade
de uma operdria realizar uma tarefa particular é alta quando associada ao seu tamanho
(Wilson, 1980).

Wilson (1980) ainda vai mais além e explora a origem e evolucdo das subcastas e, ao
contrario do que ele esperava encontrar no “sistema raro e complexo que possui A. sexdens”
apenas uma curva alométrica d4 origem as quatro subcastas morfoldgicas. Interessantemente,
ele postula que as adaptagdes comportamentais evoluiram mais do que as morfoldgicas, pois
um nudmero alto de tarefas (n=29) é realizado por apenas quatro subcastas morfoldgicas das
quais trés (jardineiras, generalistas e forrageiras) ainda se subdividem em subcastas temporais
divididas em dois grupos etdrios (recém-emergidas e operdrias mais velhas), perfazendo um

total de sete subcastas.
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Nesse contexto, o nosso objetivo foi associar as quatro subcastas morfoldgicas de A.
sexdens com o perfil de hidrocarbonetos cuticulares, buscando varia¢des que possam estar

associadas a assinatura quimica das mesmas.

25



METODOLOGIA

Manutencao das colonias em laboratorio

As duas colonias mantidas em laboratério (Coldnia 1 e Coldnia 2) foram inicialmente
coletadas na natureza durante a fase inicial de desenvolvimento (aproximadamente trés meses
de idade), e estavam naturalmente separadas por no minimo 50 quildometros de distincia e
foram coletadas pela equipe técnica do Centro de Estudos de Insetos Sociais (CEIS) da
UNESP de Rio Claro e pelo Laboratério de Insetos Sociais-Praga (LISP) da UNESP de
Botucatu.

As coldnias foram acondicionadas em recipientes pldsticos interconectados por tubos e
tinham capacidade entre 1 e 10 litros que foram utilizados pelas formigas para estabelecer a
area de forragem, potes de fungo e lixo. Foram oferecidas diariamente folhas frescas de
roseira (Rosa sp.), hibisco (Hibiscus sp.), reseda (Lagerstroemia indica), jambolao (Syzygium
sp.) € pingo de ouro (Duranta sp.), além de aveia e farinha de milho, seguindo a preferéncia
alimentar da espécie. A temperatura € umidade do laboratério foram mantidas em torno de
25°C e 75%, respectivamente, segundo as recomendacgdes de Della-Lucia (1993).

Os experimentos foram realizados quando as colOnias j4 possuiam mais de dois anos

de vida e possuiam aproximadamente cinco litros de fungo

Extracio de hidrocarbonetos cuticulares das subcastas morfologicas

Para caracterizar os perfis de hidrocarbonetos cuticulares das subcastas, foram
utilizadas duas col6nias mantidas em laboratério (Colonia 1 e Colonia 2) e uma colénia em
ambiente natural (Colonia 3) localizada na cidade de Ribeirdo Preto, campus da Universidade
de Sao Paulo, que possuia murundu volumoso, disforme e com aproximadamente dois metros

quadrados, caracteristico de colonias grandes e adultas.
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A priori, foram coletadas aleatoriamente 50 formigas que tiveram suas cdpsulas
cefdlicas medidas para serem classificadas em suas subcastas de acordo com o trabalho de
Wilson (1980) onde 0,8 mm, 1,6 mm 2,1 mm e 3,3 mm respectivamente representam as
jardineiras, generalistas, forrageiras e soldadas. Dessas, cinco de cada subcasta foram
montadas em alfinete entomoldgico para serem utilizadas como referéncia no momento da
escolha dos individuos para as andlises quimicas cuticulares. Posteriormente, para cada
colonia, 15 operdrias de cada subcasta foram coletadas com auxilio de pinca entomoldgica
desodorizada e entdo armazenadas em freezer com temperatura em aproximadamente —20°C
até o procedimento da extra¢do dos compostos cuticulares.

Pelo fato das operarias de Arta serem altamente polimdrficas, foi feita uma correlacio
entre o tamanho da cépsula cefdlica dos grupos e o volume de hexano utilizado para extragao,
a fim de que as concentragdes das amostras permitissem a obtencdo de cromatogramas
compreensiveis. Para os grupos das jardineiras, generalistas e forrageiras foram utilizados 50,
100 e 130 microlitros de hexano para extragdao, com as formigas sendo imersas no solvente
por 2 minutos, sem suspensdo. Na subcasta das soldadas, a extragdo foi feita em 400
microlitros, com as formigas também imersas por 2 minutos no solvente e suspensdo em 200
microlitros de hexano.

As andlises foram realizadas em um sistema de cromatografia a gds acoplado a
espectrometria de massa CG-MS (SHIMADZU, modelo GCMS-QP2010) equipado com a
coluna capilar de silicone de 25m e hélio com géds carreador a 1 ml/min. O método utilizado
contava com duas rampas de temperatura, sendo a primeira 150°-280°C a uma taxa de
3°C/min (temperatura maxima mantida por dez minutos) e a segunda 280°-300°C a uma taxa
de 10°C/min (temperatura maxima mantida por quinze minutos).

Para identificacdo de compostos que possuiam o espectro incompleto devido sua baixa

concentracdo, foi preparado uma amostra concentrada ou pool contendo 20 operarias/colonia
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imersas em 4 mililitros de hexano por 2 minutos. O solvente contento os compostos foi
evaporado e suspendido em 50 microlitros para injecio no GC-MS. A identificacdo contou
também com o auxilio de um padrao sintético de hidrocarbonetos alcanos com cadeia entre 21

e 40 carbonos (Sigma-Aldrich).

Analise estatistica

Os compostos que estavam ausentes em mais de sete individuos de um grupo (n=15)
ou que contribuiam em menos de 0,5 % no total de compostos foram excluidos das andlises.
Foi realizada uma andlise de varidncia PERMANOVA com 9999 permutacgdes, onde os dados
foram previamente normalizados e transformados por raiz quadrada e a matriz de semelhanca
(distancia Euclidiana) calculada. Testes post-hoc (PERMANOVA, pair-wise tests) foram
utilizados para comparagao dos perfis quimicos cuticulares entre as subccastas. A distancia
média dos centroides dos perfis quimicos também foi calculada. Essas andlises foram

realizadas utilizando o programa Primer 6 (Primer-e Ltda).
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RESULTADOS

As colonias

Em relacdo aos compostos apolares, a cuticula das operdrias de A. sexdens apresenta
uma grande diversidade de hidrocarbonetos com cadeia carbonica entre 19 e 39 atomos. Os
trimetilados compdem a classe mais representativa, constituindo quase 40 % do total de
compostos. Além desses, em ordem de maior representatividade, encontram-se os alcanos
lineares, dimetialcanos, alcadienos, alcenos e metilalcanos.

Todas as trés colonias analisadas possuem perfis de hidrocarbonetos cuticulares muito
semelhantes quanto a diversidade de compostos, entretanto, a andlise estatistica revelou
diferenca significativa entre elas (PERMANOVA, Pseudo-F = 48,537, p < 0,0001). Quando
as colonias foram comparadas em pares, as diferencas foram igualmente significativas
(PERMANOVA, pair-wise tests, p < 0,0001 para todas as comparacdes). Entretanto, ao
calcular a distancia entre os centroides e a distancia média percebe-se que a coldnia do
ambiente natural (Coldonia 3) é a mais distante quimicamente (Distancia média para Col-1 vs.
Col-2 5,5729; Col-1 vs. Col-3, 6,3373; Col-3 N vs. Col-2, 6,1614. Distancia entre os
centroides para Col-1 vs. Col-2, 3,2494; Col-1 vs. Col-3, 4,6597; Col-3 vs. Col-2 4,3609).
Segundo a andlise candnica, 99,4 % das operdrias foram classificadas corretamente em suas

colonias.
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Figura 1 — Resultado da anélise candnica das coordenadas principais (CAP) realizada com os
hidrocarbonetos cuticulares das operarias de Atta sexdens de trés colonias (coldnia 1, coldnia
2 e Colonia 3).

As Subcastas

Dentro do perfil de hidrocarbonetos cuticulares das operdrias existe uma variacdo em
relacdo as subcastas, conferindo a essas uma identidade quimica cuticular. Quando rodamos a
andlise estatistica com os dados grupados das trés coldnias, percebemos que de uma forma
geral todas as subcastas s@o quimicamente diferentes (PERMANOVA, Pseudo-F = 55,645, p
< 0,0001), resultado reconfirmado pelas comparacdes do teste Pair-wise (PERMANOVA,

pair-wise tests, p < 0,0001 para todas as comparagdes, exceto entre “generalista vs. soldada”
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da coldnia 1 com p> 0,0002 e “jardineira vs. generalista” com p < 0,0004 da colonia 3). A
andlise candnica ainda revela que houve 99,77 % de acerto na classificacdo das operdrias de

acordo com as subcastas. A seguir sdo apresentados os dados individuais de cada coldnia.

Colonia 1

As operdrias da colonia 1 apresentaram um total de 22 hidrocarbonetos, sendo a
maioria trimetilalcanos e alcanos lineares (tabela 1). Em relagdo ao perfil quimico cuticular
das subcastas, as generalistas apresentaram maior nimero de hidrocarbonetos, totalizando 20
compostos. Em seguida, em ordem de maior representatividade estdo as jardineiras, com 18
hidrocarbonetos e as forrageiras e soldadas com 16.

Concernente a concentragdo, as soldadas possuem maior propor¢ao relativa de alcanos
lineares quando comparada a outras subcastas, e as jardineiras possuem maior propor¢ao
relativa de alcanos ramificados, exceto para os dois ultimos compostos da tabela 1(a,b,c-
TriMeC37 e a,b,c-TriMeC39), nesses, as forrageiras possuem concentracdes muito superiores
e juntos constituem mais de 40 % da concentragdo relativa desses compostos.

Os dados da andlise candnica revelam que 100 % das operdrias foram classificadas
corretamente em suas subcastas e que de uma forma geral, todas sdo quimicamente diferentes
(PERMANOVA, Pseudo-F = 56,641, p < 0,0001). Todas as comparacdes feitas pelo teste
Pairwise resultaram no valor de p < 0,0001. Interessantemente, os resultados mostram que a

subcasta mais distante quimicamente € a forrageira (Tabelas 2 e 3).

31



L4
0,2+
*e
L
.. ‘
o’
o - " .. 0~0
a L ]
0+ = .
S =
Egm - v,
v vy
w v
02+ v
v
v
047 : | |
0,4 0,2 0 0,2
CAP1

Subcastas

jardineira
v generalista
= forrageira
+ soldada
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hidrocarbonetos cuticulares das operdrias das subcastas de Atta sexdens, coldnia 1.
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Tabela 1 - Valores médios e desvios padrdes da proporcao relativa dos hidrocarbonetos cuticulares de subcastas de Atta sexdens, colonia 1.

Tempo de retencio (min.) Hidrocarboneto Jardineira Generalista Forrageira Soldado
27,02 n-Cyps 17,99 £ 4,35 15,55 £2,47 7,08 + 1,82 21,9 £6,39
29,50 n-Cag 1,18 +£ 0,31 1,29 £ 0,20 0,58 £ 0,38 2,35+£0,72
32,03 n-Cy; 15,66 £ 0,72 19,14 £2,79 10,1 £ 2,66 22,1 +3,96
36,73 n-Cpy 2,73 £0,72 1,98 £ 0,41 0,66 £ 0,63 1,01 £0,24
40,26 3,7,11-TriMeC3 8,46 £ 1,12 5,73 £0,40 491 1,51 6,97 + 1,51
41,14 Z-Cy; 0,89 + 0,29 0,71 £0,13 - 0,94 £0,21
41,47 9-MeC3,; 1,1 £0,24 0,85 +0,3 0,33 £0,32 -
41,97 3,5-DiMeC3, 6,19 + 0,82 4,18 £0,92 3,21 £1,36 5,07 £0,99
43,99 Naio identificado (Cs;) 8,61 1,37 6,64 +2,1 4,08 £0,71 4,81 £0,92
44,50 3,7,11-TriMeC3, 16,3 +2,17 12,6 + 2,44 8,56 £ 1,69 9,33 £1,58
45,36 n-Cs3 0,52 + 0,29 - -

45,85 4,8,12-TriMeCs3 6,58 £ 1,11 5,5+0,99 3,19 £0,56 349+0,7
46,41 a,b,c-TriMeCs3 6,29 + 0,94 52+1,12 3,33 +0,75 3,76 £ 0,83
47,35 Nao identificado (Cs4) - - 6,45 £3,9 -
48,26 3,5-DiMeCs4 0,73 +£0,29 0,58 +0,34 - -
4891 3,7 -DiMeCs4 - 0,77 £0,52 - 0,57 £0,33
49,18 a,b,c-TriMeCsy 0,55 +0,55 1,L15+1,71 0,68 £0,14 -
49,89 3,7,11-TriMeC34 4,42 +0,8 343 +£1,61 2,94 £ 0,59 2,55+£0,33
52,66 4,8,12-TriMeCss 0,32 £0,32 0,33 £0,37 - -
53,89 a,b,c-TriMeCss - 1,15+1,31 - 1,66 + 1,35
59,04 a,b,c-TriMeCs; 1,43 £ 1,15 7,98 £3,03 20,5 £ 4,55 8,2 +4,67
65,62 a,b,c-TriMeCsg - 5,26 + 1,61 23,4+ 3,69 5,32 + 64
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Tabela 2 - Distancia entre os centroides dos perfis de hidrocarbonetos cuticulares das
subcastas de Atta sexdens, coldnia 1.

Jardineira Jardineira Generalista Forrageira
Generalista 3,36
Forrageira 7,20 4,80

Soldada 3,92 1,93 5,22

Tabela 3 - Distancia euclidiana média dos perfis de hidrocarbonetos cuticulares entre/dentro
das subcastas de Atta sexdens, colonia 1.

Jardineira Generalista Forrageira Soldada
Jardineira 1,81
Generalista 3,99 2,58
Forrageira 7,46 5,35 2,28
Soldada 4,40 3,09 5,65 2,31

ColoOnia 2

As operdrias da colonia 2 apresentaram a maior diversidade de hidrocarbonetos,
totalizando 26 compostos (Tabela 4). Em relagdo ao perfil quimico cuticular das subcastas, as
generalistas e soldadas apresentaram maior nimero de compostos. Em seguida, em ordem de
maior representatividade estdo as jardineiras e forrageiras.

Concernente a propor¢do, as soldadas possuem maior propor¢do relativa de alcanos
lineares quando comparada a outras subcastas, e as jardineiras possuem maior propor¢ao
relativa de alcanos ramificados, exceto para os dois ultimos compostos da tabela, a,b,c-
TriMeCs; e a,b,cTtriMeCsg. Nesses as forrageiras possuem propor¢des muito superiores,
constituindo mais de 40 % da proporg¢ao total dos seus compostos.

O perfil de hidrocarbonetos cuticulares apresenta variacdo significativa em relacio as
subcastas, conferindo a essas uma identidade quimica cuticular (PERMANOVA, Pseudo-F =

54,208, p < 0,0001) e (PERMANOVA, Pairwise tests, p < 0,0001 para todas as
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comparacdes). A andlise candnica revela que 98,3% das operdrias foram corretamente
classificadas em suas subcastas (erro de 1,7%, uma generalista foi classificada como soldada).
Contrapondo os resultados da colonia Al, os cdlculos da distancia euclidiana média apontam

que a subcasta jardineira é a mais distante quimicamente (tabela 5).
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Figura 3 - Gréfico do resultado da andlise canOnica das coordenadas principais (CAP)
realizada com os hidrocarbonetos cuticulares das operdrias das subcastas de A. sexdens,
Coldnia 2.
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Tabela 4 - Valores médios e desvios padrdes da proporcao relativa dos hidrocarbonetos cuticulares de subcastas de Atta sexdens, Colonia 2.

Tempo de retencio Hidrocarboneto Jardineira Generalista Forrageira Soldada
10,31 7,7-Cyy 1.06 + 1.04 4.17 £ 1.04 - -
21,01 Z-Cys - 1.53+0.85 - 0,77 £0,79
27,05 n-Cos 7,41 £2.06 6,45 + 1,51 6,24 +2,12 7,5+294
29,46 n-Cag 0.37 £0.37 0,47 £0,3 0,37 £0,37 0,95 +£0,21
31,93 n-Cy; 14+49 13,4 £2,6 14 £ 2,56 18,6 £4,51
34,31 n-Cog - - - 0,5+0,38
36,63 n-Cog 477+19 4,8 +1,46 4,14 2,04 6,53 + 3,09
39,63 Naio identificado (Csp) 09+04 0,55 +0,37 - 0,58 +0,36
40,16 3,7,11-TriMeCsg 9.19+1.74 5,63 +0,86 4,4 +0,95 7,87 + 1,68
41,05 Z-Cs; 1.24 +£0.94 - - -
41,37 9-MeC3; 1.64 +04 1,05 £ 0,32 - 0,86 + 0,44
41,87 3,5-DiMeC;3, 6.54 +1.49 3,8 £0,58 2,48 +0,88 5,38+ 1,39
43,24 13-MeC3; 0.5+0.3 - - -
43,83 Nao identificado (Cs,) 11.5 +3.48 7,32 £ 1,53 3,59 £0,77 6,49 + 1,86
44,38 3,7,11-TriMeC3; 17 +2.44 11+1,72 6,93 + 1,39 12,3 £2,59
45,37 n-Cs3 0.96 +0.52 - - -
45,73 4,8,12-TriMeC3; 7.89 +2.48 5,28 £0,96 2,55 +0,61 4,61 +1,34
46,40 a,b,c-TriMeCs3 6.35+1.31 4,06 £ 0,54 2,52 +0,61 4,74 + 1,34
47,45 Nao identificado (Csq4) - - 2,61 +1,75 -
48,19 3,5-DiMeCsy 0.99 +0.36 0,91 £0,21 - 0,59 +0,34
49,03 3,7 -DiMeCs4 1.28 £ 0.66 1,2+0,22 0,31 +0,3 0,87 +0,34
49,72 3,7,11-TriMeCs4 4.14 £1.06 3,49 £ 0,51 2,1+£0,44 3,26 £ 0,85
52,46 4,8,12-TriMeCs3s - 0,51 £0,28 - 0,41 +0,36
54,01 a,b,c-TriMeC3s - 291+ 1,35 7,02+ 1,11 3,86 + 1,81
59,13 a,b,c-TriMeCs; 22+2.12 12,6 +3.91 22,8 +3,27 8,99 £ 3,31
65,77 a,b,c-TriMeCsy - 8,92 + 3,62 18+29 4,36 + 1,2
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Tabela 5 - Distancia entre os centroides dos perfis de hidrocarbonetos cuticulares das
subcastas de Atta sexdens, ColOnia 2.

Jardineira Generalista Forrageira
Jardineira
Generalista 4,87
Forrageira 7,38 4,11
Soldada 4,14 2,58 4,18

Tabela 6 - Distancia euclidiana média dos perfis de hidrocarbonetos cuticulares entre/dentro
das subcastas de Atta sexdens, Colonia 2.

Jardineira Generalista Forrageira Soldada
Jardineira 2,85
Generalista 5,45 2,16
Forrageira 7,74 4,52 1,91
Soldada 4,87 3,46 4,68 2,50

ColoOnia 3

A cuticula das operdrias dessa colonia é composta por 24 hidrocarbonetos (Tabela 7),
desses, 20 foram encontrados nas forrageiras, 19 nas generalistas e soldadas e 18 nas
jardineiras. Diferentemente das outras duas coldnias, ndo ha um padrio entre subcastas e a
concentracdo relativa dos alcanos lineares e ramificados. Tampouco foi verificada a alta
concentracdo dos trimetialcanos a,b,c-TriMeCs; € a,b,c-TriMeCsg nas forrageiras, que juntos
correspondem a apenas 14,7 % da concentracdo relativa total de compostos dessa subcasta.

Os dados da andlise candnica revelam que 100 % das operdrias foram classificadas
corretamente em suas subcastas e que de uma forma geral, todas sdo quimicamente diferentes
(PERMANOVA, Pseudo-F = 16,643, p < 0,0001). As comparacdes feitas pelo teste Pairwise

resultaram no valor de p < 0,0001, exceto para jardineira vs. generalista (p > 0,0002).
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Concernente a distdncia quimica entre as subcastas, o cdlculo da distancia entre os
centroides (Tabela 8) e distancia euclidiana média (Tabela 9) mostra que as combinagdes que

envolvem as soldadas apresentam os maiores valores.
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Figura 4 - Resultado da andlise candnica das principais coordenadas (CAP) realizada com os
hidrocarbonetos cuticulares das operarias das subcastas de A. sexdens, Colonia 3.
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Tabela 7 - Valores médios e desvio padrao da proporcao relativa dos hidrocarbonetos cuticulares de subcastas de Atta sexdens, Colonia 3.

Tempo de retencio (min.) Hidrocarboneto Jardineira Generalista Forrageira Soldada

6,98 Nao identificado 0,46 + 1,80 - - 13,3+16,9
26,78 n-Cas 14,1 £5,94 8,8+2,14 7,67 £2,82 11,1 £3,8
29,36 n-Cae 0,87 £ 0,63 0,56 + 0,44 0,51 £0,39 1,84 £ 0,77
31,16 2,7-Cy; - - - 0,54 £ 0,57
31,78 n-Cay 13,63 +5,56 9,46 +3,24 6,35+1,93 8,54 + 3,35
34,78 n-Copg - - - 0,64 £ 0,47
36,49 n-Cpy 3,46 £ 1,67 2,25 +£0,76 1,86 £ 0,55 1,18 £0,78
39,48 a,b,c -TriMeC3 0,55 +£0,54 1,04 £0,52 1,33 £0,34 -
40,00 a,b,c -TriMeCs3 8,01 £1,76 9,04 + 1,84 9,4 +1,86 9,95 +2,17
40,90 Z-Cs 0,88 £ 0,62 0,41 +£0,36 0,57 £ 0,41 -
41,22 9-MeC;3, 1,12 £ 0,68 1,43 £ 0,38 1,92 + 0,65 1,2+0,42
41,71 3,5-DiMeC3; 4,92 + 1,17 5,24 £ 0,93 5,08 £0,94 6,79 £ 1,49
43,09 13-MeCs; - - 0,55 £0,36 -
43,72 Nao identificado (Cs,) 11,1 £2,24 129+ 1,76 11,2+ 1,77 6,35+ 1,91
4422 3,7,11-TriMeC3, 18,2 £4,09 20,3+£2 18 £2,07 15+£3,12
45,55 n-Css 6,9 + 1,76 7,75 £0,93 6,93 £ 1,28 5,13+£1,86
46,10 a,b,c-TriMeCs3 5,93 £1,49 6,33 £0,97 5,14 £0,55 6,01 £1,26
47,90 Nao identificado (Csq4) 0,55 +£0,44 0,9 +0,26 0,93 £0,41 -
48,83 3,5-DiMeCsq4 1+0,95 1,15+0,25 0,98 + 0,47 0,57 +0,44
49,51 3,7,11-TriMeCsq4 495+1,3 5,75+ 1,03 4,17+1,6 4,34 + 0,97
52,24 4,8,12 -TriMeCj3s - 0,39 £ 0,34 - 0,77 £ 0,6
53,56 a,b,c-TriMeCss - - 2,63 £1,55 -
58,78 a,b,c-TriMeCsz; 3,81 £3,83 4,52 £2,81 9,59 £3,85 4,16 £ 3,07
65,27 a,b,c-TriMeCsg - 1,8 + 1,31 5,19+£23 241 +£1,74
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Tabela 8 - Distancia entre os centroides dos perfis de hidrocarbonetos cuticulares das subcastas de
Atta sexdens, ColOnia 3.

Jardineira Generalista Forrageira
Jardineira
Generalista 1,95
Forrageira 3,58 2,40
Soldada 3,79 3,62 4,25

Tabela 9 - Distancia euclidiana média dos perfis de hidrocarbonetos cuticulares entre/dentro das
subcastas de Atta sexdens, ColOnia 3.

Jardineira Generalista Forrageira Soldada
Jardineira 3,05
Generalista 3,11 1,86
Forrageira 4,40 3,12 2,31
Soldada 5,12 4,62 5,25 4,17
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DISCUSSAO

Martin e MacConnell (1970) foram os pioneiros a abordarem a composi¢do de
hidrocarbonetos de cuticula em formigas, coincidentemente eles trabalharam com trés formigas
cortadeiras, A. colombica, A. sexdens e A. cephalotes. Quatro décadas apds, um segundo trabalho
do mesmo tema foi publicado por Marinho et al. (2008), dessa vez utilizando apenas a formiga A.
sexdens. Esses dois trabalhos se complementam, pois o primeiro reporta apenas os alcanos
ramificados da forma que o outro apenas os lineares e ambos serdo utilizados para comecar a
discussdo com os dados obtidos neste trabalho.

Martin e MacConnell (1970) identificaram seis trimetialcanos divididos em duas séries
homdlogas, 3,7,11-(C34H72, CscH7 € CssHso) e 4,8,12-(CssH7p, CazHze, CsoHgo). Houve certa
semelhanca entre esses resultados e aqueles apresentados nesse capitulo em relacao a diversidade
de compostos, por exemplo, ambas as séries foram encontradas neste trabalho, entretanto houve
variac¢do na cadeia carbdnica onde a séries ocorreram.

Em relagdo aos alcanos lineares, houve grande semelhanga entre os resultados obtidos por
Marinho et al. (2008) e aqueles deste capitulo. No entanto, sabe-se que os alcanos lineares com
cadeia carboOnica entre 25 e 35 dtomos estdo amplamente bem representados na cuticula de
formigas (Martin & Drijfhout, 2008), ndo apresentando variagdes de especificidade em nivel de
espécie (Wilgenburg et al. 2011), porém, esses compostos estdo associados a inducdo de
esterilidade por parte das rainhas em relacdo as operarias (Van Oystaeyen et al. 2014). Ao
analisarmos a concentragdo relativa dos alcanos lineares entre os dois trabalhos, percebemos que
hd igualdade entre aqueles mais representativos: n-C27, n-C25 e n-C29, respectivamente.

Os resultados desse estudo mostram uma clara discretizacdo das quatro subcastas
morfolégicas pelos hidrocarbonetos cuticulares, conferindo a essas uma identidade quimica
cuticular. Isso reforca outros estudos que evidenciaram a plasticidade desses compostos em

relacdo as atividades desenvolvidas pelas operarias, como no caso das formigas Camponotus
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textor (Campos et al. 2012), Dinoponera quadriceps (Nascimento et al. 2012), Pogonomyrmex
barbatus (Wagner et al. 1998), Myrmicaria eumenoides (Kaib et al. 2000) e nas abelhas Melipona
marginata (Ferreira-Caliman et al. 2010), Apis mellifera (Kather et al. 2011), dentre outros.

Acredita-se que essa discretizacdo e consequente aquisicdo de uma assinatura quimica
estejam intimamente associadas a divisdo de trabalho em insetos sociais, entretanto poucos
estudos mostram o papel efetivo dos hidrocarbonetos nessa drea. Os individuos de uma coldnia
nao obedecem a um controle central para alocar operdrias em uma determinada tarefa e dessa
forma elas poderiam utilizar o CHCs como uma pista de decisdo entre desenvolver ou nao uma
atividade (Howard & Blomquist, 2005).

Greene e Gordon (2003) publicaram um trabalho com a formiga colheitadeira,
Pogonomyrmex barbatus, onde mostraram que na entrada do ninho, a presenca dos
hidrocarbonetos de cuticula das operdrias que patrulham a trilha de forragem incita a atividade de
forrageio em outras operarias. Quando uma formiga encontra uma companheira de ninho, ela tem
informacdes a respeito das tarefas que a outra desempenha e assim essas informagdes sdo usadas
nas decisdes de alocacdo de tarefas dentro de uma colonia, formando uma rede de interagdes que
regulam o comportamento social (Greene e Gordon, 2003).

Uma observagdo importante dos resultados obtidos no nosso trabalho é o distanciamento
das subcastas de acordo com o perfil quimico. Das trés colonias analisadas, nenhuma indicou as
generalistas como as mais distantes quimicamente, isso pode ser explicado porque essa subcasta
possui um tamanho intermedidrio, e consequentemente desenvolve um repertério comportamental
maior. Segundo Wilson (1980), em A. sexdens, as classes mais especializadas sdo aquelas que
possuem a cdpsula cefdlica menor que 1,2mm e maior que 2,4mm, excluindo assim as
generalistas, que em analogia as atineas monomorficas, exibem caracteristicas morfolégicas mais

primitivas.
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Também ha questdes levantadas a respeito da proporcdo de alcanos lineares entre as
subcastas, e esperaria-se encontrar uma maior propor¢do deles nas forrageiras, visto que essas
permanecem mais tempo expostas ao sol do que as outras classes de operdrias, e a fung¢ao primaria
dos CHCs ¢ a protecdo contra dessecagdo e devido a pouca variacdo de especificidade dos alcanos
em insetos sociais em geral, eles nao deveriam atuar efetivamente nos processos de
reconhecimento intra- e interespecificos (Greene & Gordon 2003; Howard & Blomquist 2005;
Wilgenburg et al. 2011). Entretanto, para as colonias de laboratério (Coldénia 1 e 2) os soldados
apresentam uma maior propor¢do de alcanos lineares e para as operdrias da col6nia 3 nao foi

observado nenhum padrao para essa distribui¢ao.
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Copints 2

Influéncia do substrato foliar no perfil de hidrocarbonetos
cuticulares das operarias de Atta sexdens
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RESUMO

O reconhecimento de companheiras de ninho é um fator primordial na evolu¢do dos himendpteros
eussociais e estd intimamente associado aos hidrocarbonetos de cuticula que atuam como
mensageiros quimicos e codificam informagdes desde o nivel colonial até individual. Esses
compostos sdo produzidos por células dérmicas e a sua composi¢do recebe influéncia de fatores
tanto endégenos quanto exdgenos, o que a torna dindmica principalmente em relagdo as varidveis
ambientais mais particulares da espécie. Em formigas cortadeiras, o extenso processamento do
substrato foliar pelas operdrias o sugere como principal fator ambiental influente no perfil de
hidrocarbonetos cuticulares e assim, esse estudo foi motivado pela investigacdo entre essa relacdo.
Foram identificados 27 hidrocarbonetos, divididos em trés classes de compostos sendo que a dos
hidrocarbonetos ramificados € a mais representativa, especificamente os trimetialcanos. Os
resultados obtidos mostram que o substrato foliar tem influéncia sobre a composicdo de
hidrocarbonetos cutilares das operdrias e consequentemente, colOnias que tiveram acesso ao
mesmo recurso apresentam uma composi¢do quimica cuticular mais semelhante em relagdo
aquelas que tiveram acesso a um recurso diferente. Complementarmente, os testes
comportamentais mostram que, na presen¢a de uma intrusa, as operdrias residentes sao mais

agressivas em relacao as coespecificas que utilizaram outro tipo de substrato foliar.
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ABSTRACT

Nestmate recognition is a key feature on the evolution of social insects and it is closely associated
with cuticular hydrocarbons that act as chemical messengers encoding information about identify
of groups. These compounds are produced by dermic cells and its composition is influenced by
both endogenous and exogenous factors which make it subject especially to the most particular
environmental variables of the species. In leafcutter ants the extensive processing of foliar
substrate by workers suggests it as the primary environmental factor influencing on cuticular
hydrocarbons profile and thus this study was motivated by the investigation between this relation.
It was identified 27 hydrocarbons separated in three classes of compounds and the branched
hydrocarbons as the major one, especially trymethialkanes. The results show that foliar substrate
has influence on the composition of cuticular hydrocarbons and concomitantly affect the
interspecific recognition, thus colonies that had access to the same substrate has similar cuticular
composition comparing to those which did not. Additionally, behavior tests show that in the
presence of a conspecific intruder the workers tend to be much more aggressive in relation to

those who had accesses to a different foliar substrate.
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INTRODUCAO

A habilidade de discriminag@o entre membros € ndo membros de uma col6nia permite que
atos altruistas sejam direcionados a individuos geneticamente relacionados, além de agir como um
mecanismo de defesa contra parasitas e competidores intra- e interespecificos, sendo assim um
fator chave para a evolucdo da eussocialidade (Vander Meer & Morel, 1998). E amplamente
aceito que nos insetos sociais as interagdes de reconhecimento sdo baseadas em pistas odoriferas
que compdem a identidade quimica da coldnia, e que os hidrocarbonetos de cuticula sdao os
principais compostos quimicos envolvidos nesses processos, atuando como mensageiros quimicos
que transmitem tais individualidades (Howard & Blomquist 2005; Blomquist 2010).

Os hidrocarbonetos sdo sintetizados por células da derme chamadas de oendcitos e sabe-se
que a composi¢do desses compostos recebe influéncia tanto genética quanto ambiental, sujeitando
assim mudancas temporais de acordo com variagdes sazonais, de nidificacdo, recurso alimentar,
presenca de simbiontes e patégenos, dentre outros (Vander Meer & Morel, 1998; Nielsen et al.
1999; Buczwoski et al. 2005; Ichinose ef al. 2009; Richard & Hunt, 2013).

Em formigas cortadeira, ambos operérias e fungo simbionte, se alimentam principalmente
da glucose gerada pela degradacdo do amido proveniente do tecido vegetal coletado pelas
formigas (Siqueira et al. 1998; Silva et al. 2003). O intenso processamento do material vegetal
pelas operédrias associado a necessidade vital do fungo por esse recurso sugere que o substrato
foliar € o principal fator ambiental influente no perfil de hidrocarbonetos cuticulares dessa
formiga. Sendo assim, esse estudo objetivou analisar as mudangas temporais na composi¢ao
quimica cuticular juntamente com interacdes agonisticas entre coldnias que tinham a dieta

controlada em condi¢des de laboratdrio.
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METODOLOGIA

Manutencao Das Colonias Em Laboratério

As colonias mantidas em laboratério foram inicialmente coletadas na natureza durante a
fase inicial de desenvolvimento (aproximadamente trés meses de idade), e estavam naturalmente
separadas por no minimo 50 quildometros de distancia. Duas destas foram coletadas pela equipe
técnica do Centro de Estudos de Insetos Sociais (CEIS) da UNESP de Rio Claro e pelo
Laboratério de Insetos Sociais-Praga (LISP) da UNESP de Botucatu. A outra foi estabelecida
através da coleta da rainha apds a revoada nupcial que ocorreu na cidade de Ribeirdo Preto.

As coldnias foram acondicionadas em recipientes plasticos interconectados por tubos e
tinham capacidade entre 1 e 10 litros que foram utilizados pelas formigas para estabelecer a drea
de forragem, potes de fungo e lixo. Foram oferecidas diariamente folhas frescas de roseira,
hibisco, resedd, jamboldo e pingo de ouro, além de aveia e farinha de milho, seguindo a
preferéncia alimentar da espécie. A temperatura € umidade do laboratério foram mantidas em
torno de 25°C e 75%, respectivamente, segundo as recomendacdes de Della-Lucia (1993).

Os experimentos foram realizados quando as colOnias ja possuiam mais de dois anos de
vida. As coldnias Col-A1l e Col-B1possuiam aproximadamente cinco litros de fungo, enquanto as

coldnias Col-A2 e Col-B2 dois litros € meio.

Grupos De Dieta e Teste Comportamental

O experimento contava com quatro coldnias divididas em dois grupos alimentares, grupo-
A e grupo-B, que durante 120 dias tiveram suas alimentagdes controladas da seguinte forma: Nos
primeiros sessenta dias (FASE 1) as colonias do grupo-A receberam principalmente folhas e
pétalas de roseira Rosa sp., enquanto as colonias do grupo B foram alimentadas com folhas de
resedd Lagerstroemia sp. A partir do 61° dia (FASE II) todas as colonias foram alimentadas com

folhas de Hibiscus sp.
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Ao término de cada fase, foram conduzidos testes comportamentais que envolviam a
introducdo de uma forrageira ndo companheira de ninho na area de forrageamento de uma coldnia
teste, a fim de escalonar a agressividade das formigas residentes em relacdo as introduzidas.
Companheiras de ninho (n= 10) também foram introduzidas como controle. As introducodes
tinham duragdo de dois minutos, e 0s atos comportamentais foram registrados com base em uma
escala 1 a 5 (modificado de Martin et al. 2008), onde:

e |, antenar — uma ou mais formigas residentes antenam a formiga introduzida;

e 2 abertura de mandibula — uma ou mais formigas residentes adotam postura de
alarme e/ou vao em dire¢ao da formiga introduzida com as mandibulas abertas;

e 3 apreensdo — uma ou mais formigas fecham suas mandibulas em alguma regido do
corpo da introduzida, imobilizando-a.

e 4 mordida — uma ou mais formigas mordem de forma intensa alguma regido do
corpo da introduzida;

e 5, briga — uma ou mais formigas residentes agridem intensa e reciprocamente a
formiga introduzida. Nesse comportamento pode haver danos para as ambas as
partes, pois hd a possibilidade de perda de apéndices e/ou géster, podendo levar a

morte.

Com base na escala supracitada, foi possivel medir o nivel de agressdo das introdugdes
através do calculo de indices de agressividade (I.A) (modificado de Martin (2008)), onde:

LA
= soma das interacdes com escores 3, 4 ou 5

soma total de todas as interag¢des

Testes preliminares foram conduzidos utilizando tinta para marcacdo das formigas

introduzidas, entretanto essa técnica ndo demonstrou viabilidade para o estudo porque as formigas
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apresentaram alta sensibilidade para deteccao da tinta, entdo optou-se por remover o tarso de uma
das pernas traseiras, o qual ndo mostrou afetar o desempenho da formiga e permitiu distingui-la
das outras.

As introdugdes foram realizadas em um sistema de rodizio para diminuir o estresse das
coldnias pela manipulagdo experimental e logo apds a coleta dos dados a formiga introduzida era
retirada da drea de forragem da colénia teste. E importante dizer que as quatro coldnias serviam
tanto como coldnias-fonte (origem das formigas introduzidas ndo companheiras de ninho) como

coldnias-testes, assim, foi possivel estabelecer as 16 combinagdes de introducdes.

Analises Quimicas Cuticulares

Andlises quimicas cuticulares foram realizadas ao fim de cada fase para obtencdo dos
perfis de hidrocarbonetos cuticulares das colonias. Para tal, operarias forrageiras (n= 15 por
colonia/fase) foram coletadas com auxilio de uma pinga desodorizada em solvente apolar hexano e
armazenadas em freezer com temperatura em torno de 4°C até o procedimento da extragdo dos
compostos.

A extracdo ocorreu pela imersdo de cada individuo em 130 microlitos de hexano por dois
minutos. Desses, 1,5 microlitros foi injetado em um sistema de cromatografia a gis acoplado a
Espectrometria de Massa (CG-MS) SHIMADZU, modelo GCMS-QP2010, equipado com a
coluna capilar de silicone de 25m e hélio como gds de arraste a taxa de 1 ml/min. O método
utilizado contava com duas rampas de temperatura, sendo a primeira 150°-280°C a uma taxa de
3°C/min (temperatura mixima mantida por dez minutos) e a segunda 280°-300°C a uma taxa de
10°C/min (temperatura mdxima mantida por quinze minutos).

Para identificacdo de alguns compostos que possuiam o espectro incompleto devido sua
baixa concentracdo, foi preparado uma amostra concentrada ou pool contendo 20

operérias/colonia imersas em 4 mililitros de hexano por 2 minutos. O solvente contento o0s

52



compostos foi evaporado e ressuspendidos em 50 microlitros para inje¢do no GC-MS. A
identificacdo contou também com o auxilio de um padrao de hidrocarbonetos alcanos com cadeia

de 21 a 40 carbonos.

Figura 1- atos comportamentais registrados durantes os testes de agressdo entre colonias de Atta
sexdens. A, antenacdo; b, mandibula aberta; c, apreensdo; d, mordida; e, briga.

Analise estatistica
Para os testes comportamentais, a frequéncia das interacdes nas duas fases foi comparada

utilizando o modelo linear generalizado (MLG) e os indices de agressdo de ambas as fases foram

53



comparados usando teste ndo paramétrico Mann-Whitney (U). Essas andlises foram realizadas
utilizando o programa Statistica 6.0 (StatSoft).

Para andlise estatistica dos dados quimicos, os compostos que estavam ausentes em mais
de sete individuos de um grupo ou que contribuiam em menos de 0,5 % no total de compostos
foram excluidos das andlises. Foi realizada uma andlise de varidncia PERMANOVA com 9999
permutagdes, onde os dados foram previamente normalizados e transformados por raiz quadrada e
a matriz de semelhanca (distancia Euclidiana) calculada. Testes post-hoc (PERMANOVA, pair-
wise tests) foram utilizados para comparacdo dos perfis quimicos cuticulares em cada uma das
fases. A distancia média dos centroides dos perfis quimicos também foi calculada. Essas andlises

foram realizadas utilizando o programa Primer 6 (Primer-e Ltda).
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RESULTADOS

Testes comportamentais

Os resultados obtidos mostram que formigas residentes foram muito mais agressivas em
relac@o as coespecificas que tiveram acesso a um substrato foliar diferente (U= 5, p < 0.0045). Os
indices de agressdao das introducdes envolvendo colonias do grupo-A vs. grupo-B variaram entre
0,5% e 0,7% na fase-1, enquanto que na fase-II o escore mais alto foi 0,47% (Figura 1). De uma
forma geral, houve uma reducdo na agressividade para todas as colonias na fase-II, porém entre as
colonias de grupos diferentes essa perda foi mais acentuada (aproximadamente 25%) enquanto
que para as colOnias que tiveram a dieta igualada durante todo o experimento, a reducdo foi de
apenas 8%.

Em relacdo as categorias de agressdo que foram escalonadas, a frequéncia de mandibulas
abertas, mordidas e brigas foram significativamente diferentes quando comparadas entre as fases,
e todas ocorreram com maior frequéncia na fase-I (Figura 3), (mandibulas abertas GLM, p <
0,00007; mordidas GLM, p < 0,0026; brigas GLM, p < 0,0259, intervalo de confianca a 95%). Em
contraste, apreensao nao mostrou diferenca significativa entre as fases e antenacdo ocorreu em
todas as introducdes, como esperado. (GLM, p=0,31).
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Figura 2. Frequéncia dos indices de agressao entre colonias do Grupo-A vs. Grupo-B em

(a) Fase I e (b) Fase II. CN — companheiras de ninho; NCN — ndo companheiras de ninho.
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Figura 3. Frequéncia das interagdes (a) mandibula aberta, (b) mordida e (c) briga nas duas

fases do experimento. Cada ponto no gréfico representa um encontro: 1 (Al vs. Al), 2 (Al vs.

A2),3 (Al vs. B1),4 (Al vs. B2), 5 (A2 vs. Al), 6 (A2 vs. A2), 7 (A2 vs. B1), 8 (A2 vs. B2),

9 (B1 vs. Al), 10 (B1 vs. A2), 11 (B1 vs. B1), 12 (Bl vs. B2), 13 (B2 vs. Al), 14 (B2 vs.

A2), 15 (B2 vs. Bl) e 16 (B2 vs. B2).
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Analises quimicas

Os compostos encontrados na cuticula de A. sexdens sdo principalmente
hidrocarbonetos, os quais possuem cadeias carbOnicas que variam entre 19 e 40 4tomos,
classificados como alcenos, alcanos lineares, metilados, dimetilados e trimetilados (Tabela 1).
De uma forma geral, foram encontradas diferencas quantitativas e qualitativas entre as
colonias (Pseudo-F= 14563 P < 0.0001). Esses perfis sofreram mudangas temporais, notando-se
diferenca significativa entre as fases (comparagdes pair-wise Col A1 P < 0.0001, Col A2 P <
0.0003, Col B1 P <0.0001, Col B2 P <0.0017).

Os trimetialcanos compdem a classe de hidrocarbonetos mais abundante nessa espécie.
Na colonia Al, o composto majoritdrio na primeira fase do experimento foi 3,7,11-
TriMetilCs, sendo substituido na segunda fase pelo a,b,c,-TriMeCsg. O composto a,b,c-
TriMeCs; foi majoritdrio em ambas as fases da coldnia B2, e também na primeira fase da
coldnia A2, sendo substituido por a,b,c-TriMeCso. Para Coldnia 2, o alcano linear n-C27 foi o
mais representativo na fase-I e o a,b,c -TriMeC3; na fase-1I (Tabela 1).

Os célculos da distancia euclidiana assim como a distincia entre os centroides (Figura
5) mostram que as colOnias na Fase-I sdo mais diferentes quimicamente do que na Fase-II. As
combinagdes que envolvem a Coldnia 2 apresentam maiores valores para ambos os calculos,

dessa forma temos A2 x B1, A1 x Bl e B1 x B2 (Tabela 2 e Figura 5).
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Tabela 1 - Médias e desvios padrdes da proporcao relativa dos hidrocarbonetos cuticulares de quatro colonias (A1, A2, B1 e B2) de A. s.
rubropilosa em ambas as fases (FI, fase-I; FII, fase-II).

Al A2 B1 B2
Compostos FI FII FI FII FI FII FI FII
Z-Cio - - - - 1,04 + 1,83 - - -
Z-Cy3 - - - - 0,69 + 1,24 - - -
n-Cos 5+1,64 6,32+240 428+1,65 597+1,39 793+228 625+214 T747+228 6,32+1,21
n-Coe - 0,54 +£0,36 - - 0,59 +0,44 - 0,78 £ 0,34 -
n-Cy; 10,5+285 949+248 1033+3,02 936+220 17,0+7,78 1446+2,57 1092+235 849+193
n-Cog 1,8 +0,68 0,62+0,59 1,84+0,88 123+0,63 447+3,77 4,14+2,04 1,69 + 0,7 0,92 +£0,27
a,b,c-TriMeCsy - - - - 0,61 0,56 - - -
3,7,11-trimeCs 4,72 £ 1,17 - 2,87 +1,28 - 7,71 £2.46 - 3,72+ 1,55 -
7-C3; 1,03+023 4,65+1,52 058+0,36 4,17+1,57 - 4,41 +0,96 - 3,92+ 1,14
9-meCj, 0,76 £ 0,35 - - 0,69+041 0,85+0,72 - 0,6 £ 0,55 -
3,5-dimeC3; 3,8+ 141 3,22+1,07  226+1,09 2,8 +1,05 487+1,86 2,48 +0,88 3,13+1,5 3,37 +0,96
N3o identificado (Cs,) 8,36 +1,8 388+0,67 5,671,799 584+174 8,65+3,53 3,6 £0,78 492+204 539+1,57
3,7,11-trimeCs, 13,5+3,03 8,08+1,71 10,15+326 828+274 1430+4,76 6,97+1,41 6,94 +25 8,12+ 1,85
n-Csz 1,08 £0,26 - 0,56 + 0,39 - - - - -
4,8,12-TriMeCs; 7,07 +1,44 3+0,55 482+156 4,02+128 564+287 255+0,62 458+191 5,08+1,39
a,b,c-TriMeCs3 6,12+135 3,14+0,75 4,08+143 3,03+1,12 484+238 2524061 343+1,33 4,14+1,29
Nio identificado (Cs3) - 6,07 + 3,82 - 7,99 + 4,84 - 2,62 +1,75 - 4,55 +3,31
Nao identificado (C33) 1,08 £0,29 - - 0,73+0,30 0,54 +0,52 - - 0,61 +£0,36
a,b,c-TriMeCsy 1,53+0,57 0,58+0,26 0,88+ 0,61 1,1 £0,61 0,87 + 0,66 - 0,84 +048 0,97 +0,25
3,7,11-trimeCsy4 554+1,12 2,77+0,57 3,68+1,58 278+136 4,11+199 2,13+0,47 278+1,23 3,38+1,01
Nao identificado (C35) 1,36 £1,38 - 1,34 £ 1,27 - - - - -
4,8,12-trimeCss 0,95 +£0,33 - - - - - 0,71+0,44 0,69 +0,49
a,b,c-TriMeCss 3,49+272 564+194 694+321 431+1,74 299+215 7,01+1,07 6,79+289 444+1,12
Nao identificado (Cse) 0,5+0,37 - - - - - - -
a,b,c-TriMeCs; 13,54 +£5,35 1926+3,98 2433+650 16,39+4,69 8,97+536 2283+328 23,7+795 19,94+3,10
a,b,c-TriMeCsg 7,87 +324 2203+339 1488+441 20,34+442 333+234 1804+2,89 156+6,27 19,63 +3,28
a,b,c-TriMeCyg - - 0,51 +0,63 - - - 1,4 1,66 -
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Tabela 2 - Distancia euclidiana dos perfis de hidrocarbonetos cuticulares entre/dentro das colonias
(A1, Al, Bl e B2). Abreviagdes: FI e FII, Fase I e Fase II.

FI Al FI A2 FI B1 FI B2 FIIA1 FIIA2 FIIB1 FIIB2
FI Al 2,95

FI A2 3,85 2,8

FIB1 4,48 5,25 3,97

FI B2 4,28 3,49 5,21 3,14

FII A1 2,58

FII A2 2,94 2,61

FII B1 2,99 3,37 1,83

FII B2 2,69 2,79 3,05 2,16
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Figura 4 - Resultado da andlise candnica das coordenadas principais realizado com os
hidrocarbonetos cuticulares das coldnias de Arta sexdens, fase-1.
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Figura 5 - Resultado da andlise candnica das coordenadas principais realizado com os
hidrocarbonetos cuticulares das coldnias de Atta sexdens, fase-11.
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DISCUSSAO

De acordo com os resultados obtidos, individuos de colonias que compartilham um
substrato foliar demonstram respostas comportamentais menos agressivas em relacdo aqueles
individuos introduzidos. Além disso, desenvolveram uma composicdo quimica cuticular mais
semelhante em comparacdo aquelas que tiveram acesso a um substrato diferente. Isso pode
explicar o porqué no campo, as colonias de formigas cortadeiras sdo mais agressivas com as
coespecificas de coldnias distantes (Jutsum, 1979) e possivelmente forrageiam em plantas de
espécies diferentes. Na literatura ja existem trabalhos que mostram a influéncia da dieta no
perfil de CHCs em insetos, como por exemplo, na mariposa Cydia pomonella (Piskorski et al.
2010), percevejos do género Macrolophus (Gemeno et al. 2012) e em cupins (Liebig et at. 2009;
Florane et al. 2004), mas principalmente investigado em formigas (Liang & Silverman 2000;
Silverman & Liang 2001; Richard et al. 2004; Richard et al. 2004; Buczkowski et al 2005;
Ichinose et al. 2009).

Mas especificamente para as formigas cortadeiras do género Acromyrmex, sabe-se que a
dieta possui grande impacto no perfil de CHCs e consequentemente nas interacdes de
reconhecimento entre companheiras de ninho (Richard et al. 2004; Lambardi et al. 2004),
interessantemente, o efeito da dieta na composi¢do da assinatura quimica colonial parece ser
mais importante do que os odores derivados das rainhas (Richard et al. 2004). Esses dados,
juntamente com os obtidos nesse estudo, reforcam a importancia dos hidrocarbonetos de cuticula
e contradizem aqueles obtidos por Herndndez et al. (2006), que aponta o feromdnio de alarme
como compostos quimicos mediadores do reconhecimento em Atta.

Entretanto, ja ha uma antiga discussao sobre o papel dos feromonios de alarme no sistema
de reconhecimento em formigas e sabe-se, porém, que eles estdo intimamente ligados a tal
sistema — ndo como mediadores, mas sim como resposta. O feromonio de alarme € liberado apds

a deteccdo de um individuo estranho a coldnia, ou seja, o processo de reconhecimento antecede a
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liberacdo. Ademais, para que esses compostos pudessem ser utilizados como pistas quimicas de
reconhecimento eles necessitariam estar impregnados na cuticula das formigas em uma
concentracdo abaixo do limiar de resposta de alarme que em geral eles causam (Vander Meer &
Morel, 1998).

Esse estudo nao relacionou a dieta com a composicdo quimica do fungo simbionte
Leucoagaricus gongylophorus, entretanto andlises preliminares mostram que em relagdo aos
compostos apolares extraidos em hexano, o fungo possui os mesmos hidrocarbonetos
encontrados na cuticula das operdrias recém-emergidas e que ambos ndo possuem 0S
trimetialcanos encontrados nas operdrias mais velhas. A esclerotizacdo da cuticula é um processo
importante para a deposicdo de hidrocarbonetos cuticulares, sendo que os recém-emergidos
normalmente possuem uma menor diversidade e diferenca de concentra¢do de compostos quando

comparadas as operdrias mais velhas (Thompson, 1978; Thompson & Hepburn, 1978).
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Figura 5 - Sobreposi¢do entre o cromatograma do fungo Leucoagaricos gongylophorus (rosa) e o
de uma operdaria recém-emergida de A. sexdens.

Durante o processo de reconhecimento, a antenagdo foi a primeira interacdo a ocorrer,
entretanto, percebemos que essa interacdo nao foi necessdria para que as formigas residentes
percebessem a presenca das coespecificas. Isso ficou evidente, pois em varias ocasides, as
formigas exibiram mandibulas abertas na presen¢a da introduzida quando ambas estavam distantes
a aproximadamente 1 centimetro.

Os resultados obtidos nesse estudo mostram uma diferenca significativa entre as fases em
relacdo a frequéncia de atos comportamentais (mandibula aberta, mordida e briga) em contraste
com a nao significancia de uma (apreensdo). Ao acompanhar a sequéncia das interacoes
agonisticas isso € facilmente compreensivel — ao notarem a presenca da coespecifica na drea de
forragem, as formigas residentes adotavam uma postura de alarme com as mandibulas abertas e

entdo atacavam a introduzida com uma sequéncia de mordidas que em varios casos resultaram em
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brigas, principalmente entre as combina¢des envolvendo as colonias Al vs. B1. Como na fase-II
do experimento houve uma reducdo da resposta agressiva, consequentemente a andlise estatistica

aponta a diferenca entre elas.
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Através dos resultados obtidos podemos concluir que as operdrias de Atfta sexdens
apresentam variagdes no perfil de hidrocarbonetos cuticulares em relagdo as quatro subcastas
morfolégicas (capitulo 1), fazendo com que essas possuam assinaturas quimicas cuticulares. Em
relacdo ao substrato foliar (capitulo 2), concluimos que esse recurso constitui um dos fatores
ambientais influentes sobre o perfil de hidrocarbonetos cuticulares, o que consequentemente altera
as interagdes de reconhecimento interespecifico, minimizando ou maximizando a resposta
agressiva entre coldonias que compartilham ou ndo o mesmo recurso.

Estudos que envolvam o papel desses compostos como pistas de decisao de tarefas entre as
operarias, bem como a atuacdo de determinadas classes de hidrocarbonetos no reconhecimento
interespecifico sdo necessdrios para que possamos compreender melhor como esses compostos

estdo envolvidos na organizagao social e no sucesso evolutivo dessas formigas.
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