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Eu Quero E Botar Meu Bloco Na Rua

Héa quem diga que eu dormi de touca

Que eu perdi a boca, que eu fugi da briga
Que eu cai do galho e que néo vi saida

Que eu morri de medo quando o pau quebrou

Héa quem diga que eu ndo sei de nada

Que eu ndo sou de nada e ndo peco desculpas
Que eu nédo tenho culpa, mas que eu dei bobeira
E que Durango Kid quase me pegou

Eu quero € botar meu bloco na rua
Brincar, botar pra gemer
Eu quero € botar meu bloco na rua
Gingar, pra dar e vender

Eu, por mim, queria isso e aquilo

Um quilo mais daquilo, um grilo menos disso
E disso que eu preciso ou ndo é nada disso
Eu quero é todo mundo nesse carnaval

Eu quero € botar meu bloco na rua
Brincar, botar pra gemer
Eu quero é botar meu bloco na rua
Gingar, pra dar e vender
Sérgio Sampaio (LP, Philips, 1973)
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Resumo
As primeiras pesquisas direcionadas a determinagdo e a intervencdo de compostos
guimicos nos insetos sociais tiveram inicio no século XX. Neste periodo procurou-se
compreender a utilidade dos hidrocarbonetos cuticulares (HCs) na sociedade destes
organismos. Atualmente os HCs tém demonstrado eficiéncia no reconhecimento dos
individuos de uma colbnia, na determinacdo de castas, sexo e odor quimico das
espécies, bem como na identificacdo do status social e reprodutivo, que neste ultimo
caso, é inicialmente constatado através dos conflitos intracoloniais. Os conflitos podem
ser melhor visualizados e entendidos como grafos, por isso analises utilizando redes
sociais estdo sendo amplamente utilizadas. Com auxilio desta ferramenta verificou-se
trés indices de linearidade para dominancia hierarquica (h, k e t.;;) apés quantificacao
das interacdes agonisticas de Pachycondyla striata. E, de acordo com os resultados, a
espécie em questdo apresenta dominancia hierarquica linear que, provavelmente, é
usada para regular a divisdo de trabalho reprodutivo nas colénias. Também observa-se
16 atos comportamentais agonisticos. Apos utilizar o método de CG-EM para descrever
os HCs de P. striata, é possivel relatar que ela apresenta cadeias de Cj9 a Cz;. Uma
mistura complexa de HCs com perfil quimico singular para a espécie, sendo possivel a

identificacdo quimiotaxondmica, distincdo das populacdes e dos espécimes.

Palavras-chave: Pachycondyla, CG-EM, divisdo de trabalho, dominancia hierarquica,

hidrocarboneto cuticular, conflitos, interacdes agonistica
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Abstract

Early research on the importance of chemical compounds in social insect biology began in the
twentieth century. In this period, researchers sought to understand the functional role(s) of
cuticular hydrocarbons (HCs) in insect societies. Currently, HCs are implicated in the
recognition of individuals within a colony, in determination of caste, gender, and species
chemical profile, and for identification of social and reproductive status, which in the latter case
is initially established through intra-colonial conflicts. Conflicts are conveniently viewed and
understood via network visualization (i.e., graphs), and social network analyses are being widely
used for this reason. With the help of this tool, we quantified agonistic interactions of
Pachycondyla striata and evaluated dominance hierarchy structure using three indices of
linearity (h, K and ty;). Our results indicate that this species has a linear dominance hierarchy,
likely used to regulate colony division of reproductive labor. We also observed 16 behaviors
performed in social conflict interactions. We used the GC-MS method to describe P. striata HCs,
and we report the presence of chains on C19 - C31. The presence of a complex mixture of HCs
with a chemical profile, unique to this species, highlights the possibility of chemotaxonomic

identification, as well as distinction between populations and individuals.

Key words: Pachycondyla, GC-MS, division of labor, hierarchical dominance, cuticular

hydrocarbon, conflict, agonistic interaction
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Introducéo Geral

As Formigas

As formigas, os térmitas e os grupos mais derivados entre as abelhas e as
vespas compreendem os insetos sociais. O comportamento social pode ser definido
pela combinacéo do cuidado de jovens por adultos, justaposicdo de geracao e divisdo
de trabalho na casta reprodutiva e ndo reprodutiva (WILSON, 1971; HOLLDOBLER &
WILSON, 1990). A organizacao da sociedade destes organismos compde-se de uma

ou poucas fémeas reprodutivas com grande nimero de crias (WILSON, 1971, 1975).

As formigas sdo eussociais e numericamente os mais abundantes dos
insetos sociais (WILSON, 1971, 1975; BARONI-URBANI, 1979; HOLLDOBLER;
WILSON, 1990). Elas sao claramente notaveis por sua dominancia ecoldgica como
predadoras, onivoras e herbivoras indiretas, isto é, apresentam uma dieta alimentar
diversificada e ampla distribuicdo geografica (WILSON, 1971; HOLLDOBLER;
WILSON, 1990; WILSON; HOLLDOBLER, 2005). As formigas apresentam rainhas e
operarias desta forma a composicdo das castas é bem variavel (HOLLDOBLER;
WILSON, 1990; PEETERS, 1993), o que sugere diferenciagcbes no comportamento e

na estrutura reprodutiva dentro de uma colonia (WILSON, 1971; PEETERS, 1993).
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A subfamilia Ponerinae

A subfamilia Ponerinae esta inclusa na familia Formicidae (Hymenoptera)
gque é composta de 21 subfamilias existentes e quatro extintas (BOLTON, 2003;
WARD, 2010).

O termo poneromorfa cunhado por Bolton (2003) abriga seis subfamilias
(Amblyoponinae, Ectatomminae, Heteroponerinae, Paraponerinae, Ponerinae e
Proceratiinae), mas existe uma proposta de renuncia ao termo, em favorecimento aos
dois grupos referidos por Ouellette et al. (2006), que sdo: Poneroide e Formicoide.
Segundo estes autores, a ndo adesao ao termo proposto por Bolton é justificavel por
considerarem as subfamilias acima mencionadas distintas. No entanto, adotou-se
neste estudo a classificacdo proposta por Bolton (2003).

As colénias das poneromorfas (sensu BOLTON, 2003) sdo pequenas (10*-
10° adultos) e normalmente apresentam distribuicdo espacial reduzida (BOLTON, 1994;
PEETERS; ITO, 2001). Os ninhos, em geral, exibem arquitetura simples, isto €, quando
terricolas sdo: a) rasos; b) pouco elaborados e sem camaras secundarias; c)
construidos abaixo de troncos podres e/ou pedras; e, quando arboricolas séo: a)
construidos entre as cascas de arvores; b) em epifitas; c) atras da bainha de palmeiras
(LUEDERWALDT, 1926; HOLLDOBLER; WILSON, 1990).

A subfamilia Ponerinae é um grupo basal e diverso distribuida
geograficamente nas regifes tropicais e subtropicais do planeta (WILSON, 1971;
SUDD; FRANK, 1987; HOLLDOBLER; WILSON, 1990; PEETERS, 1993; BOLTON,
1994; PEETERS; ITO, 2001; WILD, 2002; WARD, 2010). Esta subfamilia € a mais
abundante em termos de espécies, sendo considerada problemética por apresentar
comportamento e morfologia heterogéneos (PEETERS, 1993; ASTRUC et al., 2004;

WILSON; HOLLDOBLER, 2005; WARD, 2007, 2010). Em geral, as espécies que a
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compdem sdo consideradas predadoras especificas ou oportunistas (HOLLDOBLER,;
WILSON, 1990; BOLTON, 1994; PEETERS; ITO, 2001; WILD, 2002).

Em relacdo a casta, alteracdes morfolégicas importantes sao identificadas,
facultando significantes modificacdes no modelo "normal” de reproducdo das espécies.
Em algumas espécies de formigas a maioria das fémeas adultas é estéril, com apenas
uma ou umas poucas fémeas acasaladas pondo ovos (PEETERS, 1993).

A divisdo reprodutiva estd embasada na producdo de dois fendtipos
femininos distintos, as rainhas e as operarias, sendo que o dimorfismo entre as duas
castas pode ser altamente pronunciado nas subfamilias mais derivadas (WHEELER,
1986). Porém, em algumas espécies de Ponerinae, a casta parece ser bem variavel em
termos de composicao e funcionalidade (PEETERS, 1993).

As espécies de Ponerinae exibem rainhas sem asas (ergatéides), outras nao
produzem rainhas, sendo que a atividade reprodutiva passa a ser desempenhada
exclusivamente por operarias acasaladas, também conhecidas como gamergates, e
outras podem apresentar rainhas e gamergates como elementos reprodutivos
(PEETERS; CREWE, 1984, 1985; OLIVEIRA; HOLLDOBLER, 1990; ITO; HIGASHI,

1991; PEETERS, 1993; MOLET; PEETERS, 2006).

Pachycondyla
Pachycondyla Smith, 1858 esta inserido na tribo Ponerini que abriga 28

géneros (BOLTON, 1995, 2003). Atualmente Pachycondyla é sindnimo de géneros
como Brothroponera, Mesoponera, Neoponera, Trachymesopus, Termitopone,
Euponera, Hagensia, Megaponera, Ophthalmopone, Paltothyreus, Ectomomyrmex e
Eumecopone, com aproximadamente 270 espécies descritas para as regides tropicais

e subtropicais (BOLTON, 1995; BOLTON, 2003; WILD, 2005).
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Atualmente o género Pachycondyla é referido como um grupo ndao-
monofilético ( SCHMIDT, 2013), e a auséncia de autopomorfia torna esse género o
mais complicado da subfamilia Ponerinae. Diante deste fato o referido género foi
dividido em 19 géneros (SCHMIDT: SHATTUCK, 2014), e segundo essa sugestao
Pachycondyla passa ater somente 11 representantes vivos.

A espécie Pachycondyla striata Fr. Smith, 1858 ¢é portadora de individuos de
propor¢cdes relativamente grandes (13,2 — 16,7mm de comprimento), e ocorre na
porcdo setentrional da Argentina, Paraguai, Uruguai e Brasil (KEMPF, 1961, 1972;

KEMPF; LENKO, 1976).

Os ninhos habitados por P. striata sdo normalmente ricos em nitrogénio e
fésforo, elementos que beneficiam o desenvolvimento de plantulas que crescem nas
proximidades (PASSOS; OLIVEIRA, 2002).

Os ninhos séo terricolas (LUEDERWALDT, 1926) e apresentam arquitetura
simples, com as ramificagcbes secundarias reduzidas, as camaras e o0s tuneis
distribuidos rente a superficie horizontal do solo, presenca de varios orificios de
entrada, mas auséncia de camaras especificas para acondicionar alimento e lixo.
Todavia, as pupas podem ser separadas em camaras isoladas dos demais individuos
(SILVA-MELO; GIANNOTTI, 2010). A arquitetura dos ninhos desta espécie corrobora
com o modelo padrdo de outras Ponerinae que vivem proximas ao sistema radicular,
com ninhos rasos e sem ramificagbes secundarias (LUEDERWALDT, 1926;
MEDEIROS; OLIVEIRA, 2009; SILVA-MELO; GIANNOTTI, 2010). O numero
relativamente alto de orificios (2 - 20) nos ninhos favorece a atividade forrageadora,
facilitando a exploracdo de ampla area para obtencdo de alimento e fuga (SILVA-

MELO; GIANNOTTI, 2010).
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A atividade forrageira de P. striata é variavel ao longo do ano, sendo mais
intensa nos periodos chuvosos e quentes. Isso estaria relacionado ao aumento
expressivo dos imaturos na colénia e também a disponibilidade de alimento nestes
periodos (MEDEIROS; OLIVEIRA, 2009). Pesquisas recentes em laboratorio sobre o
tempo de vida e divisdo de trabalho de P. striata informaram que a longevidade média
das operarias é de 74,48 + 48,31 dias (amplitude de variacdo 1 - 463, N = 798),
entropia de H = 0,611 (a medida de entropia quantifica uma curva de sobrevivéncia) e
apresenta também divisdo de trabalho etéria e reprodutiva (SILVA-MELO; GIANNOTTI,
2011, 2012). O repertério comportamental mostra que as rainhas executaram 32 atos
comportamentais e 1089 registros, enquanto as operarias executaram 46 atos
comportamentais e 7864 registros (SILVA-MELO; GIANNOTTI, 2012).

A espécie P. striata € considerada predadora generalista por alimentar-se de
artrépodes e material vegetal (flores, sementes e liquens) (GIANNOTTI; MACHADO,
1992; MEDEIROS; OLIVEIRA, 2009; SILVA-MELO; GIANNOTTI, 2010). Ela forrageia
no solo ou sob o folhico no entorno de areas sombreadas (WILD, 2002), deslocando-se

furtivamente entre as folhas secas (MEDEIROS; OLIVEIRA, 2009).

Um estudo sobre a interagdo formiga-planta descreveu que as operérias
removem individualmente sementes para dentro dos ninhos e ap6s o consumo do arilo
as sementes ficam prontas para germinacdo (P1ZO; OLIVEIRA, 1998; PASSOS;
OLIVEIRA, 2002). P. striata e Odontomachus chelifer sdo consideradas as principais
dispersoras de sementes entre as formigas (PASSOS; OLIVEIRA 2004). Outras
interacbes sao comentadas por Strelnikov (1928) e Chagas et al. (2002). Aquele
descreveu as alteracdes morfoldgicas exibidas por P. striata quando parasitadas por
nematéide (Mermis - Mermithidae), estes relataram a predacao de fémeas ingurgitadas

de carrapatos (Boophilus microplus) por essa espécie de formiga.
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Estudos da morfologia interna da glandula mandibular revelaram que a
estrutura consiste de um reservatorio proximal e uma por¢cao secretora. A secrecao €
transportada do citoplasma para o reservatorio que se subdivide em canaliculos, estes
por sua vez, ramificam-se em duas porcdes: intracitoplasmatica e extracelular
(CAMARGO-MATHIAS et al, 1995). Caetano et al. (1994) descreveram
minuciosamente o epitélio do ventriculo de P. striata, Morgan et al. (1999) realizaram
analise quimica comparativa das secrecdes volateis das glandulas abdominais de
algumas espécies de Ponerinae, e dentre elas, relataram que P. striata apresentou
uma mistura complexa de hidrocarbonetos.

O sistema reprodutivo de P. striata é formado por dois ovarios que podem
exibir ovariolos meroisticos politroficos, com a presenca de diferentes niumeros de
ovariolos para cada ovario: nas operarias, oito ovariolos no ovario esquerdo e sete no
direito e, nas rainhas, seis no esquerdo e sete no direito (THIELE; CAMARGO-

MATHIAS, 1999).

Os resultados obtidos por FIGUEIRA e CAMARGO-MATHIAS, (2002)
referente a analise histologica, histoquimica e morfométrica das glandulas enddécrinas
(corpora allata) das operarias e rainhas de P. striata evidenciaram que as diferencas
encontradas no volume das glandulas de ambas ndo foram estatisticamente
significantes, mas o volume dos corpora allata nas rainhas € menor do que aquele
observado em operarias, nestas, o volume da glandula direita € menor do que o da
glandula esquerda. Dentre as fungcfes importantes dos corpora allata estd a producao
do hormdnio juvenil, que age no desenvolvimento ovariano (FIGUEIRA; CAMARGO-

MATHIAS, 2002).
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A morfologia e morfometria do corpo adiposo de fémeas virgens e rainhas de
P. striata indicaram que os trofocitos e oendcitos destas sdo menores quando

comparados aquelas (THIELE; CAMARGO-MATHIAS, 2003).

A glandula de veneno é composta por trés porcbes distintas: a) uma
secretora externa, composta por um filamento secretor que se bifurca para originar
outros dois; b) uma secretora interna, representada pela glandula convoluta; c) um
reservatorio comum ducto secretor que libera o veneno para o exterior, por meio do

aparelho de ferrdo (ORTIZ; CAMARGO-MATHIAS, 2003, 2006).

Hierarquia de dominancia

Etologia (do grego: ABo¢ ethos, "habito" ou "costumeiro" e -Aoyia -logia,
"estudo") tem por finalidade investigar os processos evolutivos e as relagdes do
organismo no ambiente ou quando necessario, no laboratério (IMMELMANN,1980;
LEHNER, 1996), ou e ainda estudar todos os padrbes de comportamento animal em
ambientes naturais, salientando andlise dos padrées evolutivos e os adaptativos
(WILSON, 1975). O comportamento € a maneira que o organismo desempenha suas
atividades quando interage e/ou adapta-se as condicbes do meio (MATTHEWS,;
MATTHEWS, 1978).

A vida em sociedade quase sempre ocasiona intera¢cdes que contribuem na
luta pela sobrevivéncia, torna-se mais facil a busca por alimento, melhoram-se as
oportunidades de defesa contra os predadores e competidores, e facilita a construcao
de abrigos e o cuidado com a prole (CAETANO et al., 2002). Nas organizacdes sociais
a comunicacdo pode ser bem variavel, as interacbes podem ser observadas entre: a)
organelas e célula; b) células e tecidos; c) individuo e sociedade; e) entre espécies

mutualisticas (HOLLDOBLER; WILSON, 1990, 20009).
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Os insetos sociais sdo bons exemplos de sistemas distribuidos
espacialmente que se organizam de forma descentralizada, via interacfes entre
individuos e entre o individuo e o ambiente (ARTHUR et al., 1997; BONABEAU et al.,
1998; CAMAZINE et al., 2003). As interacfes sdo compostas pela comunicacdo e/ou
atividades que induzem acdes distintas entre os integrantes da colénia (WILSON,
1975). Entre os tipos de interacdes a agonistica' € comum e de maior relevancia para
0s componentes da sociedade, pois € reguladora da vida em grupo (HUNTINGFORD;
TURNER, 1987). Neste contexto, as formigas desempenham doze categorias
funcionais de comunicagbes que sdo primariamente quimicas (HOLLDOBLER,;
WILSON, 2009).

O grau de evolucdo do comportamento social pode ser definido pela
combinacdo do cuidado cooperativo dos jovens pelos adultos, sobreposicédo de
geracOes e divisdo de trabalho (ou polietismo) em casta reprodutiva e ndo reprodutiva
(WILSON, 1975; HOLLDOBLER; WILSON, 1990). As castas podem ser determinadas
pelos tipos morfolégicos e/ou idade. Estes fatores influenciam no cumprimento de
tarefas especificas (WILSON, 1963, 1971, 1975; SUDD; FRANK, 1987). O polietismo
entre rainhas e operarias e entre diferentes sub-castas de operarias pode atingir
elevado grau de complexidade (HEINZE et al., 1994).

O conceito de dominancia tem contribuido no entendimento da estrutura
social nos animais (WILSON, 1975; DREWS, 1993). A dominancia hierarquica pode

variar entre as espécies e em uma especie ela pode sofrer variacbes com as condicdes

! Agonistico € um adjetivo relativo a luta, conflito, combate diz-se de comportamento, que inclui reacdes
diversas como ameagca, ataque e fuga, observado em encontros agressivos entre dois individuos de uma
mesma espécie animal. A palavra vem do grego agonistikés,é,6n 'relativo a luta' e posteriormente foi
latinizada. agonisticus,a,um 'id.".
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ao longo do tempo (GOODENOUGH et al., 2010). Ela pode ocorrer em pares ou em
grupos de individuos (WILSON, 1975).

No caso das Ponerinae, a atividade reprodutiva € desempenhada por uma
das castas ou por ambas e isso pode acarretar interagcbes agonisticas, que
normalmente sdo acompanhadas por agressdes fisicas, roubo e ingestdo de ovos
(oofagia), e mutilacdo de apéndices dos subordinados pelos individuos dominantes
(OLIVEIRA; HOLLDOBLER, 1990, 1991; ITO; HIGASHI, 1991; KIKUTA; TSUJ, 1999;
MONNIN; PEETERS, 1999).

As interacbes agonisticas entre grupos de formigas estdo associadas a
formacdo de dominancia hierarquica, que resulta no ranque reprodutivo (WILSON,
1975). Nas espécies em que a casta rainha foi substituida por gamergates, ou
naquelas em que as castas rainha e operaria séo de dificil distingdo, o mecanismo de
regulacdo reprodutiva é bem variavel (PEETERS, 1987; OLIVEIRA; HOLLDOBLER,
1990, 1991; ITO; HIGASHI, 1991; MOLET; PEETERS, 2006; PEIXOTO et al., 2008).
Apoés o estabelecimento da hierarquia dominante, tal hierarquia pode ser classificada
conforme a proposta de Appleby (1983). Porém, h&a entre as Ponerinae, exemplo de
atividade reprodutiva sem disputas para o estabelecimento de uma ordem hierarquica
(PEETERS; CREWE, 1985).

As interacbes agressivas contribuem também na formacdo de novas
colénias pelas subordinadas, pois as operarias, ao deixarem 0 ninho, podem
normalmente produzir machos (hapléides) e fémeas (dipléides) (HEINZE; SMITH,
1990).

Segundo Bonabeau et al. (1996), Camazine et al. (2003) e Beacham (2003)
a dominancia hierarquica tem sido objeto de investigacdo em muitos animais. Neste

contexto, a subfamilia Ponerinae recebeu atencdo consideravel (veja: PEETERS;
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CREWE, 1984, 1985; OLIVEIRA; HOLLDOBLER, 1990, 1991; ITO; HIGASHI,1991;
SOMMER; HOLLDOBLER, 1992; MEDEIROS et al., 1992; MONNIN; PEETERS, 1999;
POWELL; TSCHINKEL, 1999; PEIXOTO et al., 2008; DENIS et al., 2008; BLACHER et

al., 2010).

Rede social "Social Network"

A rede social descreve os vinculos sociais entre os individuos e pode
determinar e auxiliar na interpretacdo das relacdes sociais entre 0s organismos
envolvidos. Os conceitos matematicos necessarios a este tipo de andlise sao
procedentes das teorias dos grafos (NOQY, 2005).

Um grafo ou um sociograma é uma estrutura composta por um conjunto de
vértices conectados por arestas, e estas podem conectar-se a um vértice em cada
extremidade. Nas redes sociais, 0 vértice ou n6 representa o individuo e a aresta ou
linha representa as relacdes entre os vértices (NOOY, 2005).

Quando as interac¢des dos individuos sdo modeladas em um grafo, aqueles
sdo conectados pelas arestas que representam sua cO-0Ocorréncia no espago ou sua
interacdo comportamental (PINTER-WOLLMAN, 2013). As arestas séo direcionadas
guando se sabe que a interacao partiu do individuo A para 0 B ou vice e versa, ou nédo
direcionada se a interagdo ndo tem uma orientagdo particular (PINTER-WOLLMAN,
2013).

As interaces em uma rede social podem ser subdivididas em diadicas® (2
vértices), triades (3 vértices) ou subgrafos de n-vértices, cada um desses representa

uma unidade padronizada de interacdo entre os individuos (PINTER-WOLLMAN,

? Diadicas “dyad” ou “dyadic” é a denominacao dada as interacdes entre dois individuos. Em matematica
séo geralmente chamados de relacdes hinarias.
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2013). As interacbes em triades em uma rede podem ser de dezesseis tipos

(WASSERMAN; FAUST, 1994).

VAR

>

1-003 2-012 3-102 4-021D
5-021U 6-021C 7-111D 8-111U
9-030T 10-030C 11-201 12-120D

13 -120U 14 -120C 15-210 16 - 300

Figura 1. Os tipos de triades possiveis em uma rede (WASSERMAN; FAUST, 1994).

Na analise de rede social, a matematica discreta e a estatistica séo
combinadas com a epistemologia emergente de sistemas complexos a fim de explorar
processos e fendmenos diversos como a difusdo de informacdes através de uma
organizacdo, a adocao de inovacdes na sociedade e a propagacdo de doencas
infecciosas em uma populacdo (MCMAHON, et al., 2001).

O meétodo de rede social auxilia na caracterizacdo da estrutura social,

expandindo as oportunidades para entender a funcdo ecologica e evolutiva da
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complexa vida em sociedade (PINTER-WOLLMAN, 2013). Assim, um pesquisador da
area social que faz uso da ferramenta de rede social pode recorrer a outras areas do
conhecimento como a sociologia, antropologia, psicologia, geografia, matematica,
estatistica e também ciéncia da computacdo para responder as perguntas propostas

por ele (MCMAHON, et al., 2001).

Hidrocarbonetos cuticulares (HCs)

A cuticula dos insetos é composta principalmente de quitina, proteinas e
lipidios. A interacdo de quitina e proteinas exerce fun¢cdo mecéanica na cuticula, que
desempenha o papel de exoesqueleto. Na epicuticula uma fina camada de cera
composta de lipidios, cujo principal componente sdo os hidrocarbonetos cuticulares
(HCs) , atua na protecéo contra a desidratacdo, protecdo contra micro-organismos e
posteriormente na comunicagao dos insetos (SCHAL et al.,, 1998; SINGER, 1998;
KLOWDEN, 2007, MILLAR, 2010).

Os HCs sao compostos de carbono e hidrogénio com longas cadeias que
séo utilizados como feromoénio de contato.

Além da fungbes mencionadas os cientistas utilizam os HCs como uma
ferramenta para distingdo de espécie, para isso 0s compostos sédo identificados e a
presenca ou auséncia de cadeias longas € verificada para determinar a assinatura
qguimica do organismo (KATHER; MARTIN, 2012).

A comunicagdo quimica nos insetos sociais é regida por perfis de HCs que
variam em quantidade e qualidade nos individuos, e funcionam como
individualizadores, favorecendo o reconhecimento entre estes organismos e por vezes,
colaborando na taxonomia dos grupos (TANNURE-NASCIMENTO et al., 2007, 2008,

2009; MARTIN; DRIJFHOUT, 2009; HOWARD; BLOMQUIST, 2005; LUCAS et al,,
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2005; D’ETTORRE et al., 2004; LIEBIG et al., 2000, 2010; BLOMQUIST; BAGNERES,
2010). Portanto, véarias sao as aplicabilidades dos hidrocarbonetos identificados nos
insetos: composicdo dos feromoénios sexuais, cairomdnios, sinais de reconhecimento
de espécies e géneros, reconhecimento entre operarias do ninho, fertilidade e
dominancia, mimetismo, tarefas especificas, etc. (HOWARD; BLOMQUIST, 2005;
BLOMQUIST; BANERGES, 2010).

Como bem colocado por Martin e Drijfhout (2009) existem dificuldades ao se
relacionar as interagbes sociais e 0s compostos sintetizados pelos insetos. A mesma
linha de pensamento estende-se a Howard; Blomquist (2005) quando predizem que
‘Embora os hidrocarbonetos sejam simples em termos quimicos, a maneira como 0s
insetos e outros artrépodes os utilizam nas funcdes de prevencdo a desidratagéo,
barreiras aos microorganismos, e nos aspectos bioquimicos, fisiologicos e semi-
quimicos, estdo longe da simplicidade.”

De acordo com D’Ettorre et al. (2004) as sociedades de formigas pouco
derivadas apresentam estrutura social simples e oferecem uma oportunidade para
explorar a evolucdo da comunicacdo quimica, em particular, dos mecanismos de
discriminagao dentro das col6nias.

Segundo Matrtin; Drijfhout (2009) de 1970 até 2007, 78 espécies de formigas
tiveram seus HCs analisados. No estudo de revisdo daqueles autores observa-se
guatro espécie do género Pachycondyla: P. inversa (TENTSCHERT et al., 2001), P.
goeldii (DENIS et al., 2006), P. apicalis (HEFETZ et al., 2001), P. villosa (LUCAS et
al.,2004), e outras seis espécies da subfamilia Ponerinae, Dinoponera quadriceps
(MONNIN et al.,, 1998), Diacamma ceylonense (CUVILLIER-HOT et al., 2001),

Platythyrea punctata, (HARTMANN et al., 2005), Myrmecia gulosa, (CAVILL et al.,
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1970; DIETEMANN et al.,, 2003), Harpegnathos soltator, (LIEBIG et al., 2000),
Gnamptogenys striatula (LOMMELEM et al., 2006).

As pesquisas envolvidas na determinacdo hierarquica de espécies de
formigas estdo fundamentadas nas descricdes e frequéncia das interacdes agonisticas
correlacionadas a analise do desenvolvimento do sistema reprodutor (PEETERS;
CREWE, 1985; OLIVEIRA; HOLLDOBLER, 1990, 1991; MOLET; PEETERS, 2006;
PEIXOTO et al., 2008). Porém, recentes trabalhos tém empregado o uso de
hidrocarbonetos cuticulares como ferramenta adicional nas investiga¢gdes direcionadas
a divisdo reprodutiva. Estes estudos tém sugerido que as variagbes quantitativas e
qualitativas dos hidrocarbonetos cuticulares sdo usadas para discernir os membros
reprodutivos e ndo reprodutivos de uma colénia (MONNIN; PEETERS, 1999; LIEBIG et
al., 2000; TENTSCHERT et al., 2001; CUVILLIER-HOT et al.,, 2001; HEINZE et al.,
2002; D’ETTORRE et al., 2004; LOMMELEN et al., 2006; ANTONIALLI-JR. et al., 2007,
LIEBIG, 2010).

Interacdes agonisticas foram identificadas em operarias de P. striata e
possivelmente estdo associadas a divisdo de trabalho reprodutiva (SILVA-MELO;
GIANNOTTI, 2012), .

A fim de compreender o padrdo de vida social da espécie P. striata, este
estudo teve por finalidade investigar a ocorréncia de dominancia hierarquica e tambéem

definir o perfil quimico desta espécie.

Objetivos
A presente tese cumpre 0s seguintes objetivos:

I. Determinacédo da dominancia hierarquica nas col6nias de P. striata;

II.  Descricdo do perfil quimico de P. striata.
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A presente tese esta dividida em dois capitulos. O capitulo | trata da
dominancia hierarquica na sociedade de Pachycondyla striata enquando que o caitulo

Il versa sobre o perfil de hidrocarbonetos cuticulares desta mesma espécie.
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Dominéancia Hierarquica na Sociedade de Pachycondyla striata Fr. Smith,1858

(Formicidae: Ponerinae)

Resumo

Os conflitos podem ser melhor visualizados e compreendidos como grafos, desta forma
verificou-se trés indices de linearidade para dominancia hierarquica (h, k e t.yj). Para
isso fez-se uso do método “scanning sample” para qualificar e quantificar as interacdes
agonisticas de Pachycondyla striata e posteriormente as interagdes foram inseridas em
uma matriz N x N com a finalidade de gerar rede. Os resultados indicam que tal
espécie apresenta dominancia hierarquica linear que, provavelmente, € usada para
regular a divisdo reprodutiva de trabalho nas suas col6nias. Também observou-se 16

atos comportamentais agonisticos sendo que os mais utilizados por P. striata foram:

Imobilizar, Puxar, Morder, Antenar e Box com Antenas.

Palavras-chave: Pachycondyla, divisdo de trabalho, dominancia hierarquica, conflitos,

interacOes agonistica

42



Introducéo

As formigas sédo insetos verdadeiramente sociais que estdo presentes em
todas as partes habitaveis do planeta (WILSON 1971, 1975; HOLLDOBLER; WILSON,
1990; 2009). A subfamilia Ponerinae retém muitas caracteristicas ndo derivadas, o que
a torna um grupo de organismos basais (PEETERS, 1997; WILSON; HOLLDOBLER,
2005).

Nas colénias de Ponerinae, todas as fémeas estdo aptas a acasalar e
produzir ovos férteis, mas somente uma ou poucas operarias se reproduzem
(PEETERS, 1997); assim, a casta rainha pode estar ausente e, neste caso, a
reproducdo € realizada pelas operarias, denominadas gamergates (PEETERS;
CREWE 1984; PEETERS, 1987). Neste contexto, o status dominante é obtido através
de interacBes agonisticas entre as companheiras de ninho; as fémeas dominantes tém
ovarios ativos enquanto as subordinadas apresentam ovarios reduzidos e/ou inativos
(WILSON, 1971; HOLLDOBLER; WILSON, 2009). Algumas espécies podem exibir
diferenca no nimero de ovariolos entre as castas (HOLLDOBLER; TAYLOR, 1983;
PEETERS, 1993).

A dominéancia hierarquica € caracterizada como dominacgdo fisica de um
individuo sobre os outros componentes do grupo, podendo iniciar com comportamentos
hostis que se desenvolvem em lutas (HOLLDOBLER; WILSON, 2009). E também um
padrdo comum em sistemas sociais (DAWKINS, 1976), é através deste sistema
hierarquico que individuos dominantes tém prioridade no acesso a alimentagéo,
acasalamento, reproducéo e outro beneficios, que, por fim, promovem a sobrevivéncia
e a aptidao reprodutiva (WILSON, 1975).

Uma rede é representada por um grafo e funciona como cole¢des de interacdes
hierarquicas, mesmo que duas hierarquias compartiihem os mesmos subordinados,

cada uma tem um conjunto exclusivo deles, por isso quase ndo ha sobreposicao
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(DAWKINS, 1976). De acordo com Kossinets e Watts (2006) o emprego da rede social
tem atraido grande interesse nos ultimos anos, devido a sua provavel relevancia em
diferentes processos sociais, tais como processamento de informacédo (DODDS et al.,
2003), difusdo de influéncias sociais (VALENTE, 1995), competicdo e coesado social
(WEY; BLUMSTEIN, 2010) e a analise de dominancia hierarquica (SHIZUKA,;
McDONALD, 2012).

A dominancia hierarquica € um processo dinamico e uma abordagem de
rede complexa oferece uma O6tima oportunidade para explorar as mudangas na
estrutura social através do tempo, além de sumarizar as relacdes e qualificar aspectos
do contexto social (KOSSINETS; WATTS, 2006; KENNY et al., 2006).

As primeiras analises de dominancia hierarquica com formigas foram
realizadas por Cole (1981), Frank e Scovell (1983), Bourke (1988) e Peeters e Higashi
(1989). Estudos com o género Pachycondyla sdo apresentados para as espécies P.
apicalis (OLIVEIRA e HOLLDOBLER, 1990; HEINZE; SMITH, 1990), P. obscuricornis
(OLIVEIRA; HOLLDOBLER, 1991), P. sublaevis (ITO; HIGASHI, 1991; HIGASHI et al.,
1994) e P. tridentata (SOMMER et al., 1994). Neste contexto, interacdes agonisticas
foram referidas para operarias de P. striata e possivelmente estdo associadas a divisdo
de trabalho reprodutivo (SILVA-MELO; GIANNOTTI, 2011). Entretanto, estudos mais

refinados sdo necessarios, a fim de melhor compreender o padrao social da espécie.

Materiais e métodos
Protocolo de observacdes

As coletas dos ninhos de P. striata foram realizadas no municipio de Rio
Claro, SP. Foram coletados quatro ninhos no campus da UNESP (22° 32’ 40” S/ 47°

32’ 44” W), conforme metodologia utilizada por Silva-Melo e Giannotti (2010) (Tab. 1).
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Tabela 0.1. Conteudo dos ninhos de Pachycondyla striata.

Ninho Larvas Pupas Operérias Aladas Gines Data
Ninho2 20 6 13/04/2006
A6 22 84 4 23/01/2012
A20 20 6 122 27/01/2012
UNESP A 91 6 144 5 1 06/03/2013

As colbnias foram transportadas para o laboratério e acomodadas em
bandejas plasticas (10 cm de largura, 15 cm de comprimento e 12 cm de altura).

Em cada bandeja foi adicionado um ninho de gesso contendo trés camaras
de tamanhos diferentes, interligadas por tineis de 1 cm de largura e 3 cm de
profundidade, coberto com vidro para evitar possiveis perturbacdes e também papel
celofane vermelho para evitar a passagem de luz, como é comum em estudos com
formigas em condi¢des de laboratorio. As formigas foram alimentadas com larvas de
Tenebio molitor, agua e uma mistura cozida de mel e maca.

A fim de instigar as interacbes agonisticas, as colonias de P. striata foram
fragmentadas (CUVILLIER-HOT et al., 2002; LOMMELEN et al., 2006), e
acondicionadas em bandejas menores (08 cm de largura, 18 cm de comprimento e 9
cm de altura). Nestas, os individuos foram filmados e posteriormente seus
comportamentos foram anotados de acordo com o método “scanning sample” proposto

por ALTMANN (1974).

As formigas foram marcadas na por¢cdo dorsal (cabeca, térax, peciolo e
gaster) com caneta spray outliner silver Sakura 1.0 mm (Tab. 2). Tal procedimento
facilitou a distincdo entre os membros da colbnia e permitiu a descricdo dos

comportamentos individuais.
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Tabela 0.2. Marcacao individual adotada neste trabalho. Relacdo das cores com as
partes do corpo das formigas.

Tinta Partes do corpo
Cor NUmero Parte do corpo Abreviagéo
Correspondente

Branca 01 Cabeca C

Prata 02 Torax T

Amarela 03 Peciolo P

Azul 04 Gaster G
Verde 05
Vermelha 06
Dourada 07
Rosa 08

Determinagdo da dominancia hierarquica

A fim de qualificar a categoria hierarquica de P. striata utilizou-se o teste de
linearidade de Appleby (1983) para um grupo de tamanho N. Foi construida uma matriz
de relagdes na qual o individuo da linha (i) € dominante sobre o individuo da coluna e
foi indicado por 1, o individuo da coluna dominante sobre o da linha foi indicado por O e
as relacdes desconhecidas foram indicadas por Y. Para cada individuo (i = 1 a N)
obteve-se a soma da linha total (Si) (0 nimero de subordinados que o individuo i tem).

O calculo do namero de triades circulares (d) foi feitopela seguinte formula:

N(N-1)(2N-1)

d= = e V272 X € 1 2 SRS (01)

Para valores de N até 10, probabilidades de valores integrais de d foram
fornecidas pela tabela | de Appleby (1983). Conforme o aumento de N, a distribuicéo de
d se aproxima do x°. A tabela do x*foi consultada para graus de significancia. Calcula-

Se:
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N(N—1)(N—1)
df == W ......................................................................................... (02)

Equacéo 2

2= B [MEREED g4 1/2] 4 df e (03)

X =N 24
O grau de linearidade da hierarquia (K pode ter valores variando de: 0 - que
indica auséncia de linearidade, a 1 - que indica uma hierarquia linear) foi atingido pelas

seguintes equacoes:

Para valores impares de N,

24d

Segundo Appleby (1983), o teste acima exposto deve ser aplicado com no

minimo seis individuos, por ndo ser estatisticamente significativo em grupos menores.

Andlise de Dominancia Hierarquica na perspectiva da rede social

As interacdes agonisticas entre dois individuos foram anotadas em uma
matriz binaria N x N. O individuo da linha (i) € dominante sobre o individuo da coluna e
foi indicado por 1, as interagdes néo existentes ou ndo conhecidas foram indicadas por

0.
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A equacao (1) foi utilizada para encontrar 0 niumero possivel de triades
circulares, d. Este tipo de andlise é usual em estudo de dominéancia hierarquica e foi
proposto por Kendall e Babington-Smith (1940), revisado por Appleby (1983) e de Vries
(1995), e sugerido por Shizuka e McDonald (2012) para pesquisas de dominancia
hierdrquica em comum com 0s conceitos de network.

O numero maximo de triades circulares possiveis entre N individuos é dado

por:

1- valores impares de N,

O € D | (06)

2- valores pares de N,

Qmax = 52 (% = AN) oo (07)

O indice de frequéncia de triades circulares é dado por:

K = 1 indica a inexisténcia de triades circulares, mas se K = 0, indica a
existéncia de um alto nimero de triades circulares.

A dependéncia da obtencéo de N par ou impar torna a medida problematica
para a comparacao de linearidade entre grupos de diferentes tamanhos (SHIZUKA,;
McDONALD, 2012). No entanto, pode-se calcular o indice h de Landau (1951), que se
refere a variacdo de dominancia entre os individuos; entéo, a variancia maxima ocorre
guando a hierarquia € completamente linear (SHIZUKA E McDONALD, 2012).
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Pdde-se calcular o indice de hierarquia h, através da equacéao:

12

h = —
N3-N

SN S [ T (09)

A randomizacdo é comumente usada para o dominante (1) contra o
subordinado (0), essas atribuicdes sédo aleatérias aos membros de cada diadica nula.
Um valor do indice de Landau h é calculado para uma matriz de dominancia completa,
também o indice h foi indicado como h’ que € o valor médio de h estimado a partir de

10.000 matrizes aleatorias (SHIZUKA; McDONALD, 2012).

Calculo do indice de transitividade das triades (t )

O método para medir transitividade das triades - tyi, baseia-se na
enumeracao direta dos tipos de triades, sem necessitar de preenchimentos aleatorios
de diadicas (SHIZUKA; McDONALD, 2012). As analises de diadicas na matriz de
relacbes dominantes sdo equivalentes a uma matriz de adjacéncia para estudo de rede
social ( WASSERMAN; FAUST, 1994).

No diagrama de uma rede, uma relacdo dominante-subordinada é
representada por uma aresta dirigida a partir do vértice dominante ao vértice
subordinado (SHIZUKA E McDONALD, 2012).

A proporcao de triades transitivas relativas a todos os tipos de triades (Pt)

dada pela equacéo:

Pt = I e, (10)

(Ntransitivo +Nciclico)
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Quando Pt = 0.75 entdo 75% das triades sao transitivas, se Pt = 1 logo
todas triades sao transitivas. Niansitivo € 0 NUmero de triades transitivas, € Neiclico € O
namero de triades ciclicas (SHIZUKA E McDONALD, 2012). A transitividade das

triades é dada por:

it = 4 (PE = 0.75) cooovooeeeeeeeeeeeeeeeeeee e ee e e e s eee e e s eese e ee st ee e e eeseseeseee e (11)

A analise de transitividade de triade - ti; podera ser negativa se ocorrer um

ndmero maior que o esperado de triades circulares (SHIZUKA; McDONALD, 2012).

Linearidade e transitividade das triades

O procedimento para randomizar a matriz de interacao foi defendido por de
Vries (1995), € um predominante teste estatistico de linearidade significativa. No
primeiro passo, foi atribuida uma relagéo aleatoria dominante para todas as diadicas
nulas e em seguida, calculou-se uma linearidade inicial hg (SHIZUKA; McDONALD,
2012).

No segundo passo, todas as relagfes diddicas dominante-subordinada séo
aleatdrias. A linearidade da matriz é randomizada (h,), os valores de hy e h, séo
comparados entre si (SHIZUKA; McDONALD, 2012).

Os passos um e dois séo repetidos 10.000 vezes, o valor de P € a proporcgao
de aleatoriedade para que hg 2 h, (SHIZUKA; McDONALD, 2012).

Avaliou-se o0 significado da transitividade métrica, usando uma logica
semelhante a utilizado por de Vries (1995), mas o processo é conduzido sem atribuir
diadicas nulas (WASSERMAN; FAUST, 1994; FAUST, 2010).

Foi gerado 1000 grafos aleatérios para simular uma estrutura dominante

para grupos hipotéticos de mesmo numero de individuos e de igual numero de relacdes
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dominantes observadas, mas com probabilidade uniforme para cada individuo dominar
qgualquer outro individuo (SHIZUKA; MCDONALD 2012).

A fim de comparar a transitividade de triades nestes graficos aleatorios
(Trandom) para o valor empirico, ty, entdo o valor de P € a proporcdo de vezes em que

Trandom = tiri €mpirico.

Comparando transitividade e linearidade em redes aleatérias

Para avaliar os efeitos do tamanho da rede em medidas de linearidade e
transitividade, foram simulados torneios aleatérios (network compostas de diadicas
assimétricas) de tamanhos variados, com 1000 repeticdes para cada tamanho de rede.
Entdo para replicar torneios aleatérios de um determinado tamanho, mediu-se 0s
intervalos médios de confianca de h e P;. Note-se que em torneios, ndo ha diadicas
nulas, de modo h’ = h, e da mesma forma, como em torneios, Pt = 1 representa uma
hierarquia plenamente linear, pois todas as duplas tém uma relacdo dominante-
subordinado, e todas as relacbes de dominancia sdo transitivas. Para determinar a
gama de valores possiveis de Pt, é também calculado o valor minimo possivel de Pt

em cada conjunto de simulac¢des (SHIZUKA; McDONALD, 2012). Entao:

dmax
ptmin = 1 T it iaasias e raassaaasaassrassEEsssassiEssasrEstEsasEE sty (12)

Ntransitivo+ Nciclico

Em que dmax € 0 nimero maximo de triades circulares, tal como definido
pelas equacde (6 e 7). Este célculo s6 se aplica a torneios (KENDALL; BABINGTON-
SMITH, 1940), pois ndo existem algoritmo para calcular o ndmero minimo de

transitividade de triades em redes esparsas SHIZUKA; McDONALD, 2012).
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As analises de redes sociais para a espécie de P. striata foram realizadas
com auxilio do programa R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2012), com pacotes
statnet (HANDCOCK et al., 2003) e igraph (CSARDI; NEPUSZ, 2006) integrados e
posteriormente as redes foram tratadas e clusterizadas no Cytoscape (SHANNON et
al., 2003) com o pluguin clusterMaker integrado (MORRIS et al., 2011).

Com a finalidade de facilitar a visualizacdo das interacfes, as matrizes
ponderadas com as interacfes dominantes foram desenhadas em um mapa de calor

com dendrogramas na lateral superior e na lateral esquerda (WARNES et al.,2014 ).

Resultados

Apdés a coleta do ninho 2 as formigas ndo apresentaram comportamentos
agonisticos. Tais comportamentos foram identificados aproximadamente, seis meses
depois da coleta (28/10/2006), quando havia cinco individuos na colbnia. Foram
realizadas quatro horas de observacéo (Tab.3).

A tabela 3 € uma matriz ponderada das interacfes agonisticas realizadas
por P. striata, em que as relacbes dominantes podem ser lidas nas colunas e as

subordinadas nas linhas.
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Figura 3. Interagbes agonisticas entre operérias e rainhas de Pachycondyla striata no
ninho 2. Gines (R) e operéria (O).

Subordinadas

X O3 R3 Rp R9 R1 Totalde atos realizados Oviposicao
(%))
g 03 X 8 24 4 2 38 X
© R3 9 X 4 3 1 17 X
£ Rp 11 - X 3 3 17 -
o RO 14 - - X - 14 -
R1 2 1 - - X 3 -
Total 36 9 28 10 6 Total:89
recebido

A operéaria O3 e a gine R3 apresentaram ovarios desenvolvidos e realizaram
postura de ovos. Estes ndo se desenvolveram em larvas ou adultos, portanto ndo foi
possivel observar se ambas estavam fecundadas. Tais individuos com ovarios
desenvolvidos entraram em conflito, a operaria conquistou a posicdo dominante no
rank, entdo, esse feito pode evidenciar a importancia reprodutiva da casta operaria
para a especie.

A operaria O3 se tornou dominante, realizando mais atos agressivos que as
outras gines. Ela também esteve mais conectada com Rp e R9 em relacdo a R3 e R1
(Fig. 1 AeB).

O3 realizou quase o mesmo numero de atos que recebeu e R1 apresentou o
menor numero de atos dominantes realizados (Tab. 3, Fig. 1 A e B). Seguido de O3 a
gines Rp obteve um elevado numero de atos subordinados (Fig. 1 A e B). O numero de
interacdes no ninho 2 variou de 0 a 24. No mapa de calor pode-se observar as relacées
associativas entre dominantes e subordinados (linhas e colunas), a cor vermelha indica

0 maior namero de interacbes entre O3 — Rp.
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Figura 1. Representacbes das interagcdes dominantes de Pachycondyla striata. A-
Rede de interagBes agonisticas com coeficiente de cluster = 0,717, os veértices
correspondem aos individuos do ninho 2 e as arestas sao as interacdes, B - Mapa de
calor da matriz ponderada das rela¢cdes dominantes.

De acordo com o método proposto por Appleby (1983), registrou-se 89
interacdes agonisticas para o ninho 2, com 5 individuos. Os resultados indicam
hierarquia nao linear (d = 3,75, df = 60, K = 0,25, p = 0,908). A frequéncia para as
triades circulares é de 0,25%, este resultado indica um numero maior de triades
transitivas, no entanto para hierarquia linear ndo € significativa.

Este resultado estd de acordo com a proposi¢do de Appleby (1983) quando
indica que em matrizes contendo menos que seis individuos, as analises de
dominancia podem apresentar resultados estatisticamente insignificantes.

Segundo de Vries (1995), as analises para o ninho 2 (h =1, h' =0, 3000, p =
0,7098), apresentam dados relativos a simulacéo para as intera¢cdes agonisticas com
indice de linearidade, propondo linearidade perfeita, no entanto a rede real ndo exibe
semelhanca com a aleatéria, reforgcando os resultados anteriores que se apresentaram
, o significativos para uma dominéncia linear.

As analises de transitividades de triangulos (SHIZUKA; McDONALD, 2012),
indicam que o grupo apresenta 7 triades (Pt = 0,75, t.4j = 0, p = 0,869) e destas 75%
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sao transitivas. Porém, a rede real ndo se assemelhou a rede aleatodria, indicando que
0 ninho 2 ndo apresenta uma hierarquia linear. Quando se compara Pt e K tem-se as
proporcdes de triades transitivas (75%) e triades circulares (25%) totalizando 100% das
triades. Entdo é possivel que a dominancia hierarquica no ninho 2, apresenta-se nao
linear tendendo a linear.

O ninho A6 foi avaliado durante 15 horas (Fig. 2 e 3), sendo portador de um
namero maior de individuos (99 vértices). A operaria G1 é dominante realizando 116
atos agonisticos. A operaria C4T4G4 foi o individuo com maior nimero de interaces
recebidas (875). O nimero de interagbes no ninho A6 variou de 0 a 76. No mapa de
calor observa-se as relagbes associativas entre dominantes e subordinados, a cor
vermelha indica maior numero de interacfes entre G1 — C4T4P4G4. A6 apresenta um
total de 1.509 interacbes agonistica, com 39.669 triades circulares, e indice de

linearidade baixo (d = 39.669, df = 104.2763, K

0,0187, p = 0,9988), indicando

hierarquia n&o linear (Figs. 2 e 3).

A simulagéo da rede para o ninho A6 (h = 2,5554, h' = 0,0465, p = 0,0075)
apresentou indice de linearidade indicando que a rede real e a aleatdria sdo similares e
estatisticamente significante para dominancia linear. As analises de transitividades de
triangulos indicam que o grupo apresenta 93% de triades transitivas (Pt = 0,93, t.4 =

0,7297, p = 0,001.), e estatisticamente significante para uma dominancia hierarquica

linear.
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Figura 2. Rede de interagBes agonisticas de Pachycondyla striata. Coeficiente de
cluster = 0,140. Os vértices correspondem aos individuos do Ninho A6 e as arestas sao
as interacoes.
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No ninho A20, 69 individuos foram observados, com um total de 20 horas de
observacdo. Eles realizaram 2.851 interacfes agonisticas (Figs. 4, 5). A operaria
C3T3P3G3 foi o individuo dominante executando um total de 340 interacfes, a operaria
T5G5 recebeu o total de 1.136 interagdes agonisticas. O numero de interacfes neste
ninho variou de 0 a 200. O mapa de calor exibe as relacbes associativas entre
dominantes e subordinados, a cor vermelha indica o maior nimero de interacdes entre
T41P1G1 — T5G5 (Fig. 4 € 5).

Ao aplicar o teste de Appleby (1983) obteve-se o indice de linearidade baixo
(d = 13311,25, df = 74,4056, K = 0,0273 e p = 0,9921), que estatisticamente nao
suporta uma hierarquia linear. Entretanto, quando utilizados testes de Vries (1995) o
ninho A6 apresenta (h = 2,3967 e h' = 0, 0657, p = 0,0270). Tal resultado suporta uma
dominancia linear para os dados.

No ninho em questdo a proporcdo de transitividade € significante (Pt =
0,9620, t.;; = 0,8481, p = 0,001) entdo a rede real € semelhante a proporcao de redes
randomizadas, assim quase todas as triades sao transitivas levando-nos a aceitar uma

dominancia linear (Figs. 4 e 5).
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Figura 4. Rede de interagbes agonisticas de Pachycondyla striata. Coeficiente de
cluster = 0,105. Os vértices correspondem aos individuos do ninho A20 e as arestas
sao as interacoes.
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No ninho Unesp 3, os 82 individuos realizaram 1.626 interacdes agonisticas
em 12 horas de observacdo. A operéaria T5 executou 200 atos comportamentais sendo
a doinante, T3P4 recebeu 1.228 interacdes agonisticas. O numero de interacdes no
ninho variou de 0 a 171. O mapa de calor registra as relacdes associativas entre
dominantes e subordinados, a cor vermelha indica o maior nimero de interacdes entre
T5 —> T3P4 (Fig. 6 e 7).

Conforme o teste de Appleby (1983), encontramos (d = 22051.5, df =
87,33728, K= 0,0395, p = 0, 2386), um numero elevado de triades circulares com grau
de linearidade baixo, inferindo dominancia néo linear (Figs. 6 e 7). Entretanto o indice
de linearidade de Landau é maior que um (h = 2,6523 e h' = 0,0742, p = 0), assim esta
rede tem um elevado niumero de triades transitivas e a rede real € similar a rede
aleatoria.

As analises de transitividades de triangulos indicam que o grupo apresenta
100% de triades transitivas (Pt = 1, ttri = 1, p = 0,092), consequentemente a
dominéancia neste caso tem ampla tendéncia a ser linear, mesmo que p nao seja

satisfatorio (Figs. 6 e 7).
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Figura 6. Rede de interacBes agonisticas de Pachycondyla striata. Coeficiente de
cluster = 0,0455. Os vértices correspondem aos individuos do ninho unesp3 e as
arestas séo as interagoes.
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Quando comparamos os dados das quatro redes, observamos que as
arestas aumentam a medida que a quantidade de vértices sdo inseridos nas redes,
pois tém um acréscimo nas interacoes, e, por isso, as amostras sao significativamente
distintas (X? = 12,3696, df = 3, p = 0,0062) (Fig. 8). Todavia, essa comparacéo pode ser
relativa & medida que os vértices promovem interacdes com outros, ou ndo as

promove.

300
1

200

100

50

Veértices Arestas

Figura 8. Média do numero de vértices e arestas das quatro redes de Pachycondyla
striata.

A medida que se adicionam os vértices, o indice de linearidade h também
acresce (Wilcoxon rank: W = 16, p = 0,0285), inferindo dominéncia linear perfeita nas

redes de P. striata (Fig. 9).
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varices

Figura 9. Porcentagem de h com o numero de vértices das redes de Pachycondyla
striata.

A proporgdo de triades transitivas (Pt) teve 75% como menor indice de
triades transitivas, inferindo que a maior porcentagem nas redes sdo de triades
transitivas (W = 0,5, p = 0,0420, Fig. 10). Assim nas redes com numero alto destas

triades ha uma hierarquia plenamente linear.

] 1000 2000 3000 4000

Hull

Figura 10. Relacdo percentual entre indice de transitividade (Pt) e diadicas nulas
(Null).

A proporcéo de Pt aumenta a medida que eleva-se o numero de vértices (W

= 0,5, p = 0,04207, Fig. 11).

65
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vérices

Figura 11. Relacéo percentual entre indice de transitividade (Pt) e vértices de quatro
redes.

A reducdo dos tridngulos transitivos estd associada a percentagem de

diades nulas (regressao linear: F=37, 5, R? = 0,924, p = 0,02565, Fig. 12).

&0 02 04 0.6 0.8 1.0

tin

Figura 12. Relag&o entre transitividade das rede aleat6ria (rawh) e as redes originais.

Quando sdo comparados os indices de linearidade das quatro redes
elaboradas com as interacGes agonisticos de P. striata, nota-se que a média de k (X =
0,03343941 + DP = 0,1110672) € hmeq (X = 0,06998893 + DP = 0,1194672) aproxima-
se de 0, e h (X = 2,476141 + DP = 0,7746368) em relacdo a estes tém um valor
elevado aproximando-se de trés, por fim t., (X = 0,7889486 + DP = 0,4436609) em
relacdo aos demais apresenta meédia proxima de um (Fig. 13).
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O conjunto de indices de linearidade das quatro redes tem X = 0,7502927 e
desvio-padrao = 0,9564577 e também apresenta normalidade significante (W = 0,7535,
p = 0,0007), e quando comparado (t = 3,1378, df = 15, p = 0,0067), sao
estatisticamente significantes, desta forma é possivel afirmar que o tipo de dominancia

no contexto social de P. striata € uma hierarquia linear (Fig. 13).

—e

-
) i

k hmod tiri

Figura 13. Comparacéao dos indices de dominancia das quatro redes de Pachycondyla
striata. k, hmog, h, t.4 S80 indices de linearidade, veja mais informagdes no texto.

Além dos resultados ja mencionado na determinacdo da dominancia
hierdrquica linear, sdo listados dezesseis atos comportamentais de interacdes

agonisticas nas relagfes sociais de P. striata para todos os ninhos exceto o ninho 2:

1. Boxe com antenas(BA): Uma operaria dominante bate rapidamente as

antenas em uma subordinada, que geralmente assumia a postura de
pupa.

2. Antenar (A): Uma operéria tocava vagarosamente suas antenas em
outra, que ndo assumia a postura de pupa ou intermediaria, e desta

forma a antenacdo podia ser matua.
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. Mandibular (morder) (M): As operarias podiam prender partes do
corpo (cabeca, térax, gaster, pernas e antenas) de uma outra com as
mandibulas;

. Puxar (P): A operaria dominante prende com as mandibulas as
pernas ou antenas da subordinada e a puxa;

. Ameacar com mandibula (Am); As operarias dominantes abriam as

mandibulas e antenas e ficavam em posicao de ataque;

Imobilizar (I): As formigas dominantes (2-5) prendem as suas
mandibulas nos apéndices da subordinada, e entdo puxam cada uma
para um lado, a formiga alvo pode ser mutilada;

. Ferroar (Fe): A agressora usava o ferrdo na subordinada apés muitas
interacBes agonisticas;

. Bloguear (B): A dominante blogueava a subordinada,;

. Fazer-se de Morta (FM): Esse comportamento de fazer-se de morta,

7

também é conhecido como tanatose e foi utilizado quando a

subordinada ndo conseguia se livrar dos ataques agonisticos;

10.Limpeza (Lim): O comportamento de limpeza era utilizado pela

dominante antes dos atos agonisticos ou apds longa execucao

destes, a dominante limpava partes do corpo da subordinada;

11. Salto-Atague (SA): A dominante impulsionava o corpo na direcao

desta até ficar com metade do seu corpo acima da metade dorsal do

corpo da subordinada.

12. Fugir (F): A subordinada tentava fugir dos ataques agonisticos das

formigas dominantes;
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13. Tandem Runinng (TR): A operaria tocava o gaster de outra a sua

frente com as antenas, esse comportamento € utilizado para recrutar
individuos para forragear, mas esse comportamento foi observado
antecedendo algumas vezes os comportamentos | e BA;

14. Tandem Runinng 360° (TR360°): Este comportamento iniciava-se

com TR e entdo as formigas ficavam girando em circulo;
15. Persequir (Pr): A dominante perseguia a subordinada;

16. Transportar _de Subordinada (TS): A dominante transportava a

subordinada quando esta ndo era capaz de escapar ou quando ja
estava morta.

Concomitante a identificacdo e descricdo dos atos comportamentais, 0s
mesmos foram quantificados para cada ninho com excecdo do ninho 2 (Fig. 14). Os
atos agonisticos mais realizados no ninho A6 foram Imobilizacdo (I) com 27,74%,
mandibular (M) com 23,23%, e box com antenas (BA) 13,87%, No ninho A20 foram
puxar (P) com 37,48%, antenacao (A) com 19,81%, e Imobilizar (I) 13,03%, e no ninho
Unesp 3 foram Imobilizar (I) com 43,89, Mandibular (M) com 17,92 % e Fugir (F) com

11,17% (Fig. 14).
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Figura 14. Porcentagem dos atos agonisticos de Pachycondyla striata em trés
coldnias.

De modo geral os atos agonisticos mais utilizados por P. striata foram:
Imobilizar 84,66 % (1), Puxar 61,49 % (P), Morder 49,44 % (M), Antenar 35,54 % (A) e

Box com Antenas 20,65 (BA) (Fig. 15).

70



P N W b O OO N 0 ©
o O O O o o o o o

% dos comportamentos agonisticos

- o < < L = wn (©]

-

TR 360°
SL
SA

Comportamentos agonisticos

Figura 15. Atos agonisticos realizados nas trés col6nias de P. striata.

Discussao

A andlise utilizando redes sociais estd sendo amplamente usadacom
objetivo de otimizar a compreenséo referente a estrutura social dos animais (PINTER-
WOLLMAN et al., 2013), e em muitos casos 0s insetos sociais sao objetos de estudos
eficientes do ponto de vista das redes sociais (CHARBONNEAU ET AL. 2013). Diante
deste fato, para a descricdo do padrdo da hierarquia exercido na sociedade de P.
striata, foram calculados os indices h de Landau, o K de Kendall de acordo com
Appleby (1983), de Vries (1995) e t.,i proposto por Shizuka e McDonald (2012)
utilizando conceitos de redes, assim o indice t.;; € a frequéncia relativa de escala de
triades transitivas de todas as interacdes que formam um tridngulo em uma rede com
interacdes agonisticas (SHIZUKA E McDONALD, 2012).

Todos os resultados obtidos neste estudo, segundo proposta por Appleby

(1983), ndo apresentaram significancia, no entanto, é significante para dominancia
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linear de acordo com método de Vries (1995) e Shizuka e McDonald, 2012). Em um
estudo de Vries (1995) relata que o método proposto por Appleby (1983) pode
apresentar indice de linearidade baixo e valores de p muito alto. Neste contexto a
proposicdo de Vries (1995) e Shizuka e McDonald, (2012) é sem duvida uma
ferramenta excelente para os etélogos que se ocupam no estudo de relacbes sociais
conflitantes.

O padrdo de dominancia em P. striata € complexo, e suas interacdes
agonisticas podem iniciar logo ap6s a coleta dos individuos no campo, ou pode ser
induzida pela fragmentacéo da col6nia ou de um grupo de operarias. Quando iniciada,
as interagbes podem durar de uma a duas semana em laboratério. E possivel que a
dominante alfa realize uma marcacdo quimica na subordinada e as outras
subordinadas de rank mais elevado atacam esta subordinada de rank inferior.

As interacbes agonisticas nesta espécie podem ser entendidas como um
mecanismo de divisdo reprodutiva de trabalho, em que os individuos sdo selecionados
para dominar outros e, eventualmente a subordinada inferior seja obrigada a sair da
colénia-mae e por fim fundar outra. No laboratério, a maioria das vezes, as perdedoras
foram mutiladas, algumas ficaram vivas no ninho e outros foram mortas. Na natureza,
este individuo provavelmente formaria uma nova colénia ou uma pequena fracdo de um
ninho poliddmico, ou também um ninho monoddnico poderia tornar-se polidémico
através desta estratégia.

No ninho 2 havia s6 uma operaria e esta detinha a posi¢cdo mais elevada no
rank em relacdo as gines, ja em P. tritentata a operaria e a rainha podem estar aptas a
gerar descendentes e competem pela reproducdo (SOMMER et al.,, 1994), ndo é

sabido se isso ocorre em P. striata.
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A quantidade de interacGes agonisticas realizadas nas colénias de formigas
podem modificar a morfologia da rede, devido a quantidade de vértices, arestas, e a
diversidade de rela¢gdes possiveis entre estes.

As interagfes agonisticas entre companheiras de ninho em P. striata
ocorreram frequentemente, do mesmo modo que em P. obscuricornis (OLIVEIRA;
HOLLDOBLER, 1991), tais comportamentos foram reportados para P. striata
primeiramente por Rodrigues et al. (2011) e Silva-Melo e Giannotti (2012).

Interac6es agonisticas foram referidas no género Pachycondyla para P.
obscuricornis (OLIVEIRA; HOLLDOBLER, 1990, 1991), P. sublaevis (ITO e HIGASHI,
1991), P. tridentata (SOMMER; HOLLDOBLER, 1992), Pachycondyla sp. (ITO, 1993).

Pachycondyla striata realizou dezeseis comportamentos agonisticos nas
suas interacdes hierarquicas. Os comportamentos BA e P realizados por P. striata sao
iguais 0os observados para P. tridentata (SOMMER; HOLLDOBLER, 1992), e o
comportameto M registrado para P.striata é semelhante ao realizado por P.
obscuricornis (OLIVEIRA; HOLLDOBLER,1991).

Os comportamentos box com antenas, mandibular, imobilizar e bloquear
foram também registrados para Dinoponera quadriceps (MONNIN; PEETERS1999). O
comportamento bloquear foi observado também em Dinoponera quadriceps (MONNIN;
PEETERS1999) e Dinoponera lucida (PEIXOTO et al., 2008).

Tandem Rununng foi reportado também em, P. obscuricornis (TRANIELLO;
HOLLDOBLER, 1984), P. tesserinoda (JESSEN; MASCHWITZ, 1986), Temnothorax
albipennis (FRANK; RICHARDSON, 2006), P. chinensis (GUENARD; SILVERMAN,
2011), esse comportamento pode ser considerado basal entre esses de recrutamento
(HOLLDOBLER; TRANIELLO, 1980), pode ser ensinado as formigas menos

experientes por uma com maior experiéncia, a lider pode continuar executando o
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Tandem Rununng até que a aprendiz pare de tocar a lider no gaster com suas antenas
(FRANKS; RICHARDSON, 2006).

Tandem Rununng 360° pode fazer parte de um ritual que ocorre entre dois
individuos antes destes iniciarem a busca de algum item alimentar no exterior do ninho,
ou como observado, antes de iniciar um ato comportamental que demande muito gasto
energeético.

As interagbes em P. striata sdo utilizadas com muita frequéncia como
observado também em Pachycondyla. sp (ITO, 1993), P. sublaevis (ITO e HIGASHI,
1991). As gamergates da espécie P. sublaevis se mantém no topo da hierarquia
utilizando frequentemente interacdes fisicas e ndo somente quimicas e visuais (ITO e
HIGASHI, 1991).

Moosa e Ud-Dean (2011) sugerem que subordinados respondem melhor a
fuga e por isso conseguem fazer mais migracbes que os dominantes. Nesta
perspectiva as interacdes agonisticas em P. striata € uma estratégia para fragmentar
e/ou fundar uma ou parte de uma coldnia ou ninho satélite.

No entanto as interacfes sociais sdo dependentes de varios fatores, e,
consequentemente, a dominancia hierarquica pode ser um beneficio, atuando em
conjunto com muitos outros da vida social; as interacdes agonisticas podem funcionar
como uma forca seletiva positiva (MOOSA; UD-DEAN, 2011). Desta forma outros
estudos sdo importantes para melhor compreender os padrdes sociais, ecolégicos e

evolutivos que garantem a existéncia desta espécie.
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Capitulo Il

Perfil de hidrocarbonetos cuticulares de Pachycondyla striata
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Perfil de hidrocarbonetos cuticulares de Pachycondyla striata Fr. Smith,1858

(Formicidae: Ponerinae)

Resumo

Os hidrocarbonetos cuticulares sdo extensas moléculas compostas por carbono e
hidrogénio, tém demonstrado eficiéncia na protecdo dos insetos contra micro-
organismos e no reconhecimento dos individuos de uma colbnia, também na
determinacao de castas, sexo e odor quimico das espécies, bem como na identificacao
do status social e reprodutivo. Com finalidade de descrever o perfil quimico de P.
striata, utilizamos o método de CG-EM. Apdés o uso desta técnica relata-se que a
espécie em guestdo apresenta cadeias de hidrocarbonetos com C;9 a C3;. Uma mistura
complexa de HCs com perfil quimico singular para a espécie, sendo possivel a

identificacdo quimiotaxondémica, distincdo das populacdes e dos espécimes.

Palavras-chave: Pachycondyla, CG-EM, hidrocarboneto cuticular, Ponerinae, formigas
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Introducéo

Os organismos que vivem em sociedade sdo capazes de reconhecer outros
individuos do seu grupo ou fora dele, logo o reconhecimento de um individuo pelo outro
pode ser através da aprendizagem ou predominantemente por sinais quimicos
(WYATT, 2003). Nos insetos sociais todo principio de comunicacdo tem base quimica
(HOLLDOBLER e WILSON, 2009) e, nesta perspectiva, as formigas podem distinguir
compostos quimicos especificos de hidrocarbonetos cuticulares (HCs) (OZAKI et al.,
2012; WILGENBURG, et al., 2014).

Os HCs sao grandes moléculas com hidrogenio e oxigenio, ..., eles formam a
camada lipidica que que contem naepicuticula de um inseto em conjunto com outros
compostos, como ésteres, alcoois e acidos graxos (LOCKEY, 1988). Os HCs tém
funcbes especificas secundarias de acordo com a espécie, e no que tange a espécie e
0 espécime, apresentam particularidades de acordo com a colbnia, sexo, e casta
(SINGER, 1998; BLOMQUIST, 2010). Assim, a identificacdo dos HCsé utilizada para
determinar a espécie e caracteriza a assinatura quimica do organismo. Tal recurso é
empregado desde 1979 na quimiotaxonomia de insetos. Entretanto, esta ferramenta se
mantém restrita a alguns taxons de Formicidae (BAGNERES; WICKER-THOMAS,

2010).

Atualmente, é sabido que cada espécie tem sua assinatura quimica, mesmo que
ocorram variagfes de intensidade ou auséncia de compostos de um espécime para
outro, assim o individuo tém picos de HCs caracteristicos do grupo (BAGNERES;

BLOMQUIST, 2010)

Portanto, além da determinacdo da espécie, nas formigas, a interpretacdo dos HCs
podem fornecer informacdes relevantes sobre a alocagéo de tarefas, o tipo de tarefa realizada

(GREENE; GORDON, 2003), identificacdo de fertilidade na rainha, o status fértil e/ou de
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dominancia que pode afetar a organizacdo da colénia (LIEBIG, 2010; OZAKI et al., 2012).
Adicionalmente, deve se levar em consideracdo que a comunica¢do € uma ferramenta chave
para as formigas que vivem em colbnias poliddmicas (inUmeros ninho por col6nia), pois estas
podem limitar-se a col6nias que vivem em arquiteturas simples ou complexas (HOLLDOBLER;
WILSON, 1990). Entdo a polidomia pode ser definida como dois ou mais ninhos separados
espacialmente, onde a casta reprodutiva pode viver no ninho principal e os ninhos periféricos

podem conter os imaturos e operarias (HOLLDOBLER; WILSON, 1990; TOFOLO et al., 2014).

Comforme Rosengren e Pamilo (1983), a polidomia pode reduzir o risco de
extincdo da col6nia, pois se uma das partes periféricas sofrer algum dano, restardo
outras para conferir a perpetuacdo da espécie. Deste modo a polidomia é uma
estratégia evolutiva benéfica a espécie.

Colbnias polidémicas tém perfilcom HCs semelhantes, e estes, independente da
distancia tém tracos quimicos que condiz com o perfil cuticular da rainha (TOFOLO et
al., 2014)

O género Pachycondyla abriga 244 espécies e 62 subespécies (BOLTON,
2013), embora apresente um grande numero de representantes, apenas duas espécies
foram estudadas tendo quimiotaxonomia como ferramenta, séo elas: P. villosa que ao
contrario do que se pensava € na verdade um complexo de trés espécies, em que cada
uma tem padrdes singulares de HCs (LUCAS et al., 2002), e P. verenae que exibe
distingdo quimica entre as morfoespécies e entre colénias de populacdes geograficas

distintas (EVISON et al., 2012).

De acordo com Mackay e Mackay (2010) P. striata Smith, 1858 esta inserida
em dois grupos: a) o complexo crassinoda - portador de espécimes distintos e
facilmente reconhecidos: P. crassinoda, P. juscoatra, P. harpax, P. impressa, P. inca,

P. lattkei, P. lenis, P. procidua, P. purpurascens e P. striata, b) complexo foetida
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portador de espécimes similares e de dificil distincdo: P. impressa, P. inca, P.

purpurascens e P. striata). A fim de evidenciar a singularidade quimica da espécie P. striata o
presente estudo caracterizou os perfis de hidrocarbonetos cuticulares de operéarias e aladas

esta.

Materiais e métodos

Quatro colénias de P . striata foram usadas na analise quimica, séo
procedentes do campus da UNESP, localizada no bairro Bela vista (22° 32’ 40” S/ 47°
32’ 44” W), e a margens do Rio Corumbatai, nas proximidades da Estrada Municipal do

Sobrad&o, ambos localizados no municipio de Rio Claro SP (Tab.1).

Tabela 0.1. Composigéo dos ninhos completos e parciais de Pachycondyla striata.

Local de coleta Ninho Amostra Larvas Pupas Operérias Aladas Data
A20 A6 - 22 84 4 23/01/2012
A7 - - 37 - 23/01/2012
M 29 23/01/2012
O A20 20 6 122 - 27/01/2012
x Gl 10 15/02/2012
a G2 10 15/02/2012
& UnespC UNE 1 54 226 2 06/04/2013
% T1 2 18/03/2014
NinhoT T2 9 18/03/2014
T3 1 13 4 18/03/2014
T4 7 2 18/03/2014
T5 2 18/03/2014
Rio Corumbatai Corumbatai CORUM 7 54 13 10/02/2013

Andlises quimicas

As analises quimicas foram feitas na USP - Laboratério de Comportamento e
Ecologia de Insetos Sociais sob orientacéo do Prof. Dr. Fabio Nascimento.

Os espécimes foram anestesiados individualmente em vials de 4 ml no
freezer por 20 minutos. Posteriormente iniciou-se a extracdo dos compostos por meio

de banho em solvente apolar (hexano): cada espécime foi banhado nestes vials em 2
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ml de hexano por 2 minutos, apos este periodo as formigas foram removidas e
acondicionadas em tubos de 2 ml contendo alcool 70%.

ApOs a retirada dos individuos dos vials de 4 ml, espera-se o solvente
evaporar e, para cada amostra, o extrato foi ressuspendido em 200 ul de hexano. Um
Ml desta substancia foi injetado em um aparelho de cromatografia gasos, acoplado a
um espectometro de massas (CG-EM) com fase combinada. A separacéo foi realizada
em uma coluna DB-5MS com 30 m, com hélio como gas carreador a 1,0 ml/min. A
temperatura inicial do forno foi de 150°C elevando-se 3°C/min até alcancar 300°C. A
temperatura de injecao foi de 250 C°. As analises foram executadas no modo splitless.
Os espectros de massa foram obtidos por ionizacdo de 70 eV.

Os dados obtidos foram analisados no programa GC-MS solutions para
Windows (Shimadzu Corporation) e 0os compostos quimicos foram identificados com
base em seus espectros de massa por comparacao com dados da biblioteca NIST 08
MS Library e AMDIS 2.65 e com uma solucéo padréao de diferentes hidrocarbonetos.

Os hidrocarbonetos insaturados tiveram a posicdo da dupla ligagéao
determinada com a realizagcdo da reacdo da mistura com dimetildissulfeto (DMDS) no

pool das amostra de perfis de P. striata (CARLSON et al., 1989).

Andlise estatistica
Ao final das andlise no CG-EM foram marcados o0s picos nos

cromatogramas, apenas as amostras que exibiram de 25 a 29 picos fizeram parte das
andlises estatisticas. Este parametro foi adotado para ndo tendenciar os resultados.
Também alguns cromatogramas ndo apresentaram todos os picos, em face da
diferenca de perfis de HCs entre os espécimes (BAGNERES; BLOMQUIST, 2010;

GRILLET et al., 2012).
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Em seguida foi gerada uma matriz m x n com a porcentagem da area de
cada pico. A partir da matriz foi calculado a variancia e aplicado os testes nao -
paramétricos: Kruskal-Wallis e Friedman.

A anadlise de componentes principais - PCA foi usada para comparar 0s
picos essenciais das amostras. Adicionalmente, com o0 intuito de observar a
similaridade dos individuos foi utilizada a analise de escalonamento multidimensional
ndo meétrico - MDS, andlise candnica de coordenadas principais - CAP, analise de
similaridade - ANOSIN que calcula o rank de similaridade de 0 para 1, cluster e
também a Andlise Permutacional Multivariada da Variancia- PERMANOVA. Essas
analises foram realisadas com auxilio do programa PRIMER-E (CLARKE; GORLEY,

2006).

Resultados

Apds a andlise do espectro de massa através de CG-ES, verificou-se que 0s
HCS de P. striata variam de C;9 a C3;, € podem ser: alcenos, alcanos lineares e

alcanos ramificados (Fig. 1, Tab. 2).

As operérias e aladas ndo apresentam diferencas significativas do seu HCS (X?
= 29,3966, gl = 28, p = 0,392), elas sdo organismos quimicamente relacionados (r =
0,872, p < 0,0001). Entretanto, as aladas apresentam maior quantidade de alcanos
ramificados:13-,11-, 7-MeC25, 13-,11-Me27, 15-,13-,11-Me31 e alcenos: Z-C19, Z-9-
C27, Z-9-C29, Z9-C31, e as operarias maior concentracao de alcanos n-C23, n-C26 e

n-C27 (Fig. 2).

86



T

W2 R =2 A
raCt
-0
-2
TS
(IR e
ST

& @ o

B R T e S B B T e T T T Tt T o T T e B I o R |
20 79 wo -1 =0 e a0 =9 =0 a8 xn h -1 0 s Qo s =0 &ae §o =4 -]

Figura 1. Cromatograma com o0s picos dos hidrocarbonetos cuticulares de operaria de
Pachycondyla striata.
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Figura 2. Hidrocarbonetos cuticularres em castas de Pachycondyla striata. Alada e
operéria tém correlagdo positivar = 0,872, p < 0,0001
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Tabela 0.2. Hidrocarbonetos cuticulares de Pachycondyla striata. Alada e operéaria tem

correlacao positiva r = 0,872, p < 0,0001.

Ndame

ro

N o oA WODN B

10

11
12
13
14
15
16
17

18
19
20

21
22
23

24

25
26
27

28

29

HCs

Z-C19

n-C23

n-C24
2-MeC24
Z-9-C25
n-C25
11-MeC25
13-Me C25

7 -Me C25
3-MeC25
n-C26
13-MeC26
12-MeC26
2-MeC26
Z-9-C27
Z-7-C27
n-C27
13-,11-MeC27
5-MeC27
11,15-diMeC27

Z-C28
n-C28
12-MeC28
13-MeC28
14-MeC28
Z-9-C29
Z-7-C29
n-C29
15-MeC29
13-MeC29

11-MeC29
diMeC29

3-MeC29
Z-9-C31
15MeC31
13-MeC31
11-MeC31
13,17-diMeC31

Alada Operéria
Area (%) Area (%)
1,50 0,56
0,67 4,58
0,30 1,42
0,09 0,19
0,28 0,50
19,95 32,25
2,40 1,72
0,47 0,46
1,01 2,61
1,00 0,91
0,39 0,47
18,20 10,74
0,37 0,20
4,76 7,59
6,58 5,50
0,18 0,01
1,05 1,16
0,14 0,07
0,16 0,29
0,65 0,76
30,24 19,59
1,15 0,41
1,09 1,11
2,22 2,22
0,16 0,19
0,45 0,42
4,29 3,42
0,04 0,52
0,21 0,13

fons de diagndstico

-309

(168/9, 224/5, 351)
(196 Sim, 351)
(112/113)

(337, 364)

(196/7, 210,11, 365)
(182/3, 224/5, 365)
(337/8, 365)

(196/7, 2245, 379)
(168/9, 252/3, 379)
(84/5)

(168/9, 196/7, 238/9, 266/7,
393)

(182/3, 252/3)
(196/7, 238/9)
(210/11 , 224/5)

(224/5 Sim, 407)
(196/7, 252/3, 407)
(1689, 281/2, 407)

(393, 407)

(224/5, 252/3)

(196/7, 280/1)

(168/9, 308/9 ,)

(196/7, 224/5, 266/7, 295)
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A comparacdo entre a variancia das amostras (A20, G1, G2, Une, T e
CORUM) tém resultados significativos para a distincdo entes os grupos (Kruskal-

Wallis, H = 174,031, gl 9, p < 0,0001), (Friedman, Q =184,824, gl 9, p < 0,0001).

A andlise de componentes principais indica que P. striata tem um perfil de
HCs com as mesmas qualidades distintivas fundamentais para a espécie, este ndo
mostra variacdes significativas, assim é possivel distinguir a espécie ainda que
alguns espécimes compartilhem seu perfil quimico com outros membros da espécie

(Fig: 18).

A soma dos componentes principais PC1 e PC2 descrevem 58,4% de
todos eles gerados na andlise de PCA, também quando esses componentes séo
comparados pelos métodos Kruskal-Wallis (H= 267,050, gl =195, p > 0,00046 ), e
Friedman (Q = 260,273, gl = 195, p > 0,00123) indicam singularidade quimica dos
organismos de acordo com o grupo que eles pertencem. Na analise de PCA nota-se
gue os compostos com maior variagdo sdo: n-C25, 14-,13-,12,n-C27, Z-9-C31 e n-

C27(Fig. 3 A e B).

A analise de escalonamento multidimensional ndo métrico - MDS reforga os
resultados obtidos com a PCA, inferindo que a espécie P. striata tem populacdes

distintas com tracos semelhantes de HCs (Fig. 3 B e C).
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Figura 3. A- Andlises de componentes principais de hidrocarbonetos cuticulares de
Pachycondyla striata, B- variancias da PCA, C-. escalonamento multidimensional ndo-
métrico - MDS com stress minimo de 0,16, D- Distancia do escalonamento
multidimensional ndo-métrico.

A CAP mantém a proximidade dos grupos indicando que os HCs sao
similares nestes e que aparentemente ndo existe distancia entre eles (Fig.4 A).
Entretanto a analise ANOSIN com R = 0,147 e p< 0,01% indica que 0s grupos tém grau
de similaridade baixo. Assim, os HCs sdo singulares entre 0os grupos da espécie
mesmo que existam semelhanca no perfil quimico de alguns individuos.

Apoés a aplicacdo da analise de cluster, as amostras foram separadas com
caracteristicas especificas semelhante em 9 grupos principais (distancia euclidiana de
50). Porém em cada grupo h& ramificagcbes que geram subgrupos que se sobrepdem,

também referido pela analises de PCA, MDS e CAP (Fig. 4 e 5).
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Figura 4. A- andlise canonica de coordenadas principais e B- ANOSIN com R = 0,147
e p< 0,01% dos hidrocarbonetos cuticulares de Pachycondyla striata.

A analise de PERMANOVA mostra distincdo significante entre os grupos (p
< 0,001), também a PERMANOVA com teste pair-wise compara 0S grupos e apresenta
dissimilaridade significativa para os mesmos, com excec¢ao dos grupos CORUM, A20 e
CORUM, G2 que ndo sdo estatisticamente significantes, desta forma CORUM
apresenta maior variacdo quimica quando comparado aos outros (Tab. 3 e 4). Assim
pode-se inferir que P. striata tem tracos comuns de HCs em colbnias proximas e estes

diferem a medida que a distancia entre estas aumentam.

Tabela 0.3. Resultado da anélise de PERMANOVA para os grupos de Pachycondyla
striata., SS - soma do quadrado, MS- media dos quadrados , P- indice de
Significancia, MS- Permutacao por Monte Carlo.

Source gl SS MS Pseudo-F P(perm) perms P(MC)

Al 5 1,13E+05 22623 15,643 0,001 997 0,001
Res 190 2,75E+05 1446,2
Total 195 3,88E+05
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Tabela 0.4. Analise de PERMANOVA com o teste de pair-wise para os grupos de
Pachycondyla striata. perm- PERMANOVA. perms- permutacédo, P- Significancia, MS-
Permutag&o por Monte Carlo, den-gl- Densidade do grau de liberdade.

Grupos t P(perm) perms P(MC) Den.gl
T, UNE 8,7486 0,001 999 0,001 65
T, CORUM 6,196 0,001 998 0,001 43
T, A20 6,1264 0,001 998 0,001 139
T,G1 7,1724 0,001 999 0,001 47
T, G2 5,5333 0,001 998 0,001 48
UNE, CORUM 2,0645 0,014 999 0,015 32
UNE, A20 4,0654 0,001 999 0,001 128
UNE, G1 2,728 0,001 999 0,001 36
UNE, G2 2,9932 0,001 999 0,001 37
CORUM, A20 1,1912 0,195 999 0,193 106
CORUM, G1 2,0361 0,020 927 0,029 14
CORUM, G2 1,5169 0,041 940 0,088 15
A20, G1 2,3534 0,001 999 0,001 110
A20, G2 2,1034 0,002 998 0,001 111
G1, G2 2,1193 0,004 995 0,007 19

Quando compara-se individualmente alguns grupos pelo método de MDS
com cluster sobreposta, observa-se que:

a) As aladas dos grupos UNE e T sao diferentes no seu perfil de HCs.
Enquanto T forma um conjunto coeso, UNE é subdividido em trés pequenos grupos.
Essa dispersédo pode indicar diferencas de idade ou também distincdo de tarefas dos
componentes (Fig. 6 A e B).

b) Observa-se que o conjunto A20 constitui um ninho unico. (Fig. 7 A).
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Figura 5. Dendrograma hierarquico das amostras de hidrocarbonetos cuticulares de
Pachycondyla striata,com distancia euclidiana e teste de Simprof.
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Figura 6. A- Analise de MDS das Aladas dos grupos UNE e T, B- Rélaééo da distancia
de MDS com a distancia euclidiana dos HCs de Pachycondyla striata.

¢) O ninho T também é um conjunto de ninhos periféricos que constitui uma
colénia polidémica, pois este foi coletado com distancia minima de 40 cm com no
maximo de 400 cm, observa-se neste alta similaridade entre seus componentes (Fig.
22 B).

d) Os individuos das amostras G1 e G2 foram coletadas a uma distancia de
200 cm. Conforme os resultados, os individuos de ambos os ninhos mostram alta
similaridade, seus componentes tem tracos quimicos em comum, inferindo se tratar
também de fragmentos de um ninho polidémico (Fig. 22 C).

e) Quando comparados G1 e T apresentam dois grupos distintos embora a
analise de cluster sobreposta infere similaridade de alguns individuos (Fig. 22 D), o
mesmo pode ser observado nas comparacdes entre T e G2 (Fig. 7 E) e também para

A20e T (Fig. 7 F).
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Figura 7. Andlise de MDS para: A- ninho A20, B- Ninho T, C- Comparardo dos pontos
Gl e G2, D- comparacao entre T e G1, comparacao entre T e G2, F- comparacao entre

A20eT.
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Discusséao
P. striata apresenta uma mistura complexa de HCs no seu perfil quimico.

Este € singular para sua espécie, sendo possivel a identificacdo quimiotaxondmica
desta, e distincdo do grupo e dos membros deste de acordo com as caracteristicas
guimicas, mesmo que alguns representantes de grupos distintos possam ter tracos de
HCs correspondente.

Essa analise confirma que P. striata elabora ninhos polidémicos, pois
esses pontos foram coletados com distancia minima de 40 cm para no maximo de
200cm.

guais principais idrocarbonetos?

Conforme a exposi¢do dos dados obtidos através de analises estatisticas,
pode-se inferir que P. striata tem tracos unicos de HCs. Tais tracos podem sofrer
pequenas variacbes conforme assinatura de cada espécime e/ou colbnia, mas os

compostos principais sdo similares para a espécie.

Segundo Blomquist (2010) os alcanos cuticulares podem ter cadeias de
comprimento C,; - Csz, pois cadeias com comprimento menor que Cyy Sao usadas
pelos insetos como feromonios, entretanto neste estudo constatou-se que P. striata
apresenta cadeia de HCs com Cig - C3; € Yusuf et al. (2010) relatam que P. analis tem
cadeias com Cg — Ca;.

Outros alcanos sado identificados nas glandulas de P. striata. Nas
glandulas mandibulares desta espécie existe uma mistura complexa de pirazinas que
inclui uma pequena quantidade de alcanos (MORGAN et al. 1999). Na glandula de
Dufour existem compostos volateis como: alcanos Cis - Cig, alcanos ramificados,

alcenos e também cinco tipos de terpenos lineares com C,5 (MORGAN et al. 2013).
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Enquanto que P. striata apresenta cadeias de HCs como aludido
anteriormente, P. villosa tem Cy - Cs47 (LUCAS et al. 2004), P. analis tem Cyg — Cg
(YUSUF et al., 2010), P.cf. inversa tem Cys — Co9 (HEINZE, 2002), P. inversa tem Cys —
C. (DREIER; D’ETTORRE, 2008), P. verenae tem C;; — C3; (EVISON et al., 2012),
Gnamptogenys striatula tem Cys — Cz; (LOMMELEN et al.,, 2006), Odontomachus
brunneus tem C,3; - Css (SMITH et al.,, 2012), Myrmecia gulosa tem Cy3 — Cyo
(DIETEMANN et al., 2003).

Desta maneira, tais compostos sdo especificos em quantidade e
concentragdo de acordo com a espécie e com 0 espécime, assim cada organismo tem
sua assinatura quimica. E possivel também, como referido no paragrafo anterior, que
cada espécie tenha HCs com comprimento de cadeia singular.

Pachycondyla striata tem uma grande porcentagem de hidrocarbonetos
insaturados. Lucas et al. (2004) e Blomquist (2010) relatam que estes compostos sao
comumente usados em comunicac¢do. Os insetos sociais, particularmente, utilizam HCs
de cadeia longa no reconhecimento de companheiras de ninho (LUCAS et al. 2004). A
variedade das estruturas com variagbes de comprimentos na cadeia, numero e
posicdes de ramificacdo e/ou ligacdes duplas, permitem multiplos processos de
informacgao nas interacdes (LUCAS et al. 2004).

(2)-9-nonacosano (z-9-C29) é um composto usado por operarias e aladas
de P. striata, mas em Odontomachus brunneus esta substancia € mais comum em
individuos reprodutores, desta forma formigas aptas a reproduzir sdo facilmente
reconhecidas pelas companheiras de ninho (SMITH et al., 2012)

A espécie P. striata apresenta variagdes no seu perfil quimico de acordo
com a localidade em que seus ninhos sdo fundados, mesmo com individuos

compartilhando algumas semelhancas. Este fato também foi registrado para P. verenae
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(EVISON et al., 2012), e também para P. villosa (LUCAS et al. 2004) pois esta nao
mostrou diferencas estatisticamente significantes para alguns compostos, estes
inferiram uma assinatura Unica para todas as coldnias independendo da localidade,
mas no entanto € evidente a assinatura quimica de cada colénia. Também vale
salientar que P. villosa tem um perfil de HCs Unico para cada uma de suas subespécie
(LUCAS et al. 2002).

As aladas e operarias de P. striata compartilham os mesmos compostos,
ainda que com concentragao diferentes, mas em Diacamma ceylonense (CUVILLIER-
HOT, 2001) as castas apresentas compostos especificos.

P. striata apresenta compostos peculiares, com tracos singulares para cada
representante, € possivel a diferenciacdo entre espécimes de uma mesma colbénia e de
colonias vizinhas, também a distingdo entre espécies. A espécie P. striata possui
ninhos polidémicos, e provavelmente os HCs podem ter uma importancia fundamental
na organizacdo e no reconhecimento dos individuos que partilham o mesmo ninho ou
partes deste, a presenca ou auséncia somados a quantidade e intensidade de alguns
compostos nos organismos tem relagdo com a identidade quimica individual de cada
espécimes. Ectatomma opaciventre tem ninhos polidémicos e a assinatura quimica de
uma rainha encontrada tinha relagdo com as operérias coletadas nos ninhos satélites

(TOFOLO et al, 2014).

As colbnias de P. striata podem né&o conter rainha ou ser monoginicas ou
poliginicas e também essas colbnias podem ser polidénicas (MEDEIROS; OLIVEIRA,
2009; SILVA-MELO; GIANNOTTI, 2010; RODRIGUES et al 2011), e exibem diferencas

minimas de HCs entre o ninho principal e os periféricos.

Os membros de um ninho polidémico com certeza requerem maior

habilidade para reconhecer outro individuo da mesma por¢do do ninho ou de suas
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partes adjacentes, e talvez por isso a assinatura quimica de um espécime de P. striata
seja ao mesmo tempo similar aos companheiro de mesma porcéo e também dissimilar

aos de porcao distinta, mas com caracteristicas quimicas que saoproprias da espécie.
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Conclusao Geral

As interagbes agonisticas que conduzem & dominéncia hierarquica nas
colonias de Pachycondyla striata sdo complexas. Assim a dominancia nesta espécie é
entendida como um mecanismo de divisdo reprodutiva de trabalho, em que os
individuos dominam outros em uma dominancia hierarquica linear.

Neste caso as subordinadas sdo expulsas da colénia-mae, e entdo podem
fundar uma nova col6nia ou uma pequena fragdo de um ninho polidémico. Ao analisar
os perfis de hidrocarbonetos cuticulares de P. striata observamos que esta espécie
funda ninhos poliddmicos, pois representantes de ninhos préximos tém as mesmas
caracteristicas quimicas.

P. striata apresenta uma mistura complexa de HCs, com cadeias que
podem variar de C;9 - C31, um perfil quimico cuticular singular para sua espécie, sendo
possivel a sua identificacdo quimiotaxonémica, além da distincdo do grupo e dos

membros deste, de acordo com suas caracteristicas quimicas.

103



