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RESUMO

As formigas cortadeiras (Atta e Acromyrmex) sao consideradas importantes pragas na regido
Neotropical, sendo necessdrios métodos efetivos de controle para conter os danos. Estudos
que explorem sua biologia, ecologia e comportamento sdo de vital importancia para o
entendimento da sociedade destes insetos, fornecendo subsidios para o manejo adequado.
Deste modo, foi proposto o uso de hidrocarbonetos cuticulares e da estridulacdo destas
formigas como ferramentas para a identificacido de quatro espécies do género Atta. Verificou-
se a interacdo de operdrias de A. sexdens rubropilosa com hidrocarbonetos epicuticulares
oriundos de ceras de plantas de Cerrado (Virola sebifera, Tocoyena formosa, Scheflera
vinosa) e uma exotica (Acalypha wilkesiana); além de tricomas de V. sebifera. Ainda
utilizando A. sexdens rubropilosa como modelo, comparou-se o padrido de estridulacdo dela
com duas espécies intermedidrias da tribo Attini (Trachymyrmex fuscus e Trachymyrmex
tucumanus). Também foi descrito o perfil sonoro de distintas castas (rainhas, fémeas nao
fecundadas, machos, soldados e operdrias) de A. sexdens rubropilosa, além das vibracoes
produzidas por A. laevigata durante o processamento do substrato vegetal no fungo simbionte.
Com os dados obtidos foi possivel verificar a especificidade dos hidrocarbonetos cuticulares
para as espécies estudadas (A. capiguara, A. sexdens rubropilosa, A. bisphaerica e A.
laevigata). Na interacdo dos hidrocarbonetos epicutulares caracterizados nas plantas
estudadas verificou-se que eles s@o atrativos para operdrias de A. sexdens rubropilosa e apesar
do estimulo quimico ser o que define a escolha da planta a ser forrageada, ndo foram os
hidrocarbonetos os compostos responsaveis por esta selecdo. Quanto aos sinais acusticos, 0O
perfil sonoro € distinto entre as formigas intermedidrias e ambas estas espécies diferem da
mais derivada analisada (A. sexdens rubropilosa). O perfil de estridulagdo entre as quatro
espécies de fémeas ndo fecundadas estudadas, ndo diferiram, porém ocorreu uma clara
distin¢do entre as castas reprodutoras de forrageiras e soldados de A. sexdens rubropilosa.
Durante o processamento do material vegetal por operdrias de A. laevigata as vibragOes nas
folhas causadas pela estridulagdo das operarias diferem conforme o comportamento executado
e este sinal se mantém constante durante todo o processamento do substrato. Com base neste
estudo, no género Aftta, os sinais quimicos foram mais espécie-especifico do que os sonoros e

ambos os sinais influenciaram nos comportamentos relacionados ao forrageamento.

Palavras chave: formigas cortadeiras, comunicacao, hidrocarbonetos, estridulag@o.



ABSTRACT

The leaf-cutting ants (Atta and Acromyrmex) are considered a significant plague in the
neotropics, demanding efficient methods of control in order to contain the detrimental impact.
Studies on their biology, ecology and behavior are of vital importance for the understanding
of these insect societies, providing information on the adequate handling and control of these
species. Regarding this aspect the use of cuticular hydrocarbons and stridulation of these ants
was proposed as tool for the identification of four spcies of the genus Affa spp. The
interaction of A. sexdens rubropilosa workers with wax derived epicuticular hydrocarbons
from native scrubland (“cerrado”) plants and one exotic plant as well as with tricomes from V.
sebifera was observed. Furhter on, still using A. sexdens rubropilosa as a model, its
stridulatory pattern was compared with two intermediate species of the Attini tribe. The
acoustic pattern of distinct castes (queens, non fertilized females, males, soldiers and workers)
of A. sexdens rubropilosa and the vibrations of Atta laevigata during the processing of vegetal
substrate on the symbiotic fungus were described as well. With this data it was possible to
infer the specificity of cuticular hydrocarbons for the species estudied (Afta capiguara, Atta
sexdens rubropilosa, Atta bisphaerica and Atta laevigata). The interaction of epicuticular
hydrocarbons of the studied plants with A. sexdens rubropilosa workers showed that, although
chemical stimulus decides the ants™ choice to carry a certain plant, the hydrocarbons were not
the decisive compounds for this selection. The acoustic patterns of the intermediate ant
species are distinct and both species acoustically differ from A. sexdens rubropilosa, the most
derived species investigated. It was not possible to determine a species-specific acoustic
pattern for non fertilized females, while in A. sexdens the reproducing castes showed clear
separation from the workers and soldiers. The leaf vibrations caused by the stridulation of
Atta laevigata workers processing vegetal material differ regarding the behavior executed,
these signals showed to be stable during the processing of the substrate. The present study
suggests species specific chemical signals for the genus Afta. The chemical and acoustic

signals influenced the foraging related bahavior.

Key words: leaf-cutting ants, communication, hydrocarbons, stridulation
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CONSIDERACOES INICIAIS

As formigas cortadeiras estdo presentes na regido Neotropical, ocorrendo desde os
Estados Unidos (latitude 33°N) até a Argentina (latitude 33°S) (HOLLDOBLER e WILSON,
1990; WEBER, 1972; SOLOMON et al., 2008). Estas formigas estdo inseridas na tribo Attini
(Hymenoptera: Formicidae: subfamilia: Myrmicinae), sdo os géneros mais derivados (Atta e
Acromyrmex) e possuem simbiose com um fungo que cultivam (WEBER, 1972). As larvas e
alados dependem exclusivamente do fungo como alimento (MARICONI, 1970; QUINLAN e
CHERRETT, 1979; HOLLDOBLER e WILSON, 1990). Como substrato para o crescimento
de seu simbionte, as operdrias utilizam material vegetal e além deste fungo elas alimentam-se
com liquidos extraidos das folhas, durante a coleta e processamento deste substrato (BASS e
CHERRETT, 1995; ANDRADE et al., 2002; PAUL e ROCES, 2003).

Estes insetos como eussociais apresentam sobreposi¢cdo de geracdes, individuos
estéreis e reprodutivos € o cuidado cooperativo com a prole (WILSON, 1971). Com o
desenvolvimento dessa unidade social, ou seja, da coldnia, que € constituida por castas de
individuos com fung¢des proprias, ocorre um sofisticado sistema de comunicagdo. Este sistema
controla e coordena os comportamentos dos componentes coloniais em suas mais variadas
funcdes (SHOREY, 1973).

Os sinais quimicos permitem o processo de reconhecimento entre os individuos
(WILSON, 1971) sendo comum a todos do ninho (BRADSHAW e HOWSE 1984) e estes
sinais mediam vdrias respostas tais como recrutamento e alarme (HOLLDOBLER e
WILSON, 1990), contudo para formigas cortadeiras o conhecimento sobre esse tema ainda €
escasso. Outra forma de comunica¢do que € observada para estes insetos € a mecanica, por
estridulacdo, e também pouco se tem descrito para as formigas cortadeiras, mas ja se sabe que
esse sinal € utilizado como alarme e no forrageamento em curtas distancias.

Deste modo, o presente estudo caracterizou tanto o perfil quimico quanto sonoro de
algumas espécies de Affa spp. € a interacdo das mesmas com semioquimicos presentes nas
plantas, estudos estes que poderdo servir de base para futuros estudos envolvendo os dois

meios de comunicagdo tdo importantes na complexa sociedade destas formigas.



12

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ANDRADE, A. P. P. et al. Behavior of Atta sexdens rubropilosa (Hymenoptera: Formicidae)

workers during the preparation of the leaf substrate for symbiont fungus culture.

Sociobiology, Chicago, v. 40, p. 293-30, 2002.

BASS, M.; CHERRETT, J. M. Fungal hyphae as a source of nutrients for the leaf-cutting ant
Atta sexdens. Physiological Entomology, London, v. 20, n. 1, p. 1-6, 1995.

BRADSHAW J.W.S., HOWSE P.E. Sociochemical of ants. In: BELL, W. J.; CARDE, R.T.
(ed.). Chemical ecology of insects, London, Chapman and Hall, 429-473. 1984.

HOLLDOBLER, B.; WILSON, E.O. The ants. Cambrigde: Havard university press. p.133-
154, 1990.

HOLLDOBLER, B.; WILSON, E.O. Superorganism: The Beauty, Elegance, and
Strangeness of Insect Societies. 521p., 2009.

MARICONI, F.A.M. As satvas. Agronomia Ceres, Sdo Paulo, 167p., 1970.

PAUL, J.; ROCES, F. Fluid intake rates in ants correlate with their feeding habitats. Journal
of Insect Physiology, v. 49, p. 347-357, 2003.

QUINLAN, R. J.; CHERRETT, J. M. The role of fungus in the diet of the leaf-cutting ant
Atta cephalotes (L.). Ecological Entomology, v. 4, p. 151-160, 1979.

SHOREY H. H, Behavioral responses to insect pheromones. Annual Review Entomology v.

18, p. 349-380, 1973.

SOLOMON S.E. et al. Paleodistributions and comparative molecular phylogeography of
leafcutter ants (Atta spp.) provide new insight into the origins of Amazonian diversity.

PLoS ONE, v. 3n.7, 27-38, 2008.

WEBER, N. A. 1972. Gardening ants: the Attines. American Philosophical Society,
Philadelphia, Pennsylvania, 548p.

WILSON EO, 1971. The insect societies. Cambridge: Harvard University.548p.



PARTE I — SEMIOQUIMICOS em Arta sp.: Hidrocarbonetos cuticulares

13



14

REVISAO BIBLIOGRAFICA

Desde os anos 30 foi sugerida a presenca de hidrocarbonetos na cuticula dos insetos,
apds a invencdo da cromatografia foi realizado o primeiro estudo em 1963 por BAKER em
Periplaneta americana observando a presenca de n-pentacosano, 3 metil pentacosano e z-z
6,9 heptacosadieno, compostos estes, exemplos de classes de hidrocarbonetos majoritarios em

insetos, os n-alcanos, metilalcanos e alcenos, respectivamente.

Nos anos 60 foi realizado um experimento com acetato possuindo um marcador
provando que os hidrocarbonetos cuticulares eram biossintetizado pelos proprios insetos,
considerando, portanto estes compostos como parte do gendtipo do inseto podendo ser
utilizados na taxonomia. A funcao primordial deles € a € a de evitar a perda de dgua, fato este
observado desde a década de 30 e posteriormente, se descreveu a grande gama de funcdes dos
hidrocarbonetos como reconhecimento intranidal, entre castas e até mesmo na divisdo de

tarefas. (BLOMQUIST e BAGNERES, 2010).

Para MARTIN et al. (2009) nos hidrocarbonetos cuticulares, os compostos n-alcanos
s30 0s que mais ocorrem e estdo intimamente ligados no processo para evitar a perda de dgua
dos insetos, sendo estes considerados sinais simples e a presenc¢a de dimetis € o que confere o
odor colonial (MARTIN et al., 2008). Este processo de reconhecimento colonial é essencial
para a manutengio e integridade dos insetos sociais (HOLLDOBLER e WILSON, 1990).
Acredita-se que esta capacidade de reconhecimento entre companheiros de ninho seja
adquirida pelo ambiente ou geneticamente (i.e BLOMQUIST e BAGNERES, 2010; LIANG e
SILVERMAN, 2000) e este sistema € mais eficaz a medida que a coldnia, em formigas

cortadeiras, por exemplo, cresce em volume e nimero de individuos (BENTO, 1993).

Bento (1993) em estudos com Atta sexdens rubropilosa verificou a forte atratividade
da rainha para as operdrias de suas colonias e que a volatilidade deste feromonio € baixa,
sendo que a fungdo da rainha nas coldnias tem sido descrita como produtora parcial ou total
de substancias discriminatdrias que serdo transferidas as operdrias com o intuito da formacao
do odor colonial. Isto pode ocorrer em colonias iniciais, mas em colOnias ja estabelecidas a
rainha de uma mesma espécie, colocada em outra coldnia, mesmo com a rainha ausente nao
seria aceita no ninho ja que a producdo deste odor € influencido por outros fatores, tais como

alimentacdo.
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Liang e Silverman, (2000) em estudos com a formiga argentina, Linepithema humile
verificaram que os hidrocarbonetos cuticulares também podem ser obtidos através da
alimentacdo e sdo utilizados para reconhecimento colonial. O “Gestalt” (odor colonial) ¢
descrito como uniforme para a coldnia, sendo a base do reconhecimento colonial (CROZIER
e DIX, 1979), porém ele ird variar conforme a coldnia, pois este odor, é formado pela

interacao de todos os companheiros de ninhos sujeitos a fatores externos como a alimentacao.

Em Myrmecia gulosa, o perfil dos hidrocarbonetos varia em reprodutivos e nao
reprodutivos, com relacdo a compostos especificos de Cys, em que as castas reprodutivas
possuem 9-pentacoseno e 3 metilpentacoseno, compostos estes ausentes ou em baixissima
concentracdo (tracos) para os ndo-reprodutivos (DIETMANN, et al. 2003). Para estes autores,
o trabalho com esta formiga contradiz o “Gestat” devido a esta distingdo entre castas

(DIETMANN, et al. 2003).

Lucas et al. (2004), verificaram em Pachycondila villosa que parte dos
hidrocarbonetos cuticulares sdo transportados da lipoforina (carregador de hidrocarbonetos
internos), ou seja, este carregador leva os hidrocarbonetos internos para a epicuticula e a outra

parte € proveniente do odor colonial, sendo transmitido pelo allogroming.

Os hidrocarbonetos cuticulares constituem a maior quantidade de metilalcanos,
contudo estes sdo quase ausentes na glandula pos-faringea (PPG), portanto ao descrever os
hidrocarbonetos presentes na PPG observou-se que sdo diferentes da lipoforina. Por meio da
marcacdo de hidrocarbonetos com isétopos e inseridos na PPG, verificou-se que nenhum
hidrocarboneto foi transferido para outra parte corpdrea, observando assim, que a lipoforina
faz o transporte para a PPG, porém este transporte € seletivo, ndo levando metilalcanos para
este local, pois como ja mencionado verificou que esta classe de hidrocarbonetos estéd presente

tanto na epicuticula quanto na lipoforina (LUCAS et al. 2002).

Sugere-se que por self-grooming ocorre a via de transporte de hidrocarboneto do corpo
para a PPG. J4 para os hidrocarbonetos que sdao comuns aos companheiros de ninho esta
distribuicdo ocorre por contato fisico entre os companheiros de ninhos e sdo mais importantes

do que o allogroming (SOROKER et al. 2003).

Assim, dependendo da regido corpdrea os hidrocarbonetos podem variar, em estudos
com Pachycondyla apicalis em relacio a composi¢do de hidrocarbonetos das pernas

anteriores, onde estd presente um espordo que contém elevadas quantidades de
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hidrocarbonetos e da glandula pés-faringea, quando a formiga ndo possuia contato com as
pernas e os espordes, observou um aumento significativo dos hidrocarbonetos nas pernas e
uma diminui¢do nas glindulas e apds 24 horas em condi¢des normais as concentragdes
voltavam a estabilizar. Com isso, foi possivel observar que os espordes ¢ um local de
acumulacdo de hidrocarbonetos e que a glandula recebe um abastecimento dos mesmos
durante a alimentagdo e o self-grooming (HEFETZ, et al. 2001). A PPG também estd

associada como fonte de possiveis sinais de reconhecimento colonial (BAGNERES e

MORGAN, 1991; SOROKER et al., 1995a).

Uma revisd@o minuciosa de todos os trabalhos publicados com formigas foi realizada
por Martin et al. (2009). Para cinco subfamilias (Formicinae, Nothomyrmeciinae,
Dolichoderinae, Poneriinae e Myrmicinae) em 78 espécies, tanto para hidrocarbonetos
cuticulares quanto glandulares, os autores constataram que os compostos sdo especificos para
cada espécie. No entanto, para estes autores os hidrocarbonetos ndo podem ser utilizados para
a filogenia, pois a producdo de hidrocarbonetos complexos ja ocorre nos individuos mais
primitivos, por isso eles sugerem que a arquitetura genética para produzir uma diversidade de

hidrocarbonetos ja era presente antes da diversificacdo das espécies.

Do ponto de vista taxonOmico os hidrocarbonetos cuticulares trouxeram vérias
contribuicdes para a taxonomia de formigas como ja mencionado neste texto, no género
Solenopsis, grupo oriundo da América do Sul que foi introduzido nos Estados Unidos e
Austrélia, pela andlise do perfil quimico se distinguiu duas espécies: Solenopsis richteri e
Soleopsis invicta (NELSON, 1980). Além disso, um hibrido destas espécies pode produzir um
perfil intermedidrio entre elas (VANDER MEER, LOFGREN e ALVARES, 1985). Em
sadvas a ultima atualizacdo do género foi em 1959 (BORGMEIER, 1959), talvez pela andlise
do perfil seja possivel auxiliar a revisdo da identificacdo destas formigas.

Em formigas cortadeiras, estudos de Nascimento et al. (1993) dos compostos presentes
na glandula mandibular de Atta sexdens rubropilosa associados a0 modelo de castas proposto
por WILSON, 1980, os autores verificaram que ocorre o agrupamento dos compostos de
acordo com as castas. As operdrias que vivem dentro do ninho possuem 4-metil-3-heptanona
e as forrageiras e soldados que saem a campo possuem como caracteristico na glandula
mandibular, um feromonio baseado em citral.

Para Hernandéz et al. (2002) em Atta laevigata o reconhecimento entre companheiros
de ninho se da por sinais quimicos presentes na cabeca, e estes compostos sao provenientes

provavelmente da glandula mandibular e sdo distribuidos por toda a epicuticula, no entanto,
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em bioensaios contendo extratos da glandula mandibular e da PPG, verificaram que esta
ultima foi responsdvel efetivamente pelo reconhecimento colonial, sendo que a PPG foi
caracterizada por alcanos de cadeias maiores e poucos volateis, o oposto foi obtido para a
glandula mandibular. Compostos quimicos também foram caracterizados para A. colombica e
Acromyrmex subterraneus (MARTIN e MACCONNEL, 1970; RICHARD et al. 2004).

Sendo assim, mais estudos sobre compostos quimicos, principalmente os cuticulares,
que foram pouco enfatizados para o gé€nero Atta sdo importantes nestes insetos sociais em que

sua sociedade € basicamente mediada por sinais quimicos.
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Identificacdo das castas temporarias de Atta capiguara, Atta laevigata, Atta bisphaerica e
Atta sexdens rubropilosa pelo perfil de hidrocarbonetos cuticulares (Hymenoptera:
Formicidae).

Resumo
Os hidrocarbonetos cuticulares sdo especificos para cada espécie, sendo assim

utilizados para a taxonomia. No género Atta existe uma dificuldade na identificagdo das
espécies em ninhos iniciais e além do mais a revisdo deste grupo estd desatualizada. Pensando
nisso, este trabalho prop0s utilizar os hidrocarbonetos cuticulares como ferramenta para a
identificacdo de castas tempordrias de quatro espécies: Atta sexdens rubropilosa, Atta
laevigata, Atta capiguara e Atta bisphaerica. As formigas foram imersas em hexano e as
amostras analisadas por Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas.
Verificou-se uma grande diversidade de compostos, variando de C,3 a Css, sendo maior o
numero de sinais em fémeas do que machos. Por meio destes compostos foi possivel fazer a
separacdo das espécies sendo os alcanos comuns a todas. Em Atfa capiguara a complexidade
de compostos foi evidente, a Unica que contém alcadienos e apresentou também os
ramificados: metilalcanos e dimetilalcanos, compostos estes caracteristicos em Atta laevigata.
Em Atta bisphaerica diferentes isdmeros dos insaturados foram os majoritarios e para Atta
sexdens rubropilosa se observa um nimero maior de picos quando comparado com as outras
trés, além da presenca de trimetilalcanos. Com os hidrocarbonetos analisados foi possivel
também inferir sobre relacdes filogenéticas deste grupo sendo similar ao que ja foi descrito na
literatura. Assim, os hidrocarbonetos cuticulares presente nas espécies analisadas foram
instrumentos eficientes para a separacdo das mesmas, para as duas castas analisadas e podem

ser utilizados para auxiliar na construcao da filogenia do grupo.

Palavras chave: Arta, hidrocarbonetos cuticulares.
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1.1.1 Introducao
O corpo dos insetos € recoberto por uma fina camada de cera que constitui a

epicuticula, camada esta que nao possui quitina e € constituida principalmente por
hidrocarbonetos: compostos formados por cadeias de carbono e hidrogénio. A fungdo
primdria de tais compostos € atribuida a protecdo contra a perda de dgua através da parede
corporal e secundariamente passou a ter também um importante papel na comunicacao
(LOCKEY, 1988; HOWARD E BLOMQUIST, 2005; TRIPLEHORN e JOHNSON, 2011).
Estes compostos associados a cuticula sdo classificados como feromonios de contato, uma vez
que pela baixa volatilidade necessitam do contato com a antena para a sua percep¢ao (OZAKI
et al., 2005). As informag¢des transmitidas através dos hidrocarbonetos sdo amplas, sendo elas
responsdveis pelo reconhecimento de companheiros de ninho, sinalizadores de castas, tarefa,
sexo, ativacdo ovariana, dentre outras (HOWARD E BLOMQUIST, 2005). Por se tratar de
compostos espécie-especificos estas substincias tem sido amplamente utilizadas também na

taxonomia e sistemdtica filogenética (MARTIN et al., 2008).

Em formigas foram descritas mais de 700 compostos, um nimero alto quando
comparado com insetos ndo sociais, que varia de 20 a 50 compostos (MARTIN et al., 2008).
Em sete espécies de Cataglyphis, por exemplo, na glandula pds faringea foram descritos 241
compostos, variando de C;3 a Cs3s (DAHBI et al., 1996). Em estudos com treze espécies
simpatricas de Formica sp. da Finlandia, juntamente com um subconjunto de cinco espécies
das Ilhas Britanicas, foram verificados quase 100 compostos, sendo eles alcanos, alcenos,
mono-metil alcanos ou dimetil alcanos, com uma especificidade dos hidrocarbonetos
cuticulares por espécie € 0s mesmos permaneceram estaveis € ndo foram influenciados por

fatores ecoldgicos, como solo e vegetacio (MARTIN et al., 2008).

A 1identificacdo das diferentes espécies de Affa spp. sdo realizadas por meio do
exame morfolégico da cabeca dos soldados presentes nestas colonias. As chaves de
identificacdo sdo baseadas nestas operdrias de tamanho méximo, casta responsdvel pela
defesa colonial e com a largura da cabeca maior que 3.0 mm (BOARETTO e FORTI, 1997).
Porém para que esta identificacdo seja possivel, a colonia deve atingir uma determinada
maturidade, aproxidamente 40 meses, que € quando observa-se a presenga destas castas
(BOARETTO e FORTI, 1997; AUTORI, 1942 apud MOREIRA, 2013; GONCALVES,
1960).
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Visualmente, as castas tempordrias (machos e fémeas aladas) de Atta spp.
morfologicamente ndo diferem entre espécies e, em algumas delas (i.e. Atta mexicana, Atta
insularis e A. mexicana), a Unica diferenca morfoldgica descrita encontra-se na genitdlia dos
machos. Além disso, existe uma grande dificuldade em se obter tal material, haja vista a
irregularidade dos voos nupciais e também a dificuldade de se escavar ninhos maduros
(EMERY, 1913 apud BACCI Jr. et al., 2009; GONCALVES, 1960; MOSER et al., 2004;
MOREIRA et al., 2001; MOREIRA et al., 2004). Portanto, a caracterizagdo quimica ¢ uma
potencial ferramenta para a diferenciacdo entre as espécies, além da possibilidade de inferir
suas possiveis relacdes, contribuindo desta forma para a revisdo taxondmica do género, o qual

se encontra desatualizado (BORGMEIER, 1959).

Outro ponto a ser ressaltado € o momento da revoada descrito na literatura que ocorre
concomitantemente para as espécies de Afta, menos para A. bisphaerica, pois esta revoa no
periodo diurno e as outras no final da tarde (BENTO, 1993; MOREIRA, 2013). Em insetos, ja
se sabe que hidrocarbonetos cuticulares sdo conhecidos por atuar também como feromonios
sexuais e permitem o reconhecimento de companheiros coespecificos, como por exemplo, em
cinco espécies de besouros que ocorrem na mesma posi¢do geografica, verificou-se que os
compostos majoritdrios diferem entre as fémeas virgens e atraem machos apenas da mesma
espécie (FLETCHER, 2008). Além disso, visto que tais compostos carregam informacoes
sobre a colonia de origem e sdo os responsdveis pela discriminagdo entre companheiros e nao-

companheiros de ninhos (HOWARD e BLOMQUIST, 2005; NUNES et al. 2008.).

Como o perfil de compostos cuticulares em formigas cortadeiras ainda €
desconhecido, a descri¢do da constituicdo cuticular do género Atfa é o primeiro passo para o
estudo da sua diversidade quimica. Assim, os estudos taxonOmicos e inferéncias sobre a
posicao filogenética entre as espécies de Afta seriam amplamente beneficiados com o uso de
caracteres quimicos cuticulares fornecendo ainda bases para futuras investigagdes do papel

desses compostos na comunicagdo intra e internidal.

Deste modo, o objetivo do presente estudo foi descrever a diversidade quimica
cuticular de quatro espécies do género Atta, testar a espécie-especifidade destes compostos e
verificar diferencas entre os sexuados das seguintes espécies: Atta sexdens rubropilosa, Atta

laevigata, Atta capiguara e Atta bisphaerica.
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1.1.2 Material e Métodos
O experimento foi conduzido no Centro de estudos de Insetos Sociais da Universidade

Estadual Paulista (UNESP - Rio Claro) e a coleta dos alados foram efetuadas em quatro
cidades (Tabela 1) em 2010. Os individuos foram coletados na entrada do ninho, na pré-
revoada (Figura 1) e acondicionados em frascos herméticos separadamente para posterior

analise em laboratorio.

As castas reprodutivas tiveram suas asas cortadas e foram imersas em 5 mL de Hexano
pelo periodo de 90 segundos, com intervalos de 5 segundos a cada 30 segundos. As amostras
foram analisadas por Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM),
Shimadzu. Para as andlise no CGEM utilizou-se uma coluna DB-5 (30 m X 0,25 mm), o
protocolo de temperatura do cromatégrafo utilizado foi: 80 °C/2min, 12°C/min, 300 °C
durante 20 minutos. A temperatura do injetor foi de 320 °C e do detector de 80 °C. Os dados
foram analisados pelo software LabSolution CGMSolution Versdo 2.53 SU1. A identificacao
dos compostos foi realizada através da andlise das fragmentagdes representada pelo espectro
de massas (Figura 2), além de comparacdo com compostos padrdo e ions diagndsticos ja
descritos na literatura. As posi¢des das ligacdes duplas em alcanos e alcadienos ndo foram
descritas. A abundancia relativa de cada hidrocarboneto identificado foi mensurada com base

na édrea sob o pico. Os dados foram submetidos a Andlise dos Componentes Principais (PCA).



Tabela 1. Alados de Atta sp. coletados para identificacdo de hidrocarbonetos cuticulares.

Espécie Cidades amostradas  N° de individuos N° dos ninhos
amostrados amostrados

Machos/ Fémeas

A.laevigata Botucatu 5/5 N1
5/5 N2

Bauru 5/5 N3

5/5 N4

A.capiguara Botucatu 5/5 N1
5/5 N2

A.bisphaerica Botucatu 5/1 N1
5/5 N2

Rio Claro 5/5 N3

A.sexdens rubropilosa Rio Claro 5/5 N1
Rio Claro 5/5 N2

Bauru 5/5 N3

Botucatu 5/5 N4

Botucatu 5/5 N5

Sao Carlos 5/5 N6

Sédo Carlos 5/5 N7
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Figura 1. Pré-revoada de A. sexdens rubropilosa em Botucatu-SP.
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Figura 2. Espectro de massas indicando o padrio de fragmentacdo do alcano ramificado
11,15-dimetilheptacosano presente na cuticula de fémeas de Atta laevigata.
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1.1.3 Resultados
Uma diversidade de hidrocarbonetos cuticulares foi encontrada para as quatro espécies

de Arta. O perfil quimico variou de Cy3 a Css sendo a diversidade maior nas fémeas ndo
fecundadas do que em machos (Tabelas 2 a 5) Em fémeas nio fecundadas foram encontrados:
47 compostos em Atta sexdens rubropilosa, 42 em A. capiguara, 33 para A. bisphaerica e 34
em A. laevigata. J4 para machos, 19, 19, 21 e 34 compostos identificados em A. capiguara, A.
bisphaerica, A. laevigata e A. sexdens rubropilosa, respectivamente. Por meio da técnica
utilizada para a extracdo dos hidrocarbonetos de machos e fémeas verificou-se sinais
cromatogrificos bem evidentes permitindo a caracterizagdo por andlise dos espectros, como

por exemplo, j4 demonstrado na Figura 2.

O perfil quimico cuticular dos individuos analisados apresentou claras diferencas entre
as espécies (Figura 3 e 4). As diferencas encontradas foram tanto qualitativas quanto
quantitativas nos compostos comuns. Em algumas das espécies essa diferenca se encontra em

toda a classe de compostos.

A cuticula de Atta bisphaerica é composta apenas de alcanos lineares e diferentes
isdmeros de alcenos (Tabela 2). A. laevigata apresentou quase total auséncia de compostos
insaturados e apresentou uma grande diversidade de hidrocarbonetos ramificados sendo esses
metis e dimetis (Figura 2; Tabela 3). Dentre as espécies estudadas, A. capiguara apresentou a
maior complexidade de compostos com relacdo a classe de compostos presentes, sendo

encontrados alcanos lineares, ramificados metis e dimetis e insaturados alcenos e alcadienos

(Tabela 4).

O perfil cuticular de Atta sexdens rubropilosa € composto tanto por alcanos lineares
bem como alcanos ramificados (Tabela 5). Os compostos majoritdrios desta espécie foram
trimetilalcanos. A correta identificagdo de trimetilalcanos ndo pode ser realizada baseando-se
apenas do padrao de quebra das moléculas (i.e. espectro de massas) necessitando de técnicas
especificas de quimica organica. Dessa forma, os picos foram quantificados e a maior parte
dos compostos citados como “nao identificados” na Tabela 5. Os trimetilalcanos identificados
foram baseados nas descri¢des realizadas por Martin e Macconnel, (1970) e as possiveis

quebras para esses compostos confirmadas por meio do espectro de massas.
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Tabela 2. Média e desvio padrao da concentracdo relativa dos compostos cuticulares

identificados em alados de Atta bisphaerica.

Fémea Machos

Pico TR Composto Media DP Media DP
1 14.48 | Tricoseno Tracos 0

2 14.65 Tricosano 04 = 0.1 0

3 14.88 | Tetracoseno Tracos 0

4 15.18 | Tetracoseno Tragos 02 £+ 04
5 15.33 Tetracosano 02 += 0.1 03 + 02
6 15.57 | Pentacoseno 02 = 02 0

7 15.86 | Pentacoseno 8.6 + 38 74 = 51
8 15.90 | Pentacoseno 02 += 0.1 0

9 16.00 | Pentacosano 53 = 0.8 65 = 1.5
10 16.49 | Hexacoseno 07 = 04 03 = 03
11 16.63 Hexacosano 06 = 0.1 10 + 03
12 17.07 | Heptacoseno 1.3 = 0.8 1.2 £ 1.0
13 17.13 | Heptacoseno 16.1 + 6.8 124 £+ 7.8
14 17.18 | Heptacoseno 07 = 03 06 £+ 04
15 17.25 | Heptacosano 64 + 1.5 165 + 4.1
16 17.65 | Octacoseno Tracos 0

17 17.72 Octacoseno 08 = 04 0

18 17.83 Octacosano 04 = 0.1 1.0 + 0.3
19 18.22 Nonacoseno 05 = 04 0

20 18.31 Nonacoseno 230 = 3.0 58 = 63
21 18.41 Nonacosano 59 + 27 21.5 + 8.7
22 18.82 Triaconteno 02 = 02 0

23 18.90 | Triaconteno 0.8 = 02 0

24 19.01 Triacontano 02 = 0.1 05 = 03
25 19.48 | Hentriaconteno Tracos -

26 19.59 | Hentriaconteno 21.1 = 7.1 85 £ 45
27 19.70 | Hentriacontano 33 + 2.1 126 + 82
28 20.01 | Dotriaconteno Tracos 0

29 20.23 Dotriaconteno 02 + 0.1 0

30 20.33 Dotriacontano 03 = 0.1 0.1 + 0.1
31 21.12 | Tritriaconteno 03 = 08 0

32 21.23 Tritriaconteno 1.5 + 12 14 =+ 1.2
33 21.40 | Tritriacontano 03 = 03 23 =+ 1.8

Legenda: Tracos — concentragdo relativa média inferior a 0,2%.
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Tabela 3. Média e desvio padrao da concentracdo relativa dos compostos cuticulares
identificados em alados de Atta capiguara.

Fémea Macho
Pico TR Composto Média DP Média DP
1 14.35 Tricoseno Tragos 0
2 14.50 Tricoseno Tracos 0
3 14.65 Tricosano Tragos 02 + 0.1
4 15.24 Tetracosano Tracos 0
5 15.59 Pentacoseno Tracos 0
6 16.00 Pentacosano 02 = 0.2 0.6 = 0.1
7 16.25 Hexacoseno Tracos 0
8 16.67 Hexacosano 02 + 02 02 += 0.1
9 16.89 Heptacoseno 1.3 + 23 0
10 17.25 Heptacosano 20 =+ 19 6.7 + 20
11 17.46 9 e 11-Metilheptacosano 1.3 + 33 02 = 0.1
12 17.85 Octacosano 02 £+ 0.2 0.7 = 0.2
13 18.03 12-Metiloctacosano 02 = 03 0
14 18.31 Nonacoseno 04 = 1.1 0
15 18.42 Nonacosano 24 + 15 8.8 + 2.1
16 18.60 11 e 13 e 15-Metilnonacosano 20 = 0.8 60 = 15
17 18.70 11, 15-Dimetilnonacosano 1.0 = 0.8 21 = 0.3
18 18.83 12, 16-Dimetilnonacosano 03 = 03 0
19 19.03 Triacontano 02 + 0.1 05 = 0.2
20 19.06 Ndo identificado 03 £+ 0.7 0
21 19.23 12 e 15-Metiltriacontano 24 + 1.2 0
22 19.40 12, 16-Dimetiltriacontano 1.3 £ 1.0 0
23 19.51 Hentriaconteno 1.0 = 1.7 0
24 19.60 Hentriaconteno 37 £ 20 56 = 1.6
25 19.72 Hentriacontano 55 = 3.0 91 + 3.1
26 19.98 11 e 13 e 15-Metilhentriacontano 115 £ 105 302 £ 9.7
27 20.16 13, 17-Dimetilhentriacontano 98 = 6.2 0
28 20.26 7,20-Dimetilhentriacontano 50 = 5.6 0
29 20.34 Ndo identificado 0.8 £ 0.6 0
30 20.55 Dotriacontano 1.3 £ 1.1 0
31 20.77 12 e 14 e 16-Metildotriacontano 45 + 29 0
32 21.01 12, 18-Dimetildotriacontano 25 £ 22 0
33 21.08 Tritriacontadieno 1.7 £ 14 0
34 21.15 Tritriaconteno 2.8 + 4.5 09 + 0.6
35 21.29 Tritriaconteno 10.1 + 6.5 85 + 5.0
36 21.43 Tritriacontano 6.1 = 29 49 + 28
37 21.77 13 e 15 e 17-Metiltritriacontano 97 = 4.6 98 = 3.1
38 22.00 Dimetiltritriacontano °© 39 + 238 0
39 23.26 Pentatriacontadieno 20 = 2.1 0
40 23.34 Pentatriacontadieno 06 = 04 0
41 23.47 Pentatriaconteno 05 = 05 27 = 2.0
42 23.61 Pentatriacontano 09 + 0.6 1.0 = 1.1

Legenda: TR- tempo de reten¢do dos compostos; Tracos — concentragdo relativa inferior a 0,2%.; © - posicdo
das ramifica¢des ndo identificadas




29

Tabela 4. Média e desvio padrao da concentracdo relativa dos compostos cuticulares
identificados em alados de Atta laevigata.

Fémeas Machos

Pico TR Composto Média DP | Média DP
1 14.50 Tricoseno 0.2 + 05 0

2 14.68 Tricosano 1.3 + 0.7 2.5 + 1.3
3 14.91 9 e 11-Metiltricosano 0.5 + 0.6 0

4 14.95 7-Metiltricosano 0.2 + 04 0

5 15.34 Tetracosano 1.2 + 0.7 1.9 + 1.4
6 15.59 9 e 11-Metiltetracosano 09 + 0.7 0

7 15.62 7-Metiltretracosano 0.3 + 04 0

8 16.00 Pentacosano 4.7 + 3.4 8.6 + 5.1
9 16.23 9e 11 e 13-Metilpentacosano 60 + 23 5.1 + 2.1
10 16.27 7-Metilpentacosano 09 =+ 05 0

11 16.40 9, 15-Dimetilpentacosano 0.5 + 0.6 0

12 16.45 7, 14-Dimetilpentacosano 0.7 + 0.6 0

13 16.64 Hexacosano 2.6 + 1.4 3.2 + 1.5
14 16.86 9 e 11 e 15-Metilhexacosano 7.8 + 2.4 6.4 + 3.2
15 16.90 7-Metilhexacosano 0.6 + 0.4 0

16 17.03 12,13-Dimetilhexacosano 1.7 + 09 0

17 17.07 7, 15-Dimetilhexacosano 1.3 + 0.6 0

18 17.26 Heptacosano 6.8 £ 50 124 + 85
19 17.46 9 e 11 e 13-Metilheptacosano 147 £+ 33 153 £+ 8.1
20 17.54 Metilheptacosano* 08 + 05 0

21 17.63 11, 15-Dimetilheptacosano 9.9 + 2.7 8.3 + 4.1
22 17.68 7, 16-Dimetilheptacosano 2.0 + 1.3 0

23 17.80 Dimetilheptacosano* 03 =+ 06 0

24 17.85 Octacosano 1.2 + 0.8 1.5 + 1.4
25 18.03 11 e 13 e 14-Metiloctacosano 5.5 + 2.7 4.0 + 2.2
26 18.20 11, 15-Dimetiloctacosano 6.6 + 23 4.3 + 23
27 18.25 Dimetiloctacosano* 0.5 + 03 0

28 18.30 Nonacoseno 0 0.4 + 0.8
29 18.42 Nonacosano 5.7 + 4.1 7.8 + 52
30 18.60 11 e 13 e 15-Metilnonacosano 34 + 3.2 3.0 + 1.3
31 18.70 11,15-Dimetilnonacosano 7.8 + 3.7 5.2 + 2.8
32 18.84 12,16-Dimetilnonacosano 0.7 + 0.9 0

33 19.93 Ndo identificado 04 <+ 05 0

34 19.02 Triacontano 2.0 + 2.2 0.8 + 1.2
35 19.40 Nao identificado 0.3 + 0.7 0

36 19.58 Hentriaconteno 0 0.9 + 1.2
37 19.70 Hentriacontano 0 3.5 + 2.3
38 19.90 11,15-Metilhentriacontano 0 1.3 + 1.7
39 20.12 Metilhentriacontano* 0 2.2 + 2.5
40 21.43 Ndo identificado 0 1.3 = 20

Legenda: TR- tempo de retencdo dos compostos; *- posicdo da ramificagdo ndo determinada.
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Tabela 5. Média e desvio padrao da concentragdo relativa dos compostos cuticulares
identificados em alados de Atta sexdens rubropilosa.

Fémea Macho
Pico TR Compostos Média DP Média DP
1 13.80 | Alcano ramificado ndo identificado Tracos -
2 14.65 | Tricosano Tracos Tracos
3 15.32 | Tetracosano Tragos 0.2 + 0.3
4 15.99 | Pentacosano 0.6 + 0.5 1.8 + 1.5
5 16.63 | Hexacosano 0.2 + 0.1 0.2 + 0.2
6 17.11 | Heptacoseno 0 Tragos
7 17.24 | Heptacosano 4.3 + 2.2 4.8 + 3.9
8 17.59 | Alcano ramificado ndo identificado Tracos 0
9 17.83 | Octacosano 0.6 + 0.9 0.5 + 0.3
10 18.30 | Nonacoseno 0 0.2 + 0.5
11 18.40 | Nonacosano 33 + 2.0 53 + 2.9
12 18.96 | Triacontano 0.2 + 0.1 0.2 + 0.2
13 19.25 | Alcano ramificado ndo identificado 0.5 + 0.2 0.5 + 0.5
14 19.41 | 13-Metiltriacontano 1.7 + 0.9 0.7 + 0.4
15 19.50 | Alcano ramificado ndo identificado 0.1 + 0.1 0
16 19.61 | Hentriaconteno 0.2 + 0.4 0.5 + 0.9
17 19.68 | Hentriacontano 0.8 + 0.4 2.1 + 1.7
18 19.81 | 13-Metilhentriacontano 1.2 + 0.6 0.9 + 0.8
19 19.99 |4, 8, 12-Trimetilhentriacontano 2.7 + 1.3 1.2 + 0.7
20 20.21 | Alcano ramificado ndo identificado 0.5 + 0.7 0.8 + 1.4
21 20.40 | Alcano ramificado ndo identificado 0.5 + 0.2 0
22 20.52 | Dotriacontano 0.6 + 0.5 0.5 + 1.2
23 20.61 | Alcano ramificado ndo identificado 0.3 + 0.3 0
24 20.81 |3, 7, 11-Trimetilhentriacontano 9.3 + 3.2 11.3 + 4.5
25 21.02 |3, 7, 11-Trimetildotriacontano 6.8 + 2.6 4.6 + 1.2
26 21.14 | Alcano ramificado ndo identificado 0.5 + 0.4 0.6 + 0.7
27 21.31 | Alcano ramificado ndo identificado 0 0.7 + 1.2
28 21.38 | Tritriacontano 34 + 1.3 4.1 + 3.1
29 21.59 |4, 8, 12-Trimetildotriacontano 13.5 + 6.6 13.7 + 8.0
30 21.81 |4, 8, 12-Trimetiltritriacontano 8.0 + 2.7 5.7 + 4.5
31 22.01 |Alcano ramificado ndo identificado 3.8 + 7.2 0
32 22.11 | Alcano ramificado ndo identificado 0.7 + 1.4 0
33 22.26 | Alcano ramificado ndo identificado 0.5 + 0.6 0
34 22.37 | Alcano ramificado ndo identificado 1.1 + 0.7 0
35 22.54 | Tetratriacontano 3.9 + 0.7 5.1 + 3.3
36 22.67 | Alcano ramificado ndo identificado 0.5 + 0.3 0
37 22.80 | Alcano ramificado ndo identificado 1.2 + 2.0 0
38 22.93 |3, 7, 11-Trimetiltritriacontano 52 + 2.3 7.9 + 2.4
39 23.23 |3, 7, 11-Trimetiltetratriacontano 6.0 + 2.2 7.2 + 7.3
40 23.41 | Alcano ramificado ndo identificado 0.7 + 0.7 1.5 + 1.8
41 23.57 | Alcano ramificado ndo identificado 0.3 + 0.3 0
42 23.72 | Alcano ramificado ndo identificado 2.4 + 0.8 34 + 2.0
43 24.00 |4, 8, 12-Trimetiltetratriacontano 4.3 + 1.4 4.1 + 2.0
44 24.31 |4, 8, 12-Trimetilpentatriacontano 3.7 + 1.4 4.7 + 54
45 25.14 | Alcano ramificado ndo identificado 0.3 + 0.3 0
46 25.38 | Alcano ramificado ndo identificado 0.6 + 0.7 0
47 25.95 | Alcano ramificado ndo identificado 1.3 + 0.7 2.6 + 1.6
48 26.35 | 3,7, 11-trimetilhexatriacontano 1.1 + 04 1.4 + 1.4
49 27.49 | Alcano ramificado ndo identificado 0.4 + 0.2 0
50 27.93 | Alcano ramificado ndo identificado 0.3 + 0.2 0

Legenda:

TR- tempo de retengdo dos compostos; Tragos- compostos com concentragao relativa menor que 0,2%.
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Figura 3. Espectros de hidrocarbonetos cuticulares de machos de Atta bisphaerica (a), Atta capiguara
(b), Atta laevigata (c) e Atta sexdens rubropilosa (d). Nimero de picos indicados nas tabelas 2 a 5
dependendo da espécie. Alguns picos com dreas relativas altas ndo foram numerados por se tratarem
de contaminantes e ndo constam nas tabelas.
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Figura 4. Espectros de hidrocarbonetos cuticulares de fémeas ndo fecundadas de Atta bisphaerica (a),
Atta capiguara (b), Atta laevigata (c) e Atta sexdens rubropilosa (d). Numero de picos indicados nas
tabelas 2 a 5 dependendo da espécie. Alguns picos com dreas relativas altas ndo foram numerados por
se tratarem de contaminantes e ndo constam nas tabelas.
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A anélise dos componentes principais evidenciou a clara separacdo entre os grupos de
alados assim como descrito nas tabelas. Mostrando, dessa forma, que as espécies possuem

identidades de hidrocarbonetos cuticulares distintas permitindo assim a separacdo dentre elas

(Figura 5).

Fémeas nao fecundadas

Machos

Figura 5. Andlises de componentes principais de castas tempordrias de quatro espécies do
género Atta.

O Fator 1 + Fator 2 da Analise dos Componentes Principais (PCA) descreveram 56.16%
em machos e 52.26% para fémeas ndo fecundadas da variacdo total observada, enquanto que a
soma dos trés primeiros fatores descreveram 65.56 % para machos e 64.58% em fémeas nao

fecundadas dessa variancia.
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1.1.4 Discussao
Os hidrocarbonetos cuticulares sdo distintos para as castas tempordrias, sendo a

diversidade de compostos maiores em fémeas nao fecundadas do que em machos e diferem
entre as quatro espécies de Atta como caracterizado neste estudo. Os resultados demonstraram
claramente que o perfil dos compostos cuticulares pode ser utilizado como uma ferramenta
eficiente para a separacdo das espécies, sendo espécie-especifico para as quatro espécies
analisadas corroborando com os dados ja descritos por Martin e Drijfhout, (2009) ao
revisarem trabalhos com espécies de formigas e verificaram esta especificidade dos

compostos cuticulares.

Martin e Drijfhout, (2009) verificaram que, geralmente, quando as formigas produzem
hidrocarbonetos complexos, elas também exibem os de estruturas mais simples, porém
existem excecdes e uma delas € uma das poucas cortadeiras que tiveram o perfil quimico
descrito como Atta columbica, que apresentou apenas compostos complexos, (trimetilalcanos)
(MARTIN e MACCONNEL, 1970); ja para as espécies do presente estudo, todas
apresentaram os mais simples (Tabelas 2 a 5). A outra espécie pertencente a tribo Attini
caracterizada foi Acromyrmex subterraneus que possui monometilalcanos e dimetilalcanos

(RICHARD et al. 2004).

Ao observar os distintos hidrocarbonetos cuticulares identificados, verificou-se que os
mesmos sdo eficientes na separacdo das espécies e que eles também podem ser uma
ferramenta para uso na sistemadtica filogenética deste grupo. Nos estudos de BACCI Jr. et al.,
(2009) utilizando informacdes de DNA e seqiiéncia de fragmentos de trés genes mitocondriais
(COI , tRNA leucina e COII) e um gene nuclear (EF1 - AF1), as relacdes entre as espécies
estudadas nesse trabalho sdo as mesmas para as andlises de parcimonia e ‘likelihood’
baseadas nos resultados moleculares. Ao plotar os dados da composicdo quimica cuticular
sobre a topologia proposta por Bacci e colaboradores (2009) pode se inferir sobre a evolucao
dos compostos cuticulares encontrados e verificar a possibilidade do uso destes na sistematica

filogenética do género Arta (Figura 6).

Ao analisar as classes de compostos, observa se que os alcanos lineares sdo comuns a
todos os grupos. Trimetilalcanos € uma autapomorfia de Atta sexdens rubropilosa.
Metilalcanos surgem em A. sexdens rubropilosa e sao perdidos apenas em A. bisphaerica.
Dimetilalcanos surgem em A. laevigatta e também sdo perdidos em A. bisphaerica. Alcenos

sdo sinapomorfia do grupo A. capiguara e A. bisphaerica, enquanto que alcadienos sio
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autapomorfias de A. capiguara. Nessa transposicdo, podemos observar que a maior

diversidade encontrada em A. capiguara é resultante da preservacao dos estados ancestrais (i.

e. compostos ramificados), compartilhamento das sinapomorfias do grupo (i. e. alcenos), bem

como a presenga de compostos exclusivos da espécie (i. e. alcadienos).

Acromyrmex

A. sexdens

5
b d
b
3
1)
>
]
RS
<

A. capiguara

A. bisphaerica

Alcenos
Alcadienos
Metilalcanos
Dimetilalcanos
Trimetilalcanos
Alcanos lineares

Ausente
<5%
5-20%

20 -40%
> 40%

Figura 6: Comparacio entre as classes
de compostos cuticulares de fémeas
reprodutivas de formigas cortadeiras do
género Atta e as relagdes filogenéticas
entre as espécies (relacdes filogenéticas
extraidas de Bacci jr et al., 2009).

Verificou-se, portanto que os hidrocarbonetos cuticulares sao ferramentas eficientes

para a separacdo de espécies e podem contribuir para a melhor constru¢do da filogenia do

género, principalmente os individuos reprodutores que sao dificeis identifica-los.
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PARTE II - Influéncia dos SEMIOQUIMICOS na atratividade das plantas para as
formigas cortadeiras
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

Na relagdo de mutualismo obrigatério, o fungo € a base alimentar das formas imaturas
das coldnias de formigas cortadeiras. As quantidades de energia e nutrientes oriundas dele sao
muito baixas (BASS e CHERRETT, 1995; SILVA et al., 2003), pois em operéarias adultas
ocorre também a ingestdo direta de seiva das plantas no momento do corte e recorte do
material (QUINLAN e CHERRETT, 1979; FORTI e ANDRADE, 1999), sendo apenas 5% do
valor energético dos adultos obtido através do fungo (CHERRET, 1980). As forrageiras além
da seiva consomem lipidios presentes em vdrias estruturas das plantas, como os corpos de

alimentacdo e os elaiossomas das sementes (BUENO et al., 2008).

O forrageamento consiste na sele¢do, no corte e no transporte do material vegetal para
dentro da coldonia (DELLA LUCIA, 1993). Apesar, das formigas cortadeiras cortarem
inimeras quantidades de plantas de diferentes espécies, elas apresentam preferéncias por
algumas. As operdrias também preferem folhas jovens e flores, no entanto, podem cortar
folhas maduras e secas, optando pelas caidas no chdao (FORTI e BOARETTO, 1997). Virios
fatores influenciam na decisdo sobre a escolha de um vegetal, como a presenca de composto
toxico as formigas e/ou ao seu fungo simbionte e at€ mesmo o teor de umidade vegetal pode
ser determinante, além disso, esta escolha varia entre colonias da mesma espécie (PACHECO

e FILHO, 1987).

Portanto, as preferéncias do material vegetal ocorrem em func¢do da coldnia e também
do substrato disponivel, pois a qualidade e a quantidade de plantas palatdveis determinam o
local a ser explorado. Espécies vegetais que apresentam maior atratividade serdo mais
suscetiveis ao corte (RAMOS e FORTI, 2007), podendo mudar a escolha da planta a ser

forrageada quando encontram uma fonte de alimento mais atrativa (MARICONI, 1970).

Em um sistema ecolégico de Cerrado, o elevado consumo de folhagem pelas sativas
pode afetar negativamente as chances de sobrevivéncia das plantas, ja que as formigas podem
atuar sobre elas diretamente, como por exemplo, causando a morte de plantas jovens devido
aos inumeros ataques. Indiretamente, também podem influenciar, pois podem ocasionar
devido ao corte das plantas um crescimento mais lento, além de ficarem mais susceptiveis aos
efeitos adversos do fogo e da seca (VASCONCELOS, 1997; VASCONCELOS et al., 2003).
Em contrapartida, existem compostos quimicos presentes nas plantas, gerados em resposta a

herbivoria, que sdo alguns metabdlitos secundarios, estes sdo reconhecidos pelas formigas
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cortadeiras, que rejeitam estas plantas em campo balanceando essa interagdo (LITTLEDYKE

e CHERRETT, 1978).

Os produtos gerados das plantas, tais como: alcaloides, quinolonas, 6leos essenciais,
glicosideos e flavondides caracterizam familias inteiras ou grupos delas que fazem com que
os animais em geral as evitem completamente (RAVEN et al., 2001). Essas substancias atuam
no encontro e reconhecimento do hospedeiro pelos insetos, desencadeando processos
comportamentais: podendo ser atrativo (estimulo positivo), repelente (estimulo negativo),
arrestante  (estimulo que causa uma lentiddo durante a atividade de alimentacdo,
provavelmente devido a atratividade do substrato, pois o inseto permance mais tempo sob o
mesmo) ou deterrente (este estimulo impede a manutencdo da alimentacdo devido aos efeitos
negativos, como por exemplo, diminuicdo do tamanho da esponja fiingica nas coldnias de

formigas cortadeiras) (WITTHAKER e FEENEY, 1971).

Para formigas cortadeiras, devido ao habito das mesmas em utilizar diversas fontes
vegetais, o fungo ndo € sobrecarregado com substincias que poderiam ser toxicas a um ou
ambos dos simbiontes (HOWARD et al., 1988). Mas, também, estes compostos podem gerar
uma reducdo na amplitude do nicho alimentar dependendo do seu grau de toxicidade, pois as
formigas podem optar em ndo fazer uso destes vegetais. Existem outros fatores dessa natureza
ainda presentes que influenciam na escolha, como: a produ¢do de compostos associados a
idade, reducdo no contetido de agua, aumento da dureza e pobreza nutricional da folha

(STRADLING, 1978; WALLER, 1986).

Além disso, as operdrias sdo capazes de selecionar o material a ser cortado
(OLIVEIRA et al., 2004) dependendo de outros fatores, tais como: valor nutricional exigido
para o simbionte e barreiras fisicas das plantas (ROCKWOOD, 1976; HUBBEL ¢ WIEMER,
1983). Dentre os fisicos, a densidade, tipo de tricoma, espessura da folha, presenca de latex,

exposicao a luz estao associados com esta seletividade (LITTLEDYKE e CHERRETT, 1978).

Assim, nesta selecdo devem-se enfatizar alguns aspectos, tais como, a natureza de
decisdo, limitacdes e unidades nutricionais, maximizacdo da taxa de ganho energético,
escolha de nutrientes complementares e o papel de substancias téxicas da vegetacdo

disponivel (FOWLER e ROBINSON, 1979; STRADLING e POWELL, 1986).

Como atrativos presentes nos substratos, existem estruturas como os elaiossomas,

consumidos pelas operdrias como ja mencionado, em que sua constituicdo possui lipidios e
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acidos graxos. Tais estruturas sao removidas pelas formigas, que consequentemente fazem a

dispersao das sementes (HANDEL e BEATTIE, 1990).

Em estudos com formigas do género Atta, foram peletizadas iscas com elaiossomas de
sementes de Mabea fistulifera (Malpighiales, Euphorbiaceae) que foram encontradas nos
montes de terra solta dos ninhos (PETERNELLI et al., 2004), observou-se que elas foram
atrativas e as operdrias minimas foram responsdveis pelo maior processamento deste material
(PETERNELLI, 2007). Verificou-se assim, a composicdo quimica destas estruturas, que
apresentou um constituinte de 4cidos graxos, triglicerideos e uma quantidade menor de
monoacilglicerol e diacilglicerol (PETERNELLI et al., 2008). Em outro trabalho com A.
sexdens rubropilosa foi verificado que o endocarpo de Citrus sinensis (Sapindales, Rutaceae)
quando comparado com outras partes do fruto foi o mais atrativo, local onde o conteiddo
lipidico também € maior (CARLOS et al., 2010). Em Acromyrmex octospinosus compostos
lipidicos e nao lipidicos presentes na polpa citrica tiveram uma agdo arrestante (MUDD et al.,

1978).

Em estudos com Atta cephalotes, os extratos lipidicos encontrados em folhas velhas
foram inibidores para o corte (LITTLEDYKE e CHERRETT, 1978), para Hymenaea
courbaril (Fabales, Fabaceae) os terpendides presentes nesta planta tiveram acdo repelente
(HUBBEL et al., 1983), assim como os encontrados em Melampodium divaricatum
(Asterales, Asteraceae) (HUBERT e WIEMER, 1985), enquanto que os taninos de Inga
oerstediana (Fabales, Fabaceae) foram deterrentes (NICHOLS-ORIANS, 1992). Ja os
flavondides encontrados em Lonchocarpus minimiflorus (Fabales, Fabaceae) apresentaram
acao repelente (ROUSSIS et al., 1987). As lactonas e sesquiterpenos de Eupatorium sp.
(Asterales, Asteraceae) e compostos volateis de Astronium graveolens (Sapindales,
Anacardiaceae) também tiveram o mesmo efeito (OKUNADE e WIEMER, 1985; CHEN et
al., 1984). J4& compostos quimicos nao identificados em Atta sexdens rubropilosa
apresentaram efeitos deletérios ao simbionte quando fornecido Sesamum indicum (Lamiales,

Pedaliaceae) (HEBLING-BERALDO et al., 1991).

Também diferentes tipos de ceras presentes nas folhas podem provocar respostas
distintas, levando em consideragdo sua composi¢do quimica. As plantas cujas folhas nio sao
carregadas pelas formigas, ndo necessariamente apresentam ceras repelentes, bem como,
espécies de vegetais cujas folhas sdo cortadas, também ndao significa que as ceras irdo possuir

um efeito positivo. Por exemplo, estudos demonstram que algumas espécies de Atta preferem
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monocotiledoneas por apresentarem moderados indices de dleos e ceras epicuticulares em sua
composi¢do (GARCIA et al., 2005). As formigas cortadeiras ocasionam grandes prejuizos em
culturas de gramineas, principalmente em Saccharum officinarum (cana-de-agicar), que

podem chegar a 3,2 toneladas de cana’/ha (PRECETTI et al., 1988).

Saccharum officinarum € considerada muito atrativa para as cortadeiras, porém ndo é
favoravel ao crescimento do fungo (BOARETTO, 2000). A atratividade desta planta pode
estar relacionada com a presenca de compostos observados nas ceras epicuticulares de
Saccharum spp., tais como: hidrocarbonetos, dlcoois, esterdides, dcidos graxos e aldeidos;

sendo que os hidrocarbonetos correspondem a 50% dessa composi¢do (PETACCI, 1997).

Nota-se, portanto, que as formigas do género Afta ndo demonstram um padrio
randomico de forrageamento e que este ndo é baseado na distribuicao espacial e abundancia,
mas sim, em atratividade e repeléncia em uma grande gama de caracteristicas dentre as quais,
a composicdo quimica e o conteudo foliar influenciam (HOWARD, 1987; HOWARD et al.,
1988; SALATINO et al., 1998).

Assim, para formigas cortadeiras, sdo necessarios estudos para conferir realmente o
papel de compostos quimicos na seletividade das plantas atacadas. Muitos autores sugerem
que a qualidade e caracteristicas fisicas das folhas é o que define (ROCKWOOD, 1976;
STRADLING, 1978); outros, que os compostos quimicos presentes nos vegetais seriam
substancias inibidoras ou repelentes (LITTLEDYKE e CHERRETT, 1978); ja Verza et al.
(2007), defendem que a escolha do material estd primeiramente associada as caracteristicas
quimicas do substrato, e s6 num segundo momento, apds a escolha é que os fatores fisicos

exercerdo seu papel.

Para outros pesquisadores, a exploracao ou nao de determinada planta pelas operdrias,
estd associada ao conteido de agua e teor de nutrientes das folhas, existindo correlacdo
positiva entre as variagdes quantitativas de nutrientes e agua, sendo que 0s compostos
secundérios produzidos pelas plantas seriam uma varidvel adicional que atuaria nessa escolha
(HOWARD, 1987). O trabalho de ROCKWOOD (1976) enfatizam a importancia dos
compostos quimicos, porém complementa que se deve também considerar a interferéncia da

sazonalidade nessa composi¢ao.

E fato que os compostos quimicos presentes nas plantas atuam na selecdo. Porém,

estudos para melhor definir esse papel e seu grau de importancia sao necessarios. Por isto, o
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presente trabalho analisou a influéncia dos hidrocarbonetos que compde as ceras
epicuticulares e 0os compostos quimicos presentes em tricomas na atratividade das folhas para

operérias de A. sexdens rubropilosa.
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2.1. O papel dos hidrocarbonetos presentes em ceras epicuticulares na atratividade para
operarias de Arta sexdens rubropilosa (Hymenoptera, Formicidae).

Resumo
As formigas cortadeiras Atta (Formicidae: Attini) utilizam material vegetal como alimento e

como substrato para o cultivo de seu fungo simbionte. Estas formigas selecionam o material a
ser forrageado, e para entender este mecanismo, diversas hipdteses ja foram levantadas.
Porém, nao esté claro o papel dos componentes quimicos das plantas neste processo. Portanto,
o presente estudo teve como objetivo estudar a importancia dos hidrocarbonetos presentes nas
ceras epicuticulares para a atratividade de diversas plantas de Cerrado (Tocoyena formosa
nova, Tocoyena formosa senescente, Virola sebifera nova, Virola sebifera senescente,
Scheflera vinosa nova, Scheflera vinosa senescente) e uma exotica (Acalypha wilkesiana),
para operarias de Atta sexdens rubropilosa. Para isso, os hidrocarbonetos epicuticulares
presentes nas folhas das plantas estudas foram descritos. Além disso, foram realizados trés
experimentos distintos, ofertando na arena de forrageamento para um grupo de quatro
coldnias (repeti¢des), de forma aleatdria, a0 mesmo tempo, oito tratamentos: (i) - fragmentos
foliares das plantas mencionadas e discos de papel filtro sem atrativo (controle); (ii) — extratos
das ceras epicuticulares das sete plantas e discos de papel filtro sem atrativo (controle); (iii) -
fracdes de hidrocarbonetos epicuticulares obtidas das plantas estudadas e discos de papel
filtro sem atrativo (controle). Avaliou-se o carregamento, verificando os dois primeiros
tratamentos carregados em sua totalidade pelas operarias. Apds esta andlise, observaram-se 0s
comportamentos de processamento e incorporacdo dos substratos no fungo simbionte. A
espécie A. wilkesiana apresentou em seu perfil de hidrocarbonetos presentes nas ceras
epicuticulares, o tricoseno (C24:1) como o majoritario. Esta planta foi a mais carregada pelas
operdrias de A. sexdens rubropilosa, assim como as ceras epicuticulares da mesma; ja as
fracdes de hidrocarbonetos nao diferiram no carregamento quando comparadas com as outras
plantas. A segunda planta que teve as folhas mais carregadas foram as de V. sebifera, porém
as fracdes de hidrocarbonetos dela também nao diferiram na atratividade quando comparada
com os outros tratamentos. Apds 24 horas de experimento, a maioria das folhas haviam sido
carregadas, inclusive o tratamento testemunha (discos de papel filtro), exceto 7. formosa
senescente € S. vinosa (novas € senescentes) que apresentaram baixo carregamento. Contudo,

as ceras dos distintos tratamentos apds 24 horas, praticamente foram carregadas em sua
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totalidade e os hidrocarbonetos foram 100% carregados. No processamento e incorporacao
destes substratos, verificou-se um maior nimero de formigas desempenhando atos
comportamentais nas folhas e ceras de A. wilkesiana. Porém, nas observacdes de fracdes de
hidrocarbonetos desta planta e dos outros tratamentos nao ocorreu diferenca no nimero de
formigas processando os tratamentos no fungo simbionte. Outro ponto a ser destacado é que
os comportamentos de repicar e lamber foram os mais frequentes durante as observagdes.
Assim, com base nos resultados, conclui-se que os hidrocarbonetos sdao atrativos para
operdrias de A. sexdens rubropilosa, podendo ser um dos fatores que favorecem a formiga a
forragear tal planta. As formigas foram seletivas a determinado substrato, mas com a
disponibilidade de outras fontes de alimento e com a auséncia de compostos repelentes,

possibilitaram que as operarias usufruissem das varias plantas ofertadas.

Palavras chave — formigas cortadeiras, forrageamento.
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2.1.1. Introducao
O conjunto de atos comportamentais que possibilitam aos organismos encontrarem e

utilizarem as fontes de energia e nutrientes para a sua sobrevivéncia € definido como
forrageamento (KREBS e DAVIS, 1987). No ato da selecdo do material a ser forrageado, as
formigas discernem odores, distinguindo substdncias quimicas (LITTLEDYKE e
CHERRETT, 1978) e utilizam esse odor aprendido como critério durante a selecdo (ROCES,
1990).

Esta selecdo também pode variar no decorrer do ano; para plantas de cerrado, por
exemplo, algumas sdo coletadas todos os meses como Hancornia speciosa (Gentinales,
Apocynaceae) e Kielmeyera coriacea (Malpighales, Clusiaceae), contudo, outras sao
forrageadas apenas em determinados periodos como Caryocar brasilensis (Malpighales,
Caryocaraceae). Fato este provavelmente relacionado com a variagdo sazonal das ceras

epicuticulares presentes nas folhas (SUGAYAMA e SALATINO, 1993).

O material vegetal depois de selecionado chega a coldnia e inicia-se o processo de
preparacdo e incorpora¢do no jardim de fungo. As operdrias lambem o substrato para remover
impurezas e a camada de cera epicuticular, dispondo de véarios individuos € mais tempo neste
ato comportamental. Segundo alguns autores, a remoc¢do desta camada € importante, pois é
conhecido que ela € um fator limitante ao crescimento do fungo, mas tais atos levam as
formigas a ingerirem pequenos fragmentos de folhas e ceras que possivelmente servirdo de

fonte alimentar (DINIZ, 2000; ANDRADE et al., 2002).

Com base nisso, o presente estudo verificou o papel das fracdes de hidrocarbonetos
presentes nas ceras epicuticulares na atratividade de diversas plantas para operarias de Atta
sexdens rubropilosa. Testou-se a hipétese de que a presenca de determinados hidrocarbonetos
presentes nas ceras epicuticulares das folhas sdo os responsdveis pelo forrageamento destas

plantas pelas formigas cortadeiras.
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2.1.2. Material e Métodos
A coleta das plantas estudadas foi conduzida no municipio de Sao Carlos-SP, em um

fragmento de Cerrado secundério presente no Campus da Universidade Federal de Sao Carlos
(UFSCar) e Acalypha wilkesiana em ambiente urbano por se tratar de uma planta exdtica
cultivavel. As andlises quimicas foram realizadas no Laboratério de Quimica de Produtos
Naturais, Departamento de Quimica, UFSCar e os bioensaios comportamentais no Centro de

Estudos de Insetos Sociais (CEIS), Instituto de Biociéncias - UNESP - Rio Claro.

v Andlises quimicas

Folhas jovens e senescentes (5 a 10 folhas, dependendo do tamanho foliar, sendo de 2
a 4 individuos por espécie) de Tocoyena formosa (Gentianales, Rubiaceae), Scheflera vinosa
(Apiales, Araliaceae), Virola sebifera (Laurales, Magnoniales) e folhas jovens de Acalypha
wilkesiana (Malpighiales, Euphorbiaceae). As folhas jovens (novas) foram consideradas as
mais proximas do dpice dos ramos e as senescentes (velhas) as mais amareladas por
possuirem menos clorofila.

Estas folhas foram imersas em 400 mL de diclorometano, por um periodo de 30
segundos. O solvente foi retirado utilizando um evaporador rotativo, sob vidcuo e o
fracionamento dos extratos foi realizado por Cromatografia em Camada Delgada Preparativa
(SUGAYAMA E SALATINO, 1993; PETACCI, 1997; SALATINO et al., 1998).

Posteriormente os compostos foram extraidos da silica utilizando diclorometano e as
fracdes analisadas por Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas (CG-
EM), Modelo Shimadzu QP 5000, possibilitou a identificacdo de treze alcanos: C16, C18,
C19, C20, C21, C22, C23, C24, C25, C26, C28, C30, C31, além do composto majoritario
para cada individuo amostrado. As condi¢cdes de rampa utilizadas foram: 100 °C/2min,
8°C/1min, 200 °C durante 5 minutos, 8 °C/min, 300°C, durante 15 minutos. Apenas em
Acalypha wilkesiana, as andlises cromatograficas ndo seguiram as mesmas condi¢cdes de
rampa, porque as descricoes dos compostos foram realizadas anteriormente em outro
experimento, sendo as seguintes condi¢des: 80°C/Imin, 12°C/1min, 310 °C, durante 20
minutos.

Uma soluc¢do contendo padrdes dos treze alcanos, Aldrich, 29850-6, lote n°® 03028 HQ

foi injetada para possibilitar a identificacdo destes constituintes nas amostras. A andlise
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quantitativa foi realizada por meio de uma curva de calibragdo, cobrindo a faixa de 0.5 a 500
ppm (Figura 1). Quando os padrdes disponiveis ndo caracterizaram os sinais cromatograficos
altos e majoritdrios das plantas, os compostos foram identificados por meio de espectros
comparados com os fons diagndsticos ja descritos na literatura. A andlise dos hidrocarbonetos
epicuticulares de Acalypha wilkesiana, também foi feita pelos espectros, pois as condicdes de
rampa desta planta ndo foram as mesmas estabelecidas para os padroes.

Com este bioensaio identificou-se os hidrocarbonetos presentes nas ceras em cada uma
dessas plantas lenhosas mencionadas, utilizando 3 a 5 individuos diferentes para essa
caracterizacdo. O material testemunho das plantas utilizadas foi depositado no Herbéario
Rioclarense (HRCB) da Universidade Estadual Paulista ‘Julio de Mesquita Filho’, sob os
seguintes registros: Schefllera vinosa - HRCB 57765; Tocoyena formosa - HRCB 57763;
Virola sebifera HRCB 57764 e Acalypha wilkesiana — HRCB 59928.

Tempo de Retengao
Figura 1. Cromatograma dos treze alcanos (padroes) respectivamente: C16, C18, C19, C20,

C21, C22, C23, C24, C25, C26, C28, C30, C31. Na vertical do pico, o primeiro nimero
refere-se ao nimero do pico (1 ao 13) e o segundo ao Tempo de Retencao.

v' Andlises de Atratividade
Posteriormente, trés experimentos foram realizados, em intervalos de 15 dias entre
eles, ofertando-se separadamente fragmentos foliares, extratos das ceras epicuticulares e as
fracoes dos hidrocarbonetos das plantas estudadas para um grupo de quatro coldnias
(repeticOes) de A. sexdens rubropilosa. Com isso verificou-se a atratividade destes substratos
para as operdrias destas formigas.
No primeiro bioensaio, pré-selecdo de substratos, oito tratamentos de folhas

(fragmentos foliares de 1.5 x 1.5 cm cada um) foram ofertados: Tocoyena formosa nova (1);
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Tocoyena formosa senescente (2); Virola sebifera nova (3); Virola sebifera senescente (4);
Scheflera vinosa nova (5); Scheflera vinosa senescente (6); Acalypha wilkesiana nova (7) e
Discos de papel filtro (8: controle). Os tratamentos foram dispostos aleatoriamente na arena
de forrageamento (Figura 2), sendo ofertados oito fragmentos foliares por tratamento,

totalizando assim para cada coldnia um total de 64 fragmentos.

..

Figura 2. Colonia de A. sexdens rubropilosa. Legenda. a: Arena de lixo; b: Arena do fungo;
c: Arena de forrageamento.

Apenas Acalypha wilkesiana nova (7) foi utilizada nestas andlises, por ja haver
descrigdes na literatura da atratividade desta planta (NAGAMOTO et al. 2009) podendo
certamente inferir o papel das ceras epicuticulares e dos hidrocarbonetos presentes na selecao
desta planta, conjuntamente com plantas de Cerrado com maiores concentracdes de ceras
epicuticulares devido ao ambiente em que ocorrem. Foram realizadas uma primeira e segunda
andlise da seletividade das plantas, por ja se esperar que Acalypha wilkesiana fosse a mais

carregada pelas operdrias a priori.

O individuo de A. wilkesiana nova que teve seu perfil de hidrocarbonetos
epicuticulares descritos foi utilizado nos bioensaios de atratividade com operdrias de Atta
sexdens rubropilosa e das outras plantas se utilizou aleatoriamente os individuos cujas

andlises quimicas também foram realizadas.

Avaliou-se o carregamento dos tratamentos em 10, 20 e 30 minutos € a primeira e a
segunda selecdo, ou seja, quando um dos tratamentos era totalmente carregado, anotava-se o

tempo e prosseguia com o experimento até um segundo tratamento ser totalmente levado
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pelas operdrias. Posteriormente, cessava-se o experimento e contabilizava o nimero dos
outros fragmentosque também foram carregados. Este experimento foi realizado com quatro
colonias mantidas em laboratdrio de Atta sexdens rubropilosa, com cada uma de volume de
fungo aproximado de um litro, ressaltando que as coldnias ficaram 24 horas sem alimenta¢do
antes dos experimentos € nenhuma delas haviam tido contato anteriormente com as plantas

estudadas.

Apds a avaliagdo do carregamento, uma pausa de 20 minutos foi dada para que
ocorresse um maior carregamento dos tratamentos ofertados, e as observagf)es
comportamentais foram iniciadas, com o auxilio de um estereomicroscopio Optico. Os
comportamentos descritos de acordo com a classificacdo de Andrade et al. (2002), foram
registrados na arena do fungo: segurar, repicar, lamber, mastigar e incorporar; nos seguintes
tempos: 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100 minutos. As camaras de fungo destas colonias
estavam dispostas em caixas de acrilico (30x 20 cm) transparentes para facilitar as

observacoes.

Em um segundo bioensaio, realizou-se as andlises de pré e pds-selecdo de oitos
tratamentos, porém no lugar das folhas, extratos das ceras epicuticulares das plantas em
estudo, foram impregnados em fragmentos de papel filtro, sendo também 8 fragmentos por
tratamento, ou seja, 64 por repeticdo (colonia). J4 no terceiro experimento, repetiu-se o
mesmo procedimento, contudo, ofertaram-se as fracdes de hidrocarbonetos obtidas das ceras
epicuticulares das plantas estudadas. Em ambos os experimentos também se utilizaram quatro

repeticoes de A. sexdens rubropilosa.

Ap6s 24 horas, observacdes na arena de fungo foram realizadas nos trés bioensaios,
com a finalidade de observar se os tratamentos foram carregados e também observou se as
operdrias levaram algum tratamento para a arena de lixo, sendo considerado comportamento

de recusa do material.

v Andlises estatisticas

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk; em seguida,
foram realizadas as Andlises de Varidncia, correlacio de Sperman, Kruskall-Wallis, Teste
Mann-Whitney e os testes a posteriori de Tukey e Student Newman-Keuls (Statistica 10 e

SAS Institute 2003).



55

2.1.3 Resultados
Para a média dos hidrocarbonetos quantificados amostrados nos individuos, em folhas

de Secheflera vinosa novas, o composto majoritdrio variou (Tabela 2, Figura 3A), ja nas
folhas senescentes, o predominio foi de Hexacosano (C26). Na Figura 2B, as amostras das
plantas 1 e 4 foram semelhantes na concentragdo relativa do hidrocarboneto majoritario

(C26), que se sobreporam no grafico.

Em Virola sebifera, a maior média do composto quimico identificado para esta espécie
em folhas jovens foi o Hentriacontano (C31), para as duas amostradas analisadas; e em
senescentes, para uma foi o Hentriacontano e para a outra o Nonacosano (C29), contudo para
esta amostra o Hentriacontano foi a segunda maior concentragao obtida (99.08 ppm) (Tabela
2 e Figura 3A e B). Em Tocoyena formosa, a média para a espécie, dos individuos amostrados
foram também de alcanos lineares de cadeia longa, variando do Nonacosano (C29) a

Dotriacontano (C32) (Tabela 2 e Figura 3A e B).

Em Acalypha wilkesiana apenas uma planta foi amostrada, sendo o majoritdrio, o
alceno, Tetracoseno (C24:1), compondo 48.68% das folhas analisadas (Tabela 2). Esta

espécie também se caracterizou por apresentar hidrocarbonetos insaturados (Figura 3A)

Quando comparadas as folhas jovens e senescentes, para cada espécie, quanto a
concentracdo dos hidrocarbonetos quantificados, ndo se verificou uma variagdo significativa
entre elas (Teste Mann-Whitney: Tocoyena formosa nova e T. formosa senescente: p=0.608;
Virola sebifera nova e V. sebifera senescente: p=0.980; Scheflera vinosa nova e S. vinosa

p=0.758).



Tabela 1. Hidrocarbonetos majoritdrios para distintas espécies de plantas.
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Espécie de planta — individuo/ estagio foliar | Hidrocarboneto Concentracgio (ppm) Tempo de Reten¢ao (min.)
Scheflera vinosa — 1 folhas jovens Dotriacontano (C32) 8.84 32.85
Scheflera vinosa — 2 folhas jovens Pentacosano (C25) 13.63 27.13
Scheflera vinosa — 3 folhas jovens Hentriacontano (C31) 19.72 31.87
Scheflera vinosa — 4 folhas jovens Octacosano (C28) 5.33 28.24
Scheflera vinosa — 1 folhas senescentes Hexacosano (C26) 4.27 28.23
Scheflera vinosa — 2 folhas senescentes Hexacosano (C26) 7.11 28.23
Scheflera vinosa — 3 folhas senescentes Hexacosano (C26) 19.35 27.14
Scheflera vinosa — 4 folhas senescentes Hexacosano (C26) 5.81 27.12
Tocoyena formosa — 1 folhas jovens Heptacosano (C29) 190.86 30.35
Tocoyena formosa — 2 folhas jovens Dotriacontano (C32) 127.77 32.12
Tocoyena formosa — 1 folhas senescentes | Hentriacontano (C31) 127.77 32.05
Tocoyena formosa — 3 folhas senescentes | Triacontano (C30) 139.09 30.04
Virola sebifera — 1 folhas jovens Hentriacontano (C31) 130.05 31.96
Virola sebifera — 2 folhas jovens Hentriacontano (C31) 67.39 31.96
Virola sebifera — 1 folhas senescentes Nonacosano (C29) 134.84 31.93
Virola sebifera — 2 folhas senescentes Hentriacontano (C31) 74.53 30.26
Acalypha wilkesiana — 1 folhas jovens Tetracoseno (C24:1) 19.49 17.61
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Figura 3. Hidrocarbonetos epicuticulares descritos nas plantas estudadas. Legenda: Sl1.
Planta 1 de Secheflera vinosa; S2. Planta 2 de Secheflera vinosa; S3. Planta 3 de Secheflera
vinosa; S4. Planta 4 de Secheflera vinosa; V1. Planta 1 de Virola sebifera; V2. Planta 2 de
Virola sebifera. T1. Planta 1 de Tocoyena formosa; T2. Planta 2 de Tocoyena formosa; A.

Planta 1 de Acalypha wilkesiana.
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Para a atratividade de distintas plantas, como ja esperado, observou-se a clara
preferéncia por fragmentos foliares de Acalypha wilkesiana, este foi o primeiro tratamento a
ser explorado pelas operdrias, independente da posicdo do mesmo na arena de forrageamento,
com 100% de carregamento (Tabela 2; Figura 4), tanto para suas folhas quanto ceras
epicuticulares. Na segunda preferéncia de corte e transporte, fragmentos de folhas de Virola
sebifera jovens e senescentes foram as mais carregadas pelas operdrias de Atta sexdens
rubropilosa (Tabela 3; Figura 5). No entanto, para as fracdes de hidrocarbonetos presentes nas

ceras das plantas estudadas nao houve diferenga no carregamento: F=1.619; p=0.138.

Tabela 2. Ordem de carregamento de folhas e extratos impregnados com ceras epicuticulares
na Primeira escolha por operarias de A. sexdens rubropilosa com base no Teste de Tukey
(p=0.05).

Folhas 7 1 3 4 5 8 2 6

Extratos | 7 3 4 1 2 5 8 6

Legenda: Tratamentos - Tocoyena formosa nova (1); Tocoyena formosa senescente (2);
Virola sebifera nova (3); Virola sebifera senescente (4); Scheflera vinosa nova (5); Scheflera
vinosa senescente (6); Acalypha wilkesiana nova (7) e Discos de papel filtro (8).

Na figura 5, manteve-se o carregamento de Acalypha wilkesiana (100%), pois assim
foi possivel visualizar que em folhas continua tendo uma boa distin¢cdo entre os outros
tratamentos e em ceras epicuticulares e fracdes de hidrocarbonetos a variacdo entre eles ndo é
tdo evidente. Para o carregamento dos distintos tratamentos, das folhas no decorrer do tempo,
A. wilkesiana, fol o mais carregado significativamente quando comparado com os outros

tratamentos, apds 30 minutos de experimento.
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Figura 4. Taxa de carregamento para a primeira escolha, média de carregamento de distintos
substratos por operdrias de A. sexdens rubropilosa. Folhas, ceras epicuticulares e fracdes de
hidrocarbonetos presentes nos seguintes tratamentos: Tocoyena formosa nova (1); Tocoyena
formosa senescente (2); Virola sebifera nova (3); Virola sebifera senescente (4); Scheflera

vinosa nova (5); Scheflera vinosa senescente (6); Acalypha wilkesiana nova (7) e Discos de
papel filtro (8).
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Figura 5. Taxa de carregamento para a segunda escolha, média de carregamento de distintos
substratos por operdrias de A. sexdens rubropilosa. Folhas, ceras epicuticulares e fracdes de
hidrocarbonetos presentes nos seguintes tratamentos: Tocoyena formosa nova (1); Tocoyena
formosa senescente (2); Virola sebifera nova (3); Virola sebifera senescente (4); Scheflera
vinosa nova (5); Scheflera vinosa senescente (6); Acalypha wilkesiana nova (7) e Discos de
papel filtro (8).

Para os fragmentos de discos foliares, apenas os tratamentos 4 e 5 (Virola sebifera
nova esenescente) foram bastante carregados, no momento da avaliacdo do experimento, em
que ocorreu a primeira escolha, ou seja, quando o tratamento 7 (Acalypha wilkesiana) foi
totalmente carregado. Porém, apds 24 horas, apenas fragmentos foliares de Tocoyena formosa
senescentes (2) e Discos de papel filtro (8) foram pouco carregados, 12.5% e 43.75%
respectivamente. As operdrias demoraram em média 83 minutos para carregarem um primeiro

tratamento em sua totalidade e 182 minutos para carregarem um segundo de sua preferéncia

(Figura 6).



61

0

Loy TR, o CyIRERRIET)

Figura 6. Média de carregamento de distintas folhas por operdrias de A. sexdens rubropilosa
no decorrer do tempo: 10, 20, 30, 83 (X do tempo de Primeira escolha das repeti¢des), 182 (X
do tempo de Segunda escolha das repeticdoes) e 1440 minutos (24 horas) para as quatro
colonias de formigas estudas. Tratamentos: Tocoyena formosa nova (1); Tocoyena formosa
senescente (2); Virola sebifera nova (3); Virola sebifera senescente (4); Scheflera vinosa nova
(5); Scheflera vinosa senescente (6); Acalypha wilkesiana nova (7) e Discos de papel filtro

(8).

Para os extratos de ceras epicuticulares, ndo ocorreu diferenga entre o carregamento
dos tratamentos durante as observacdes ao longo do tempo (F=0.886; p=0.681). O primeiro
tratamento a ser carregado foi em média 35 minutos e 69 minutos para o carregamento total
de um segundo. Porém, quando se analisa apenas o fator tempo e carregamento, sem
especificar os tratamentos, ele difere entre si destacando-se que apds 24 horas, todos os

tratamentos foram bastante carregados (F= 44.869; p<0.001) quando comparados com os
tempos avaliados (Figura 7).
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Figura 7. Média de carregamento de distintas ceras epicuticulares por operdrias de A. sexdens
rubropilosa no decorrer do tempo: 10, 20, 30, 35 (X do tempo de Primeira escolha das
repeti¢des), 39 (X do tempo de Segunda escolha das repeticdes) e 1440 minutos (24 horas)
para as quatro coldnias de formigas estudas. Tratamentos: Tocoyena formosa nova (1);
Tocoyena formosa senescente (2); Virola sebifera nova (3); Virola sebifera senescente (4);

Scheflera vinosa nova (5); Scheflera vinosa senescente (6); Acalypha wilkesiana nova (7) e
Discos de papel filtro (8).

No carregamento das diferentes fracdes de hidrocarbonetos ndo ocorreu diferencas
entre os tratamentos (F=0.138; p=1.619), porém sim, com relacdo aos tempos avaliados
(F=60.355; p<0.001), as apresentagdes de até 30 minutos tiveram um carregamento baixo,
quando essas fracdes foram apresentadas para as operdrias. Nao ocorreu a exploracido de um
determinado tratamento, entretanto elas passaram um periodo explorando todos os fragmentos
na arena de forrageamento. No entanto, apds este periodo um dos substratos foi em média
totalmente carregado e em média aos 35 minutos um segundo tratamento foi totalmente

levado para a arena do fungo. Apds 24 horas todos os tratamentos tiveram um carregamento
de 100% (Figura 8).

62
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Figura 8. Média de carregamento de distintas fra¢cdes de hidrocarbonetos epicuticulares por
operdrias de A. sexdens rubropilosa no decorrer do tempo: 10, 20, 30 (X do tempo de
Primeira escolha das repeti¢des), 35 (X do tempo de Segunda escolha das repeti¢des) e 1440
minutos (24 horas) para as quatro coldnias de formigas estudas. Tratamentos: Tocoyena
formosa nova (1); Tocoyena formosa senescente (2); Virola sebifera nova (3); Virola sebifera
senescente (4); Scheflera vinosa nova (5); Scheflera vinosa senescente (6); Acalypha
wilkesiana nova (7) e Discos de papel filtro (8).

Foi analisado se existe uma correlacdo entre os substratos e para o carregamento
verificou-se que para a primeira escolha eles ndo se correlacionaram (folhas e extratos:
p=0.0716; folhas e fracdes: p=0.885; extratos e fracdes: p=0.885), ja para a segunda, ficou
clara a alta associacdo, quase 89% entre o carregamento de folhas e extratos (p= 0.000),
enquanto que para fracdes, quando associada com extratos, p=0.537 e para folhas p=0.619

nao foi significativa essa correlacdo.

ApOs 24 horas, a taxa de recusa das folhas, ou seja, fragmentos deste substrato no lixo

foram baixos, na média das colonias estudadas. Porém os outros substratos (extratos de ceras
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epicuticulares e fracdes de hidrocarbonetos) apresentaram mais inertes (tratamentos) na
camara de lixo diferindo das folhas (p<0.001) e dos tratamentos entre si (p=0.002), sendo os

fragamentos de papel filtro (tratamento 8) o mais rejeitado, descartado na cdmara de lixo

(Figura 9).
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Figura 9. Recusa de distintos substratos oferecidos para operdrias de Atta sexdens
rubropilosa. Legenda: Tratamentos - Tocoyena formosa nova (1); Tocoyena formosa
senescente (2); Virola sebifera nova (3); Virola sebifera senescente (4); Scheflera vinosa nova
(5); Scheflera vinosa senescenste (6); Acalypha wilkesiana nova (7) e Discos de papel filtro

(8).

No processamento e incorporacdo das folhas, a média de formigas desempenhando
determinado ato comportamental foi maior no tratamento 7 (Acalypha wilkesiana) (F=5.875;
p<0.001), para todos os atos descritos quando comparados com o0s outros tratamentos durante

as observacoes, seguido por fragmentos foliares de Virola Sebifera nova(Tabela 2).

Em relacdo as ceras epicuticulares a média de formigas desempenhando os
comportamentos continuou sendo maior no tratamento 7, o qual dispds de mais formigas para

processar 0s extratos, entretanto, o ato de mastigar e incorporar nao diferiu (F=1.026;
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p=0.413), pois o tempo méaximo de observagdes foi insuficiente para descrever tal ato (Tabela

3).

Tabela 2. Média de operdrias de A. sexdens rubropilosa desempenhando algum ato
comportamental em fun¢do dos tratamentos foliares ofertados, durante os tempos amostrados
(10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100 minutos).

COLONIAS Segurar Repicar Lamber Mastigar e incorporar | Tratamento

Cl 0+ 0 1.6 £ 205 4 + 516 0+ 0

C2 0 = 0 0 = 0 0 £ 0 0 = 0

C3 0 = 0 0 = 0 0 £ 0 0 = 0

C4 0 =+ 0 2.1 + 2378 25 + 275 0 £ 0

X OPERARIAS 0 + 0 093 + 1.78 1.62 + 3.30 0+ 0 1
Cl 0 = 0 0 = 0 0 £ 0 0 = 0

C2 0 = 0 0 = 0 0 £ 0 0 = 0

C3 0 = 0 0+ 0 0+ 0 0+ 0

C4 0+ 0 0+ 0 0+ 0 0+ 0

X OPERARIAS 0+ 0 0+ 0 0 £ 0 0+ 0 2
Cl 070 + 1.34 13.10 £ 12.52 20.70 = 12.67 140 + 327

C2 09 =+ 223 690 =+ 6.71 1518 + 933 030 + 095

C3 0+ 0 454 + 1.86 6.18 + 447 0+ 0

C4 0+ 0 16.80 + 11.62 1370 + 6.5 02 + 0.632

X OPERARIAS 039 + 130 10.20 + 10.06 13.90 + 9.96 046 + 1.73 3
Cl 0 = 0 0 = 0 0 £ 0 0 = 0

C2 0 = 0 0 = 0 0 £ 0 0 = 0

C3 0 = 0 0 = 0 0 £ 0 0 = 0

C4 0 =+ 0 1200 + 7.78 12.10 + 7.68 0 = 0

X OPERARIAS 0+ 0 293 + 6.39 295 + 640 0+ 0 4
Cl 0+ 0 0+ 0 0 =+ 0 0+ 0

C2 0+ 0 0+ 0 0 =+ 0 0+ 0

C3 0+ 0 0+ 0 0 =+ 0 0+ 0

C4 0.10 + 0.32 550 + 5.3 840 + 523 0+ 0

X OPERARIAS 0.03 0.16 1.38 3.45 2.10 4.46 0 0 5
C1 0 = 0 0 0 0 0 0 = 0

C2 0 = 0 0 = 0 0 £ 0 0 = 0

C3 0 = 0 0 = 0 0 £ 0 0 = 0

C4 0 + 0 0 + 0 0 £ 0 0 + 0

X OPERARIAS 0+ 0 0 £ 0 0+ 0 0 £ 0 6
C1 830 =+ 939 2240 + 22.14 4380 =+ 38.59 1410 + 2448

C2 080 =+ 1.23 2490 + 748 3590 + 14.53 1750 + 22.17

C3 040 + 0.70 1390 + 8.65 1320 + 5.88 040 + 097

C4 0+ 0 1590 + 7.11 2350 £ 7.78 7.60 + 13.38

X OPERARIAS 238 + 574 19.28 + 13.26 29.10 + 23.55 990 + 18.36 7
Cl 0+ 0 0+ 0 0+ 0 0+ 0

C2 0+ 0 0+ 0 0+ 0 0+ 0

C3 0 = 0 0 = 0 0 £ 0 0 = 0

C4 0+ 0 0+ 0 0 £ 0 0 + 0

X OPERARIAS 0+ 0 0 £ 0 0+ 0 0 £ 0 8

Legenda. Tratamentos: Tocoyena formosa nova (1); Tocoyena formosa senescente (2); Virola
sebifera nova (3); Virola sebifera senescente (4); Scheflera vinosa nova (5); Scheflera vinosa
senescente (6); Acalypha wilkesiana nova (7) e Discos de papel filtro (8).




66

Tabela 3. Média de operdrias de A. sexdens rubropilosa desempenhando algum ato
comportamental em funcdo dos tratamentos de extratos de ceras epicuticulares ofertados,
durante os tempos amostrados (10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100 minutos).

COLONIAS Segurar Repicar Lamber Mastigar e incorporar | Tratamento
Cl1 0 = 0 0 £ 0 05 + 085 0 = 0
C2 0 = 0 0 £ 0 0 = 0 0 = 0
C3 01 = 032 1 = 1 14 + 097 0 = 0
Cc4 03 + 0.68 13 + 134 62 + 3.88 0+ 0
X OPERARIAS 01 + 0.38 033 + 0.86 203 + 317 0 0 1
Cl1 0+ 0 0.1 £ 032 22 + 374 0.2 0.42
Cc2 0+ 0 0 £ 0 0 %= 0.00 0 0
C3 0.3 0.95 0.3 0.95 3 1.83 0 0
Cc4 02 *+ 0.63 1.7 + 2.06 63 + 5.01 0+ 0
X OPERARIAS 013 + 047 0525 + 1.64 2875 + 479 0.05 + 035 2
Cl 0+ 0 0 £ 0 278 + 3.01 0 = 0
C2 0+ 0 0 £ 0 0.10 = 0.32 0 = 0
C3 0+ 0 1 1.67 1.64 + 1.03 0.09 + 0.30
C4 02 = 042 27 + 195 710 + 3.64 0 =+ 0
X OPERARIAS 013 + 0.56 053 + 1.30 288 + 3.88 0.05 + 0.22 3
Cl 0.1 £ 032 08 =+ 092 38 + 235 0 = 0
Cc2 0.1 £ 032 1.5 = 1.08 37 £ 241 0 £ 0
C3 0.1 £ 032 05 + 1.08 21 + 1.10 0+ 0
C4 0+ 0 1.8 + 148 5.6 + 458 0+ 0
X OPERARIAS 005 + 022 093 + 1.66 288 + 348 0.02 + 0.16 4
Cl 0+ 0 1 £ 211 0 %= 0.00 0 £ 0
C2 0+ 0 1.8 + 140 43 = 1.70 0 = 0
C3 0+ 0 06 = 0.84 1.7 = 1.16 0 = 0
C4 0.10 + 0.32 1.00 + 1.63 570 + 221 0 =+ 0
X OPERARIAS 003 + 0.16 085 *+ 1.29 318 + 2.62 0+ 0 5
C1 0+ 0 0 £ 0 08 + 148 0 = 0
C2 0+ 0 0 £ 0 0 += 0.00 0 = 0
C3 0+ 0 09 + 129 1.7 + 0.82 0 £ 0
C4 02 + 042 1.3 + 157 5 + 353 0+ 0
X OPERARIAS 005 + 022 055 + 113 1.88 + 2.69 0+ 0 6
C1 07 + 0.82 28 + 270 89 + 304 0 £ 0
C2 05 + 071 32 + 220 97 + 295 0 £ 0
C3 0+ 0 09 =+ 0.88 88 + 424 0 £ 0
C4 01 + 0.32 3.6 + 2.63 104 + 272 03 + 0.949
X OPERARIAS 033 + 0.62 2.63 + 238 945 + 3.23 0.08 + 047 7
C1 0 = 0 0 £ 0 0 = 0 0 = 0
C2 0 = 0 0 £ 0 0 = 0 0 = 0
C3 0+ 0 0+ 0 08 + 091 0+ 0
C4 0+ 0 0 £ 0 0 + 0 0 =+ 0
X OPERARIAS 0+ 0 0+ 0 052 + 0.96 0+ 0 8

Legenda. Tratamentos: Tocoyena formosa nova (1); Tocoyena formosa senescente (2); Virola
sebifera nova (3); Virola sebifera senescente (4); Scheflera vinosa nova (5); Scheflera vinosa
senescente (6); Acalypha wilkesiana nova (7) e Discos de papel filtro (8).
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Quanto aos fragmentos de papel filtro contendo as diferentes fracdes de
hidrocarbonetos a média de formigas processando e incorporando ndo diferiu no ato
comportamental de repicar (F=0.424; p=0.884), sendo que a média de formigas nos
tratamentos variou de 1.23%£1.07 (Scheflera vinosa senescente) a 2+2.18 (Virola sebifera
senescente), porém o de lamber entre os tratamentos diferiu (F=4.862; p<0.001), foi frequente
para todos os tratamentos, menos no controle (tratamento 8) em que as formigas ndo exibiram
esse ato comportamental. Segurar e mastigar e incorporar ndo foram comportamentos

observados para este substrato (Tabela 4).

Assim, ao se comparar o processamento dos distintos substratos, apds 110 minutos, ja
se observa incorporacdo total dos fragmentos foliares no fungo simbionte de Acalypha
wilkesiana em uma das repeti¢des, tempo este ndo suficiente para a incorporagdo dos outros
substratos (fragmentos de papel filtro contendo extratos de ceras epicuticulares e fracoes de

hidrocarbonetos).

O ato de lamber foi o comportamento mais frequente para todos os substratos no
decorrer do tempo, sendo 501+12.80 a média total de formigas das quatro col6nias para
folhas, 266.75+5.67 para ceras e 17445.72 para as fragdes de hidrocarbonetos. O niimero total
de formigas para o processamento das folhas no simbionte foi maior quando comparado com
os outros substratos, durante o tempo amostrado, sendo em média 983+9.24 formigas
observadas desempenhando algum ato comportamental, independente do tratamento, sendo

345.5042.48 para ceras e 209.25+ 4.24 para as fracdes dos hidrocarbonetos.
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Tabela 4. Média de operdrias de A. sexdens rubropilosa desempenhando algum ato
comportamental em funcdo dos tratamentos de fracdes de hidrocarbonetos extraidas de
diferentes ceras epicuticulares, durante os tempos amostrados (10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80,

90 e 100 minutos).

COLONIAS Segurar Repicar Lamber Mastigar e incorporar | Tratamento
Cl1 0+ 0 09 =+ 099 39 + 338 0 0
C2 03 = 0.67 1.1 = 145 47 + 263 0 = 0
C3 0 = 0 34 = 32 92 + 3.19 0 = 0
C4 0+ 0 1.7 + 095 9.8 + 391 0 £ 0
X OPERARIAS 008 + 035 178 + 2.07 69 + 4.14 0 = 0 1
Cl1 030 = 095 3 £ 206 11 + 254 03 = 0.67
C2 030 + 095 27 = 2.16 11 += 254 027 + 0.65
C3 009 + 0.29 192 + 130 8.69 5.06 0.06 + 02
C4 0+ 0 24 + 126 92 + 3.6l 0+ 0
X OPERARIAS 008 + 047 195 + 1.65 81 + 4.79 0.08 + 0.35 2
Cl 0+ 0 02 + 042 41 + 208 0 £ 0
C2 0+ 0 244 £ 22 10.11 + 532 0.11 +* 032
C3 0+ 0 145 + 137 1091 + 4.6l 0+ 0
C4 0+ 0 1.6 + 171 11.7 + 4.37 0 £ 0
X OPERARIAS 0+ 0 137 + 1.67 949 + 5.16 0.02 + 0.16 3
Cl 03 + 048 19 + 12 104 + 7.37 0 = 0
C2 0 = 0 28 + 181 1.1 + 484 0.1 + 032
C3 0 = 0 1.56 + 1.26 10.56 + 4.8 0 = 0
C4 0 + 0 19 + 3.63 88 + 52 0 =+ 0
X OPERARIAS 008 + 027 2 + 218 10.05 + 545 0.03 + 0.16 4
Cl 0+ 0 09 =+ 1.1 3.8 + 336 0 £ 0
C2 0+ 0 22 + 329 89 + 53 0 £ 0
C3 0+ 0 12 + 122 86 + 492 0+ 0
C4 0+ 0 1.2 + 123 89 + 486 0 £ 0
X OPERARIAS 0+ 0 138 + 1.93 755 + 5.06 0+ 0 5
C1 0+ 0 033 = 05 24 + 212 0 = 0
C2 0.1 + 032 1.5 + 135 75 + 5.18 0 = 0
C3 0 = 0 14 + 097 78 + 434 0 = 0
C4 0 + 0 1.6 + 097 9.6 + 201 0 =+ 0
X OPERARIAS 003 + 0.16 123 + 1.07 69 + 433 0+ 0 6
C1 0.1 + 032 05 = 1.08 29 + 273 0 = 0
C2 0.1 + 032 1.7 = 2 58 + 181 0 £ 0
C3 0+ 0 13 + 17 98 + 4.05 0 £ 0
C4 0+ 0 21 + 1.1 83 + 206 0 £ 0
X OPERARIAS 005 + 022 14 + 1.58 67 + 3.78 0+ 0 7
C1 0+ 0 111 + 226 133 + 1.14 0 = 0
C2 02 + 042 1.7 + 183 74 + 28 0 =0
C3 0 = 0 09 =+ 0.88 44 + 284 0 + 0
C4 0+ 0 1.6 + 07 33 + 236 0 + 0
X OPERARIAS 005 + 0.22 138 + 1.53 4.08 + 3.22 0+ 0 8

Legenda. Tratamentos: Tocoyena formosa nova (1); Tocoyena formosa senescente (2); Virola
sebifera nova (3); Virola sebifera senescente (4); Scheflera vinosa nova (5); Scheflera vinosa
senescente (6); Acalypha wilkesiana nova (7) e Discos de papel filtro (8).
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2.1.4. Discussao
Acalypha wilkesiana foi a planta mais atrativa quando os tratamentos foram dispostos

na arena de forrageamento, independente da posi¢do. Foi o primeiro substrato explorado tanto
para discos foliares como para extratos de ceras epicuticulares, o qual as operdrias
demonstraram interesse e carregaram em sua totalidade, isso corroborou com os dados ja
observados por Nagamoto et al. (2009). No presente estudo verificou-se que o estimulo
olfatério foi determinante para a escolha de um primeiro material a ser forrageado, ficando
clara a atratividade de discos foliares e ceras de A. wilkesiana, independente da posi¢do em

que ela ocupava na arena de forrageamento.

Uma caracteristica discutida na seletividade das plantas pelas formigas cortadeiras é
em relacdo aos aspectos fisicos, como a dureza das folhas, que um fator de segunda selecao
apos a influéncia dos compostos quimicos (Verza et al. 2007). A mais rigida ofertada foi a
Tocoyena formosa, sendo os discos foliares senescentes desta planta os menos carregados.

Contudo, ficou claro neste estudo que a seletividade a priori se deu por estimulo
quimico e ndo fisico no momento da escolha do substrato, pois as operdrias direcionaram-se
até a planta atrativa independente da posi¢do e de tocd-la. Sendo assim, pode-se inferir a
existéncia de um composto quimico que confere atratividade para Acalypha wilkesiana,
porém sugere-se que niao pode ser um hidrocarboneto, ja que quando ofertadas as fracdes de
cada planta separadamente todas foram atrativas, nao diferindo estatisticamente.

As plantas de Cerrado, nativas do Brasil, também coevoluiram com as formigas
cortadeiras, e consequentemente estes vegetais podem dispor de barreiras quimicas na
tentativa de evitar o corte delas pelas operdrias. Ja Acalypha wilkesiana, uma planta exoética,
origindria das Ilhas do Pacifico, sendo encontrada no Brasil sob condi¢do cultivdvel por sua
folhagem ornamental (Lorenzi, 1995); pode simplesmente ndo apenas possuir compostos
atrativos para as formigas, mas também devido a inexisténcia de compostos repelentes
tornam-a tao carregada por estes insetos.

No bioensaio ofertado com diferentes fragmentos foliares para as operarias, ocorreu a
incorporagdo também de discos de papel filtro, ou seja, o tratamento testemunha, sem nenhum
atrativo, sendo de 43.75% o carregamento, mesmo as formigas tendo fragmentos foliares
como opc¢ao de forrageamento (Tocoyena formosa senescente). Estes dados corroboram com
os obtidos de Caffarini et al. (2006) e Mudd et al. (1978), em que a auséncia de compostos

repelentes pode ser mais importante do que a presenca de estimulantes especificos e refor¢cam
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a hipétese de que folhas de Tocoyena formosa senescente, as menos carregadas, possuem

compostos que podem ser téxicos as colonias.

Scheflera vinosa foi a segunda planta menos carregada, tanto jovens quanto
senescentes, apesar da média de seu carregamento em 24 horas ter sido de 68.75% e 50%
respectivamente. Salatino et al. (1998), em estudos com extratos das ceras foliares desta
planta, porém antes denominada como Didymopanax vinosum, observaram o baixo
carregamento de extratos dos compostos isolados das ceras epicuticulares apenas apds a 50*
apresentacio; ja no presente trabalho, os extratos e as fra¢des de hidrocarbonetos foram bem

aceitas, contudo, fato este observado para uma apresentagdo e quatro repeticdes (coldnias).

De acordo com a hipétese de Stradling e Powell (1986), em que a variagdo de recursos
carregados para o ninho pelas operdrias, atende as necessidades nutricionais individuais, da
colonia e do fungo simbionte, além de evitar niveis elevados de compostos toxicos
secundérios, condiz com os resultados de Salatino, ja que as operdrias comegaram a rejeitar as
ceras de Scheflera vinosa somente apOs a 50* apresentacdo, ou seja, os nutrientes fornecidos
poderiam estar comecando a produzir efeitos deletérios devido aos compostos improprios

presentes tornarem-se me grande quantidade.

Para o presente estudo, s ceras e 4s fracdes de hidrocarbonetos de Scheflera vinosa
elas lamberem estes inertes por um periodo, sendo certamente nutritivos a elas. Depois de 24
horas, ocorreu um alto carregamento desses substratos, mas com recusa de 25% para extratos
impregnados com ceras epicuticulares de S. vinosa novas e de 5 % para S. vinosa senescentes.
No caso das fracdes de hidrocarbonetos obtidas a partir das ceras epicuticulares, 9% de recusa

foi para S. vinosa novas e 5% para S. vinosa senescentes.

Quando comparados os trés substratos (folhas, ceras e fracdes de hidrocarbonetos), o
comportamento de lamber para ceras e fracdes obtiveram os maiores registros de operdrias
executando este ato, além de se observar que o tempo para incorporar as folhas no simbionte
foi mais rdpido. Isso, consequentemente, porque as operdrias passaram mais tempo lambendo
os outros substratos, demorando mais para que os mesmos fossem incorporados. Esses dados
sdo condizentes com os obtidos por Diniz (2000), pois as formigas retiraram as ceras
presentes nas folhas e incorporaram o restante no fungo simbionte. Entretanto, apds retirar os
compostos dos fragmentos de papel filtro, onde foram impregnados os extratos com ceras
epicucuticulares e as fracdes, alguns inertes foram carregados para o lixo, provavelmente por

auséncia de compostos nutritivos para o simbionte.
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Quando as operdrias tiveram o primeiro contato com as fragdes de hidrocarbonetos
elas exploraram a arena de forrageamento, todos os tratamentos por um periodo, antenando-os
e depois iniciaram o carregamento, sendo que neste tipo de substrato ndo se observou
preferéncia por nenhum, sendo todos atrativos, exceto o tratamento 8, Unico inerte sem
nenhum atrativo, que foi carregado para a arena de fungo, contudo a maioria ficou

abandonado no local, ou ap6s 24 horas foram carregadas para o lixo.

Chippendale (1978) postulou que os insetos utilizam os hidrocarbonetos para aumentar
seu tempo de sobrevivéncia ou aumentar a fertilidade. Talvez seja esse o motivo para as
fracOes de hidrocarbonetos serem atrativas para as formigas cortadeiras comprovado pelo alto
carregamento e o comportamento de lamber observado, ficando evidente de que as mesmas os
utilizaram para seu beneficio.

Assim, este trabalho conclui que os hidrocarbonetos sao atrativos para operarias de A.
sexdens rubropilosa. A possivel auséncia de compostos repelentes e a presenca de um
composto atrativo presentes nas ceras epicuticulares das folhas de Acalypha wilkesiana levam

as formigas a serem seletivas a tal substrato.
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2.2. Avaliacao de interesse de Arta sexdens rubropilosa (Hymenoptera, Formicidae) por
tricomas de Virola sebifera.

Resumo

Diversas teorias enfocam os motivos que determinam o forrageamento ou ndo de determinado
substrato vegetal por operdrias de formigas cortadeiras para seu beneficio e/ou de seu
simbionte. Fatores fisicos e quimicos das fontes vegetais t€ém sido descritos e suas influéncias
na atratividade, fazendo com que as formigas facam uso ou ndo deste material podendo gerar
diversas respostas comportamentais. Com relacdo aos tricomas, existe o enfoque como
estrutura fisica no auxilio como suporte das operdrias minimas caroneiras, em cima das
folhas, no retorno ao ninho quando o substrato vegetal € carregado pela forrageira, mas nao
enfocando se estas estruturas podem influenciar na escolha do vegetal. Em vista disso, o
presente estudo teve como objetivo estudar o possivel papel dos tricomas na atratividade das
folhas de Virola sebifera para operarias de Atta sexdens rubropilosa. Foram realizadas
andlises quimicas dos constituintes e um teste de avaliacdo de interesse dos tricomas por estas
operadrias. Para isso, extratos obtidos a partir dos tricomas foram analisados por Cromatografia
Gasosa acoplada com Espectrometro de Massas e tiveram seus compostos quimicos descritos.
Para avaliar a utilidade dos tricomas pelas formigas, ofertou-se para quatro repeti¢cdes, ou
seja, colonias distintas, seis tratamentos de V. sebifera, de maneira aleatéria na arena de
forrageamento: fragmentos de folhas jovens (1), fragmentos de folhas jovens com poucos
tricomas (2), tricomas de folhas jovens (3), fragmentos de folha senescentes (4), fragmentos
de folhas senescentes com poucos tricomas (5) e tricomas de folhas senescentes (6). Os
constituintes quimicos foram distintos nas estruturas foliares de V. sebifera, sendo o
Triacontano (C30) o composto majoritario em tricomas de folhas jovens e para tricomas de
folhas senescentes foi o Tetratriacontano (C34) de maior concentragdo. Verificou-se que as
formigas preferencialmente carregaram o tratamento composto por folhas jovens com poucos
tricomas (F= 5.14; p=0.016) e ndo carregaram fragmentos das folhas senescentes com poucos
tricomas, além de se verificar que as operdrias exploraram muito mais os tricomas jovens do
que os velhos. Provavelmente, a seletividade da planta se deu devido a composi¢do e a

concentracdo dos compostos presentes em V. sebifera em distintos estdgios foliares.

Palavras chave: forrageamento, formigas cortadeiras.
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2.2.1. Introducao
A sele¢ao de plantas € um mecanismo complexo que envolve diversos fatores, porém

essa escolha vai desde o forrageamento até a incorporacdo do substrato pelo fungo simbionte.
Outro ponto importante envolvido neste processo, sao as trilhas para a coleta das plantas, em
Atta sp. ocorre a utilizacdo de trilhas quimicas e fisicas por operarias que fazem uso para ir até
a fonte de recursos e retornar ao ninho, sendo que existe um compartilhamento de

informacdes e juntamente com o polietismo etdrio garantem o sucesso do forrageamento.

Em Virola sebifera (Magnoniales), observou-se que € uma planta bem aceita para
operdrias de Atta sexdens rubropilosa, sendo suas folhas atrativas assim como as ceras
epicuticulares e os hidrocarbonetos presentes (Experimento anterior, item 2.1). Petacci (1997)
verificou que as folhas jovens foram mais atrativas que as adultas, apesar do experimento

anterior nao corroborar com os dados do pesquisador, pois ambas ndo diferiram.

No presente estudo analisou-se outra varidvel, a presenca de tricomas, deste modo,
questiona-se, se seriam oOs tricomas € seus compostos quimicos o responsavel pela
atratividade. Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar o interesse das operdrias de Atta

sexdens rubropilosa frente aos tricomas de Virola sebifera.
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2.2.2. Material e Métodos
As folhas jovens (Figura 1) e senescentes de Virola sebifera Aubl foram coletadas no

fragmento de Cerrado da UFSCAR- Sao Carlos e os tricomas (Figura 2) foram retirados por
raspagem com o auxilio de um esteromicroscopio Optico e lamina, com eles realizou-se
extratos para a identificacdo e quantificacdo dos constituintes. Apds andlise prévia, optou-se
por fazer os extratos em diclorometano, sendo as andlises quimicas realizadas no Laboratério
de Quimica de Produtos Naturais, Departamento de Quimica, UFSCAR e os bioensaios
comportamentais no Centro de Estudos de Insetos Sociais (CEIS), Instituto de Biociéncias -

UNESP - Rio Claro.

A fim de escolher o solvente mais apropriado para a extragdo, inicialmente foi
realizado um teste de solvente, explorando as diferentes polaridades dos mesmos. Por meio
deste, o diclorometano mostrou-se o solvente mais eficiente para a extracdo e posteriores
andlises. Assim, para os extratos utilizou-se 500mg de tricomas de folhas jovens e a mesma
quantidade para tricomas de folhas adultas em 5SmL de diclorometano imersos por 30
segundos em um Banho Sonicador, Modelo Bl4. Posteriormente, foram analisados os extratos
por Cromatografia Gasosa acoplada com Espectrometro de Massas (CG-EM), Modelo
Shimadzu e determinados os constituintes presentes. As condi¢des de rampa utilizadas foram:
100 °C/2min, 8°C/min, 200 °C durante 5 minutos, 8 °C/min, 300°C, durante 15 minutos. Uma

temperatura do injetor foi de 320 °C e do detector de 100 °C.

Para o experimento de andlise de interesse dos tricomas pelas operdrias ofertou-se para
quatro repeti¢des, ou seja, coldnias distintas de Atta sexdens rubropilosa, com volume de
fungo aproximado de 1 litro, seis tratamentos de Virola sebifera, de maneira aleatéria na
arena de forrageamento (Figura 3), segundo metodologia proposta por Forti et al. (1993).
Sendo estes tratamentos: fragmentos de folhas jovens (1), fragmentos de folhas jovens com
poucos tricomas (2), tricomas presentes em folhas jovens (3), fragmentos de folha senescentes
(4), fragmentos de folhas senescentes com poucos tricomas (5) e tricomas presentes em folhas
senescentes (6). Para os tratamentos 2 e 5, os tricomas foram raspados com o auxilio de uma
lamina sob estereomicroscopio optico, tentando ao maximo ndo danificar mecanicamente a
folha, sendo ofertados 2 gramas aproximadamente de cada e para os fragmentos de folha

(aproximadamente 1.0 x 1.0 cm cada), 5 pedacos por tratamento ofertado.
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Antes do experimento as coldonias permaneceram 24 horas em jejum (sem receberem
substrato vegetal) e analisou-se quantitativamente apés 60 minutos do oferecimento dos
tratamentos, o nimero de fragmentos foliares carregados e se ocorreu interesse das operdrias
pelos tricomas por andlise descritiva desde o oferecimento até 60 minutos quando o
experimento foi finalizado. Apds 24 horas observou-se o carregamento total ou ndo dos
fragmentos foliares de Virola sebifera e dos tricomas com o auxilio de um esteromicroscopio

optico.

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk, em seguida foi
realizada a Andlise de Variancia e o teste a posteriori de Tukey (Statistica 10 e Bioestat,

2011).

Figura 1. Folha jovem de Virola sebifera.
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Figura 2. A. Tricomas presentes em folhas jovens de Virola sebifera; B. Tricomas presentes

em folhas senescentes de V. sebifera.

« 9

N .9
D E  F /

Figura 3. Arena de forrageamento de Atta sexdens rubropilosa com os tratamentos de Virola
sebifera dispostos aleatoriamente em uma das repeticdes do experimento: A- tricomas
presentes em folhas senescentes (Tratamento 6); B — fragmentos de folhas jovens com poucos
tricomas (Tratamento 2); C — fragmentos de folhas senescentes com poucos tricomas
(Tratamento 5); D — fragmentos de folhas senescentes (Tratamento 4); E - tricomas presentes
em folhas jovens (Tratamento 3); F — fragmentos de folhas jovens (Tratamento 1).
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2.2.3. Resultados
Para a determinagdo dos constituintes presentes nos tricomas o método cromatografico

foi validado. A linearidade e sensibilidade foram verificadas, pois, houve dificuldade na

quantificacdo e qualificagao dos compostos devido a quantidade diminuta das concentragdes.

Quando a faixa de concentracdo é muito baixa (1-5 ng/mL), observa-se uma
diminui¢do na intensidade do sinal cromatogréafico. No entanto, a medida que a concentracao
dos analitos aumenta, a intensidade dos picos aumenta significativamente. Esse aumento é
linear para uma ampla faixa de concentracido, aproximadamente 30 a 1000 ng/mL. Para
concentracdes mais elevadas (acima de 1000 ng/mL) a intensidade dos sinais apresenta um
aumento discreto. Essa queda na linearidade sugere que tais concentragdes ja estariam

extrapolando a faixa 6tima de trabalho para os analitos em questao.

Nas andlises em matrizes bioldgicas, para um método quantitativo apresentar boa
. . . L - ~ 2\ ons .
linearidade, é necessdrio que o valor do coeficiente de correlacdo (R”) seja superior a 0.99
para a quantificacdo. Nesse trabalho, os valores obtidos para esses coeficientes sdo superiores

a esse minimo, indicando que os modelos lineares estdo bem ajustados, Tabela 1.
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Tabela 1. Linearidade e Sensibilidade para os padrdoes em estudo e amostras de Virola

sebifera.
LD LQ
Padrao Linearidade Equacao de ajuste R’
(ng) | (ng)
Hexadecano 1o y=(0.00408+0.0001)x + 14 4
0.1-2000 (0.95+0.05) 0.99777 | 0. 0.45
y=(0.00152+0.00004)x +
.12 19982 .1 4
Octadecano 0.1-2000 (0.30+0.02) 0.99827 | 0.15 0.46
. y=(0.00455%0.00007)x -
.12 . .1 4
Eicosano 0.1-2000 (0.0740.03) 0.99896 | 0.15 0.45
y=(0.00258+0.00005)x +
.12 19982 1 4
Docosano 0.1-2000 (0.540.02) 0.99828 | 0 0.46
Tetracosano 0.1-2000 y=(0.00087x0.00001)x + 0.99928 | 0.13 | 0.36
(0.3+0.01)
Hexacosano 0.1-2000 y=(0.044+0.001)x — (1.4£0.5) 0.99712 | 0.11 0.31
y=(0,00459+0,00004)x +
.12 1 32
Octacosano 0.1-2000 (0.11£0,03) 0,99955 | O 0.3
. y=(0.00465+0.00005)x +
.12 .9992 .1 4
Triacontano 0.1-2000 (0.06:0.04) 0.99923 | 0.13 0.40
. y=(0.00099+0.00006)x -
.1-2 19982 .1 .
Dotriacontano 0.1-2000 (0.1740.02) 0.99826 | 0.19 0.55
. y=(0.00368+0.00003)x +
.1-2 . 4 .1 .
Tetratriacontano 0.1-2000 (0.46:£0.03) 0.9993 0.18 0.56
. y=(0.00107£0.00001)x +
.1-2 99812 .14 4
Hexariacontano 0.1-2000 (0.330.01) 0.998 0 0.46
. y=(0.00804+0.0008)x +
.1-2 4 .1 4
Octatriacontano 0.1-2000 (1.9540.03) 0,9985 0.18 0.49

LD: Limite de Detec¢ao; LQ: Limite de Quantificacao.

A sensibilidade do método foi avaliada, baseando-se nos valores de Limite de

Detec¢ao (LD) e Limite de Quantificacdo (LQ), calculados a partir das andlises realizadas

com as amostras de referéncias negativas. Em relacdo a esse parametro, pode-se dizer que o

método apresentou uma sensibilidade muito boa para todos os analitos estudados. Os

constituintes encontrados estdo demonstrados nas Tabelas 2 e 3 em que se observam

hidrocarbonetos, dcidos graxos e cetonas.



Tabela 2. Compostos presentes no extrato dos tricomas novos.
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N° TR Composto m/z caracteristico | Concentracao
(ppm)

1 20.063 Acido hexadecanoico 60, 73, 129, 256 10.66

2 21.989 Acido heptadecanoico 60, 73, 129 1.67

3 24.883 Octacosano (C28) 57, 71,85 1.21

4 26.450 Fitoesterdide da planta - 16.70

5 27.920 Triacontano (C30) 57, 71,85 20.30

6 28.081 2-pentacosanona 135, 146, 366 4.54

7 29.479 Dotriacontano (C32) 57, 71,85 8.45

Tabela 3. Compostos presentes no extrato dos tricomas velhos.

) IR Composto caraclze/:istico Con(c:;g?gﬁo
1 17.790 o-Toluenosulfonamida 90, 106, 171 1.66
2 18.394 p-Toluenosulfonamida 91, 155,171 2.76
3 21.401 3,3,5-Trimetilciclohexil salicilato 69, 138, 262 1.06
4 22.250 Di octil éter 71,113,143 3.29
5 27.297 Fitoester6ide da Planta - 3.68
6 28.297 Triacontino (C30H64) 57,71,85 2.13
7 30.249 Dotriacontano (C32H66) 57,71,85 12.02
8 32.069 Tetratriacontano (C34H70) 57, 71,85 15.64
9 32.260 2- hexacosanona 135, 146, 365 1.69
10 33.828 Hexatriacontano (C36H74) 57,71,85 7.96
11 36.143 1-Heptacosanol 97,125, 139 5.45
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Em relacdo ao oferecimento dos fragmentos foliares e tricomas para coldnias de Atta
sexdens rubropilosa observou-se que as operdrias carregaram preferencialmente até 60
minutos, o tratamento 2 (fragmentos foliares jovens com poucos tricomas); e os fragmentos
foliares senescentes com poucos tricomas (tratamento 5) foram os menos carregados (Figura

4), esta diferenca entre os dois € demonstrada estatisticamente F=9.14; p=0.016 (Tabela 4).

Coldnias

Figura 4. Carregamento de distintos fragmentos foliares de Virola sebifera por operarias de
Atta sexdens rubropilosa. Tratamentos: 1 — fragmentos foliares jovens; 2- fragmentos foliares
jovens com poucos tricomas; 4- fragmentos foliares senescentes € 5- fragmentos foliares
senescentes com poucos tricomas. Os tratamentos 3 e 6 devido a dificuldade em quantificar o
carregamento nao foram mensurados.

Tabela 4. Ordem de carregamento de fragmentos foliares de Virola sebifera por operarias de
Atta sexdens rubropilosa com base no teste de Tukey (p=0.05).

Tratamento 2a 1b 4b 5b

Legenda: Tratamentos: 1 — discos foliares de folhas jovens; 2- discos foliares de folhas
jovens com poucos tricomas; 4- discos foliares de folha senescentes e 5- discos foliares de
folhas senescentes com poucos tricomas. Os tratamentos 3 e 6 devido a dificuldade em
quantificar o carregamento ndo foram mensurados.
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Para a andlise de interesse das operdrias pelos tricomas observou-se o comportamento

das formigas para cada repetic@o (coldnias) durante 60 minutos (Tabela 5).

Tabela 5. Principais respostas comportamentais de operarias de A. sexdens rubropilosa frente
a diferentes tratamentos de V. sebifera.

Primeiro Fragmento a Observacoes no decorrer dos registros Carregamento final (%)
ser explorado (60 minutos) (registro em 60 minutos apds o inicio das
observagdes)

Coldnia 1 Tratamento 3 As operdrias exploraram o Tratamento 3 Tratamento 2 (100%)

Colonia 2 Tratamentos 1, 2,3,4 e 5 | Exploraram o Tratamento 2 e evitaram o | Tratamento 2 (20%) e Tratamento 4 (20%)
Tratamento 6

Colonia 3 Tratamento 4 Exploraram o  Tratamento 2 que | Tratamento 1 (20%), Tratamento 2 (100%) e
inicialmente  parecia  incomodar  as | Tratamento 4 (20%)
operdrias, contudo depois se habituaram

Colonia 4 Tratamento 4 Pouca atividade Tratamento 2 (40%) e Tratamento 4 (20%)

Legenda. Tratamentos: fragmentos de folhas jovens (1), fragmentos de folhas jovens com
poucos tricomas (2), tricomas presentes em folhas jovens (3), fragmentos de folha senescentes
(4), fragmentos de folhas senescentes com poucos tricomas (5) e tricomas presentes em folhas
senescentes (0).

Assim, na primeira repeticdo, o primeiro tratamento a ser explorado foi o 3 (tricomas
retirados de folhas jovens; Figura 5.1b), ap6s 15 minutos o primeiro tratamento foliar a ser
carregado foi um fragmento foliar jovem com poucos tricomas (tratamento 2), sendo que as
formigas continuaram explorando os tricomas coletados de folhas jovens no decorrer dos 60
minutos de observacde. Registrou-se no final do experimento mais quatro fragmentos foliares
carregados do tratamento 2, desta repeticdo. Vale ressaltar, que esta colonia mesmo apds 24

horas em jejum, apresentava substratos vegetais no fungo, anteriormente ofertados para sua

manuteng¢ao.

J4 a colOnia dois, apresentou a mesma condi¢do que a anterior, contudo esta colonia
estava mais ativa, visualmente com maior nimero de formigas. Inicialmente, as operdrias
andaram sobre os tricomas jovens, por um periodo de tempo e exploravam os distintos
fragmentos foliares (tratamentos: 1, 2, 4 € 5) a0 mesmo tempo, depois ocorreu o carregamento
das folhas ap6s 35 minutos, sendo levado o tratamento 2 primeiramente. Também, ocorreu

corte de um fragmento foliar de folhas jovens, contudo foi abandonado na arena na posi¢ao de
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outro tratamento (tricomas jovens). Apds um minuto foi carregado um fragmento do
tratamento 4 (folhas senescentes). Aqui se observou que os tricomas jovens impregnaram
sobre o corpo das operdrias chegando esta estrutura a ser carregada por uma delas (Figura
5.2b). Ja para os tricomas de folhas senescentes elas andavam menos sobre as estruturas, no
inicio elas evitavam e depois passavam sobre estes tricomas, s6 que com menos frequéncia

quando comparado com o outro.

Para a repeticdo trés, notou-se um grande nimero de formigas, outro aspecto
observado foi que nesta repeticdo, o fungo também permaneceu com o substrato vegetal
anteriormente incorporado mesmo apds o tempo de jejum da colonia. Ocorreu um maior
nimero de formigas explorando o tratamento 4 inicialmente e quando elas exploraram os
tricomas no inicio se limparam, porém depois pareceram se acostumar com as estruturas.
Ap6s 10 minutos, ocorreu o corte do tratamento 2 (folhas jovens senescentes com poucos
tricomas), sendo que elas antenaram e lamberam o tratamento ainda na arena de
forrageamento. Uma operaria apds explorar o tratamento 1 e 2, optou por carregar o segundo
e passados 30 minutos do oferecimento, o segundo fragmento foliar de folhas jovens com
poucos tricomas foi carregado, seguido pelo tratamento 4 (fragmentos foliares de folhas
senescentes). Em 38 minutos, um fragmento do tratamento 2, 48 minutos do tratamento 1 e
finalmente em 55 minutos contabilizou-se mais dois fragmentos do tratamento 2.

Na quarta coldnia amostrada, apesar da colonia conter visualmente muitas formigas,
como as repeticoes 2 e 3, esta foi uma colonia que apresentou baixa atividade, apos 24 horas
de jejum o fungo permaneceu com incorporacdo nas laterais, da alimentagdo anterior. O
tratamento 4 foi o primeiro a ser explorado pelas operdrias, porém, o primeiro carregamento
se deu apds 40 minutos sendo o tratamento 2. Cinco minutos antes de finalizar a observacao
ocorreu mais um carregamento do tratamento de folhas jovens com poucos tricomas seguida
por um fragmento do tratamento 4.

Portanto, nas quatro repeti¢des as formigas exploraram mais os tricomas jovens do que
os velhos, independente de qual posicdo os mesmos estavam dispostos na arena de
forrageamento. Apds 24 horas, as folhas senescentes com poucos tricomas permaneceram na
arena de forrageamento, os outros fragmentos foliares foram carregados e incorporados.
Havia a presenca ainda de tricomas na arena de forrageamento e, devido ao pequeno tamanho

das estruturas, ndo foi possivel visualizar sua presenga ou nao junto ao simbionte.



85

Figura 5. 1. Vista geral - Arena de forrageamento da coldnia 2: a) operdria de Atta sexdens
rubropilosa explorando fragmentos de folhas senescentes de Virola sebifera com tricomas
(tratamento 4) e b) operaria explorando tricomas de folhas jovens de V. sebifera (tratamento
3). 2. Vista parcial da arena de forrageamento da coldnia 3: a) tricomas de folhas jovens
(tratamento 3); b) operdria carregando tricomas jovens; c) fragmentos de folhas senescentes
com poucos tricomas (5); d) fragmentos de folhas jovens com poucos tricomas (2).
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2.2.4. Discussao
O papel dos tricomas € discutido na literatura como estrutura suporte para operarias

caroneiras durante o transporte das mesmas sobre o material vegetal, quando as forrageiras
estdo carregando este substrato contendo a operdria minima no retorno para o ninho
(HASTENREITER, 2012), porém com relacdo a atratividade desta estrutura na seletividade

das folhas existem poucos relatos.

Com este experimento, foi possivel verificar que as operdrias de Atta sexdens
rubropilosa preferiram carregar folhas jovens com poucos tricomas de Virola sebifera, e
demonstraram interesse apenas por tricomas jovens quando comparados com os obtidos das
folhas senescentes, além disso, os fragmentos foliares que as formigas menos carregaram,

com taxa zero, foram as senescentes com poucos tricomas.

A baixa e/ou demora no carregamento dos tratamentos podem ser explicadas
provavelmente, devido as condi¢des das colOnias, pois embora as mesmas tenham ficado em
jejum por 24 horas, todas apresentaram o substrato incorporado no fungo simbionte fruto da
alimentacdo anterior. Além da saturacdo de substratos no fungo, também se deve levar em
consideracdo as particularidades de cada colonia, por exemplo, a repeticio 3 apesar de
apresentar o fungo quase saturado, foi a que apresentou maior atividade nas operdrias. A
repeticdo 4 que possuia o substrato apenas nas laterais foi a de menor atividade. Apesar das
coldnias utilizadas serem mantidas em condicdes de laboratério, a caracteristica individual de
cada uma, pode influenciar no carregamento ou ndo de determinada fonte vegetal, assim como
em colonias de campo, elas podem variar também em sua atividade, podendo ser mais ou

menos ativas.

A andlise dos constituintes dos tricomas foi realizada para encontrar pistas que possam
tentar explicar o porqué de tais escolhas. Os constituintes avaliados diferiram entre si, fato
este que pode ter influenciado no carregamento dos tratamentos, ji que no experimento
anterior, quanto as ceras epicuticulares verificou-se 0 um composto majoritdrio para folhas
jovens ou senescentes (Hentriacontano — C31), exceto para uma amostra em que O
Nonacosano (29) foi o de maior concentracdo. Em relacdo ao carregamento das folhas, ndo
ocorreu diferenca significativa entre jovens e senescentes. J4 para os tricomas de folhas
jovens no presente estudo, a maior concentracdo obtida foi o Triacontano (C30) e para os de

folhas senescentes o C34 (Tetratriacontano) foi o de maior concentragao.
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A biosintese de dcidos graxos em plantas envolve um complexo sistema enzimaético,
cujos hidrocarbonetos sdo reduzidos e oxidados, resultando nos acidos de cadeia pequena,
média e longa, saturados ou insaturados. Nas andlises quimicas dos tricomas foi possivel
observar a presencgas destes intermedidrios, uma vez que foram detectados, dlcoois, dldeidos e

cetonas.

Os tricomas, de uma forma geral, sdo descritos como estruturas negativas, por
liberarem exsudatos que afetam negativamente os insetos quando eles entram em contato com
as plantas (KOGAN, 1976), por poder reduzir ou impedir o consumo das folhas
(SCHILLINGER e GALLUM, 1968; SINGH, 1971), podem ferir fisicamente os insetos
(PILLEMER e TINGEY, 1978) e secretar substancias quimicas téxicas ou imobilizantes
(LEVIN, 1973), além de que para formigas cortadeiras quando grossos dificultam o corte das
folhas (OLIVEIRA, et al., 2002). Para o presente estudo, apesar das operéarias terem carregado
significativamente folhas jovens sem tricomas, elas exploraram e se impregnaram dos
tricomas isolados das folhas, chegando a carregd-los com a mandibula para o fungo
simbionte. Talvez ocorra a auséncia de repelentes nestes tricomas, pois apesar deles
impregnarem no corpo das formigas que a priori parecia incomodd-las, com o tempo elas
aceitaram, mas nao se sabe exatamente se isso foi devido a dificuldade em retird-los ou a
auséncia de compostos téxicos ndo sendo essencialmente necesséria a retirada dos mesmos do

corpo delas.

Oliveira et al. (2002) em estudos com Atta bisphaerica dentre oito espécies de
gramineas e uma de leguminosa em uma andlise de preferéncia no carregamento, ndo
verificaram seletividade e para os pesquisadores isso provavelmente ocorreu devido a
auséncia de tricomas e quando presentes, sendo as estruturas bem finas. Em Virola sebifera
estes tricomas sdo estruturas finas, curtas, no entanto s@o numerosas independendo do estdgio

foliar das mesmas, sdo pelos estrelados e ferrugineos.

Sugere-se que o perfil quimico destes tricomas foi mais importante que sua morfologia
na seletividade, pois as operdrias apresentaram o corpo impregnado com os tricomas das
folhas jovens, porém evitaram os tricomas coletados de folhas senescentes, portanto os

constituintes quimicos que variaram nas estruturas podem ter influenciado.

Além disso, as operdrias carregaram preferencialmente as folhas jovens com menos

tricomas, provavelmente para ndo sobrecarregar as formigas e/ou seu simbionte, ja que nestas
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estruturas foram identificados 4cidos (hexadecanoico e heptadecanoico) que em excesso

podem ser téxicos principalmente para as formigas.

Para folhas senescentes, a diminui¢do dos tricomas nos fragmentos foliares pode ter
consequentemente causado a baixa porcentagem de carregamento, tornando-os menos
atrativos. Os tricomas coletados de folhas senescentes apresentam compostos quimicos tais
como: Di ocil éter, 2-hexacosanona e 1-heptacosanol que sdo resultados de reacdes com
hidrocarbonetos e talvez para as operdrias carregar os fragmentos foliares contendo estes

constituintes foi apropriado.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

A maioria dos vertebrados e artrépodes € capaz de se comunicar por meio de sinais
sonoros perceptiveis pelo substrato (HILL, 2009). J4 se tem descrito que 150.000 espécies de
insetos utilizam somente a vibracdo do substrato como forma de comunicacdo e 40.000
espécies também utilizam esta vibracdo, porém aliada a outra técnica para a comunicacgio
(CROCOFT e RODRIGUES, 2005), como por exemplo, as formigas cortadeiras, que fazem

uso de sinais quimicos € sonoros.

Com o exoesqueleto esclerotizado, o corpo segmentado € membros articulados,
inevitavelmente os insetos provocam vibragdes no seu meio circundante, mas geralmente
estes sons t€m alguma significancia especial para eles, sendo que muitos grupos possuem
sistemas especializados de producdo e recepcdo de som (HENRY, 2006). As vias de
propagacdes do som podem ser pela dgua ou pelo ar, que, as vezes, podem ser audiveis aos
humanos, ou podem ser propagados através do substrato onde o inseto se encontra
(FERREIRA, 2005), e esta producao sonora pode ser classificada de diversas maneiras, dentre
elas, segue a de Ewing (1989): vibracdo, percussao, estridulacdo, mecanismo de clique e

expulsdo de ar.

Resumidamente, a vibragdo consiste no resultado do movimento oscilatério de
algumas estruturas, isto inclui as vibracdes de estruturas relativamente niao especializadas,
oscilagdes do abdomen ou dorso-ventral ou lateral. Estes sons sdo geralmente transmitidos
através das pernas para o substrato sobre o qual o inseto estd caminhando (CHAPMAN,
1998). Outras partes do corpo também podem gerar vibragdes, sendo a maioria, subproduto
do movimento das asas, as quais geralmente sdo utilizadas pelos insetos para a comunicacao.
A oscilagdo dos miusculos de voo produz vibracOes tordcicas e das asas, em Drosophila
(Diptera, Tephritidae), por exemplo, isto foi bem caracterizado, pelo movimento das asas, € a
vibracdo transmitida via derea estimulam os receptores antenares de outro individuo

(CLARIDGE, 2006).

A percussdo, ocorre com uma parte do corpo contra o outro, por exemplo, em alguns
isopteros, coledpteros e plecopteros, ocorre a sinaliza¢do por percussdo gerada pela ponta do

abdomen com o substrato (HOWSE, 1964; STEWART e SANDBERG, 2006). Em soldados
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de Zootermopsis (Isoptera, Termopsidae), eles utilizam a cabeca, fazendo movimentos
verticais oscilatérios utilizando as pernas medianas como um fulcro, assim suas cabecas
balancam para cima e para baixo baixo, movimentando as extremidades das mandibulas no
chdo e, menos freqiientemente, o topo da cabeca contra o teto de suas galerias, isto ocorre
duas ou trés vezes com intervalos de 50 milisegundos cada; em operdrios e larvas o mesmo

ocorre, porém com sons de menor intensidade (CHAPMAN, 1998).

No mecanismo de clique, existe a deformacgdo de um local da cuticula e por contragao
e relaxamento resulta em uma série de estalos que podem se repetir rapidamente. Um exemplo
sdo as cigarras (Hemiptera, Cicadidae), que possuem uma estrutura denominada de timbal que
gera o som. J4 na expulsdo de ar, ¢ um mecanismo mais raro descrito para insetos, como para
Acherontia atropos (Lepidoptera, Sphingidae), que emitem pulsos sonoros de curta duracdo
produzidos por meio de uma cavidade de ar fechada por uma valvula (BUSNEL e

DUMORTIER, 1959).

A estridulagdo se refere a producdo de vibracdes pela movimentagdo de uma crista
cuticular sobre uma parte do corpo acima de uma crista denteada (KAY, 2002). Este método
de producdo é empregado em vdérias ordens de insetos, entretanto, € mais comumente
encontrado em Orthoptera, Heteroptera e Coleoptera. Em formigas, a movimentacdo se da
pelo plectro (projecdo cuticular presente no tergito do 3° segmento abdominal, ou seja, no
poOs-peciolo), deslizando sobre a pars stridens (conjunto de estrias paralelas presente no

gaster, que € o 4° segmento abdominal) (MARKL, 1968; HOLLDOBLER e WILSON, 1990).

Markl (1973) observou que as espécies de formigas que nidificam em solo, possuem
orgdo estridulador, e sugeriu que a estridulacdo evoluiu em Formicidae como auxilio na
localizagdo das companheiras da col6nia, principalmente da rainha. Quando por ventura a
colonia sofre uma perturbacdo, esta via de transmissdo de sinal € mais efetiva do que por

sinalizacdo quimica no meio em que a coldnia se encontra.

Segundo Ferreira (2005), as vibracOes produzidas pelos insetos, na producdo de som,
podem ser classificadas em: (i) intra-especificas, usadas para sinalizar para outros membros
da mesma espécie, ou (ii) inter-especificas, fornecendo sinais para outras espécies, sendo que
as de significancia intra-especifica sdo normalmente sons organizados com uma freqiiéncia de
repeticdo de pulso regular e a regularidade desses padrdes confere especificidade as espécies.

Essas informacgdes sdo codificadas como padrdes temporais de pulsos e grupos de pulsos
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observados por oscilogramas (Claridge, 2006). Nao existe um padrdo universal na
nomenclatura dos sinais sonoros, isto € justificivel, como j4 mencionado por Gerhardt e
Huber (2002), pois independente do foco da pesquisa, € dificil se estabelecer uma
nomenclatura padrao devido a grande diversidade estrutural dos sinais.

Geralmente para formigas, as varidveis mensuradas sdo as frequéncias, duracdo de
chirps (sequéncia de pulso), inter-chirps ou intervalo, sendo o intervalo maior e as amplitudes
visualizadas nele menores (KERMARREC, 1976; MARKL, 1965, 1967 ¢ 1968; FERREIRA
et al., 2010). Contudo essa denominacdo € bastante varidvel como jd descrito, por exemplo,

em Tettigoniidae, a sequéncia de pulsos € denominada de silaba (HELLER, 2006).

A frequéncia de vibragdo sonora é o nimero de ciclos da mudanca de pressdo em
relacdo ao tempo, que é medido em unidades de ciclos por segundo ou Hertz (Hz) no Sistema
Internacional SI. A audi¢cdo humana responde a freqiiéncias entre 16 Hz e 20.000 Hz, para
diferentes insetos o intervalo entre os limites estdo entre 15 e 120.000 Hz (ROEDER, 1965;
SMITH, 1979). Em formigas as frequéncias sdo bastante varidveis, porém, nao ultrapassam 2

kHz para elas se comunicarem (HICKLING e BROWN, 2000).

Virias espécies de formigas tiveram os seus padrdoes de estridulacdo analisados e
caracterizados em diferentes enfoques de estudo. Entre as formigas cortadeiras estudadas
estdo: Atta sexdens rubropilosa, A. cephalotes e Acromyrmex octospinosus (KERMARREC et
al., 1976; MARKL, 1965, 1967 e 1968; ROCES et al. 1993; ROCES ¢ HOLLDOBLER,
1995; ROCES e HOLLDOBLER, 1996; ROCES e TAUTZ, 2001). Os sons produzidos pelas
operdrias possuem funcdes de alarme, recrutamento, escavacdo do ninho, forrageamento e
migracdo (HICKLING e BROWN, 2000; RAUTH e VINSON, 2006; MENZEL e
MARQUESS, 2008). Alguns tipos de parasitas sociais tém a capacidade de mimetizar os sons
produzidos por formigas hospedeiras para poderem ser aceitos no interior de suas colOnias

(BARBERO et al., 2009).

Rauth e Vinson (2006) fizeram uma revisdo dos trabalhos até entdo apresentados na
literatura sobre a funcdo da estridulacdo em formigas, nos quais, as espécies de: Megaponera
foetens (Ponerinae) sob a perturbacao individual, utilizam a estridulacdo como defesa e reagao
a respiracdo dos mamiferos, exibindo um comportamento agressivo como consequéncia
(HOLLDOBLER et al., 1994); em Streblognathus aethiopicus (Ponerinae), devido a

perturbacao individual emitem sinais sonoros para defesa reagindo a respiracdo de mamiferos
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(WARE, 1994); Leptogenys chinensis (Ponerinae) a estridulagdo € essencial para a migracao
do ninho (MASCHWITZ e SCHONEGGE, 1989).

Ainda na revisdo de Rauth e Vinson (2006), eles citaram outras espécies tais como:
Pogonomyrmex spp. (Myrmicinae), em que na pdés a cOpula, ocorre a liberacdo de sinais
sonoros, sendo importantes durante a fundacido e escolha da rainha (MARKL et al. 1977);
Aphaenogaster spp. (anteriormente Novomessor) (Myrmicinae) fazem uso da estridulacdo
para aumentar a taxa de retirada de grandes itens alimentares enterrados, (MARKL e
HOLLDOBLER, 1978); Messor capitatus (Myrmicinae) aumentam a taxa de coleta de itens
alimentares maiores (BARONI-URBANI, et al. 1988); em Messor structor (Myrmicinae)
ocorre a estridulacdo para facilitar o recrutamento e migracdo do ninho (HAHN e
MASCHWITZ, 1985).

Rauth e Vinson (2006) mencionaram também trabalhos com Atfta cephalotes
(Myrmicinae) na facilitacio do corte de folhas, sinal para recrutamento de operdrias
caroneiras e de escavacdo (RAUTH e VINSON, 2006; MARKL, 1967; ROCES et al., 1993;
ROCES e HOLLDOBLER 1995 e 1996; TAUZ et al., 1995). Mas vale ressaltar que
Holldobler e Roces (2001), verificaram que a estridulagdo ndo facilita o corte das folhas,
trabalho este ndo citado na revisao.

Além disso, as espécies Acromyrmex octospinosus e Atta sexdens também tiveram o0s
sinais sonoros estudados; para a primeira caracterizou a morfologia do 6rgdo estridulador para
as distintas castas e a frequéncia de estridulagdo das mesmas, e para a segunda foi verificado
que quando as folhas sdo atrativas ocorre um recrutamento a curtas distancias de mais
operérias para a fonte (KERMARREC et al., 1976 e ROCES et al. 1993).

Nos estudos com Solenopsis invicta, Rauth e Vinson (2006), observaram a estridulacdo
da colonia frente a migracdo, perturbacdo e escavacdo. No momento da escavacdo a
estridulacdo teve um aumento significativo quando comparado aos outros comportamentos
estudados.

Barbero et al. (2009) em estudos com Myrmica schencki, observaram que um parasita,
Maculinea rebeli (Lepidoptera, Lycaenidae), no final do estagio larval, cai no solo, mimetiza
um hidrocarboneto semelhante ao da formiga, é carregado por ela e permanece na colonia de
11 a 23 meses. Durante este tempo, o lepidoptero € alimentado pelas operdrias e o fato
interessante observado, é que esta larva produz um som semelhante ao da rainha, sendo que as

larvas desta formiga ndo produzem som algum.
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Ferreira et al. (2010), utilizaram a ferramenta de estridulacdo para caracterizar um
complexo de Pachycondyla e verificaram que os sinais sonoros diferem para espécies
simpdtricas, assim, juntamente com diferencas morfoldgicas e genéticas caracterizaram
Pachycondyla apicalis em um complexo de no minimo seis espécies.

Para as formigas pertencentes a tribo Attini, sdo encontrados trabalhos apenas com
cortadeiras. Markl (1965) foi o primeiro a estudar os sinais sonoros para Atfa cephalotes, ao
impedir os soldados de transitarem ocorre a estridulacdo, como um sinal de alarme. Em outro
trabalho, com Acromyrmex octospinosus e A. cephalotes foi verificado que as formigas
sempre estridulam quando estdo presas. Em A. cephalotes ocorre atracdo de operdrias da
mesma espécie por meio do substrato, em até 8 cm de distancia; quando a formiga é enterrada
outras vao em socorro, porém se estiver no maximo a 5 cm, para atrair outras com a vibracao,
no entanto, apenas estridulacdes em que os individuos atraidos estdo a 3cm que dispara o
comportamento de desenterrar a operdria. Com isso, pode-se afirmar que a estridulagdo é um
sistema de alarme bastante importante para a vida colonial (MARKL, 1967).

Em 1968, Markl, mensurou as estrias presentes na pars stridens do 6rgao estridulador de
Atta cephalotes e Acromyrmex octospinosus, além de caracterizar os sinais acusticos da
espécie de saiva estudada em uma faixa de tamanho especifica para operdrias. Nos trabalhos
de Roces e Holldobler (1995), os autores observaram que a forrageira ao ajeitar a folha para
carregar, aumenta a estridulacdo; a estridulacdo atrai operdrias minimas que permanecem
mais tempo nas folhas e o nuimero de operdrias minimas nas folhas carregadas pelas
forrageiras sdo maiores na presencga do sinal sonoro.

Para formigas existe uma contradicdo de como elas transmitem as vibracdes. Alguns
pesquisadores defendem que as formigas transmitem o som via substrato, ou seja, a
estridulacdo produzida pelo 6rgdo estridulador, passa por meio das pernas do inseto para o
substrato, e eles captam a vibracdo do meio pelas pernas e pélos adaptados (MARKL, 1965;
MASTER et al., 1983; ROCES e TAUTZ, 2001); outros defendem que esta vibracdo &
captada com o auxilio das antenas, sendo portanto o som transmitido via aérea e captado pelas
sensilas tricéides (HICKLING e BROWN, 2000; HICKLING e BROWN, 2001) e
questionam a via substrato, pois os insetos que fazem uso deste meio de transmissdao batem no

mesmo para produzir o sinal.

Devido ainda a escassez de trabalhos tanto com cortadeiras, ou mesmo com a tribo
Attini em que elas estdo inseridas, o presente trabalho estudou a estridulacdo sobre varios

contextos, comparando: (i) espécies intermedidrias, Trachymyrmex tucumanus e T. fuscus,
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com uma derivada, Atta sexdens rubropilosa; (ii) as fémeas ndo fecundadas das espécies de
Atta que ocorrem no estado de Sao Paulo (Atta sexdens rubropilosa, Atta capiguara, Atta
bisphaerica, Atta laevigata), (iii) castas da formiga cortadeira A. sexdens rubropilosa quando
submetidas a estresse e (iv) a vibra¢do produzida durante o processamento e incorporagao do

substrato, utilizando A. laevigata como modelo.
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3.1. Bioacustica de Trachymyrmex fuscus, Trachymyrmex tucumanus e Atta sexdens
rubropilosa (Hymenoptera: Formicidae).

Resumo
A capacidade de produzir som por estridulacdo ocorre por meio do atrito entre o plectro

e as estrias da pars stridens durante a flexao do gaster e € bastante comum entre as formigas,
sendo utilizado para a identificagdo de espécies. Dentre as formigas cultivadoras de fungo,
inseridas na tribo Attini, as espécies do género Trachymyrmex estdo em uma posi¢cdo
filogenética intermedidria entre as cortadeiras, como Atta sexdens rubropilosa e as espécies
basais, e seu estudo é muito importante para o entendimento da evolugdo dos diversos
aspectos bioldgicos da tribo. Desta forma, o objetivo deste presente trabalho foi analisar o
sinal de estridulagdo produzido por operdrias de Trachymyrmex fuscus, Trachymyrmex
tucumanus e Atta sexdens rubropilosa. As formigas foram submetidas a estresse e tiveram os
registros da vibragdo realizados no o6rgao estridulador das mesmas. Foram analisados os
seguintes parametros: chirps (conjunto de pulsos), intervalo entre chirps, ciclos (chirps +
intervalo), taxa de repeticao dos ciclos/segundos e a frequéncia principal, além de analisar o
nimero de estrias da pars stridens envolvidas no processo. Nos oscilogramas, nota-se que a
amplitude do sinal para A. sexdens rubropilosa durante o intervalo entre chirps € mais baixa
quando comparada com as Attini intermedidrias, permitindo inferir que para esta espécie o
contato € pouco ou quase nulo com as pars stridens. A durac@o dos ciclos foi maior para T.
tucumanus (200.61£26.70), porém a duragdo do intervalo entre chirps foi maior para A.
sexdens rubropilosa (110.12+25.12). Por meio da Andlise dos Componentes Principais
verificou-se que a estridulacdo foi uma ferramenta eficiente para a separacdo das espécies,

sendo a duracdo de chirps a componente que mais contribuiu.

Palavras chave:formigas cortadeiras, estridulacao.
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3.1.1. Introducao
Nas espécies da tribo Attini (formigas cultivadoras de fungo), o comportamento de

estridulacdo e sua funcio no forrageio e no recrutamento das operdrias foram estudados em
formigas cortadeiras do género Afta (ROCES et al., 1993; TAUTZ et al., 1995; ROCES e
HOLLDOBLER, 1995; ROCES e HOLLDOBLER, 1996), sendo o som produzido por
operdrias caracterizado e analisado em apenas duas espécies: Atta cephalotes e Acromyrmex

octospinosus, todas cortadeiras (MARKL, 1965; KERMARREC et al., 1976).

Ja se sabe que os comportamentos desencadeados por sinais sonoros em Affa sao 0s que
mediam respostas a curtas distAncias (ROCES e HOLLDOBLER, 1996). Existe uma
controvérsia na literatura como esses sinais sdo transmitidos, via aérea ou via substrato
(MARKL, 1965; MASTER et al., 1983; HICKLING e BROWN, 2000; ROCES e TAUTZ,
2001; HICKLING e BROWN, 2001), tendo suporte as duas hipéteses. Contudo, este estudo
apenas serd de caracterizacdo de espécies, pois a maior parte das espécies da tribo Attini foi
pouco estudada e nenhuma espécie dos outros géneros, inseridos nela, teve a estridulacdo
analisada, apesar do seu estudo ser importante para a melhor compreensio da evolugdo dos

padrdes bioldgicos observados nas cortadeiras.

O género Trachymyrmex estd em uma posi¢do importante na filogenia da tribo, entre as
formigas cortadeiras e as Attini basais. Possui aproximadamente 42 espécies que ocorrem
principalmente na regido Neotropical e se caracterizam por possuirem operdrias
monomorficas que forrageiam de forma solitaria e utilizam principalmente material vegetal
em decomposicao para o cultivo do fungo simbionte. Suas colOnias possuem poucas cidmaras
a pequenas profundidades, com pequenas a médias populacdes. Suas caracteristicas
comportamentais, bioldgicas e de arquitetura de ninhos sdo consideradas intermedidrias entre
estes dois grupos, Attini derivadas e basais (WEBER, 1966; SCHULTZ E BRADY, 2008;
MAYHE-NUNES e BRANDAO, 2002; DINIZ e BUENO, 2010).

Desta forma, a melhor caracteriza¢do dos varios aspectos bioldgicos de Trachymyrmex,
inclusive o seu padrao de estridulacdo, sdo muito importantes para se compreender a transicao
da organizacdo social das Attini basais para a das formigas cortadeiras. Portanto, o objetivo
deste trabalho foi analisar os sinais sonoros, produzidos por estridulagdo de operérias de
Trachymyrmex fuscus, Trachymyrmex tucumanus e Atta sexdens rubropilosa fornecendo

subsidios para uma comparagao dentro desta tribo.
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3.1.2. Material e Métodos
O experimento foi realizado no Centro de Estudos de Insetos Sociais (CEIS), Instituto

de Biociéncias - UNESP - Rio Claro. Para tal utilizou-se operdrias de duas coldnias
diferentes: 17 operarias de Trachymyrmex fuscus (10 operarias da coldnia 1 e 7 da colonia 2),
19 de Trachymyrmex tucumanus (10 e 9) e 11 de Atta sexdens rubropilosa (6 e 4), sendo
amostradas trés repeti¢des das estridulagdes de cada individuo. As operdrias das trés espécies

foram coletadas no Campus da UNESP de Rio Claro SP.

Para a andlise do som produzido pelas operdrias foi utilizado um vibrometro laser (PDV
100, Polytec). O laser foi apontado para a regido dorsal entre o terceiro e o quarto segmentos
abdominais, onde se localiza o 6rgdo estridulador. As vibragdes captadas pelo vibrometro
foram armazenadas em computador por meio do software Vibsoft 4.7 (Polytec). O
oscilograma do padrao temporal foi transformado através de uma FFT e assim determinada a

sua frequéncia principal.

Antes de registrar as vibragdes, cada operdria foi imobilizada em massa de modelar,
fixada na regido da cabecga, submetendo-as assim a estresse para que comegassem a estridular.
As vibragdes foram registradas no intervalo de 0 a 1000 Hz e foram realizadas as medidas
para Trachymyrmex fuscus e T. tucumanus, e 0 a 1400 Hz para A. sexdens rubropilosa valores

padronizados por testes prévios.

Esses sinais sonoros produzidos pelas operarias foram registrados em trés periodos
consecutivos de 12.8 segundos cada, totalizando 38,4 segundos de analise para cada operaria.
Os parametros temporais avaliados foram: chirps* (conjunto ou sequéncia de pulsos), inter-
chirps (intervalo entre chirps), ciclos (chirps + intervalo), taxa de repeticdo dos
ciclos/segundos e frequéncia principal. Além disso, verificou-se o nimero de estrias
envolvidas no processo da produgdo da estridulacio, ou seja, a média do nimero de pulsos
gerados por uma chirps para cada espécie, conforme metodologia descrita por Ferreira et al.

(2010).

Os dados foram convertidos em arquivos de som (wav) e analisados pelo software
Raven Pro Version 1.4 e submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk, em seguida
foram realizadas as seguintes andlises: Componentes Principais (Programa PAST:

HAMMER, et al. 2001).

* Chirps: € um sinal em que ocorre o aumento da freqiiéncia (“up-chirp”) ou diminui¢do ("down-chirp”) em um
dado tempo.
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3.1.3. Resultados e Discussao
A estridulagdo produzida por operdrias das trés espécies estudadas segue de uma

maneira geral o padrdo observado para outras formigas e outros insetos. Ela ocorre em uma
sequéncia de pulsos repetidos a intervalos constantes (Figuras 1, 2 e 3). HELLER, K.G.
(2006) definiu para Tettigoniidae, como silaba o movimento de abertura e fechamento de
asas, para o presente estudo definiu-se esse termo como ciclo (chirps + intervalo) em que

ocorre o levantamento e o abaixamento do gaster das formigas.

Um chirp é composto por impulsos que se tornam de uma maneira geral menor em
amplitude ao longo da duracdo, como por exemplo, demonstrado na Figura 1C de
Trachymyrmex fuscus e 2C para T. tucumanus. J4 para Atta sexdens rubropilosa ao longo da
duracdo de chirp, os pulsos se mant€ém na maioria constantes na magnitude, porém
apresentam baixa amplitude no inicio e no final da sequéncia de pulsos, diferindo, portanto,
do padrao das espécies intermedidrias (Figura 3C). As trés espécies, no intervalo, possuem
magnitude menores, ou seja, como ja descrito por Holldobler e Wilson (1990), € devido ao
plectro perder parcialmente o contato com a pars stridens, porém, vale ressaltar que ao
analisar os oscilogramas nota-se que a amplitude do sinal para A. sexdens rubropilosa é mais
baixa quando comparada com as Attini intermedidrias, permitindo inferir que o contato é
pouco ou quase nulo com as pars stridens durante o intervalo, isto ja havia sido observado

para soldados de Atta cephalotes por Markl (1968).

As médias de duracao de chirps, intervalos entre dois chirps e os ciclos de estridulacao
estdo descritos nas Figuras 1 a 3. Essa configuracdo ocorre, pois apds o movimento dos
tergitos 3° e 4° durante a estridulagdo, eles ficam parados em poucos milissegundos, durante a
mudanca do movimento que gera os chirps e o que gera o intervalo. Por este mecanismo, se
explica o fato da duragdo do intervalo entre dois chirps terem sido ligeiramente maior que a
duracdo dos chirps, isto também € semelhante ao que ja foi descrito para outras espécies de
formigas e outros insetos. Contudo, a média da colonia 1 de Trachymyrmex tucumanus,
possui o intervalo ligeiramente menor, entretanto a média geral que caracterizou a espécie

seguiu 0 mesmo padrdo (Tabela 1 e Figura 2).

O movimento de raspagem do plectro sob cada estria da pars stridens gera um pulso,
como caracterizado por Ferreira et al. (2010), no qual os pesquisadores contaram quantas
estrias estavam envolvidas no movimento, ou seja, a média de pulsos para cada chirp ao

estudar um complexo de espécies de Pachycondila e verificaram que dependendo da espécie
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pode variar de 77.68 a 121.59. No presente estudo, ndo se realizou a microscopia eletronica
das operdrias, portanto, ndo foram descritas quantas estrias estdo presentes no Orgao
estridulador, mas, observou-se o numero de estrias envolvidas na estridulacio. Em
Trachymyrmex tucumanus a média de estrias envolvidas durante o chirp foram de 20.09+3.9,
em 7. fuscus foi de 10.53+2.82 e em Atta sexdens rubropilosa, 19,33+5,03. Ao se verificar a
duracdo de chirps, nota-se que quanto maior o nimero de estrias, maior foi a duracdo de
chirps. A média da taxa de repeticdo dos ciclos descrita foi para T. tucumanus: 5.07+0.71

ciclos/segundos; T. fuscus: 8.48+1.32 e A. sexdens rubropilosa 5.96+1.11 (Figuras 1 a 3).

Com relagdo a média da frequéncia principal de estridulagcdo foi de 306.00+33.72 Hz
para T. tucumanus, 183.40+42.44 Hz em T. fuscus e 320.59+138.50 Hz para A. sexdens
rubropilosa. Em Messor, a faixa de estridulacdo destes insetos € de 41 a 98 Hz (GRASSO et
al. 2000), ja Ferreira et al. (2010) para o complexo de espécies de Pachycondila, verificaram
que as mesmas estridulam de 605.27 a 856.87 Hz, sendo ambos os grupos bem distintos da

tribo Attini.

Tabela 1. Média e desvio padrio das estridulacdes registradas: duracdo de chirps, intervalo e
ciclos para as operdrias e colonias registradas em trés espécies amostradas: Trachymyrmex
fuscus, Trachymyrmex tucumanus e Atta sexdens rubropilosa; sendo duas colonias cada.

Espécie Chirps (ms) Intervalo entre Ciclos (ms)
chirps (ms)
50.42 +/-6.75 63.25 +/-13.15 124.20+/-18,19

T. fuscus — Coldnia 1

T. fuscus — Coldnia 2

50.55 +/-10.91

73.65 +/-9.51

124.20 +/-18.2

T. tucumanus — Colonia 1

103.84+/-22.18

100.56+/-12.6

202.75+/-30.86

T. tucumanus — Colonia 2

96.00+/-12.81

102.42+/-11.13

198.47+/-19.15

A sexdens rubropilosa — Coldnia 1

78.89+/-17.85

133.06+/-26.65

211.96+/-43.79

A sexdens rubropilosa — Coldnia 2

69.38+/-2.19

94.82+/-2.80

166.33+/-10.30
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Figura 1. Oscilograma de um sinal acustico produzido por uma operdria de Trachymyrmex
Sfuscus. A — O sinal registrado em 12.8s. B — 1 segundo de um sinal demonstrando os ciclos. C

- detalhe de um ciclo: a — chirps; b — intervalo; ¢ — 1 ciclo.
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Figura 2. Oscilograma de um sinal acustico produzido por uma operdria de Trachymyrmex
tucumanus. A — O sinal registrado em 12.8s. B — 1 segundo de um sinal demonstrando os

ciclos. C - detalhe de um ciclo: a — chirps; b — intervalo; ¢ — 1 ciclo.
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Figura 3. Oscilograma de um sinal acistico produzido por uma operdria de A. sexdens
rubropilosa. A — O sinal registrado em 12.8s. B — 1 segundo de um sinal demonstrando os

ciclos. C - detalhe de um ciclo: a — chirps; b — intervalo; ¢ — 1 ciclo.

A configuracdo descrita como padrio acustico, portanto, é devido ao movimento dos

tergitos 3 e 4, por isso, por meio da analise dos componentes principais, utilizou-se apenas os

seguintes parametros: duracio de chirps e do intervalo. Ocorreu o agrupamento das espécies,

diferindo-as, sendo que o componente 1, duracdo de chirps, contribuiu com 94.11% e o

componente 2, duracdo do intervalo entre duas chirps, foi com 5.41% (Figura 4). Estudos que

descrevam os comportamentos mediados por estes sinais sonoros para cada espécie devem ser

realizados e poderdo esclarecer mais aspectos evolutivos da tribo Attini.
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Figurad4. Anélise dos componentes principais. Legenda: Atta sexdens rubropilosa (1);
Trachymyrmex fuscus (2); Trachymyrmex tucumanus. (3).

Portanto, o presente trabalho demonstrou que as andlises dos sinais actsticos foram
eficientes para diferenciar duas espécies intermedidrias de uma derivada na tribo Attini. E
dentre as duas espécies de Trachymyrmex foi possivel separd-las fazendo uso desta ferramenta
(Analise dos Componentes Principais). Para esclarecer mais aspectos evolutivos da tribo
Attini, sugere-se que devem ser realizados estudos que descrevam os comportamentos

mediados por estes sinais sonoros para as espécies estudadas.
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3.2. Padrao sonoro de fémeas nao fecundadas de Atta laevigata, Atta capiguara, Atta
sexdens rubropilosa e Atta bisphaerica (Hymenoptera: Formicidae).

Resumo

Em Atta spp ja se sabe que a estridulacio é reconhecidamente importante no corte das
folhas, constru¢do dos ninhos, atragcdo para o forrageio e transmissiao de informacdes sobre a
presenca de inimigos. Contudo, nenhum estudo enfatizou este perfil sonoro para a
caracterizacdo das espécies do género. Assim, o presente estudo teve como objetivo
diferenciar quatro espécies de Atta, economicamente importantes no Brasil, por meio do perfil
de estridulacdo de cada uma delas. Para isso, foram submetidas a estresse dez fémeas nao
fecundadas de dois ninhos (5 fémeas de cada ninho) para cada espécie: Atta laevigata, Atta
capiguara, Atta sexdens rubropilosa e Atta bisphaerica. O registro sonoro foi realizado no
orgdo estridulador destas fémeas durante o estresse das mesmas. Além disso, o 6rgao
estrridulador das fémeas foi analisado por meio de Microscopia Eletronica de Varredura, com
o intuito de contabilizar as estrias da pars stridens para o comparativo entre as espécies. Os
parametros analisados foram: duracdo da sequéncia de pulsos (chirps), intervalo entre chirps,
ciclo das estridulagdes e frequéncias principais. Apenas Atta sexdens rubropilosa diferiu das
demais em relacdo ao tempo da estridulacdo, tendo o intervalo maior, o qual foi a Unica
varidvel mensurada que diferenciou (H= 10.5732; p=0.0143), e quanto as frequéncias
principais A. bisphaerica diferiu das outras na sequéncia de pulsos (H= 14.4546; p= 0.0019).
A estridulacio para formigas geralmente € utilizada como uma ferramenta para diferenciagdo
das espécies, porém para as quatro espécies estudadas de Atta sp. os parametros avaliados ndo

foram instrumentos eficientes para a separagdo das mesmas dentro do género.

Palavras chave: Atta, estridulacdo, diferenciacao de espécies.
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3.2.1. Introducao
As formigas cortadeiras como insetos eussociais apresentam uma unidade social que é

composta por castas de individuos com fungdes especializadas onde ha sobreposicao de
geracdes, polimorfismo e polietismo etdrio em um sofisticado sistema de comunicacdo. Estas
formigas baseiam este sistema por meio quimico e por som, sendo estes, mecanismos bem

elaborados (HOLLDOBLER e WILSON, 2009).

Das cerca de 240 espécies pertencentes a tribo Attini, o som produzido por operarias
foi caracterizado e analisado apenas em duas espécies: Atta cephalotes e Acromyrmex
octospinosus (MARKL, 1965; KERMARREC et al., 1976). Assim, o presente estudo teve
como objetivo diferenciar quatro espécies de saivas do estado de Sao Paulo: Atta laevigata,
Atta capiguara, Atta sexdens rubropilosa e Atta bisphaerica por meio do perfil de

estridulacao das mesmas.
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3.2.2. Material e Métodos
O experimento foi realizado no Centro de Estudos de Insetos Sociais (CEIS), Instituto

de Biociéncias - UNESP - Rio Claro. Para isso, utilizou-se 10 fémeas ndo fecundadas,
amostradas de duas colonias diferentes (5 de cada), sendo trés repeti¢des das estridulacdes de
cada individuo. As fémeas nao fecundadas foram coletadas antes da revoada em seu ninho de
origem nos municipios de Botucatu e Rio Claro. Foram levadas ao laboratério (CEIS),

submetidas a estresse e suas vibracdes registradas.

O registro das vibragdes sonoras foi realizado com o auxilio de um vibrometro a laser,
modelo PDV 100 Polytec (Figura 1) que foi apontado para o gaster da fémea, quando as
mesmas estavam submetidas a condi¢des de estresse, ou seja, foram aprisionadas e impedidas
de transitarem (Figura 2). As observagdes duraram 12.8 segundos por repeticdo, ou seja, 38.4
segundos por individuo. Os padrdes de vibragdes foram registrados pelo software VibSoft 4.6,

transformados em “sound track™ (.wav) e analisados pelo software Raven 1.4.

Além disso, os individuos foram preservados para realizar a Microscopia Eletronica de
Varredura do 6rgao estridulador, das estrias e da pars stridens para a comparagdo entre as
espécies. O perfil de estridulac@o das espécies foi realizado quando as fémeas nao fecundadas
eram submetidas a estresse, analisando os seguintes parametros: duracdo de sequéncia de
pulso (chirps), duracdo do intervalo (inter-chirps), duracdo do ciclo e as frequéncias

principais.
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Figura 1. Laboratoério de som do Centro de estudos de Insetos Sociais (CEIS), UNESP-Rio
Claro.

Figura 2. Registro da estridulacdo produzida por fémeas nao fecundadas de A. capiguara sob
condic¢do de estresse.

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk. Em seguida,
foram realizadas as seguintes andlises: Componentes Principais e Teste de Kruskal-Wallis

(BIOESTAT, 2011 e Programa PAST: HAMMER, et al. 2001).
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3.2.3. Resultados e Discussao

Os oscilogramas das quatro espécies analisadas diferem (Figuras 3 a 6); contudo o
perfil de estridulacdo € muito varidvel, diferindo entre si dentro de cada espécie e de cada
amostragem. Assim ao analisar os parametros de duracdo da sequéncia de pulsos, intervalo e
ciclo observam-se altos desvios padrdes, devido a grande variabilidade dos dados dentro das
espécies analisadas. Por exemplo, para A. sexdens rubropilosa a duragdo do pulso variou de
59.284+49.15 a 153.33+50.21 ms, para A. capiguara os valores foram de 60.37+42.35 a
131.57+74.73 ms, em A. laevigata a variacdo foi de 54.48+47.79 a 140.98493.63 ms,
enquanto que para A. bisphaerica os registros variaram ainda mais de 70.14+29.14 a
217.44+166.65 ms, portanto no comparativo entre as espécies ndo ocorreu diferenga
significativa (H=5.9298; p=0.1151) (Figura 7 e 8), ou seja ndo foi possivel detectar um

padrao.

Pela Anélise dos Componentes Principais, ndo foi possivel distinguir as quatro
espécies, pois as mesmas se apresentaram agrupadas (Figura 7), sendo que a componente 1
(duragdo do pulso) foi a variancia que mais contribuiu para esses dados com 44.14%; seguida
pela duracdo do intervalo com 39.86% de variancia. Ferreira et al. (2010) observaram algo
totalmente diferente, pois verificaram que os sinais acusticos sdo distintos para espécies
simpdtricas, juntamente com diferencas morfologicas e genéticas caracterizaram

Pachycondylla apicalis em um complexo de no minimo 6 espécies.

Durante o intervalo das estridulacdes ficou visivel na Figura 4 uma baixa amplitude
corroborando com os dados de Markl (1968) e o experimento 3.1 (padrdo de estridulacdo de
operérias de A. sexdens rubropilosa), em que durante o abaixamento do gaster, o plectro toca
pouco ou quase nada nas estrias da pars stridens. Para a anélise das varidveis separadamente,
a duracdo de inter-chirps nas espécies diferiu significativamente, sendo que A. sexdens
rubropilosa difere das demais, possuindo um intervalo maior entre chirps (H= 10.5732;
p=0.0143), por meio da Figura 5 € possivel visualizar isso no oscilograma. Quando foi
comparada a durag@o dos ciclos de estridulagdes das quatro espécies, ndo se verificou uma

diferencga significativa, H=6.3527; p=0.0957.

J4 em relacdo as frequéncias principais mensuradas, apenas Atta bisphaerica diferiu
das demais (H= 14.4546; p= 0.0019). A duragdo da sequéncia de pulsos é maior comparado

com as outras sauvas estudadas, apesar de ndo diferirem estatisticamente, sendo as
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frequéncias mais baixas nesta varidvel quando comparadas com as frequéncias das outras

espécies. Contudo, calculando a moda para todas as espécies, elas estridulam em 172.3 Hz.

O numero de estrias presentes no 6rgao estridulador também foi descrito para cada
espécie (Tabela 1, Figuras 9 a 13), apesar de ndo se saber o nimero de estrias que estdo
envolvidas na produgao da estridulacao, nota-se que para as cortadeiras de monocotiledoneas,
Atta capiguara e Atta bisphaerica, o nimero entre ambas é semelhante e difere entre as outras
duas espécies, uma que corta dicotiledonea (Atta sexdens rubropilosa) e a outra, A. laevigata

que corta tanto folhas largas como estreitas.

Talvez, existam outras varidveis do sinal estridulatério aqui ndo mensuradas que
diferenciem as espécies e/ou realmente o sinal quimico é o que mais caracteriza uma espécie,
como ja observado por Holldobler e Wilson (2009) que as considera como os insetos das
comunicacdes quimicas, pois o corpo das mesmas € repleto de glandulas exdcrinas com a
funcdo bdsica de produzir feromoOnios. Sendo assim, seus sinais SONOros pouco se
diferenciaram para um grupo derivado. Além disso, como descrito no capitulo 1, as quatro
espécies apesar de possuirem hidrocarbonetos em comum diferem qualitivamente e
quantivamente nestes compostos corroborando que os sinais quimicos podem ser mais

importantes do que os sonoros para formigas cortadeiras.

Holldobler e Roces (2001) em seus estudos evolutivos sobre a estridulagc@o, analisaram
que este sinal é importante em pequenas distancias para a comunicacao entre as operarias.
Contudo, quando o mesmo estd associado a sinais quimicos a resposta no numero de formigas
recrutadas € ainda maior. Deve-se também enfatizar que a casta estudada, fémeas ndo
fecundadas do género Aftta, apds a revoada e fundacdo colonial com modo claustral, exercem
atividades relativas as operdrias, além de cuidados com a prole, auto-limpeza e com o
simbionte; posteriormente ao desenvolvimento ergondmico, elas possuem a fun¢do primordial
de postura dos ovos. Sendo assim, elas podem nao desenvolver sinais mais elaborados que as
pudessem diferenciar quanto comparadas as castas operdrias, que possuem vdrias tarefas no
decorrer do seu tempo de vida, tais como: sair do ninho para a coleta e transporte de
substratos vegetais; processamento e incorporagdo desse material no fungo simbionte,
necessitando, portanto, ter seus meios de comunicacdo mais elaborados para a coordenacao e

desenvolvimento colonial do que as fémeas nio fecundadas.
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Figura 3. Perfil de estridulagdo de Atta laevigata, Atta capiguara, Atta sexdens rubropilosa e
Atta bisphaerica em 12.8 segundos, contendo vdrios ciclos. Legenda: Al - Atta laevigata; Ac -
Atta capiguara; As - Atta sexdens rubropilosa e Ab - Atta bisphaerica.
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Figura 5 Perfil de estridulacdo de Atta laevigata, Atta capiguara, Atta sexdens rubropilosa e
Atta bisphaerica em 1.1 segundos, contendo varios ciclos. Legenda: Al - Atta laevigata; Ac -

Atta capiguara; As - Atta sexdens rubropilosa e Ab - Atta bisphaerica.
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Figura 6. Perfil de estridulacio com detalhes das frequéncias principais de Atta laevigata,
Atta capiguara, Atta sexdens rubropilosa e Atta bisphaerica em 1.1 segundos. Legenda: Al -
Atta laevigata; Ac - Atta capiguara; As - Atta sexdens rubropilosa e Ab - Atta bisphaerica.
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Component 2

240 320 400

240

Component 1

Figura 7. Andlise dos componentes principais. Legendadas: Atta laevigata (amarela); Atta
capiguara (verde); Atta sexdens rubropilosa (rosa) e Atta bisphaerica (azul).
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Figura 8. Comparativo das médias da duracdo do tempo de estridulagdo para as espécies
estudadas. Legenda: Espécie 1- Atta sexdens rubropilosa; Espécie 2-Atta capiguara; Espécie
3- Atta laevigata; Espécie 4: Atta bisphaerica.



Tabela 1. Comparativo dos sinais sonoros entre quatro espécies de Atta sp.
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Espécie Chirps (ms) Intervalo (ms) Ciclo (ms) Taxa de Frequéncia N° de estrias
repeticiao do principal pulso
ciclo
(ciclos/segundos)
Atta laevigata 92.20+81.84 | 23.47+26,12 | 115.67+£100.93 9.18+2.40 257.04+£144.40 | 203.66+5.67
Atta capiguara 90.20+£57.83 26.96+20.54 116.69+61.37 8.85+1.65 244.85+138.61 | 167.16x12.18
Atta sexdens 98.076+£50.50 | 56.86+47.58 154+73.53 7.31+£2.60 276.04+144.40 183.3+£5.03
rubropilosa
Atta bisphaerica | 130.00£43.80 | 34.83£29.68 164.83+58.92 6.78+2.31 187.11+£63.92 167.5+£14.73

TM3000_0155

2011/06/01 11:52 AL D59 x40

2mm

Figura 9. Visdo geral do érgdo estridulador de A. bisphaerica. Legenda. Orgio
estridulador: 1. plectro - projecdo cuticular presente no tergito do 3° segmento
abdominal, ou seja, no pds-peciolo e 2. pars stridens - conjunto de estrias paralelas
presente no géster, que € o 4° segmento abdominal).
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TM3000_0685 2011/09/21 15144 AL D6.0 x180 500 um

Figura 10. Estrias do 6rgdo estridulador de A. bisphaerica.

TM3000_1614 2012/01/06 11:01 AL D4.4 x400 200 um

Figura 11. Estrias do 6rgao estridulador de Atta capiguara.
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TM3000_0162 2011/06/01 12:25 AL D6.5 x180 500 um

Figura 12. Estrias do 6rgdo estridulador de Atta laevigata.

TM3000_1550 201112115 14:28 AL D8.7 x400 200 um

Figura 13. Estrias do 6rgao estridulador de Atta sexdens rubropilosa.
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No item anterior deste capitulo, para operdrias, é possivel diferenciar Atta sexdens
rubropilosa de duas espécies intermedidrias, Trachymyrmex tucumanus € Trachymyrmex
fuscus e dentre as intermedidrias que apresentaram padrdes caracteristicos de estridulacdo
distintos entre elas. Assim, pode-se sugerir que a estridulacdo das operdrias, entre as espécies

de Atta pode ser especifica para cada espécie.

Assim, no presente trabalho, dentro do género Atffa, comparando as fé€meas nao
fecundadas das quatro espécies de ocorréncia no Estado de Sdo Paulo, ndo foi possivel
caracterizd-las por meio das varidveis estudas (duracdo de sequéncia de pulso (chirps),
duracdo do intervalo (inter-chirps), duracdo do ciclo e as frequéncias principais). Apesar da
duracdo do intervalo e as frequéncias principais descritas distinguirem duas espécies (A.
sexdens rubropilosa e Atta bisphaerica) respectivamente, porém, quando as mesmas sao

analisadas conjuntamente ndo ocorre diferenciacdo das satvas estudadas.
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3.3. Diferenciacao de castas de Atta sexdens rubropilosa (Hymenoptera: Formicidae) pelo
perfil sonoro.

Resumo

A producdo de um sinal sonoro pelas formigas mediam véarios comportamentos no
forrageamento, na defesa da col6nia e na construgdo do ninho. Levando-se em conta os
resultados obtidos anteriormente (item 3.2), onde fémeas ndo fecundadas das espécies do
género Atta ndo apresentaram distingdo clara entre elas, o objetivo do presente estudo foi
comparar a estridulacdo produzida entre as diferentes castas de uma mesma espécie. Para isso,
elas foram submetidas a condi¢cdes de estresse, ou seja, aprisionadas, sendo impedidas de
transitarem e tiveram seu padrdo de estridulacdo descrito. Castas de A. sexdens rubropilosa
foram analisadas: soldados, forrageiras, machos, fémeas nao fecundadas e rainhas, analisando
os seguintes parametros durante a estridulacdo: duracdo da sequéncia de pulsos (chirps),
intervalo entre chirps; além das frequéncias principais exibidas. O que se pode observar é que
ocorre um agrupamento entre castas reprodutoras e outro entre forrageiras e soldados. A
frequéncia principal observada foi de 172.3 Hz para as cinco castas estudadas. Por analise das
componentes principais, verificou-se que as varidveis mensuradas que contribuiram para esse
agrupamento foram a duracdo de chirps e a duracdo do intervalo: variancias para C1 de
76.74% e C2 de 19.03%. Este estudo permitiu verificar que as castas diferem entre si na
producdo da estridulacio quando submetidas a estresse, em grupamentos distintos: um de
castas reprodutoras (machos e rainhas) ou que poderiam desempenhar esse papel (fémeas nao
fecundadas) e outro, as que ndo se reproduzem, ou seja, operdrias (forrageiras e soldados).
Isso ocorre provavelmente devido ao papel que os individuos desempenham na colonia, além

talvez de suas diferencas morfoldgicas.

Palavras chave: estridulacdo, castas.
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3.3.1. Introducao
Dependendo da folha a ser forrageada: monocotiledoneas ou eudicotiledoneas e

magnoliideas, como fonte para o desenvolvimento do fungo simbionte, as operdrias de Atta
spp. diferem morfologicamente. Para as cortadeiras de monocotiledoneas as mandibulas s@o
fortes e curtas, enquanto as de eudicotiledoneas e magnoliideas possuem mandibulas mais
longas e menos robustas e sdo distintas no preparo do substrato e na arquitetura de ninhos

(ZAMITH, et al. 1961; FOWLER et al, 1986).

A divisdo de trabalho dentro da col6nia género Atta esta relacionada ao polimorfismo
em formigas cortadeiras, sendo que esse processo envolve uma série de tarefas especificas de
acordo com o tamanho corporeo do individuo (WILSON, 1980). Dentro de uma colonia j4 se
sabe que os sinais quimicos sdo de vital importancia, sendo intraespecificos e distintos entre
castas e dependendo do sinal emitido podem mediar diversos comportamentos, como por
exemplo, no forrageamento, a casta escoteira possui um padrdo comportamental que faz com
que ela localize a fonte e recrute outras operdrias e estas por sua vez, auxiliam na
amplificacdo do sinal de descoberta da fonte apropriada, com a remarcacio e manutencao das
trilhas quimicas, auxiliando, portanto, na eficicia do forrageio (JAFFE e DENEUBOURG,
1992).

Além dessa percepcdo quimica, outra forma de comunicacdo importante existente
nesta sociedade é por meio da estridulagio (ROCES et al., 1993; HOLLDOBLER e
WILSON, 2009). A estridulagdo ocorre durante a fricgdo de duas partes do corpo
esclerotizadas, sendo no caso das formigas os 3° e 4° segmentos abdominais resultando em

um som fragmentado (HOLLDOBLER e WILSON, 1990).

Nos estudos mais recentes sobre o tema, com Atfa sexdens, os pesquisadores
enfatizaram os comportamentos de forrageio, escavacdo e como esse sinal é transmitido
(ROCES et al., 1993; TAUTZ et al., 1995; ROCES e HOLLDOBLER, 1995; ROCES e
HOLLDOBLER, 1996; ROCES e TAUTZ, 2001). Em trabalhos mais antigos descreveram o
orgdo estridulador e o perfil sonoro de apenas duas espécies, sendo elas, Atta cephalotes e
Acromyrmex octospinosus (MARKL, 1965; KERMARREC et al., 1976; MARKL, 1968).
Portanto, o presente estudo tem como objetivo caracterizar as distintas castas de Atta sexdens
rubropilosa pelo perfil de estridulacdo, e compreender melhor como isso pode influenciar nos

comportamentos que os sinais acusticos mediam.
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3.3.2. Material e Métodos
O estudo foi realizado no Centro de Estudos de Insetos Sociais (CEIS), Instituto de

Biociéncias - UNESP - Rio Claro. Para isso utilizou-se 10 individuos de cada casta: fémeas
fecundadas, fémeas ndo fecundadas, machos, forrageiras e soldados; sendo amostradas de
duas colonias diferentes (5 de cada), sendo trés repeticdes das estridulagdes para cada
individuo. Os individuos foram coletados em dois ninhos distintos no municipio de Rio Claro
antes da revoada e as rainhas foram capturadas 7 dias ap6s a fecundagdo. Foram levadas ao

laboratério (CEIS), submetidas a estresse e tiveram suas vibracdes registradas.

O registro das vibragdes sonoras foi realizado com o auxilio de um vibrometro a laser,
modelo PDV 100 Polytec que foi apontado para o géster dos individuos, quando os mesmos
estavam submetidos a condi¢des de estresse, ou seja, foram aprisionados, sendo impedidos de
transitarem. As observagdes duraram 12.8 segundos por repeti¢do, ou seja, 38.4 segundos por
individuo, os padroes de vibracoes foram registrados pelo software VibSoft 4.6,
transformados em “sound track” (.wav) e analisados pelo software Raven 1.4. Os parametros
temporais avaliados foram: chirps (conjunto ou sequéncia de pulsos), inter-chirps (intervalo
entre chirps), ciclos (chirps + intervalo), taxa de repeticdo dos ciclos/segundos e frequéncia
principal. Os dados foram submetidos as Analises de Componentes Principais (Programa

PAST: HAMMER, et al. 2001).



131

3.3.3. Resultados e Discussao
Os dados permitiram verificar que as castas reprodutoras se distinguem das outras nos

fatores que norteiam o tempo e as frequéncias principais amostradas (Figura 1). Por meio da
Figura 1, é possivel visualizar que as castas reprodutoras possuem um intervalo de tempo
menor dentre todas; ja forrageiras e soldados, apresentam a duracdo de chirps menor € o
intervalo maior, seguindo o padrdo descrito para formigas e outros insetos, € estas mesmas

castas possuem as frequéncias maiores quando comparadas as fémeas e machos reprodutores.

Geralmente para insetos, a duragcdo do intervalo entre chirps é maior, contudo para os
reprodutores de Atta sexdens rubropilosa o mesmo ndo foi observado, ou seja, apds o
levantamento do gaster que gera a estridulagdo quando o plectro entra em atrito com as pars
estridens, ocorre o abaixamento do géster e posteriormente novo levantamento e assim, uma
nova sequéncia de pulsos. Este intervalo entre chirps é mais rdpido do que o observado para
outras espécies de formigas e para as outras castas (forrageiras e soldados) estudadas no
presente trabalho. Mas vale ressaltar que a maioria dos estudos com outras formigas foram
realizados com a casta operdria, e em Atta cephalotes e A. octospinosus (KERMARREC et al.
1976; MARKL, 1968) ndo foram mensurados os intervalos de chirps dos reprodutores

estudados.

Por meio dos dados do presente trabalho, nota-se que os reprodutores possuem a
capacidade de repetir mais vezes o movimento, em fémeas ndo fecundadas a taxa de repeticao
do ciclo dado em ciclos/segundos € de 7.31+2.60; para as rainhas é de 7.12+1.52 e em machos
7.01£1.95. A taxa de repeticdo para os ndo reprodutores é de 5.96x1.11 para operdrias e
6.88+1.83 para soldados. Para Acromyrmex octospinosus a taxa de repeticdo de
chirps/segundo foram medidas, em rainhas, sendo 7.05 (KERMARREC et al., 1976), porém

estas medi¢Oes foram feitas com microfone e ndo vibrometro como no presente estudo.

Em relacdo as frequéncias, em soldados esta variou de 86.1 a 689.10 Hz, sendo que os
nove individuos tiveram os sinais dominantes em 172.3 Hz (76.60%), apenas uma amostra
teve 70% do sinal estridulatorio em 86.1 Hz. Para as forrageiras, o minimo e a frequéncia
dominante foi de 172.3 Hz (63.27%), sendo o maior valor de 861.3 (1.47%) Hz. Nos outros
trés individuos, a frequéncia dominante também foi de 172.3 Hz (93.56 % fémeas ndo
fecundadas; 73.33% rainhas e 71.87% machos); para fémeas fecundadas a frequéncia nao

ultrapassou de 512.5 Hz, para machos 344.5 e em fémeas ndo fecundadas 861.3 (Figura 2).
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Para fémeas nao fecundadas de Atta laevigata, Atta sexdens rubropilosa, Atta capiguara e
Atta bisphaerica no estudo anterior (item 3.2) observou-se a mesma frequéncia dominante

registradas no 6rgao estridulador de 172.3 para as quatro espécies.

Em estudos com Atta cephalotes verificou-se que a faixa de frequéncia variou de 700 a
1000 Hz, com extremos de 540 e 2640, ja para Acromyrmex octospinosus a variacao foi de
200 a 300 Hz (Markl, 1968), estas frequéncias observadas foram feitas com medi¢des por
meio de microfone, via aérea. J4 para o presente estudo, em A. sexdens rubropilosa, a faixa de

caracterizacdo em que as castas estridularam nao excedeu de 861 Hz.

Para soldados de Atta cephalotes quando impedidos de transitarem livremente
produziram um grupo de pulsos (denominagdo que o pesquisador utilizou para chirps) de 39 a
50 milissegundos (Markl, 1965), em A. sexdens rubropilosa a média foi de 70.37 da duragdo
de chirps e 89.63 para inter-chirps (Figura 1). Ja para as operdrias ao se comparar com A.
cephalotes, Markl (1968), dividiu as operarias em quatro classes de tamanho, obtendo valores
de 17.50 a 84.8 milissegundos, com intervalos que variaram de 84.8 a 218.6 milissegundos
para operdrias de 3.0 a 15 mm. Mas de uma maneira geral, o0 mesmo autor descreve que
obteve uma variacdo de 40 a 50 milissegundos na durag@o de chirps e um intervalo de 100 a
150 milissegundos tanto para A. cephalotes quanto para Acromyrmex octospinosus (MARKL,
1968). No presente estudo para A. sexdens rubropilosa a média de duragdo de chirps foi de
73.18 e o intervalo de 110.12 milisegundos, tendo assim esta espécie, um tempo maior de
chirps (Figura 1), um pouco fora dos limites para as duas espécies descritas do género por
Markl (1968), contudo, deve ser levado em consideracdo que as metodologias de medicdes

foram distintas.

No presente estudo, as estrias do 6rgdo estridulador das castas ndo foram mensuradas,
mas em um experimento anterior (item 3.1), foi verificado que as operdrias fazem uso em
média de 19.33+5.03 das estrias da pars stridens, ja para Atta cephalotes, o nimero de estrias
presentes no 6rgao das operdrias variou de 78 a 85, dependendo da classe de tamanho das
mesmas, porém ndo foi caracterizado o nimero de estrias envolvidas na estridulacio

(MARKL, 1968).

Em fémeas ndo fecundadas de Atta sexdens rubropilosa, a média de estrias presentes
no orgao estridulador foi de 183.3+5.03 (item 3.2), mas o numero de pulsos ndo foi

contabilizado, sendo a média da duracdo de chirps de 96.71£27.41 milissegundos; em A.
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cephalotes contabilizou-se 126 estrias na pars stridens, com duracdo dos chirps de 128
milissegundos e para os machos 83 milissegundos e o inter-chirps como jia mencionado, ndo
foi caracterizado (MARKL, 1968). Kermarrec et al. (1976) para Acromyrmex octospinosus
realizou a morfologia do 6rgao estridulador, medindo o raio da pars stridens e comparou-os
entre castas, sendo maior para as rainhas, 394, seguido pelos machos 304 e entre as operdrias

variou de 52 a 176, dependendo do tamanho da operdria.



134

\ 4
A
v

X:96.71% 27.41ms X:50.3+ 23.7ms

1. Fémea fecundada

»
Ll |

v

X: 98.76% 50.50ms X: 56.86+47.58 ms

2. Fémea nao fecundada



135

A
v
A
v

X:100.25+ 28.53 ms X:55.23+34.19 ms
3. Macho

A
v
A
v

X:73.18.25+ 16.47 ms %:110.12+25.12ms

4. Forrageira

v

X:70.37+ 6.66 ms X: 89.63.25+ 34.14 ms

5. Soldado

Figura 1. Oscilograma de um sinal acustico produzido por diferentes castas de A. sexdens
rubropilosa. Legenda a — chirps; b — Intervalo entre chirps.
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325.26%170.37 Hz

196.62 + 35.93

Figura 2. Perfil de estridulagdo com detalhes das médias de frequéncias principais e desvios
padrdes de diferentes castas de A. sexdens rubropilosa. Legenda: FF — Fémea fecundada; FN
— Fémea ndo fecundada; MM — Machos; FO- forrageiras; SO - Soldados. Em A, 12.8
segundos de frequéncias principais e em B, 0.008 segundos.
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Component 3

480

Component 1

Figura 3. Andlise das componentes principais. Componente 1: duracio do pulso; componente
3: duracdo do ciclo (variancias para C1 de 76.74% e C2 de 19.03%). Legenda 1. Fémeas nao
fecundadas; 2. Fémeas fecundadas; 3. Machos; 4. Soldados e 5. Forrageiras.
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Os ciclos (chirps + intervalo), também foram caracterizados, sendo as médias:
180.98+24.81 - forrageiras; 155.59+45.44 - soldados; 154.38+58.14 - machos; 154.94+73.53 -
fémeas nao fecundadas e 147.01£36.82 - rainhas. Por meio da Andlise das Componentes
Principais foi possivel observar um agrupamento das castas reprodutoras e outro dos soldados
e forrageiras. As componentes que contribuiram para esse agrupamento foram a duracdo da
sequéncia de pulsos e a duracdo do intervalo, variancias para C1 de 76.74% e C2 de 19.03%,
respectivamente, embora graficamente as componentes que melhor ilustram sao chirps e o

ciclo (C3).

Como ja discutido no experimento anterior (3.2), as rainhas e as que seriam futuras
rainhas (fémeas que foram coletadas antes da revoada), a maior parte de sua vida irdo
permanecer enclausuradas. Assim, o sinal de estridulacdo € distintamente utilizado por elas
quando comparadas com as operdrias, pois mediam comportamentos especificos para estes
individuos que serdo apenas executados no interior do ninho pés- revoada. Elas irdo interagir
com operdrias, quando estas castas reprodutoras, necessitarem de alimentacdo, limpeza e
auxilio pds-postura, por exemplo. Para machos, talvez os sinais acusticos aliados aos sinais

quimicos, possam ter algum papel também durante o momento da revoada.

Ja as forragerias, que atuam efetivamente na colOnia, para a coleta, transporte e
processamento do material vegetal para seu fungo simbionte, necessitam de mais ferramentas
que aliadas ao sinal quimico aumentem a eficiéncia também em campo e na manuten¢do
colonial, assim como os soldados que estdo auxiliando durante o forrageamento, sendo
responsaveis pela defesa colonial. Ambos os individuos estdo agrupados no mesmo padrao de

emissao sonora que deve estar diretamente ligado as tarefas que eles desempenham.

Outro ponto a ser levantado € devido a massa corpérea e a morfologia do 6érgao
estridulador, fatores estes que devem ter contribuido para este agrupamento de castas. Estudos
que entendam os significados bioldgicos que sdo mediados pelo som produzidos sdo
necessdrios, além de maiores esclarecimentos sobre a morfologia do 6rgdo estridulador, ou
seja, o numero de estrias presentes para cada casta e o ndmero de pulsos por chirps
envolvidos no processo para a caracterizagdo da espécie de Atta sexdens rubropilosa, embora

os dados coletados tenham sido suficientes para o agrupamento das castas.
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Assim, o presente trabalho verificou que por meio da estridulacdo, é possivel separar
as castas de Atta sexdens rubropilosa. Um grupo é representado por forrageiras e soldados e

outro por machos, rainhas e fémeas nao fecundadas.
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3.4 Sinais sonoros das operarias de Arta laevigata (Hymenoptera: Formicidae) durante o
processamento de substrato no fungo simbionte

Resumo
A comunicacdo entre as formigas cortadeiras se dd por meio da interagdo quimica e

por som, ambas importantes no complexo sistema social destes insetos. Varios estudos ja
foram feitos sobre a importancia da estridulacio mediando vérios comportamentos, porém,
foram realizados para poucas espécies de formigas cortadeiras e em relacdo ao processamento
do substrato nada se tem descrito. Assim, para A. laevigata, registrou-se 0s comportamentos e
as vibracoes produzidas pelas operarias no material vegetal, no momento do processamento
de Eucalyptus sp. no fungo simbionte. Observou-se a média da frequéncia dominante, o
nimero de formigas desempenhando determinada fun¢do e a duracdo de chirps envolvidas. A
frequéncia registrada no substrato variou de 400 a 1400 Hz, sendo a média da duracdo da
sequéncia de pulsos registrada de 13.37+0.005 ms, ja a média da frequéncia principal foi de
773.86+157.25 Hz e de 1 a 27 chirps por segundo. Além disso, a média de 3.26 individuos foi
observada desempenhando determinado comportamento no substrato vegetal, sendo o ato de
lamber o mais frequente. Por meio dos oscilogramas foi possivel observar que a amplitude
dos sinais dos registros dos substratos variou conforme os comportamentos exibidos pelas
operdrias. A estridulagcdo das operdrias durante o processamento do material vegetal permitiu
o recrutamento de outros individuos para a fonte, pois por mais que o material se
fragmentasse, um nimero constante permaneceu dispondo de atos comportamentais para a

incorporagdo do vegetal no simbionte.

Palavras chave: Arfa, comunicagdo, som
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3.4.1. Introducao
A estridulagdo realizada pelas formigas possui diversas fungdes, tais como: alarme,

recrutamento e a coordenagdo de atividades no ninho (escavag¢do, mudanca de local e
forrageamento) (HICKLING e BROWN, 2000; RAUTH e VINSON, 2006; MERCIER et al.,
2007; MENZEL e MARQUESS, 2008). Nas espécies inseridas na tribo Attini, ou seja, em
formigas cultivadoras de fungo, alguns pesquisadores descreveram este sinal sonoro tendo
como fung¢do no forrageio e no recrutamento de operdrias seja para fontes de substrato vegetal
atrativo ou em resposta a sinais de perigo (ROCES et al., 1993; TAUTZ et al., 1995; ROCES
e HOLLDOBLER, 1995; ROCES e HOLLDOBLER, 1996).

Os sons sdo produzidos pelo atrito entre as mandibulas, partes do corpo e ainda por
meio de um 6rgio especializado, denominado 6rgdo estridulador (HOLLDOBLER e
WILSON, 1990; HICKLING e BROWN, 2000; MENZEL e MARQUESS, 2008). Este sinal é
detectado pelas operdrias por vibragdes sonoras propagadas pelo substrato onde se encontram.
Aparentemente, elas utilizam as pernas para isso, mas em alguns casos existem pelos
modificados que fazem esta captacdo (ROCES e TAUTZ, 2001). Mas outra hipétese afirma
que a captacdo € feita via drea pelas sensilas tricodeas (HICKLING e BROWN, 2000).

De acordo com a hipotese de Roces e Tauz (2001) em curtas distancias, a estridulacio
€ um mecanismo importante no recrutamento de operdrias para o empenho na coleta de um
material vegetal adequado. Assim, dependendo da qualidade destas folhas, mais operdrias sao
recrutadas para a fonte por meio da vibracdo; contudo, este sinal é potencializado quando
aliado a feromodnios de trilha (HOLLDOBLER e ROCES, 2001). Outro comportamento
observado foi a estridulacio em forrageiras no momento em que ajeitam as folhas para
retornarem ao ninho com o substrato. Quando isso ocorre, operdrias minimas sobem nestas
castas e consequentemente uma cede a carona e a outra a protege durante o trajeto de forideos

parasitéides (ROCES e HOLLDOBLER, 1995).

Assim, jé se sabe o papel da estridulacao durante o forrageamento do material vegetal.
Entretanto, com relagdo ao preparo do substrato, no fungo simbionte nada se tem descrito.
Portanto, o objetivo do presente estudo foi caracterizar a vibracdo gerada pelos sinais
estridulatorios das operdrias durante o processamento do material vegetal para a incorporacao
no simbionte de Atta laevigata considerando que a transmissdo de informagdo seja realizada

via substrato.
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3.4.2. Material e Métodos
O experimento foi conduzido no Centro de Estudos de Insetos Sociais (CEIS),

Instituto de Biociéncias - UNESP - Rio Claro. Para isso utilizou-se uma subcoldnia
(aproximadamente 0,3 mL de fungo) de Atta laevigata disposta em uma caixa de acrilico (30
x 20 cm) transparente. Foi ofertado para as operdrias 2 folhas de Eucalyptus sp. e foram
registradas as vibracdes do substrato durante o processamento do vegetal no fungo simbionte
a cada 10 minutos. Este acompanhamento foi realizado desde o corte até o inicio da
incorporacdo do material, também foi quantificado o nimero de formigas presentes nos
substratos analisados e os comportamentos desempenhados por elas. Os comportamentos

observados foram de acordo com os descritos por Andrade et al. (2002).

O registro das vibragdes sonoras foi realizado com o auxilio de um vibrometro a laser
modelo PDV 100 Polytec que foi apontado para o substrato no decorrer de seu
processamento. As observacdes duraram 5 segundos e os padrdes de vibragdes foram
registrados em pdv, transformados em “sound track” (.wav) e analisados pelo software
VibSoft 4.6 e Raven 1.4. Os parametros analisados foram: duracio de chirps, inter-chirps e

média da frequéncia dominate.
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3.4.3. Resultados

A frequéncia variou de 516.8 a 866.62 Hz de uma forma geral, ndo separando por
comportamento executado e nimero de formigas envolvidas, sendo a média da frequéncia
principal de 773.86+157.25 Hz e a média da duracdo da sequéncia de pulsos no substrato foi
de 13.37£0.005 ms. O experimento durou 2 horas e 20 minutos, sendo as amostras obtidas em
intervalos de 10 minutos, totalizando 15 registros de 12.8 segundos (Figura 1 e 2A e B). O
comportamento de lamber o substrato foi o mais frequente com maior nimero de formigas
desempenhando esta tarefa, os outros comportamentos descritos foram: cortar a folha,

preguear a folha no fungo simbionte, repicar a folha e imobilidade das operarias em cima da
folha (Figura 3).
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Figura 1. Numero de operdrias de Atta laevigata processando FEucalyptus sp. para ser

incorporado no fungo simbionte e as vibracdes detectadas na folha: frequéncia dominante e
duracdo de chirps nas quinze observagoes.
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Figura 2A. Oscilograma de um sinal actstico produzido por operdrias de Atta laevigata
registrado na folha de Eucalyptus sp. durante o processamento do material vegetal em 12.8
segundos. A. vibracdo no substrato com quatro operdrias estridulando enquanto lambem a
folha; B. vibrac@o no substrato com trés operdrias estridulando enquanto repicam a folha; C.
vibragao no substrato com 1 operaria estridulando enquanto corta a folha.
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Figura 2B. Oscilograma de um sinal acustico produzido por operdrias de Atta laevigata
registrado na folha de Eucalyptus sp. durante o processamento no fungo simbionte em 200
milissegundos. A. vibra¢do no substrato com quatro operérias estridulando enquanto lambem
a folha; B. vibracdo no substrato com trés operdrias estridulando enquanto repicam a folha; C.
vibragdo no substrato com 1 operaria estridulando enquanto corta a folha.



148

6
5t o
41 o o o
(2]
©
2
E 3 o o o o o o o +
2
()
©
o
o 2 ° o +
S
S
z
1 * o
0 pO +010 +00 +040 1040 +040 +00 1O DO+ 0 +0K  +0H0 00 +O:HID O o0 9|
[ CORTAR
1 0l PREGUEAR
- . . . . . . . . . . . . . . — & LAMBER
1 2 4 7 1 11 12 1 14 1 —
3 5 6 8 9 0 3 5 I REPICAR
Observ acoes [e] IMOBILIDADE

Figura 3. Numero de operdrias de Atta laevigata processando duas folhas de Eucalyptus sp.
no fungo simbionte e os comportamentos registrados.

Na primeira observacdo com 4 operarias lambendo, as chirps variaram de 16 a 21 por
segundo, cujo substrato era maior, sendo o nimero de chirps por segundo maior nesta
observacdo quando comparado com os outros registros. Observou-se também uma variagdo

no nimero de chirps/segundos conforme os comportamentos descritos (Tabela 1).
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Tabela 1. Chirps por segundo observados durante a estridulacdo de A. laevigata realizando
distintos comportamentos durante o processamento de folhas de Eucalyptus sp.

Observacdes | Chirps/segundo* | Comportamentos/niimero de operdrias

1 16 a 27 Lamber a folha/ 4

2 l1a22 Lamber a folha/ 3

3 la7 Lamber a folha/ 3

4 6al7 Lamber a folha/ 3

5 lal7 Lamber a folha/ 3

6 4al8 Lamber a folha/ 4

7 1a9 Lamber a folha/ 3

8 lal8 Cortar a folha/l e Imobilidade sob a folha/2
9 la7 Lamber a folha/ 3

10 lal3 Preguear Folha/l e Lamber a folha/ 3
11 2a9 Lamber a folha/ 3

12 1a9 Lamber a folha/ 2

13 4al3 Repicar a folha/ 2

14 la3 Repicar a folha/ 3

15 1a9 Lamber a folha/ 4

*Varia¢do no numero de chirps emitidos durante a vibragcdo do substrato em 12.8 segundos
por amostra analisada.
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3.4.4. Discussao

O que se pode analisar por meio dos oscilogramas sdo as distintas vibra¢des no
substrato de acordo com o comportamento executado pelas operdrias, observando que as
amplitudes sdo distintas em um dado comportamento (Figuras 2A e B). Apesar de nas
observacoes, verificar o comportamento de preguear, como ele estava sendo executado
juntamente com outras operdrias que estavam lambendo, ndo se pode caracterizar um

oscilograma em que as operdrias estavam apenas pregueando a folha.

No primeiro registro das vibracdes no substrato, a duracdo de chirps foi maior que
16.97 ms, com quatro operdrias lambendo a folha, no decorrer dos outros registros a duragdo
variou de 11.32 a 14.88 ms, apresentando um padrdo constante. Para Atta colombica quando
as operdrias estridulam com movimentos das mandibulas no solo, elas recrutam outras para a
regido da escavacdo (Pielstrom e Roces, 2005). No presente estudo com A. laevigata o
numero de operdrias durante o processamento do substrato se manteve praticamente constante
ao longo das observacdes, mesmo quando os fragmentos diminuiram em tamanho. Talvez
com a estridulacdo e o uso desta fonte como recurso alimentar tenha contribuido para este
comportamento, contudo, esta € uma hipdtese apenas, pois ndo foram marcadas quais
formigas estavam desde o inicio do processamento e quantas foram recrutadas para dar

continuidade, fato este que deve ser esclarecido.

Os sinais vibratérios consistem em uma longa série de pulsos repetitivos denominados
de chirps e cada pulso é resultante do 6rgdo estridulatério das operarias. Contudo, a
comunicacdo entre elas se di pela vibracdo transmitida por meio do substrato, segundo a
hipétese de alguns pesquisadores. Roces et al. (1993), em Atta cephalotes observou que a taxa
de repeticdo de sinais estd entre 2 e 20 chirps/segundo, ja para A. laevigata, os chirps
variaram de 2 a 21 por segundo. Porém, a via de captacdo do som deve ser melhor definida;
nestes trabalhos € possivel afirmar que ocorre a vibracdo do substrato em consequéncia da
estridulacdo das formigas, mas serd que as formigas captam pelas pernas, via substrato ou
pelas antenas, via aérea, ou ainda com ambas as vias e estruturas corpdreas? Mais estudos sao
necessarios para investigar este processo, porém no presente estudo € possivel afirmar que no
substrato existe um sinal e que este ¢ em uma boa frequéncia, sendo necessdrio caracterizar
via aérea este sinal para fins comparativos € em uma metodologia que explore esses sinais,

isolando o quimico que também pode ser efetivo nessa interagao.
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A estridulagdo é uma importante ferramenta para as formigas no recrutamento a curtas
distancias, permitindo que novas operdrias encontrem a fonte do recurso alimentar e
dependendo da qualidade alimentar o ndmero de chirps pode aumentar ou diminuir como ja
descrito por Roces e Holldobler (1996). Assim, como no processamento do substrato os
nimeros de chirps emitidos foram maiores no inicio quando comparadas as outras
observacdes, no entanto as operdrias nao pararam de estridular e possivelmente foi o que
manteve um nimero constante de formigas durante o processamento. Portanto, pode-se
observar que no decorrer do experimento, o nimero de emissdo de chirps por segundo

diminuiram, quando o substrato ja se apresentava fragmentado.

Assim, o presente estudo permite verificar que existe uma variagdo na emissdo de
sinais durante o processamento vegetal e sdo distintos conforme as formigas estridulam e
desempenham um ato comportamental enquanto preparam o substrato para ser a incorporado

em seu simbionte.
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CONSIDERACOES FINAIS
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A comunicac@o nos insetos sociais € a esséncia das interacdes sociais. As formas de
comunica¢do nas formigas sdo extremamente varidveis, embora, sdo consideradas como o0s
insetos das comunicacdes quimicas, outra importante forma € mediada por som produzidos
pelo atrito entre as mandibulas, partes do corpo e ainda por meio de um 6rgdo estridulador

destes insetos.

As formigas do género Affa apresentam uma das sociedades mais complexas que
existe, tanto pelo nimero de individuos, como pela existéncia de um sistema de castas, onde
ha polimorfismo e polietismo etario. Desta forma, analisar os comportamentos mediados por
substancias quimicas, especificamente o reconhecimento entre espécies e sinais sonoros, foi
de vital importancia para o entendimento dessa sociedade. No presente estudo, observou-se
que os sinais quimicos e sonoros sao importantes para as interagdes sociais, desempenhando

diferentes papéis.

Para fémeas ndo fecundadas verificou-se que os sinais quimicos sdo espécie-
especificos, porém quanto aos sinais sonoros nao existiu especificidade para as espécies
comparadas (Atta sexdens rubropilosa, A. capigura, A. bisphaerica e A. laevigata). No
entanto, entre as castas de uma mesma espécie (Atta sexdens rubropilosa) ocorreu um
agrupamento das reprodutoras e outro para soldados e forrageiras. Portanto, com base nos
experimentos realizados, sugere-se que a estridulacdo estd relacionada com a dinamica
colonial para as tarefas executadas por cada casta e os sinais quimicos mediam o

reconhecimento entre espécies.

Os sinais quimicos também influenciaram no material a ser forrageado, visto que,
devido a composi¢do quimica, as formigas fazem uso ou ndo de determinada fonte vegetal.
Além disso, as operdarias disporam de mais tempo no processamento da planta mais atrativa
para a incorporacio no seu simbionte. Mas, sugere-se que neste caso, no comportamento de

pos-selecao durante o processamento sdo mais mediados por sinais sonoros.

Com relacdo aos sinais sonoros ja se sabe que eles mediam o forrageamento a
pequenas distancias, recrutando forrageiras a fontes mais atrativas e notou-se no bioensaio das
vibragdes produzidas no substrato pela estridulagdo das operdrias que este mecanismo pode

ser atuante durante o processamento e incorporagdo do vegetal no simbionte, interagindo com
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companheiras do ninho na execu¢do das tarefas realcionadas aos atos comportamentais para

incorporar o substrato vegetal no fungo simbionte.

Portanto, as formas de comunicacdo em formigas cortadeiras desempenham papéis a
priori distintos, mas também podem refor¢ar um tipo de sinal mediado, e isso é um dos

motivos que pode contribuir para o sucesso ecoldgico atingido por elas.
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Os hidrocarbonetos cuticulares sdo distintos quando comparados entre castas
tempordrias de Atta sexdens rubropilosa, A. laevigata, A. capiguara e A.
bisphaerica, sendo um método alternativo para complementar a identificacao

destas espécies;

Fragmentos foliares de Acalypha wilkesiana e Virola sebifera sao atrativas para

Atta sexdens rubropilosa;

Fragmentos foliares de Tocoyena formosa senescentes nao foram atrativos para

Atta sexdens rubropilosa;

Compostos quimicos e auséncia de repelentes nos fragmentos foliares de Acalypha
wilkesiana favoreceram a selecdo da mesma por operdrias de Atta sexdens

rubropilosa;

A auséncia de compostos repelentes em folhas de Virola sebifera (novas e
senescentes), Scheflera vinosa (novas e senescentes) e Tocoyena formosa (novas),
permitiu que as operdrias de Atta sexdens rubropilosa, fizessem uso destas plantas

processando-as e incorporando-as no seu fungo simbionte;

Os hidrocarbonetos epicuticulares presentes em Virola sebifera, Tocoyena
formosa, Acalypha wilkesiana e Scheflera vinosa sdo atrativos para Atta sexdens

rubropilosa;

Os tricomas de folhas jovens de Virola sebifera sdo atrativos para operarias de
Atta sexdens rubropilosa, porém dependendo da quantidade destas estruturas elas

podem ser toxicas;



*

159

Os tricomas de folhas senescentes de Virola sebifera ndo sdo atrativos para

operérias de Atta sexdens rubropilosa

A separacdo de espécies de formigas basais, Trachymyrmex fuscus e
Trachymyrmex tucumanus € possivel pelo padrao sonoro, assim como a distin¢ao

entre uma espécie mais derivada, Atta sexdens rubropilosa;

Nao foi possivel distinguir as fémeas ndo fecundadas de Atta sexdens rubropilosa,

A. laevigata, A. capiguara e A. bisphaerica pelo padrao de estridulagdo;

O perfil de estridulagdo de castas reprodutoras é distinto quando comparado com

operérias e soldados de Atta sexdens rubropilosa;

Durante o processamento do material vegetal as vibragdes das operdrias de Atta
laevigata, diferem conforme o comportamento descrito e este sinal se mantém

constante durante todo o processamento do substrato.
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