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RESUMO

SILVA, Shénia Santos; D.Sc. Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro. Dezembro de 2012. Comportamento de territorialidade em Acromyrmex
subterraneus subterraneus Forel, 1893 (Hymenoptera: Formicidae). Orientadora:
Ana Maria Matoso Viana Bailez. Coorientador: Omar Eduardo Bailez e Conselheira:
Denise Dolores Oliveira Moreira.

O objetivo desse trabalho foi verificar a ocorréncia de marcacao de territério em
Acromyrmex subterraneus subterraneus. Para observar os comportamentos de
territorialidade operarias de 4 ninhos foram expostas a arena de forrageamento
explorada pela propria col6nia, a arena de forrageamento n&do explorada e a arena
de forrageamento explorada por operarias de outras colénias. Em um segundo
experimento duas colonias foram expostas a arenas de forrageamento nao
exploradas, explorada por sua prépria colbnia com ou sem a presenca de
individuos heterocoloniais. Em arenas de forrageamento exploradas por individuos
da prépria colénia e em area sem exploracdo o comportamento que ocorreu com
maior frequéncia foi o de arraste de abdome - friccionamento da extremidade do
abdome na superficie. Quando encontraram intrusas nas proprias arenas as
operarias apresentaram arraste de abdome com inclinacdo de cabeca e
curvamento de abdome - cabeca abaixada e abdome curvado para baixo. Para
identificar o local onde é feita a marcacao do territério as proximidades da entrada
do ninho, a trilha, as margens da trilha e a arena de forrageamento foram forradas
com papel filtro, cortados em pedacos de 5 cm? e colocados em trilha

heterocolonial. A abertura de mandibula, curvamento de abdome, mordida e
vii



carregamento do papel foram mais frequentes em marcacfes da trilha
heterocolonial e suas margens. Para esclarecer se o comportamento de territorio
envolve classes especificas de operéarias foram feitos extratos de glandula de
Dufour de operéarias de cépsulas cefélicas de 0,8 a 1,0 mm (Cl1), 1,2 a 1,5 mm
(C2),1,6 a20mm(C3)e 21a24mm(C4). Cinco formigas foram colocadas em
uma arena com papel filtro impregnado com 0,1 mL de extrato de glandula de
Dufour, a uma concentracdo de 10 glandulas/ mL. Os comportamentos foram
observados por 5 minutos. O extrato de operarias da classe 2 desencadeou maior
resposta de curvamento de abdome em operarias da classe 3 e o extrato de
operérias da classe 3 em individuos das classes 2, 3 e 4. As classes operarias
maiores responderam com maior frequéncia de abertura de mandibula a todos os
estimulos. Os extratos de glandula de Dufour foram analisados através da
cromatografia gasosa aliada a espectrometria de massas (CG-EM) e foram
encontrados hidrocarbonetos de cadeia longa. Acromyrmex subterraneus
subterraneus reconhece e efetua marcacdo quimica do seu territério, 0 que se
expressa com comportamentos especificos. A marcacdo é realizada através de
substancia liberada pela glandula de Dufour. As operarias da classe 3 séo
provavelmente as maiores responsaveis pela marcacdo e reconhecimento de

territorio.
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ABSTRACT

The aim of this study was to verify the occurrence of territorial marking in
Acromyrmex subterraneus subterraneus. In order to observe whether workers
recognize the territory workers of 4 nests were exposed to foraging site with their
own colony mark as well as without it, and with the mark of workers from other
colonies. In the second experiment two colonies were exposed, consecutively, to
foraging site without any mark, with their own colony mark and with their own colony
mark with intruders. In foraging site marked with individuals of the colony itself as
well as in the unmarked land, workers had a higher frequency of abdominal drag -
rubbing the tip of the abdomen. When they found intruders, the resident workers
presented abdominal drag with head tilt and abdominal bend - head downwards and
abdomen bent. In order to identify the location where the territorial mark is
performed, the nest entrance, the main forage trail and its margins as well as the
foraging site were lined with filter paper cut in 5 cm? pieces and placed in hetero
colonial trail. The mandible opening, abdominal bend, bite and paper loading were
more frequent in hetero colonial main-trail mark and its margins. To clarify the role
of workers’ classes in territorial behavior, extracts from each class of worker were
made: 0.8 to 1.0 mm (C1), 1.2 to 1.5 mm (C2), 1, 6 to 2.0 mm (C3) and 2.1 to 2.4
mm (C4). Five ants and a disk of filter paper impregnated with 0.1 ml of extract, the
concentration of glands 10 / ml were placed in an arena. Their behavior was
observed for 5 minutes. The extract of class 2 triggered better response to
abdominal bend in workers of class 3 as well as the extract of class 3 to individuals
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in classes 2 and 3. The workers of classes 2, 3 and 4 responded with more frequent
abdominal bend to the extract of class 3. The major classes of workers responded
with a higher frequency of mandible opening to all extracts and the solvent. The
constituents of the extracts (concentration of 20 glands / 0.3 ml) were analyzed by
gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS). In Dufour’s gland
extract long-chain hydrocarbons were found. Therefore, we concluded that this
species recognizes and chemically marks their its territory by developing specific
behavior. The territorial mark is carried out through the substance released by
Dufour’s gland. The workers of class 3 are probably responsible for the territorial

recognition and marking.



1. INTRODUCAO

A comunicacdo é um processo que envolve a transmissao de sinais entre
0s organismos. Os insetos usam quatro diferentes vias de comunicacéo: visual,
auditiva, tatil e quimica. A predominancia de um destes sinais em relacdo aos
demais depende de fatores como o habitat e o0 modo de vida da espécie. A
comunicacao em formigas pode ocorrer também através de sinais tateis e sonoros,
entretanto a via mais utilizada € a comunicacdo quimica (Holldobler e Wilson,
1990).

Em insetos sociais, a comunicagdo quimica representa a principal via de
obtencéo de informacédo além de ser a base da integracdo da sociedade. Através
da comunicacdo quimica, mensagens sao transmitidas entre individuos de uma
mesma espécie ou entre espécies diferentes (Nordlund e Lewis, 1976). Dentre as
substancias envolvidas na comunicagao quimica estdo os feroménios, infoquimicos
mediadores de interacdo entre organismos da mesma espécie, capazes de
produzir resposta comportamental ou fisiolégica no receptor, no emissor ou em
ambos (Dicke e Sabelis, 1988).

Os ferombnios desempenham um papel central na organizacdo da
sociedade das formigas (Holldobler e Wilson, 1990). Eles podem agir como
marcadores de trilha, propiciar o comportamento de agregacdo, alarme,
reconhecimento individual, delimitacdo de territorio, etc (Vilela e Della Lucia, 1987).

A marcacdo de substratos por meio de odores € um dos comportamentos

mais conspicuos em mamiferos e outros vertebrados terrestres. As marcas
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quimicas estdo vinculadas a defesa dos territorios. Assim como nos vertebrados,
muitas espécies de formigas defendem os territorios de forrageamento (Viana-
Bailez et al., 2011).

Em formigas cortadeiras, a marcacdo e o reconhecimento do territorio
favorecem o abastecimento de alimento necessario para a coldnia e sua defesa
contra intrusos (Salzemann et al., 1992; Vilela, 1983). Formigas de diferentes
colénias podem reconhecer outras espécies como invasoras e atacar umas as
outras (Holldobler e Wilson, 1990).

Contudo, o conceito de "territério" ainda é controverso, pois é utilizado em
diferentes contextos como, por exemplo, em Myrmica, onde se refere a diferenca
na velocidade de caminhada em substratos marcados territorialmente versus
substratos sem marcas (Cammaerts e Cammaerts, 1987), e em Atta laevigata onde
faz alusdo a um combate territorial efetivo (Whitehouse e Jaffé, 1996).

Relatos sobre marcacdo de territério nas formigas-cortadeiras séao
encontrados apenas para o0 género Atta para as espécies Atta cephalotes, Atta
sexdens rubropilosa e A. laevigata, onde foi demonstrada a participacdo da
glandula de Dufour como estrutura responséavel pela producdo do feroménio de
marcacao de territério (Evershed e Morgan, 1981).

A marcacdo de territério possivelmente ocorre também em Acromyrmex,
pois existem evidéncias de reconhecimento do territério colonial-especifico por
meio de marcas de odores deixadas no substrato em Acromyrmex landolti (Jaffé,
Navarro, 1985).

Sendo assim, este trabalho teve por finalidade verificar se existe
comportamento de territorialidade na espécie de formiga cortadeira Acromyrmex
subterraneus subterraneus. Os resultados desse estudo estdo apresentados em
dois artigos. O primeiro objetivou demonstrar se ha o comportamento de
territorialidade com reconhecimento de territério marcado, identificar qual € o local
onde € realizada essa marcacdo. O segundo artigo procurou identificar a casta
responsavel pela marcacdo e reconhecimento de territorio e as substancias que

compdem o perfil quimico da glandula de Dufour.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Formigas Cortadeiras

As formigas sé@o consideradas insetos eusociais por apresentarem trés
caracteristicas comportamentais na colbnia: individuos adultos cooperam no
cuidado dos individuos mais jovens; a divisdo de tarefas entre castas reprodutivas
e estéreis e pelo menos duas geragBes de individuos na colénia (Holldobler e
Wilson, 1990).

Presentes em todos 0s ecossistemas terrestres, as formigas sdo notaveis
pela sua adaptacdo e elevado grau de organizacdo social, sendo consideradas
parte dos insetos mais adaptados, com alta frequéncia e abundancia (Della Lucia et
al., 2001).

As formigas dos géneros Atta e Acromyrmex, também conhecidas como
formigas cortadeiras, possuem o habito de cortar fragmentos de folhas, flores e
sementes de diversos vegetais e causam prejuizos econdmicos na agricultura
(Della Lucia e Fowler, 1993). Ambos os géneros sao considerados herbivoros
dominantes dos tropicos e subtrépicos, consumindo mais material vegetal do que
qualquer outro grupo de animais, como 0s mamiferos ou até mesmo outros insetos
(Della Lucia e De Souza, 2011; Holldobler e Wilson, 1990). Essas formigas
acarretam danos diretos principalmente a cultura de cana-de-aguUcar, gramineas de
pastagens (Cherrett, 1986; Della Lucia e De Souza, 2011) e florestas plantadas ou
naturais (Boaretto e Forti, 1997; Della Lucia e De Souza, 2011; Della Lucia et al.,
2008). Atacam ainda plantas cultivadas como cacau, milho, arroz, mandioca,

algodao, café, plantas ornamentais e fruteiras (citros) (Cherrett, 1986).

13



As formigas cortadeiras apresentam uma complexa interacdo com fungo
simbionte consistindo em um mutualismo obrigatério. O material vegetal cortado
por essas formigas serve como substrato para o fungo pertencente a um dos dois
géneros Leucoagaricus e Leucocoprinus (Agaricales: Basidiomycota) cultivado
dentro dos seus ninhos subterraneos, de onde elas retiram o alimento para as suas

larvas (Della Lucia e De Souza, 2011).

2.2. Acromyrmex subterraneus subterraneus

A formiga A. subterraneus subterraneus € conhecida vulgarmente no Brasil
como caiap6 (Della Lucia, 1993). E encontrada frequentemente nos estados do
Amazonas, Amapa, Mato Grosso, Ceara, Rio Grande do Norte, Minas Gerais, Rio
de Janeiro, S&8o Paulo, Parana, Santa Catarina, Rio Grande do Sul (Cassanello,
1998; Delabie et al., 2011; Goncalves, 1961; 1964; Quirdn, 1998) e ainda na
Argentina (Delabie et al., 2011).

As operéarias dessa espécie apresentam coloracdo castanho-clara ou
amarelada, com espinhos mesonotais anteriores do mesmo tamanho dos pronotais
laterais. Ja os espinhos pronotais inferiores sdo retos ou ligeiramente curvados,
dirigidos diagonalmente para frente e um pouco para baixo. Caracterizam-se,
ainda, por apresentarem olhos grandes e salientes e os tubérculos do gaster mais

ou menos arrumados em quatro fileiras longitudinais (Mayhé-Nunes, 1991).

Figura 1. Vista lateral de Acromyrmex. Setas em vermelho mostram os espinhos
dorsais que caracterizam a espécie. Fonte: Longino (2004).
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Seus ninhos podem chegar a 20m? podem ser subterraneos ou
parcialmente subterraneos (Della Lucia e Moreira, 1993), com até trés camaras,
ligadas por meio de canais subterraneos e situadas ao lado e embaixo uma da
outra. O fungo pode ter o formato irregular. E encontrado dentro de panelas e pode
nao tocar nas paredes laterais, ficando aderido as raizes de plantas (Forti et al.,
2011, Gongalves, 1961). Podem atingir uma profundidade de 90 cm em relacdo ao
nivel do solo (Forti et al., 2011). Os canais de saida das galerias se dirigem para
cima e tém no maximo 2,5 cm de didmetro (Gongalves, 1961).

Esta espécie tem 0s maiores e mais populosos formigueiros do seu género.
Os ninhos sdo encontrados em eucaliptais ja formados, apresentando trilhas
bastante evidentes. Ninhos com volume de fungo com mais de 40L sao frequentes
(Della Lucia e Moreira, 1993). Podem ser reconhecidos pelo monticulo de terra
solta que as operérias depositam do lado de fora, porém as folhas das arvores
podem escondé-los, o que dificulta a sua localizacdo e controle. Assim, quando a
trilha é encontrada torna-se mais facil encontrar o monticulo de terra solta.

A preferéncia em cortar folhas de hortalicas, videira, pessegueiro,
laranjeira, Eucalyptus spp. e espécies de plantas ornamentais (acalypha, roseira,
ligustrum, cassia, etc), torna-a muito prejudicial aos setores agricolas e florestais
dos paises latino americanos, adaptando-se a terrenos cultivados ou abandonados
pelo homem (Della Lucia e De Souza, 2011).

Como cortam folhas, reduzem a &rea fotossintética das plantas, diminuindo
sua producdo ou ocasionando sua morte. Os fragmentos de folhas servem de
substrato para o fungo mutualistico que cultivam. Segundo Gomides et al. (1997), a
cada dia as “quenquéns” vém ocupando lugar de maior importancia em areas de
pastagens e de reflorestamentos, pois em alguns casos podem superar em
abundancia as espécies de Atta.

2.3. Territorio

Um territério é definido como uma area ocupada exclusivamente por um ou
mais animais mantidos por meio de repulsa aos invasores através de defesa ou
adverténcia. Uma vez estabelecido, o territério podera ser defendido o tempo todo
em prol de um local provedor de alimentos ou qualquer outro recurso especial, ou

ainda de uma éarea onde se encontra o ninho (Holldobler e Wilson, 1990).
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De acordo com estudos etoldégicos a marcacao do territério em formigas
pode ter uma funcdo antagonistica de defesa onde a formiga intrusa se torna
submissa, enquanto as residentes, em territérios marcados, se tornam alertas e
agressivas. Além de uma segunda fungdo na orientacdo, onde operarias usam
marcas quimicas para distinguir as varias entradas de sua colénia (Della Lucia et
al., 2001; Salzemann e Jaffé, 1990).

O comportamento de territério pode variar de grandes dominios para uma
pequena area nas proximidades do ninho, de acordo com a espécie, a fase de
crescimento da colbnia residente ou ainda presenca de col6nias vizinhas. O
territério pode ocorrer em um dado espaco e tempo, o que significa que apenas
dominios limitados da area de forrageamento sdo defendidos em determinado
momento, locais onde os recursos estao temporariamente localizados (Holldobler e
Wilson, 1990).

Existem diferencas importantes na utilizacdo do espaco de forrageamento
entre as diversas espécies de formigas, podendo ser observadas estratégias
distintas e complexas de protecdo em &reas associadas a ocorréncia do recurso
alimentar. Quando o recurso alimentar ocorre de forma fragmentada, mas de
maneira relativamente estavel e previsivel o local serd protegido de modo
geomeétrico, diferente do territério com recursos estaveis, porém distribuidos em
uma vasta area (Hélldobler e Wilson, 1990).

Diferentes estratégias também estdo relacionadas ao tipo e tamanho da
ameaca. Segundo experimentos realizados por Whitehouse e Jaffé (1996),
operdrias menores s8o responsaveis por responder a interacdes interespecificas e
intraespecificas, enquanto que o recrutamento de operarias maiores ou soldados
esta associado a ameaca por vertebrados. De acordo com a Teoria de Lanchester
(1916) apud Whitehouse e Jaffé (1996), o comportamento territorial ocorre de
acordo com duas leis, a Lei Quadrada e a Lei Linear. Caso todos os individuos
sejam vulneraveis a ataques, muitos lutadores, ndo necessariamente os maiores,
sdo mais vantajosos que alguns poucos bons, entdo o lado com o maior nimero de
lutadores ganha a disputa, Lei Quadrada. Enquanto que em conflitos de um para
um, alguns bons lutadores sdo melhores que muitos lutadores ndo muito bons,
seria o0 caso da Lei Linear.

As mortes causadas pela defesa territorial tém um significado

qualitativamente diferente para formigas e outros insetos sociais que para animais
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solitarios, devido a divisdo entre individuos reprodutivos e castas trabalhadoras
estéreis (Holldobler e Wilson, 1990). A morte de individuos estéreis representa
apenas um débito trabalhista, ou uma perda de energia, ndo havendo extin¢do de
agentes reprodutivos. Os atos comportamentais realizados com risco de morte
podem compensar o custo da morte através do fornecimento ou da manutencao de
recursos para a colbnia, neste sentido mortes frequentes podem até mesmo se
tornar um elemento positivo para a colbnia, sob aspecto adaptativo (Porter e
Jorgensen, 1981; Schmid-Hempel e Schmid-Hempel, 1984).

Durante inspe¢do, uma operaria aproxima-se do outro individuo tocando
com as antenas. Se a formiga for intrusa de outra colonia, ela podera ser atacada.
A convivéncia de individuos da mesma espécie, mas de colbnias diferentes em
uma mesma area de forrageamento, de modo geral, é eficaz na reducdo da
agressividade (Holldobler e Wilson, 1990). Provavelmente isso se deve a uma
reducdo proposital do gasto energético, ja que os individuos estdo familiarizados e
nao representam uma ameaca de invasao de territério, uma vez que possuem 0
seu proprio (Langen et al., 2000).

As formigas podem apresentar agressividade frente a individuos que
residem a uma determinada distancia, enquanto que podem nao ser agressivas a
individuos quem residem proximos do ninho. Esse fenbmeno pouco estudado é
referidko como o Fendmeno do Inimigo Estimado (do inglés dear-enemy
phenomenon) (Ydenberg et al., 1998). Entretanto, confrontos entre vizinhos
também sdo passiveis de ocorrer, principalmente quando territérios estaveis
apresentam boa variabilidade de recursos, levando a uma competicdo entre
vizinhos pelos recursos novos, sem que haja competicdo com estranhos (Dunn e
Messier, 1999).

Vilela e Howse (1986) evidenciaram que para as formigas cortadeiras Atta
laevigata o territério inclui além da area ao redor do ninho a area no contorno da
trilha-tronco. Possivelmente, isso ocorre para que o contingente de forrageadoras
de ninhos vizinhos e hostis tome dire¢cdes contrarias (Holldobler e Wilson, 1990), e
sejam evitadas grandes batalhas por causa de alimento. Atritos esporadicos de
trilhas de diferentes colbnias podem resultar em confronto agressivo, até que as
trilhas ndo se intersectem mais (Salzemann e Jaffé, 1990).

As trilhas-tronco de colbnias intraespecificas vizinhas raramente se

cruzam. A trilha-tronco, juntamente com os arredores da entrada da colbnia, pode
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ser considerada o nucleo da area do territorio da colénia. Embora a funcao principal
da trilha-tronco seja facilitar a orientagcdo a longa distancia e a exploracdo de
alimentos distribuidos de forma fragmentada e relativamente estavel, o desenho
topografico da rota do sistema de cada colbnia, por sua vez, depende muito da rota
das suas colbnias vizinhas (Hélldobler e Wilson, 1990).

De acordo com Traniello (1989), o alto padréo direcional de forrageamento
feito aleatoriamente posterior a confrontacdo com individuos vizinhos, sugere que o

sistema de trilhas minimiza a confrontagdo com competidores.

2.4. Tamanho do territorio

O tamanho do territdrio ainda € objeto de controvérsias em insetos sociais.
Apesar de haver alguns estudos, muitas questdes pertinentes ainda sdo colocadas,
sobretudo em formigas (Jaffé, 1987). Nem sempre a estratégia mais eficiente é
defender grandes éareas de territério de forma permanente. De acordo com a
espeécie, o territdrio pode estar determinado pela marcacdo de pequenas areas
proximas ao ninho e por intervalos de tempo definido (Viana-Bailez et al., 2011). A
defesa de territério pode afetar a distribuicdo espacial de coldénias de formigas e
pode exercer uma forca regulamentar sobre populacbes de formiga (Adams e
Tschinkel, 2001). Mudancas na oferta de alimentos para Solenopsis invicta tém
pouco efeito sobre a sua area de territdrio, mas mudancas na populacdo de
operarias podem causar mudancas grandes e rapidas nas posi¢cdes da fronteira
(Adams, 2003), que consequentemente podem modificar o tamanho do territério e
este afetar o tamanho da col6nia.

O tamanho do territério pode ser controlado por interacdes competitivas
entre vizinhos (Krebs, 1971; Norman e Jones, 1984). Quando o territorio esta
rodeado por vizinhos préximos, pode ser mais dificil de expandi-lo (MacLean e
Seastedt, 1979; Mares et al., 1982). Em espécies sociais, frequentemente a area
do territorio esta correlacionada com o tamanho do grupo, com a capacidade
competitiva (Adams e Levings, 1987; Macdonald, 1983), ja que 0s grupos préximos
podem causar diminuicdo ou até a perda de um territério (Adams, 1990). Portanto,
o tamanho do territério estd positivamente correlacionado com o tamanho da
colonia (Adams, 1998; Tschinkel et al., 1995). Em formigas cortadeiras a estratégia
que favorece maior economia de energia e tempo é a de defender as trilhas-tronco

gue conduzem o alimento ao ninho (Holldobler e Wilson, 1990).
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2.5. Marcacdo Quimica de Territorio em Cortadeiras

Compostos secretados pelas glandulas de veneno, identificados como n-
nonadecadieno, foram propostos como componentes especificos de marcacédo de
territdrio para A. cephalotes (Jaffé et al., 1979). Mas a confirmacao da existéncia do
feroménio de territério em formigas cortadeiras regulando encontros
intraespecificos foi demonstrada por Vilela (1983). Esse autor citou o (Z)-9-
nonadeceno, como um componente importante no comportamento territorial para
A. sexdens rubropilosa. No decorrer do processo de marcacao da area, a secrecao
produzida na glandula de Dufour (Evershed e Morgan, 1981) é liberada pela ponta
do gastér de tempo em tempo, quando essa estrutura é tocada na superficie (Vilela
et al., 1987).

Estudos realizados em laboratério por Holldobler e Wilson (1986)
demonstraram a existéncia de um feromonio territorial em A. cephalotes, sugerindo
gue marcacdes quimicas na entrada dos ninhos seriam usadas como sinais para
orientacédo, e que secrecdes da glandula de veneno produzem apenas feroménio
de alarme para essa espécie, diferentemente do encontrado por Jaffé et al. (1979).
Com base em testes de agressividade, Vilela e Howse (1986) demonstraram que
as formigas cortadeiras do género Atta distinguem seu proprio territorio, a area ao
redor do ninho e a trilha-tronco e os defendem contra intrusos.

Salzemann e Jaffé (1991) demonstraram que as operarias de A. laevigata
marcam a area ao redor do ninho com um feroménio produzido na glandula de
Dufour, fato confirmado por Salzemann et al. (1992) em seus testes etoldgicos.
Esses autores compararam o efeito de extratos obtidos de diferentes glandulas e
estruturas sobre o comportamento territorial das espécies. Dentre 0s componentes
encontrados nessas glandulas e estruturas os alcenos em A. laevigata e alcanos
em A. cephalotes foram os principais (Evershed e Morgan, 1980). Quatro
componentes foram encontrados em territérios marcados naturalmente por varias
especies de Attini; (Z)-9-tricoseno, (Z)-9-nonadeceno, 8,11-nonadecadieno e n-
heptadeceno (Evershed e Morgan, 1980, 1981), desses compostos apenas o 8,11-
nonadecadieno (Jaffé et al., 1979) e o (Z)-9-nonadeceno (Vilela, 1983) foram
relacionados como possiveis compostos do feromdnio de territorio em espécies de
Atta.

De acordo com Viana-Bailez et al. (2011), apesar da glandula de Dufour ter

sido indicada como fonte do feroménio de marcacdo de territorio por mais de um
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autor, seu papel nesse processo ainda néo esta totalmente esclarecido. A glandula
de Dufour esta associada a producdo de ferombnios de apaziguamento e
propaganda nas espécies de formigas escravistas Protomognathus americanus e
Harpagoxenus sublaevis, por exemplo (Brandt et al. 2006), feromdnios de alarme,
recrutamento, trilha e atracdo sexual, atracdo entre individuos, marcacdo de
territorio, entre outros (Billen, 1993).

Normalmente os individuos apresentam um determinado comportamento
ou posturas corporais variadas, em resposta a percepcao de um estimulo, neste
caso de um feroménio. Entre 0s comportamentos apresentados por operarias da
espécie A. cephalotes, quando estdo em um territério de outra colbnia, cita-se o
curvamento e levantamento de abdome. Porém, diante de um novo substrato ou
sobre um territério marcado com secre¢fes de outras formigas, essas operarias
apenas encurvam o abdome (Jaffé et al., 1979). Vilela (1983) observou 0 mesmo
comportamento para a espécie de formiga A. sexdens rubropilosa. Salzemann et
al. (1992) relataram o comportamento de alarme de residentes de A. laevigata
devido ao reconhecimento de territério heteroespecifico. Os comportamentos
observados foram o movimento do corpo rapido e descoordenado, junto com a
abertura de mandibula. Salzemann e Jaffé (1990) incluiram ainda ataques com
mordidas e transportes de individuos realizados pelas residentes dessa espécie e
submissdes pelas intrusas.

Segundo Viana-Bailez et al. (2011), a marcacéo de territorio possivelmente
ocorre também para formigas do género Acromyrmex, pois existem evidencias de
marcas de odores deixadas no substrato em A. landolti (Jaffé e Navarro, 1985).
Mas nenhum outro estudo foi realizado com este género. Portanto, este é o
primeiro trabalho que evidencia a marcagdo e defesa de territorio através de

feromonio em formigas do género Acromyrmex.
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3. TRABALHOS

3.1. RECONHECIMENTO E MARCACAO DE TERRITORIO EM Acromyrmex
subterraneus subterraneus (HYMENOPTERA: FORMICIDAE)

RESUMO

O presente trabalho procurou demonstrar a existéncia de marcacao quimica de
territorio e identificar os locais onde é realizada essa marcagdo para a espécie de
formiga cortadeira Acromyrmex subterraneus subterraneus. Operarias foram
liberadas em arena de forrageamento ndo explorada, em arena de forrageamento
explorada por individuos da propria coldnia (residentes) e arena de forrageamento
explorada por individuos de outras colbnias (intrusas). Quatro ninhos foram
colocados em contato com area de forrageamento em arenas em pisos removiveis.
No segundo experimento duas colbnias compartiiharam a mesma arena de
forrageamento. Para uma das colbnias foi permitido o acesso a arena de
forrageamento ndo explorada. Apos os individuos da colbnia residente terem
explorado a area, foi dado acesso aos individuos da coldénia intrusa. Identificaram-
se 0s seguintes comportamentos de reconhecimento e marcacao de territorio:

arraste de abdome (ocorre com o friccionamento da extremidade do abdome no
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substrato), arraste de abdome com inclinacao de cabeca e curvamento de abdome.
Em arena de forrageamento explorada por individuos homocoloniais e arena de
forrageamento sem exploragdo houve maior frequéncia de arraste de abdome.
Quando encontraram intrusas as operarias residentes apresentaram arraste de
abdome com inclinacdo de cabeca e curvamento de abdome. Em local explorado
por individuos de outra colénia foi observada uma maior frequéncia de arraste de
abdome e um maior nimero de formigas explorando. Para verificar o local onde
ocorreu a marcacao de territorio foram colocados papeis filtros (5 cm?) retirados da
entrada do ninho, da trilha-tronco e suas margens e da area de forrageamento em
uma trilha heterocolonial. A abertura de mandibula, o curvamento de abdome,
mordida e carregamento do papel foram os atos mais frequentes em marcacao da
trilha-tronco heterocolonial e suas margens. Verificou-se que A. subterraneus
subterraneus reconhece territério marcado e desenvolve comportamento

especifico.

ABSTRACT

This study tried to demonstrate the existence of chemical territorial mark and
identify where this marking is performed for the leaf-cutting ant species,
Acromyrmex subterraneus subterraneus. So, workers were exposed to foraging
arena unexplored, in foraging arena exploited by individuals of their own colony
(residents) and foraging arena explored by individuals from other colonies
(intrusive). Four nests were placed in contact with an area of foraging arenas in
removable floors. In a second experiment, two colonies shared the same foraging
arena. For one of the colonies, the access to foraging site was allowed without any
marking. After a resident colony has explored the area, the access to workers of the
second colony, the intruders, was given. We identified the behavior of recognition
and territorial mark. The behavior related to recognition and territorial mark was:
abdominal drag - the tip of the abdomen rubbing occurs on the substrate; abdominal
drag with head tilt and abdominal bend. In foraging site with its colony marks and in

unmarked arena, a higher frequency of abdominal drag was observed. When the
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resident workers found intruders, they presented abdominal drag with head tilt and
abdominal bend. In land marked by individuals from other colony, it was observed a
higher frequency of abdominal drag and a greater number of ants exploring. To
check the location where territorial mark occurs, filter paper was placed (5 cm?)
marked from the nest entrance, trail and its margins and foraging site in a
heterocolonial trail. Mandible opening, abdominal bend, bite and paper loading were
more frequent in the heterocolonial trail marking and its margins. It was found that
A. subterraneus subterraneus territory marked recognizes and develops specific

behavior.

INTRODUCAO

Estudos comportamentais em algumas espécies de formigas cortadeiras
comprovaram que estas marcam o territdrio ao redor do ninho. A fronteira desse
territério € mantida com a finalidade de prevenir a presenca de individuos
heteroespecificos, bem como impedir que individuos de outras colénias da prépria
espécie explorem o recurso alimentar préximo (Holldobler e Wilson, 1990).

Em periodo de intensa atividade de forrageamento ndo é raro observar
conflitos entre ninhos vizinhos causando mortes nas sociedades envolvidas. Em
locais com alta densidade de colbénias as formigas adotam estratégias de
forrageamento espaco-temporal, como por exemplo, compartilhamento de trilhas
(Salzemann e Jaffé, 1990a). A marcacao territorial parece cessar ou diminuir as
invas@es de territério de uma colbnia para outra.

O comportamento territorial, portanto é essencial e nele esta incluido o
reconhecimento de formigas da mesma espécie ou de outras espécies. Esse
comportamento pode ter evoluido para evitar gastos energéticos com combates.
Jaffé e Marquez (1987) propuseram que a evolucdo do comportamento de territorio
em formigas pode ter ocorrido inicialmente com o reconhecimento das operarias
por sinais visuais, odores ambientais, ou odores de diversas origens como o da
cuticula dos insetos. Posteriormente operarias passaram a reconhecer o territorio

através de odores produzidos por elas e fixados acidentalmente no meio, ou seja,
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ndo ocorre um feromdnio territorial especifico, mas um odor da colbénia, assim o
reconhecimento do territorio estaria relacionado ao reconhecimento de parentes. E
por ultimo, operarias passaram a usar um feroménio territorial especifico para
marcacdo. O reconhecimento de ninho seria feito através da discriminacdo de
diferentes proporc¢des relativas de compostos.

Estudos demonstraram a existéncia de feromdnio territorial especifico da
colonia para algumas espécies do género Atta (Salzemann e Jaffé, 1990b). Essa
substancia é capaz de aumentar a vigilancia, estimular a agressividade com
ataques e combates a intrusos ou induzir o comportamento de transporte de
intrusas (Salzemann e Jaffé, 1990a). Ja os individuos intrusos adotam um
comportamento de submissdo quando encontram operarias residentes, o que
demonstra a existéncia de um efeito intimidatorio do territério marcado (Salzemann
e Jaffé, 1990a).

Para formigas cortadeiras, a marcacdo e o reconhecimento do territorio
favorecem o abastecimento de alimento necessario para a colénia e sua defesa
contra intrusos (Salzemann et al., 1992; Vilela, 1983). Registros de marcacéo
quimica de territorio foram relatados para espécies do género Atta: Atta cephalotes
(Jaffé et al., 1979), Atta sexdens rubropilosa (Vilela, 1983) e Atta laevigata
(Salzemann e Jaffé, 1991). Para o género Acromyrmex somente Jaffé e Navarro
(1985) apontaram evidéncias da existéncia de uma marcacdo quimica de territério
na espécie Acromyrmex landolti.

O objetivo desse trabalho foi demonstrar a existéncia de reconhecimento e
marcacdo quimica de territorio para a espécie de formiga cortadeira Acromyrmex
subterraneus subterraneus e estabelecer os locais onde é realizada a marcacgao de

territorio.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 4 ninhos de A. subterraneus subterraneus mantidos em

condi¢des controladas na Unidade de Mirmecologia, do Laboratério de Entomologia
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e Fitopatologia, na Universidade Estadual do Norte Fluminense Darci Ribeiro em
Campos dos Goytacazes-RJ.

As criagbes foram mantidas em bandejas plasticas de acordo com modelo
proposto por Della Lucia et al. (1993), sob 25 + 2 °C de temperatura, 80 £ 10 % de
umidade e fotoperiodo de 12 horas. O jardim de fungo foi mantido dentro de pote
plastico ou de vidro (2 L) fechado e com chumaco de algodao umedecido na parte
superior para manter a umidade do fungo. As formigas tiveram acesso ao jardim de
fungo através de aberturas laterais. As coldnias receberam folhas das espécies
vegetais acalifa (Acalypha wilkeziana) e/ou alfeneiro (Ligustrum japonicum) e
esporadicamente flocos de cereais e pétalas de rosas. As folhas foram colocadas
em bandejas plasticas.

Os bioensaios foram realizados sob as mesmas condi¢cdes de temperatura,
umidade e fotoperiodo.

1. Identificacdo dos atos comportamentais relacionados a marcacdo de

territério em A. subterraneus subterraneus.

1.1. Marcacéo e reconhecimento de territorio.

Nesse teste foi observado e quantificado o comportamento de operarias em
3 situagbes experimentais: 1) arenas de forrageamento sem exploracdes (neutro),
2) arenas de forrageamento exploradas pela prépria colénia e 3) arenas de
forrageamento exploradas por outra colonia.

Em cada teste, bandejas contendo o ninho foram conectadas a pisos
removiveis de vidro (60 x 30 x 4 cm). As operarias acessavam 0s pisos através de
mangueiras de silicone (28 cm de extensdo x 2 cm de ) possibilitando uma
eventual marcacao (Figura 1).

Os pisos foram deixados por aproximadamente 12 horas, posteriormente
foram retirados e expostos a outras colonias. O experimento consistiu em liberar as
operarias para exploracdo do piso removivel explorado por individuos de outra

colénia e observar o comportamento.
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Figura 1. Colonia de Acromymex subterraneus subterraneus e arena de
forrageamento com piso de vidro removivel. Na arena foram oferecidas folhas de
Acalypha wilkeziana como fonte de alimento. Bandejas contendo o ninho (A),
mangueira de silicone interligando o ninho ao piso removivel (B) e piso removivel
de vidro (C).

Foi registrado o tempo transcorrido até a primeira operaria contactar o
alimento e tempo até a quinta operaria carregar folha. A fonte de substrato, folhas
de Acalypha wilkeziana, foram colocadas em placa de Petri (9 cm de &) a 50 cm da
entrada.

Os testes iniciaram ap0s a primeira operaria chegar ao piso removivel. Os
testes foram realizados por aproximadamente uma hora ou até serem quantificados
todos os atos descritos acima. Para marcar o tempo foi utilizado cronédmetro digital.

Foi também quantificado o nimero de individuos visitando a arena. Para
isso a arena foi dividida em 18 quadrantes de 100 cm? cada. Quatro quadrantes
foram escolhidos aleatoriamente e o numero de operarias foi quantificado no
primeiro e aos 5°, 10°, 20° e 30° minutos.

Os testes foram repetidos dezesseis vezes com 4 colonias em diferentes
combinagdes. Testes controles com superficie homocolonial (isto é, explorado pela
propria colonia) e testes branco com superficies neutras, isto €, sem marcacao

também foram realizados.

1.2. Comportamentos de reconhecimento e de defesa de territério.
Seis colbnias mantidas em laboratorio com aproximadamente 5 L de fungo
foram selecionadas para utilizagdo nos testes. Foram formados 3 grupos com duas

colonias cada. Um dia antes da realizagao dos testes as coldnias foram colocadas
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em uma arena de vidro (60 x 30 x 4 cm) para haver aclimatacdo das operarias. Os
testes foram divididos em trés etapas: na primeira etapa foi observado o
comportamento das operarias da colénia sobre arena de forrageamento sem
exploracao (arena de vidro de 30 x 30 x 4 cm) (Figura 2A e 2C). Na segunda etapa
foi observado o comportamento das operarias da mesma colonia (residente) na
arena ja explorada por operarias dessa coldnia (Figura 2A e 2C). Na terceira etapa
foi observado o comportamento de operarias com a presenca de operarias da
colénia intrusa. Por 20 minutos foi permitida a passagem de operarias intrusas
(Figura 2B).

Para as formigas terem acesso a area de forrageamento foram utilizadas
pontes de madeira (30 x 1,5 x 1,5 cm) forradas com papel de filtro para evitar a
impregnacao de odores e dessa forma possibilitar a reutilizagdo (Figura 2). Folhas
foram colocadas no centro da arena de forrageamento para que as operarias
desenvolvessem uma atividade de exploracéo e forrageamento.

Durante aproximadamente quarenta minutos foram observados o0s
comportamentos das operarias e quantificado seu fluxo na primeira etapa, em
seguida a ponte foi retirada impedindo a passagem para a area de forrageamento.
Aguardou-se trinta minutos para iniciar a proxima etapa, folhas novas foram
depositadas no centro da arena e a ponte foi posicionada novamente entre a
entrada do ninho e a arena de forrageamento, o mesmo foi realizado para a

terceira e Ultima etapa. Foram realizadas vinte repetices de cada teste.
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Figura 2. Duas colbnias de Acromymex subterraneus subterraneus, (A) residente e
(B) intrusa, interligado a uma Unica area de forrageamento (C).

O comportamento das operarias foi observado direta e indiretamente com
auxilio de filmagens. Os atos comportamentais das operarias na arena vinculados a
marcacao de territério foram quantificados durante os testes, assim como 0s
seguintes comportamentos: marcacao de trilha - a operéria toca a extremidade do
abdome na superficie enquanto caminha (Figura 5C), carregamento de folha - a
operaria retorna ao olheiro com fragmento de folha e combate - operarias atacam
com mordidas, pode haver amputacdes de partes do corpo.

O fluxo das operarias residentes foi registrado ap6s a primeira formiga
atravessar a ponte e quantificado durante um minuto. A cada cinco minutos e
durante quarenta minutos foram quantificadas todas as operarias que passavam
por um ponto predeterminado na ponte. Foram contabilizadas as operarias que
regressaram sem fragmento de folhas ou com fragmento de folhas.

Os dados foram analisados através da Andlise de Variancia (ANOVA) e as
médias dos atos comportamentais e os fluxos de operarias obtidos foram

comparados através do teste de Tukey, p < 0,05.
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2. Determinacéo das areas marcadas.

Nesse teste foi observado o comportamento de formigas expostas a papéis
filtros deixados sobre parte da trilha e suas margens, da entrada do olheiro e da
area de forrageamento de formigas heterocoloniais.

Os ninhos utilizados nos testes foram preparados 15 dias antes dos testes
e mantidos em salas separadas para que ndo houvesse habituacdo dos seus
odores. Cada coldnia foi colocada em uma bandeja de plastico (60 x 30 x 15 cm)
constituindo a area do ninho (Figura 3A), conectada a uma bandeja de plastico com
paredes menores (60 x 30 x 5 cm) (Figura 3B) para a formacé&o da trilha, que por
sua vez foi conectada a um pote de vidro (5 L) (Figura 3C) correspondendo a area
de forrageamento. As trés partes foram conectadas por tubos de silicone (Figura 3).

Figura 3. Colbnia de Acromymex subterraneus subterraneus: A) Ninho, B) area de
formacao da trilha e C) area de forrageamento. Seta amarela: entrada do ninho e
entrada da arena de forrageamento onde foi feita a contagem do fluxo de operarias.

A entrada do ninho, o local correspondente a trilha-tronco e suas margens
e a area de forrageamento foram forradas com papel filtro. Apds 12 horas, o papel
filtro foi retirado e cortado em pedacos de 5 cm® Os pedacos foram
acondicionados em caixas gerbox e mantidos em freezer 10°C até a utilizagdo nos
testes. Para cortar o papel filtro foi observada a formacdo da trilha e das suas
margens através da medi¢cdo com régua.

Nos testes um pedaco de papel filtro foi colocado sobre uma trilha
heterocolonial. Por cinco minutos foi observado o comportamento de abertura de
mandibula, curvamento da cabeca e abdome, rejeicdo do substrato observado

guando operarias carregando fragmentos de folhas desviavam o papel filtro,
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mordidas e carregamento do papel para fora da trilha. Esses comportamentos
foram identificados em pré-testes.

Foi realizada a contagem de operérias entrando e saindo do ninho e com e
sem fragmentos para estabelecer o fluxo da colénia. Também se registrou o
namero de operdrias que entraram e sairam da area de forrageamento com ou sem
fragmentos de folhas.

O fluxo foi estabelecido 15 e 5 minutos antes de colocado o papel filtro,
durante e 5 e 15 minutos depois de retirado o papel filtro. Com o papel filtro na
trilha foram feitas trés contagens das operérias a cada 5 minutos. Cada contagem
foi realizada durante um minuto.

Os dados foram avaliados com Analise de Variancia (ANOVA). As médias
dos atos comportamentais e das trés contagens do fluxo de operarias obtidas
foram comparadas através do teste de Tukey, p < 0,05.

RESULTADOS

1. Identificacdo dos atos comportamentais relacionados a marcacdo de
territério em A. subterraneus subterraneus.

Foram identificados trés atos relacionados a marcacdo ou ao
reconhecimento de territério: |) arraste do abdome, Il) curvamento de abdome e lIl)
arraste de abdome com inclinacdo da cabeca. No arraste de abdome o individuo
caminha sem direcionamento aparente e com o abdome em contato com o
substrato (Figura 5A). No curvamento de abdome as operarias abaixam a cabeca,
esticam as antenas para frente com as mandibulas abertas e abdome curvado para
baixo (Figura 5B). E no arraste de abdome com inclinacdo da cabeca o individuo
arrasta a extremidade do abdome e ao mesmo tempo inclina a cabeca préoxima a
superficie.

Outros comportamentos também foram observados durante os bioensaios:

marcacéo de trilha (Figura 5C), carregamento de folha, combate, exploracdo da
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area - onde a operdaria caminha com as antenas abertas e em movimento de zigue-
zague, tocando a superficie ou as paredes da arena. Eliminacdo de excrecéo -
pode ocorrer durante o combate, ou antes, com o curvamento de abdome algumas
formigas liberam excrecdes pela regido posterior do abdome. A excrecdo é de
tonalidade marrom-amarelada. Batida de pernas na superficie - a operaria
posiciona o corpo proximo ao chdo, mantém as pernas abertas e batem essa na
superficie inferior. E posicdo arqueada - a operaria mantém as pernas esticadas,

corpo longe do chéo, faz estridulagcdo de abdome, mantém as antenas recuadas,

encostadas na cabeca. Nesse comportamento a formiga parece maior (Figura 5D).

AR A\

Figura 5. Operérias de Acromyrmex subterraneus subterraneus arrastando o
abdome (A), encurvando o abdome (B), marcando trilha (C) e arqueada (D).
Desenho de Felipe Matias Bailez Viana.

1.1. Marcacéao e reconhecimento de territorio.
Em arena de forrageamento sem marcacédo foi observada locomocao
rapida, exploracdo da area, antenagdo de companheiras e arraste de abdome. As

operarias se locomoveram sem direcdo aparente e realizaram marcacdo de
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territério arrastando o abdome. Algumas operarias encontraram alimento e
voltaram para o ninho marcando trilha.

Em arena de forrageamento marcada por homocoloniais as operarias
apresentaram locomocao lenta, exploragdo da area, antenacao de companheiras e
em 67% das observacdes observou-se o comportamento de arraste de abdome.
Apbés o contato com as folhas, algumas operarias retornaram a entrada do ninho
marcando trilha em um periodo de tempo menor do que observado nas outras
areas.

Em arena de forrageamento marcada por heterocoloniais foi observada
locomocéo rapida, exploracdo da area, antenacdo de companheiras, curvamento
do abdome e o deslocamento das formigas com mandibulas abertas. Investidas
aconteceram, mas sem morder as companheiras. Arraste de abdome ocorreu em
83% das observacdes e foi verificado um maior numero de formigas explorando a
area (F,,64=6,35, P< 0,002) (Figura 6).
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Figura 6. Numero de operarias de Acromyrmex subterraneus subterraneus em
arena de forrageamento sem marcacao (1) (n=16), com marcacdo da prépria
colonia (2) (n=16) e com marcacéo de outra coldnia (3) (n=24). Teste de Tukey a
5% de significancia.

Em arena de forrageamento marcadas por homocoloniais as operarias
gastaram menos tempo para chegar ao fundo extremo da arena, ao recurso e para

carregar fragmentos de folhas (Tabela 1). Operarias expostas a arena de
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forrageamento sem marcacdo ou marcada por outras colbnias, gastaram mais

tempo para os mesmos parametros (Tabela 1).

Tabela 1. Tempo gasto pelas operarias de Acromyrmex subterraneus subterraneus
para chegar ao extremo da arena (1), ao alimento (2) e para uma operaria efetuar o

carregamento de folhas (3).

Arena de forrageamento Tempo (min)
1 2 3
Sem marcacéo (neutro) 3,22+0,38(a)* 5,35+0,61 (a)* 45,13 + 4,40 (a)*
Com marcagao da prépria colénia (homocolonial) 1,14 £ 0,15 (a) 1,75+ 0,20 (b) 28,05+ 1,01 (b)
Com marcac¢do de outra coldnia (heterocolonial) 6,96 +242(a) 3,96+0,59(a) 40,22+ 4,86 (ab)

*Médias seguidas de mesma letra nas colunas néo diferem estatisticamente pelo teste Tukey (5%).

1. 2. Comportamentos de reconhecimento e de defesa de territério.

Na observacdo dos comportamentos de reconhecimento e defesa de
territério através do uso de arena de forrageamento comum a duas colénias, foi
obtida uma maior frequéncia de arraste de abdome em arena de forrageamento
marcada e sem marcagcfes quando comparado com arena de forrageamento
marcada e com intrusos, sugerindo que esse € o comportamento de marcacéo de
territorio (F,,57,=11,8739, P<0,001) (Figura 7A).

Quando as operarias residentes encontraram operarias intrusas em sua
arena de forrageamento, elas apresentaram arraste de abdome com inclinagao de
cabeca e batidas de pernas na superficie, curvamento de abdome, arqueamento do
corpo e combates. Os comportamentos de arraste de abdome, marcacéao de trilha e
carregamento de folhas foram observados em menor frequéncia.

Foi observada uma maior frequéncia de curvamento de abdome
(F257=13,6275, P<0,001) (Figura 7B) e arraste de abdome com inclinagcdo da
cabeca na area de forrageamento marcada e com intrusos (F;s;=4,6495, P<0,05)
(Figura 7C) indicando que esses dois ultimos comportamentos estao relacionados
ao reconhecimento e defesa de territério, quando este encontra-se invadido.

A frequéncia do comportamento de marcagdo de trilha (F,57=2,9582,

P<0,05) e carregamento de folhas (F,57=6,0115, P<0,05) foi maior em area sem
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marcacdes (Figura 7D e 7E, respectivamente). O comportamento de combate sé
ocorreu nesse territorio (F257=20,5899, P<0,05).

O fluxo de retorno das operarias sem fragmentos de folhas e com
fragmentos de folhas da area de forrageamento para o ninho foi similar nos trés
tipos de area de forrageamento (sem marcacfes, area marcada e area marcada
invadida por intrusos) observados (F,s57=1,0091, P>0,05 e F,57=0,348, P>0,05,
respectivamente) (Figura 8).
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Figura 7. Numero total de individuos que apresentaram o comportamento de
arraste de abdome, curvamento de abdome, arraste de abdome com inclinacao da
cabeca, marcacao de trilha e carregamento de folhas nos tratamentos SM (a area
de forrageamento como um territorio sem marcacfes) (n=20), CM (area de
forrageamento com marcacbes da propria colbnia) (n=20) e CMI (area de
forrageamento com marcacdes da colbnia residente invadido por individuos da
colbnia intrusa) (n=20).
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Figura 8. Fluxo de operarias que retornaram da arena de forrageamento
carregando fragmentos de folhas. Arena sem marcagcdo (SM) (n=20), com
marcacao da proépria colénia (CM) (n=20) e com marcacao da propria colénia, mas
visitado por individuos de outra col6nia (CMI) (n=20).

O fluxo de operérias que sairam do ninho para a arena com marcagao nao
apresentou diferenca significativa durante todo o periodo de teste (F715,=1,7941,
P>0,05), uma vez que essa arena ja estava sendo explorada, portanto as operarias
reconheceram o territorio e apresentaram o mesmo comportamento.

O fluxo das operarias sem fragmentos de folhas retornando da arena de
forrageamento sem marcacdo e com marcagcao aumentou durante o decorrer do
experimento e apresentaram um pico aos quinze minutos da realizacdo do
experimento (F715,=5,2014, P<0,001 e F7,5,=2,4036, P<0,05, respectivamente). A
quantidade de individuos caiu logo apés os vinte minutos.

O fluxo das operarias carregando fragmentos de folhas apresentou
diferenca significativa na arena de forrageamento sem marca¢gdao, com um pico aos
trinta minutos de experimento (F715,=4,2052, P<0,001) (Figura 9). Enquanto que
nas arenas de forrageamento marcada e marcada com intrusos ndo houve
diferenca significativa no fluxo no decorrer do experimento (F715,=1,8873, P>0,05 e
F7152=1,1933, P>0,05, respectivamente).
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Figura 9. Fluxo de operarias que retornaram da arena de forrageamento sem
marcacédo carregando fragmentos de folha, no 1°, 5°, 10°, 15°, 20°, 25°, 30° e 35°
minutos (n=20).

2. Determinacéo do local de marcacéo do territorio

As operéarias exibiram uma maior frequéncia de rejeicdo do substrato
quando expostas ao papel correspondente a 10 e 15 cm de distancia das margens
da trilha-tronco de col6nia heterocolonial e uma menor frequéncia de rejeicdo do
substrato quando expostas aos papeis correspondentes a entrada de ninho e arena
de forrageamento de colbnia heterocolonial (Fs 5= 6,2276, P <0,001) (Figura 10A).
Os comportamentos de abertura de mandibula (Feg,=6,3385, P <0,001),
curvamento de abdome (Fs75=11,8895, P <0,001) e morder e carregar (Fg75=
2,2474, P <0,05) foram mais observados quando as operarias foram expostas aos
papéis deixados na trilha-tronco da colénia heterocolonial e suas margens (Figuras.
10B, 10C e 10D, respectivamente).
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Figura 10. Frequéncia observada de comportamentos quando papel filtro retirado
de determinada area do ninho e foi colocado na trilha-tronco de outra colonia. TT:
papel filtro impregnado com marcacgao da trilha-tronco heterocolonial, 5SMT: papel
impregnado com 5 cm da margem da trilha, 10MT: papel impregnado com 10 cm
da margem da trilha, 15MT: com 15 cm da margem da trilha, E: com a entrada do
ninho, F: com a area de forrageamento e SM: papel sem marcagcao (controle)
(n=13).

O periodo de exposi¢cdo aos tratamentos (antes, durante e depois da

instalacdo do teste) aumentou o fluxo de operarias que regressaram com
fragmento de folhas depois do teste (F2410= 6,0514, P<0,01) (Figura 11).
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Figura 11. Fluxo de operarias observadas voltando com fragmentos de folha da
arena de forrageamento em direcdo a area correspondente a trilha antes (15 e 5
minutos antes), durante e depois (5 e 15 minutos depois) dos tratamentos (n=13).

DISCUSSAO

Essa é a primeira demonstracdo experimental em que foi evidenciado
comportamento de marcacao e reconhecimento de territorio da formiga cortadeira
A. subterraneus subterraneus. Nesse trabalho constatou-se que as operarias dessa
espécie reconhecem seu préprio territério e o defendem contra intrusos e
discriminam o territério novo de territérios de outra col6nia.

Embora tenham apresentado locomocéao rapida durante a exploracdo de
um territorio novo e de outra coldnia as operarias gastaram mais tempo explorando
essas areas e demoraram mais em iniciar o carregamento de fragmentos de folhas.
Jaffé et al. (1979) observaram que operérias da espécie de formiga cortadeira Atta
cephalotes exploram extensivamente toda a area nova disponivel e quando
necessario recrutam outras operarias.

No presente trabalho constatou-se que operarias foram recrutadas quando
a colbnia acessa novas areas de exploracdo e dessa forma aumentou o nimero de
individuos na arena em comparacdo com uma area ja explorada. Resultados
similares foram observados por Wilson (1962) em Solenopsis saevissima. As

operarias dessa espécie marcaram trilhas de recrutamento para atrair
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companheiras para a nova area. Jaffé e Puche (1984) relataram comportamento
semelhante em Solenopsis geminata. Esses autores sustentam que € possivel que
acontecam grandes variagcbes no numero de formigas recrutadas devido as
diferencas no nivel de atividade ou na motivacdo a exploracdo. Esse fenbmeno
pode ser observado em A. cephalotes, as operarias dessa espécie sé recrutam
novas companheiras quando a area for consideravelmente grande (Jaffé et al.,
1979).

Algumas operérias de A. subterraneus subterraneus exploraram 0 novo
territorio e desenvolveram comportamento de arraste de abdome. Comportamento
semelhante foi descrito em Atta cephalotes. As operarias dessa espécie quando
acessam novo territdrio encostam o extremo do abdome na superficie e mantém a
mandibula aberta ou elevam o abdome no ar (Jaffé et al., 1979). Operérias de A.
sexdens e Acromyrmex octospinosus ndo apresentaram o0 comportamento de
elevar o abdome, e sim o0 descem em algumas situacfes (Jaffé et al., 1979).

O comportamento de curvamento de abdome com abertura de mandibula
foi observado em arena de forrageamento de outra coldnia. As espécies de
formigas cortadeiras Atta cephalotes (Jaffé et al., 1979) e A. sexdens rubropilosa
(Vilela, 1983) também curvam o abdome quando colocadas na arena de
forrageamento de uma colbnia diferente.

A presenca de intrusos no proprio territorio diminuiu o comportamento de
carregamento de fragmentos de folhas das operéarias e retardou a marcacdo da
trilha. O comportamento de curvamento de abdome diminuiu e foi observado o
curvamento de abdome com inclinacdo de cabeca (ocorre quando a operaria deixa
um dos lados da mandibula quase tocando a superficie) de individuos que estavam
explorando a é&rea. Outros individuos desenvolviam comportamento agonistico
contra intrusos como abertura de mandibula, curvamento de abdome, liberacéo de
excrecao, arqueamento do corpo, mordida e combate, demonstrando a defesa do
territorio através desses comportamentos. Salzemann et al. (1992) e Salzemann e
Jaffé (1990a) relataram o comportamento de territorio de A. laevigata caracterizado
pelo rapido e ndo coordenado movimento do corpo, junto com abertura de
mandibula. E Salzemann e Jaffé (1990a) incluiram ameacas, mordidas, transportes
de intrusas e submisséo das formigas.

As operarias apresentaram uma maior resposta de evitacao de territorio de

outra colénia marcada na trilha e suas margens que da entrada do ninho e da
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arena de forrageamento. Esta marcac¢do induziu comportamento de defesa de
territério com abertura de mandibula, curvamento de abdome e carregamento de
papel marcado para fora da trilha-tronco. Diferente da marcacédo da entrada do
ninho e arena de forrageamento que desencadearam baixa resposta agonistica.

O efeito similar do feromdnio de territério e do ferombnio de trilha (este em
poucas concentragcdes: 250 vezes menor do que a concentragdo para um
recrutamento de trilha normal) em A. cephalotes foi relatado por Jaffé et al. (1979),
gue sugerem que o feromdnio de trilha é usado como um marcador da trilha-tronco.
Desse modo as trilhas sdo usadas constantemente para forrageamento por um
longo periodo de tempo, ndo sendo necessario reforcar com novas deposicdes de
feromonio e da mesma maneira com uma nova pista para o recrutamento de trilha.
Esse mecanismo pode permitir que as formigas conservem a trilha de feroménio,
gue entdo poderiam usar extensivamente para trilhas de recrutamento, a partir da
trilha-tronco. A trilha-tronco embora marcada de uma forma diferente da area que
circunda o ninho pode ser em seguida, defendida em forma semelhante. As trilhas
sdo também defendidas, mas sdo consideradas entidades separadas (Jaffé et al.,
1979).

De acordo com Salzemann e Jaffé (1990a), a espécie A. laevigata defende
trilhas e, em certa medida, novos sitios de forrageamento. A forma de defesa néo é
rigida, no entanto, as formigas evitam adversarias, guardando a entrada do ninho
ou até mesmo fechando-as. Muitas vezes preferem se retirar do local do forrageio
ou marcam extensivamente o local novo.

O fluxo de operarias com fragmento de folhas aumentou depois do teste
comparado com o fluxo normal obtido no momento anterior & instalagédo dos testes.
O que indica um sistema de recrutamento para o carregamento mais agil de
substrato diante de ameacas. O transporte e 0 comportamento agonistico
apresentado sugere que houve reconhecimento da marcacao territorial
heteroespecifica da trilha e de suas margens da colbnia. Salzemann e Jaffé
(1990a) constataram marcacao de territério na trilha-tronco, ao redor do ninho e em
menor proporcdo na area de forrageamento de Atta laevigata. Esses autores
relatam que no final da trilha-tronco ndo houve reconhecimento de marcacéo
territorial por intrusas.

No campo, operarias de A. laevigata marcam todos os olheiros ativos do

ninho e a primeira parte da trilha-tronco. Quando a colonia explora especialmente
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fonte de recurso atrativo, a agressividade de operarias geralmente aumenta. O
mesmo ocorre na trilha-tronco, também marcada com feroménio de territorio. Por
sua vez, trilhas que levam ao alimento atrativo sdo marcadas com feromonio

territorial em todo o caminho até a fonte de alimento (Salzemann e Jaffé, 1990a).

RESUMOS E CONCLUSOES

e As operarias de A. subterraneus subterraneus discriminam um territorio
novo, do proprio territério ou do territério de heterocoloniais e o proprio
territorio invadido por individuos de outra colonia;

e O comportamento exibido por A. subterraneus subterraneus em um territério
heterocolonial € de curvamento do abdome. No proprio territério arrastam o
abdome e inclinam a cabeca;

e A marcacdo de territorio para essa espécie ocorre com a deposicdo da
secrec¢do através do comportamento de arraste de abdome;

e A marcacao quimica do territério de A. subterraneus subterraneus ocorre

principalmente na trilha-tronco e em suas margens.
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3.2. POLIMORFISMO NO COMPORTAMENTO DE MARCACAO DE TERRITORIO
EM Acromyrmex subterraneus subterraneus (HYMENOPTERA: FORMICIDAE)

RESUMO

O objetivo desse trabalho foi identificar as substancias presentes na glandula
Dufour de A. subterraneus subterraneus e verificar como as classes de tamanho de
operarias respondem aos extratos dessa glandula. As operarias foram separadas
em classes de tamanho de acordo com a largura da capsula cefélica: 0.8 a 1.0 mm
(C1), 1.2 a 1.5 mm (C2), 1.6 a 2.0 mm (C3) e 2.1 a 2.4 mm (C4). Os testes
comportamentais consistiram em colocar em uma arena retangular 5 formigas
sobre um pedaco de papel filtro (9 cm de &) impregnado com 0,1 mL de extrato de
GD (10 glandulas/ mL) de operéarias de uma outra coloénia. Durante 5 minutos foi
quantificado o numero de vezes que as formigas curvaram o abdome e efetuaram
abertura de mandibula. Os constituintes do extrato foram analisados através da
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM). O extrato da
classe 2 desencadeou maior resposta de curvamento de abdome em operarias da
classe 3 e o extrato da classe 3 em individuos da classe 2, 3 e 4. As classes
maiores de operarias responderam com maior frequéncia de abertura de mandibula
a todos os extratos e ao solvente. A marcacdo é realizada por substancias
liberadas pela glandula de Dufour. No extrato de glandula de Dufour foram
encontrados hidrocarbonetos de cadeia longa. A proporcdo de substancias que
compdem o perfil da glandula de Dufour difere entre as castas. As operarias da

classe 3 sdo provavelmente responsaveis pela marcacao de territorio.
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ABSTRACT

The aim of this study was to identify the substances in Dufour’s gland (DG) of A.
subterraneus subterraneus and see how classes of workers respond to the gland
extracts of this species. The workers were divided into classes according to the size
of the head capsule: 0.8 to 1.0 mm (C1), 1.2 to 1.5 mm (C2), 1.6 to 2.0 mm (C3)
and 2.1 to 2.4 mm (C4). Behavioral tests consisted of placing 5 ants and a disc of
filter paper impregnated with 0.1 ml of extract DG (10 glands / mL) of another
colony in an arena. For 5 minutes, the frequency that ants bent the abdomen and
opened the jaw was quantified. The constituents of the extracts (20 glands / 0.3 ml)
were analyzed by gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS).
The extract of Class 2 triggered better response to abdomen bending in Class 3
workers as well as the extract of Class 3 in Class 2 individuals. The workers of
classes 2, 3 and 4 responded significantly to Dufour’s gland extract in Class 3. The
major classes of workers responded to all extracts and solvent with a higher
frequency of jaw opening. In Dufour’s gland extract, long-chain hydrocarbons were
found. The proportion of substances that make up Dufour’s gland profile differs
between castes. Class 3 workers are probably responsible for territorial recognition

and mark.

INTRODUCAO

As formigas cortadeiras possuem um sofisticado mecanismo de
comunicacao através do uso de feroménios, cuja funcéo principal esta associada a
manutencdo da integridade territorial e da estrutura social da colonia (Jaffé et al.,
1979; Whitehouse e Jaffé, 1995). Varias espécies de formigas utilizam marcas
quimicas na defesa de seu territério. De acordo com Hoélldobler e Wilson (1990),

territério € uma area ocupada exclusivamente por um ou mais animais mantidos
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por meio de repulsa aos invasores através de defesa ou adverténcia. Em formigas,
o territorio pode ser marcado ou reconhecido por sinais visuais, odores do
ambiente (Jaffé e Marcuse, 1983; Jaffé e Villegas, 1985), odores dos individuos ou
da coldnia, ou uma marcacdo quimica especifica com feroménio territorial (Jaffé,
1983; Jaffé et al., 1986; Jaffé e Navarro, 1985; Jaffé e Sanchez, 1984).

A marcacéao do territério em formigas pode ter duas fun¢bes. Uma funcéo
de defesa, claramente antagonistica, onde em territérios marcados a formiga
intrusa se tornaria submissa, enquanto as residentes permaneceriam em alerta e
reagiriam com agressividade aos intrusos. A outra seria uma fung¢ao de orientagdo
as operarias para as varias entradas de sua colonia (Della Lucia et al., 2001;
Salzemann e Jaffé, 1990). Em formigas cortadeiras, a marcacdo e 0
reconhecimento do territdrio favorecem o abastecimento de alimento necessario
para a colbnia, a sua defesa contra intrusos (Salzemann et al., 1992; Vilela, 1983) e
reduz conflitos agressivos entre colonias vizinhas (Salzemann e Jaffé, 1990).

Estudos sobre marcacdo de territorio nas formigas cortadeiras sao
encontrados apenas para o género Atta para as espécies Atta cephalotes (Jaffé et
al., 1979), A. sexdens rubropilosa (Vilela, 1983) e A. laevigata (Salzemann e Jaffé,
1991). E pesquisas apontam a participacdo da glandula de Dufour como estrutura
responsavel pela producéo do feroménio de marcacao de territério.

Os componentes identificados na secrecédo da glandula de Dufour em Atta
laevigata (Salzemann et al., 1992) foram o (Z)-9-tricoseno, o0 (Z)-9-nonadeceno, 0
8,11-nonadecadieno e o n-heptadeceno. Apesar da glandula de Dufour ter sido
indicada como fonte desse feroménio por mais de um autor, seu papel neste
processo ainda ndo esta totalmente esclarecido. Essa estrutura estd associada a
producdo de feromdnios de apaziguamento e propaganda nas espécies de
formigas escravagistas Protomognathus americanus e Harpagoxenus sublaevis
(Brandt et al. 2006), mas também o feroménio produzido tem funcdo de alarme,
recrutamento, trilha e atracdo sexual, atracdo entre individuos, marcacdo de
territdrio, entre outros (Billen, 1993).

As operarias das formigas cortadeiras exibem um elevado grau de
polimorfismo, as castas tém tamanhos e atividades diferenciadas dentro da colonia
(Fowler et al, 1986). No género Acromyrmex o polimorfismo é menos acentuado se
comparado com o0 género Atta. Apds estudos realizados com operarias de
Acromyrmex, Camargo et al. (2007), Forti et al. (2004) e Moreira et al. (2010)
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dividiram as castas desse género em quatro classes, onde a menor classe esta
envolvida na atividade de manutencdo e cuidado com o fungo e imaturos e as
outras trés classes maiores estdo envolvidas na atividade de forrageamento. Em
outros estudos as classes de castas em Acromyrmex séo divididas em apenas
menores com média de largura de capsula cefalica de 0,8 mm e maiores com
média de 1,8 mm (Hughes et al., 2003).

Essas diferencas morfoldégicas também sdo constatadas nas glandulas das
formigas cortadeiras. Moreira e Della Lucia (1993) e Pereira et al., (1995)
verificaram que o tamanho da glandula de veneno de A. subterraneus subterraneus
e A. subterraneus molestans aumenta em funcdo do tamanho da operaria.
Nascimento et al. (1993) verificaram em A. sexdens rubropilosa variacbes no
contetdo da glandula mandibular segundo a casta estudada. Operarias minimas
possuem principalmente 4-metil-3-heptanona enquanto que operarias maiores,
encarregadas do forrageamento, e soldados possuem compostos neral e geranial
como majoritarios. Outros trabalhos demonstraram que as diferentes castas de
formigas cortadeiras podem responder de maneira diferente a um mesmo estimulo
externo (Wilson, 1971).

Operarias forrageadoras de A. sexdens sexdens e A. opaciceps
responderam fortemente com comportamento de alarme ao extrato de capsulas
cefalicas maceradas de individuos menores de outras castas (Francelino et al,
2006). Operarias de diferentes castas podem desenvolver estratégias diferentes
para obter sucesso em um combate. Em conflito com outras formigas ou
organismos menores normalmente sdo recrutadas operarias menores, a estratégia
€ ter um grande numero de combatentes que € melhor do que poucos bons
lutadores. Se a batalha € de conflitos um-para-um ou com um organismo grande,
entdo alguns bons lutadores serdao melhores do que muitos pequenos (Whitehouse
e Jaffé, 1996).

Para formigas do género Acromyrmex ndo existem estudos sobre a
marcacao de territorio, apenas o trabalho de Jaffé e Navarro (1985), que aponta
evidéncia de marcas de odores deixadas no substrato em Acromyrmex landolti.
Portanto, o objetivo desse estudo foi verificar como as diversas classes de
operarias respondem aos extratos da glandula de Dufour e obter o perfil quimico

desse extrato.
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MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 10 ninhos de A. subterraneus subterraneus mantidos em
condicdes controladas na Unidade de Mirmecologia, do Laboratério de Entomologia
e Fitopatologia, na Universidade Estadual do Norte Fluminense Darci Ribeiro em
Campos dos Goytacazes-RJ.

As criagbes foram mantidas em bandejas plasticas de acordo com modelo
proposto por Della Lucia et al. (1993), sob 25 * 2 °C de temperatura, 80 £ 10 % de
umidade e fotoperiodo de 12 horas. O jardim de fungo foi mantido dentro de pote
plastico ou de vidro (2 L) fechado e com chumaco de algoddo umedecido na parte
superior para manter a umidade do fungo. As formigas tiveram acesso ao jardim de
fungo através de aberturas laterais. As colbnias receberam folhas das espécies
vegetais acalifa (Acalypha wilkeziana) e/ou alfeneiro (Ligustrum japonicum) e
esporadicamente flocos de cereais e pétalas de rosas. As folhas foram colocadas
em bandejas plasticas.

Os bioensaios foram realizados sob as mesmas condi¢cdes de temperatura,
umidade e fotoperiodo. As andlises quimicas foram realizadas no Departamento de

Quimica da Universidade Federal de Sao Carlos.

1.1. Determinac&o do tamanho das operarias:

As operarias de A. subterraneus subterraneus foram separadas segundo a
qualificacéo utilizada por Forti et al. (2004) e Moreira et al. (2010). Esses autores
sugerem a divisdo de castas em quatro classes de tamanho de acordo com a
largura da cépsula cefalica e a localizacdo e/ou funcdo na coldnia de cada classe.
Os intervalos de largura de capsula cefalica foram os seguintes: classe 1 entre 0,8
a 1,0 mm (C1), classe 2 entre 1,2 a 1,5 mm (C2), 3 entre 1,6 a 2,0 mm (C3), 4 entre
2,1a2,4mm(C4).

As capsulas cefélicas das formigas foram medidas com auxilio de

micréscopio estereoscopico acoplado a uma lente micrométrica (aumento 40x).
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1.2. Preparagdo das amostras:

Para preparacao dos extratos de glandula de Dufour das quatro classes de
formigas, operarias foram retiradas do ninho, mortas por congelamento e
dissecadas em placa de Petri (9 cm de &) com auxilio de microscépio
estereoscopico (40x). Os abdomes foram separados e imersos em agua destilada e
abertos com auxilio de pinca. As glandulas de Dufour foram localizadas e depois de
retiradas foram maceradas em tubo Wheaton (3 mL) contendo 1 mL de hexano
(CH3(CH)4CH3) como solvente (Figura 1). Foram feitos extratos de glandula de
Dufour a concentracdo de 10 glandulas/mL para os testes comportamentais,
definidos em pré-testes, e 10, 20 e 30 glandulas de Dufour/ 0,3 mL de hexano para
as andlises cromatogréficas. Os extratos foram preservados em freezer a 10°C até
a utilizacdo nos bioensaios. Para determinar a concentragao ideal dos extratos nos

testes foram realizados pré-testes.

Figura 1. Preparacédo do extrato de glandula de Dufour. Os abdomens das formigas
sao retirados (A). A glandula de Dufour é localizada e retirada (B). A glandula de
Dufour em um frasco contendo solvente (C). Fotos Karla Malaquias e Shénia S.
Silva.
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1.3. Teste: reconhecimento de territorio pelas diferentes castas

Os testes comportamentais consistiram em observar o comportamento de
curvamento de abdome (curvamento de abdome e cabeca, com antenas voltadas
para frente) e abertura de mandibula das operérias das classes C1, C2, C3 e C4.
Estes atos comportamentais foram identificados como parte do comportamento de
reconhecimento de territdrio em trabalhos prévios.

Discos de papéis filtro (9 cm de @) foram impregnados com 0,1 mL de
extrato de glandula de Dufour com auxilio de pipeta Pasteur (Gazal et al., 2009;
Moreira e Della Lucia, 1993). Foram realizados testes controle com papel filtro
impregnado com solvente. Esperou-se o0 extrato evaporar por 20 segundos e logo
em seguida o disco foi colocado no centro da arena (bandejas plasticas de 20 x 10
x 4 cm) (Figura 2).

Cinco formigas foram colocadas na arena por repeticdo. Os testes
iniciaram dois minutos depois para permitir a adaptacdo das formigas ao ambiente.
Com auxilio de filmagens foi quantificado o nimero de vezes que as formigas
exibiam curvamento de abdome e abertura de mandibula durante cinco minutos. A
arena possuia talco inodoro em suas paredes internas para prevenir a fuga das

formigas.
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Figura 2. Impregnacdo do papel filtro (9 cm de @) com extrato de glandula de
Dufour (A). Retirada de cinco formigas da espécie Acromyrmex subterraneus
subterraneus do ninho (B). Arena (20 x 10 x 4 cm) com o papel fitlro impregnado
com extrato e com cinco operarias. Fotos: Shénia S. Silva.

1.3.1. SituagOes experimentais:

Foram realizados 4 testes nos quais formigas de todas as classes foram
expostas aos extratos das classes C1, C2, C3 e C4 de ninhos heterocoloniais. No
teste controle formigas de todas as classes foram expostas aos papéis filtros
impregnados com solvente. Cada teste foi repetido vinte vezes. As variaveis

analisadas foram a ocorréncia de curvamento de abdome e abertura de mandibula.

1.3.2. Andlise estatistica:

As respostas comportamentais das operarias de diferentes castas por
extratos de glandula de Dufour e o efeito dos extratos de glandula de Dufour de
cada casta nas operarias foram avaliados através de Anadlise de Variancia
(ANOVA) e as médias comparadas através do teste de Tukey (p < 0,05). O
delineamento foi inteiramente casualizado, sendo o primeiro fator o extrato das
castas Cl1, C2, C3, C4 e solvente com as operérias das diferentes castas e o

segundo fator testado as classes de operéarias C1, C2, C3 e C4.
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1.4. Analises quimicas:

Extratos da glandula de Dufour foram analisados usando a técnica de
cromatografia gasosa aliada a espectrometria de massas (CG-EM). Para
otimizagcdo da qualificacdo e quantificagdo dos compostos foi desenvolvido e
validado um método de analise.

As condicdes de andlise do cromatoégrafo gasoso linha 17A SHIMATZU
QP3000 foram as seguintes:

- Coluna Optima-5 (30 m X 0,25 mm).
- Programa de temperatura:

Injetor = 230 'C;

Detector = 280 C;

Temperatura inicial da analise = 100 °C (por 1 min);

Temperatura final da analise = 280 'C (por 10 min);

Taxa de aquecimento = 15 'C-min™.

1.4.1. Validagdo do método cromatogréfico:

Os extratos obtidos foram submetidos as analises quimicas para
identificacdo e quantificacdo dos constituintes. A validacdo tem por objetivo
garantir, através de estudos experimentais, que o0 método atenda as exigéncias das
aplicacdes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados (ANVISA,
2003).

Foram analisados os extratos das diferentes castas de A. subterraneus
subterraneus. Em todos 0s ensaios relativos a validagdo do método confirmatério
desenvolvido foi utilizado um extrato glandular. No total foram trés concentracdes
utilizadas 10, 20 e 30 glandulas de cada uma das quatro castas, C1, C2, C3 e C4,

em triplicata.

1.4.1.1. Linearidade e Sensibilidade:

Linearidade corresponde ao modelo matematico que estabelece uma
relacdo entre a resposta instrumental (area/altura da banda cromatogréfica) e a
concentracdo do analito. E necessario elaborar uma curva de calibracdo para cada
analito que se deseja determinar e para cada corrida analitica (ANVISA, 2003; US-
FDA, 2001).
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Volumes de 0,3 mL do extrato glandular foram adicionados as solucdes
padrdo dos analitos e padrdo interno MBDB (N-metilbenzodioxazolilbutamina).
Cada amostra foi brevemente agitada em vortex, os analitos foram eluidos com 0,5
mL de hexano (1 mL, 2 vezes) e os eluatos foram secos completamente sob
atmosfera de N,. Volumes de 1 uL foram injetados no CG-EM e analisados em
duplicata. Os resultados foram analisados utilizando-se um modelo de regresséo
linear, ajustado com base no método dos minimos quadrados. As razfes area
analito/area padrdo interno correspondiam ao eixo das coordenadas (y) e as
concentracdes ao eixo das abscissas (x) obtidas a partir das equacdes de ajuste
em cada substancia padréo.

Os limites de deteccéo (LD) e quantificacdo (LQ) foram calculados a partir
dos resultados obtidos com as analises dos brancos preparados no estudo de
linearidade. Para tanto, as 3 replicatas de cada branco foram analisadas 3 vezes (3
replicatas de injecdo) cada uma. Os calculos foram feitos tendo como base os
valores de desvio padrdo obtidos para as razbes areaanaio/ar€dpadrio interno
correspondentes ao branco nas analises de linearidade. As equacdes utilizadas
nos célculos de LD e LQ foram respectivamente:

3xs o 10x3
i i

Onde,
s = desvio padréo absoluto para todas as replicatas;
a = inclinacdo da reta, coeficiente angular da equacao de ajuste do modelo linear (y
= ax + b).

Tempo de retencéo (TR) é o tempo gasto por um componente desde a sua
injecdo na coluna até a sua deteccdo na saida do sistema. O tempo de retencao
engloba todo o tempo que um componente fica no sistema cromatografico, seja

diluido na fase movel, seja retido na fase estacionaria.

1.4.1.2. Preciséo:

A precisdo de um método bioanalitico € a medida dos erros aleatorios e
representa a proximidade dos resultados obtidos a partir de medidas
independentes de amostragens mdultiplas de uma amostra homogénea (ANVISA,
2003; US-FDA, 2001). Este é um importante parametro que possibilita decidir se o
método bioanalitico é confiavel ou ndo para o objetivo da analise (Cassiano et al.

2009).
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A precisdo pode ser expressa como uma estimativa do desvio padréo (s)
ou desvio padrao relativo (DPR), também conhecido como coeficiente de variacédo
(CV%), de uma série de repeticbes da mesma amostra, em diferentes preparacdes
(Peters, et al. 2007; Peters e Maurer 2002; US-FDA, 2001).

a) Preciséo intradia:

Define a precisdo do método em repetir, em um curto intervalo de tempo,
os resultados obtidos nas mesmas condi¢cdes de andlise, ou seja, com 0 mesmo
analista, com 0 mesmo equipamento, no mesmo laboratério e fazendo uso dos
mesmos reagentes (Cassiano et al., 2009).

A repetibilidade n&o deve ser confundida com a andlise da precisdo
instrumental ou repetibilidade de injecbes de uma mesma amostra (Shabir, 2003).
E importante ressaltar que a precisdo do método avaliada através da repetibilidade
€ investigada pela analise das amostras controle de qualidade preparadas em
replicatas para cada concentracdo (Cassiano et al., 2009).

Esse estudo foi realizado em trés niveis de concentracdo dos extratos,
contendo: 10, 20 e 30 glandulas. A concentracdo de cada padrao interno foi 10
ng/mL. Ao longo de um dia, foram preparadas 3 replicatas para cada nivel de
concentracdo acima. O intervalo médio entre as replicatas de cada nivel foi
aproximadamente duas horas. Os residuos foram solubilizados em 200 pyL de
hexano. Uma aliquota de 1 pL de cada replicata foi injetada em duplicata e
analisada por CG-EM. Os resultados foram expressos em porcentagem, como

Coeficiente de Variacéo (CV), calculado a partir da equacao:

%CV =

< ||l w»n

Onde,
S = desvio padrdo absoluto para as razdes areaanaio/ar€apadrio inerno de cada

replicata, e

x = valor médio das areas sob o0s picos.

b) Preciséo interdia:
Define a habilidade do método em fornecer os mesmos resultados quando

as andlises sdo conduzidas no mesmo laboratério, mas em diferentes dias, por
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diferentes analistas e diferentes equipamentos. Para a determinacdo da precisdo
intermediaria, recomenda-se um minimo de 2 dias diferentes com analistas
diferentes (Cassiano et al., 2009).

Esse estudo também foi realizado em trés niveis de concentracdo dos
extratos, contendo: 10, 20 e 30 glandulas. A concentracdo de cada padrdo interno
foi de 10 ng/mL. Uma vez por dia, ao longo de 6 dias consecutivos, 3 replicatas
foram preparadas para cada nivel acima. Uma aliquota de 1 uL de cada replicata
foi injetada em duplicata e analisada por CG-EM. Os resultados foram expressos
em porcentagem, como Coeficiente de Variacdo (CV), calculado a partir da

equacao:

%CV =

< ||l w»n

S = desvio padrdo absoluto para as razdes areaanaito/ar€apadrao inemo de cada

replicata, e

X = valor médio das areas sob 0s picos.

1.4.1.3. Estabilidade da amostra (congelamento/ descongelamento):

Frequentemente, as amostras do estudo sdo congeladas e descongeladas
para re-analises. Por esse motivo, deve ser avaliada a estabilidade do analito na
matriz bioldégica ap6s, no minimo, trés ciclos de congelamento e degelo. Um
experimento para avaliar este tipo de estabilidade é proposto nos guias para
validagdo de métodos bioanaliticos elaborados pelo FDA e pela ANVISA (ANVISA,
2003; US-FDA, 2001).

Esse estudo também foi realizado em trés niveis de concentracdo dos
extratos, contendo: 10, 20 e 30 glandulas. A concentracédo de cada padrdo interno
foi de 10 ng/MIl. Para cada nivel foram preparadas 3 replicatas. Apos a
solubilizacdo em 200 uL de hexano, volumes de 1 uL foram injetados e analisados
em duplicata. O restante das amostras foi guardado no congelador.

Passadas 21 horas de congelamento e 3 horas de estabilizacdo térmica,
uma nova aliquota foi retirada de cada replicata. O tratamento e a analise dessas
novas amostras foram exatamente como antes da etapa de congelamento. O
restante das amostras foi novamente guardado no congelador. Essa rotina foi
executada mais duas vezes, ap0s outros dois ciclos de 21 horas de congelamento

e 3 horas de estabilizagdo. Os resultados foram expressos pelo Coeficiente de
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Variacdo. Esse coeficiente foi calculado para cada concentracdo ap6s cada ciclo.
Para avaliar a estabilidade geral, um coeficiente de variacdo total (%CVioa) foi

calculado para cada concentracao apos todos os ciclos.

RESULTADOS

1. Reconhecimento de territorio:

Todas as classes de operarias responderam com curvamento de abdome e
abertura de mandibula aos extratos de glandula de Dufour de individuos
heterocoloniais de todas as classes de castas.

As operarias minimas, pertencentes a classe 1 responderam com pouco
curvamento de abdome ao extrato de glandula de Dufour. N&o houve diferenca na
resposta dessas formigas aos extratos das diferentes classes com o controle
(solvente) (F4,95=1,2705, P >0,05) (Figura 3).

As operarias da classe 2 responderam significativamente com curvamento
de abdome ao extrato da classe 3 (7,35 = 1,46) (F495=10,6418, P <0,001). As
operérias da classe 3 responderam significativamente com curvamento de abdome
ao extrato da classe 3 (12,05 + 1,31) e da classe 2 (6,15 = 0,81) (F495=27,8982, P
<0,001). As operarias da classe 4 responderam significativamente com curvamento
de abdome ao extrato da classe 4 (3,45 * 0,42) (F4,95=8,0329, P <0,001).

57



o 197  Operarias Classe 1 o 191 Operarias Classe 2

£ | £ |

s 14 c 14

3 5 O Extratos(1,2,3,4)

8 12~ | 12

2 [ m Solvente (c)

L

g 10 g 10 .

T 8- £ 8- I

E o E 4

: g

= 4 - =3 4 N b b

[X] [1] 'I'

[} a a [ T b b

2 2 aI ’—T—‘ ’—T—‘ Ia a o 27 [

Z 0 T T T T i_‘ Z O T T T T &_\
1 2 3 4 c 1 2 3 4 c

Extratos Extratos

o 167 Operarias Classe 3 o 187 Operarias Classe 4

§ 14 | a _§ 14

2 12 - I % 12

3 4o | S 40

W /]

e =]

E 8- b E 8|

T £

E 6 bec g 61 a

. T S, i

3 2 ¢ S 2 b b

Z 0 i z , L A
1 2 3 4 c 1 2 3 4 c

Extratos Extratos

Figura 3. Numero de curvamentos de abdome realizados por cinco formigas de
quatro classes de tamanho (1=0,8 - 1,0 mm, 2=1,2 - 1,5 mm, 3=1,6 - 2,0 mm e
4=2,1 - 2,4 mm) de Acromyrmex subterraneus subterraneus quando expostas aos
extratos de glandula de Dufour produzidos a partir de glandulas de operérias das
classes de tamanho 1, 2, 3, 4 e solvente (c) (n=20). Colunas seguidas por mesma
letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey (P <0,05).

As operarias da classe 1 responderam significativamente com abertura de
mandibula ao extrato da classe 3 (1,75 + 1,48) (F4.95=4,7090, P <0,01).

As classes maiores de operarias foram as que responderam com maior
frequéncia de abertura de mandibula a todos os extratos (classe 3: F495=9,7185, P
<0,001; classe 4: F495=14,4503, P <0,001) (Figura 4).
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Figura 4. Numero de aberturas de mandibula realizado por cinco formigas de
guatro classes de tamanho (1=0,8 - 1,0 mm (a), 2=1,2 - 1,5 mm (b), 3=1,6 - 2,0 mm
(c) e 4=2,1 - 2,4 mm (d)) de Acromyrmex subterraneus subterraneus quando
expostas aos extratos de glandula de Dufour produzidos a partir de glandulas de
operérias das classes de tamanho 1, 2, 3, 4 e solvente (c) (n=20). Colunas
seguidas por mesma letra n&o diferem entre si pelo teste Tukey (P <0,05).

Outros comportamentos observados foram deslocamento aleatdrio,
caminhamento rapido de aproximadamente 1 a 3 segundos com a mandibula
aberta, seguido de parada do individuo com as antenas afastadas ou de

curvamento do abdome e da cabeca.

59



2. Andlises quimicas:

ApOs andlise prévia, optou-se por fazer os extratos em Hexano.

2.1. Validacdo do método cromatografico:

A fim de otimizar as condicdes de extracdo, foi validado o método
cromatografico para analise dos constituintes da glandula de Dufour. Os dados de
Linearidade e Sensibilidade foram colocados no apéndice.

A sensibilidade do método foi avaliada, baseando-se nos valores de Limite
de Deteccdo (LD) e Limite de Quantificagdo (LQ) calculados a partir das anélises
realizadas com as amostras de referéncia negativa. Em relacdo a esse parametro,
pode-se dizer que o0 método apresentou uma sensibilidade muito boa para todos os
analitos estudados.

As concentracdes encontradas dos principais constituintes na glandula
Dufour das espécies em estudo encontram-se na Tabela 1. A analise
cromatografica permitiu constatar que o perfil da glandula de Dufour é composto
por uma série homdloga de hidrocarbonetos com cadeia Cy,y a Csp. Tais
hidrocarbonetos tiveram suas estruturas confirmadas pela comparagcdo com tempo
de retencdo (TR) dos padrdes, fragmentacio caracteristica e indice de Kovats (IK)

calculados.
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Tabela 1. Hidrocarbonetos presentes no extrato da glandula de Dufour.

Composto

N° o TR (min) m/z caracteristicos IK calculado IK (eal
Identificado
1 Eicosano 7.745 43,57, 71, 85, 99, 113 1992 2000
2 Heneicosano 8.373 43,57, 71, 85, 99, 113 2103 2100
3 Docosano 8.977 43,57, 71, 85, 99, 113 2192 2200
4 Tricosano 9.559 43,57, 71, 85, 99, 113 2301 2300
5 Tetracosano 10.152 43,57, 71, 85, 99, 113 2398 2400
6 Pentacosano 10.804 43,57, 71, 85, 99, 113 2499 2500
7 Hexacosano 11.538 43,57, 71, 85, 99, 113 2600 2600
8 Heptacosano 12.387 43,57, 71, 85, 99, 113 2706 2700
9 Octacosano 12.789 43,57, 71, 85, 99, 113 2803 2800
10 Nonacosano 13.391 43,57, 71, 85, 99, 113 2910 2900
11 Triacontano 14.592 43,57, 71, 85, 99, 113 2999 3000
12 Hentriacontano 16.050 43,57, 71, 85, 99, 113 3108 3100
13 Dotriacontano 17.832 43,57, 71, 85, 99, 113 3201 3200

Na Tabela 2 sdo mostradas as concentragbes dos compostos por casta de

A. subterraneus subterraneus.

61



Tabela 2. Concentracdes dos compostos obtidos no extrato de glandula de Dufour

por casta de operarias de Acromyrmex subterraneus subterraneus.

Ne° Composto C1~ c2* Cc3* C4*
Identificado

1 Eicosano T T T

2 Heneicosano T T T

3 Docosano 0.1 0.2 T 0.6
4 Tricosano 0.3 0.3 0.9 0.5
5 Tetracosano 0.9 0.8 0.8 15
6 Pentacosano 2.0 1.9 0.3 4.0
7 Hexacosano 3.3 3.3 1.7 6.3
8 Heptacosano 4.7 5.0 2.4 9.1
9 Octacosano 5.0 5.2 3.0 9.2
10 Nonacosano 54 5.6 3.1 9.6
11 Triacontano 4.2 4.2 2.0 8.2
12  Hentriacontano 3.6 3.6 1.9 6.9
13 Dotriacontano 2.3 292 0.9 4.2

*ng/glandula e T =tracos

Verificou-se também a sobreposicdo dos cromatogramas, mostrando a

precisao nas injecdes pela correlacdo com o tempo de retengao (Figura 5).
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Figura 5. Sobreposicdo dos cromatogramas das diferentes castas, indicando a
precisdo nas injecdes pela correspondéncia do tempo de retencao.

2.1.1. Precisao:

a) Preciséo intradia:

A precisdo intradia esta relacionada principalmente com o cuidado no
preparo das amostras e com a estabilidade do equipamento. Os resultados
apresentados na Tabela 2 (no Apéndice) indicam uma precisdo intradia média
superior a 95% (CV inferior a 5%), 0 que € bastante satisfatério para analises
realizadas em matrizes biolégicas. Isso sugere que as amostras foram
cuidadosamente preparadas, minimizando o erro experimental que poderia haver

durante as analises.

b) Preciséo interdia:
A precisao interdia reflete a variabilidade de um método de um dia para
outro. Por isso, esta associada com a preparacao das amostras e da flutuacdo da

resposta do equipamento.
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Nesse estudo, o0 método também apresentou uma precisao interdia média
de 95%. Uma variacdo de aproximadamente 5% no interensaio para analises
biol6gicas € considerada muito baixa (até 10% € aceitavel) e esta associada ao

erro sistematico.

2.1.2. Estabilidade da amostra (congelamento/ descongelamento):

No estudo de estabilidade da amostra, observou-se que, apds o primeiro e
segundo ciclos de descongelamento das amostras, ndo houve reducéo significativa
na concentracdo dos analitos. Apds o terceiro descongelamento, houve maior
variacao.

Embora tenha ocorrido reducéo significativa na concentracdo dos analitos
ao final do ensaio, observa-se que tal variacdo encontra-se dentro do limite
aceitavel de trabalho (inferior a 20%). Portanto, pode-se dizer que mesmo quando
as amostras ja foram congeladas mais de uma vez, ainda € possivel realizar as

analises, embora esse ndo seja o procedimento mais aconselhavel.

DISCUSSAO

Para o género Acromyrmex relatos de uma possivel evidéncia de marcacao
quimica de territério sdo encontrados apenas para a espécie Acromyrmex landolti
(Jaffé e Navarro, 1985). Outros estudos comportamentais demonstraram a
participacdo de secrecfes da glandula de Dufour na marcacédo de territério em
attines como A. sexdens rubropilosa (Vilela, 1983), A. cephalotes (Jaffé et al.,
1979) e A. laevigata (Salzemann e Jaffé, 1991; Salzemann et al., 1992). Os
individuos dessas espécies marcam ativamente a area ao redor do ninho com um
feromonio produzido no final do gaster. Diante de um novo substrato ou sobre um
territorio marcado com secrecfes de outra formiga operarias de A. sexdens
rubropilosa curvam o abdome ventralmente e marcam o territério com deposicao do

feroménio produzido na ponta do géaster (Vilela et al, 1987).
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Nos encontros heterocoloniais em superficies impregnadas com extrato de
GD foi observada liberacdo de excretas. Nas formigas teceldas Oecophylla
longinoda foi observada que a liberacdo de excrecdes é realizada para marcacao
de territorio. As operarias dessa espécie somente defendem o seu territério quando
essas marcacdes sao realizadas pelos seus companheiros de ninho (Leston, 1973;
Majer, 1972). Operarias intrusas em superficie impregnada com extrato de GD e
com residentes apresentaram comportamento de eliminacéo de excretas, indicando
um reconhecimento de territorio.

As operérias residentes expostas a superficie impregnada com GV e EC
com intrusas apresentaram curvamento de abdome. Tal fato néo foi observado com
operérias intrusas onde o comportamento agonistico de reconhecimento de
territério como o curvamento de abdome néo foi expressivo em superficie marcada
com glandula de Dufour. Uma possivel explicacdo para estes fenbmenos é a
presenca de residentes no seu proprio territério, que pode ter inibido o
comportamento agressivo das intrusas. Somente em superficie impregnada com
extrato de GD e sem residentes que as operdrias intrusas apresentaram
comportamento de curvamento de abdome.

Salzemann e Jaffé (1990) e Salzemann et al. (1992) observaram que
operdarias no proprio territério obtiveram vantagem em confrontos heterocoloniais.
Em territério sem marcacdo a primeira operaria a explorar o ambiente teve uma
significativa vantagem sobre outras operarias homoespecificas que chegaram a
esse territorio. Intrusos adotaram postura de submissdo em confrontos com
residentes. No presente experimento ndo houve um comportamento expressivo de
submissdo, mas uma menor propor¢do de comportamentos agonisticos dos
Intrusos.

Nesse trabalho verificou-se que as operarias de A. subterraneus
subterraneus reagiram ao extrato de glandulas de Dufour de heterocoloniais com
curvamento de abdome ao mesmo tempo que posicionaram a cabeca para baixo,
deixando as antenas para frente do corpo. As operarias de A. subterraneus
subterraneus respondem a marcacao de territério de individuos de outro ninho.

Verificou-se uma especializacdo com operarias sensiveis na percepgao e
marcacao quimica do territorio. As quatro classes de operarias possuem diferentes
capacidades de responder ao extrato de GD, sendo que, a classe 3 parece ser a

responsavel pela marcacao do territorio, pois os extratos provenientes de operérias
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dessa classe desencadearam maior resposta de curvamento de abdome em
individuos das classes 2 e 3. Os individuos da classe 3 responderam ao extrato de
glandula de Dufour das classes 2, 3 e 4. Comportamento semelhante foi observado
por Brindis et al, (2008) em operarias forrageadoras de Solenopsis geminata, estas
respondem com alto seguimento de trilha ao extrato de glandula de Dufour das trés
castas, sendo maior a resposta ao extrato de sua propria casta.

Segundo Moreira et al. (2010), os individuos C2 de A. subterraneus
subterraneus sao frequentemente encontrados na trilha e na area de
forrageamento e os individuos C3 sédo encontrados cortando. Isto pode sugerir que
a C2 seja especializada em atividades de forrageamento, como patrulhamento de
trilha e deteccdo de ameacas (Hughes e Goulson, 2001), enquanto a C3 em
marcar e cortar folhas.

O presente trabalho evidenciou que a funcéo das castas C2 e C3 € muito
importante no processo de reconhecimento de substancias da glandula de Dufour e
marcacao de territorio. Tanto na emissao quanto na percepcao do feroménio, estas
castas sdo responsaveis pelo maior eliciamento de resposta em operarias de
outras castas e respondem mais eficientemente ao seu proprio feromonio.

A baixa resposta apresentada pelas operarias da C1 pode ser explicada
pela sua especializacdo a realizar atividades no ninho. Nos trabalhos de Della
Lucia et al. (1993) e Forti et al. (2004) foi observado que operarias minimas de A.
subterraneus brunneus sao responsaveis pelo cultivo do fungo e cuidado com a
prole, por isso sao encontradas frequentemente na camara de fungo, mas também
sdo observadas na area de forrageamento ou “andando de carona” sobre o
fragmento de material vegetal transportado, por outras operdrias comportamento
normalmente associado a protecao contra ataque de forideos (Vieira-Neto et al.,
2006).

A abertura de mandibula é um comportamento associado a alarme. Esse
ato comportamental € verificado em testes de agressividade de formigas
(Holldobler e Wilson, 1977; Holldobler e Wilson, 1990; Whitehouse e Jaffé, 1996;
Wilgenburg et al., 2010), sempre acompanhado com deslocamentos rapidos
(Hughes e Goulson, 2001; Hughes et al., 2001; Human e Gordon, 1999;
Waddington e Hughes, 2010) ou congelamento do individuo (Mercier et al., 1997).
As operérias da classe 3 e 4 responderam com comportamento de abertura de

mandibula ao extrato de glandula de Dufour e ao solvente. A abertura de
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mandibula assim como outros comportamentos de alarmes observados nas
formigas pode estar relacionada ao reconhecimento e defesa de territorio.

O comportamento de abertura de mandibula ndo parece ser préprio para
avaliacdo de reconhecimento de marcacdo de territorio, diferentemente do
comportamento de curvamento de abdome, jA mencionado na literatura como um
comportamento préprio de reconhecimento territorial (Jaffé et al., 1979; Salzeman e
Jaffé, 1990; Salzeman et al., 1992; Vilela, 1983).

Operarias maiores respondem com maior frequéncia a estimulos externos,
estranhos (Holldobler e Wilson, 1977). Forti et al. (2004) observaram uma maior
probabilidade das operérias maiores de A. subterraneus brunneus desempenhar
tarefa de carregamento de folhas para a col6nia. A resposta das castas 3 e 4 €
esperada, uma vez que estas castas encontram-se com maior frequéncia
desenvolvendo atividades fora do ninho, portanto mais expostas.

Nas analises quimicas da glandula de Dufour de A. subterraneus
subterraneus foram encontrados hidrocarbonetos, semelhantemente ao encontrado
em A. laevigata por Salzemann et al. (1992). Esses autores encontraram 14
componentes hidrocarbonetos majoritariamente de cadeia longa na glandula de
Dufour. Destes somente a substancia eicosano foi encontrada em ambas as
formigas.

A eficacia da secrecdo depende da mistura de substancias, assim como a
relativa propor¢ao de componentes pode ser essencial. Quando se comparou perfis
cromatogréaficos da secre¢édo da glandula de Dufour das castas de operéarias de A.
subterraneus subterraneus foi observada uma correlagdo entre o tamanho e a
quantidade de cada substancia na secrecao. Talvez esse fendmeno explique o
comportamento diferente obtido pelas operérias quando expostas aos extratos de
diferentes castas.

Vilela (1983) confirma a existéncia de um feromdnio territorial em formigas
cortadeiras, que regula encontros intraespecificos. Excluindo o papel da glandula
de veneno na secrecdao territorial, relata que o (Z)-9-nonadeceno produzido pela
glandula Dufour (Evershed e Morgan, 1981) € um importante composto que age no
comportamento territorial de A. sexdens rubropilosa.

No presente trabalho foram observados os comportamentos das castas
quando expostas ao extrato de glandula de Dufour de operarias heterocoloniais.

Observou-se que as operarias forrageadoras (classe 3) respondem a esse extrato
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com curvamento de abdome, portanto pode-se inferir que essa classe seja a
responsavel pela marcacéo e reconhecimento de territorio. Nesse trabalho também
foram identificados Hidrocarbonetos de cadeias longas como substancias
presentes na glandula de Dufour. Essas pesquisas podem ajudar no controle
dessas formigas, uma vez que o comportamento de territorialidade influencia tanto
na organizacdo da colbnia, como no forrageamento. O comportamento de
territorialidade envolve a capacidade de reconhecimento dos companheiros de
ninho, fatores que podem desencadear um combate, a capacidade de avaliar o
recurso disponivel a ser defendido e a marcacdo da é&rea. Portanto, € um
comportamento importante no ponto de vista da organizacdo da col6nia. Pesquisas
futuras sdo necessérias para identificar quais compostos dentro do perfil quimico

formam o feromdnio de territério para essa espécie.

RESUMOS E CONCLUSOES

e A marcacdo de territorio para essa espécie ocorre com a deposicdo da
secrecdo da glandula de Dufour;

e Conclui-se que operarias forrageadoras (classe 3) sdo as que exibem maior
ndamero de curvamento de abdome quando expostas a secrecdo da glandula
de Dufour. Esse fator e a sua relativa abundancia na area de forrageamento
sugerem que essa casta seja também responsavel pela marcacdo e
reconhecimento de territorio;

e No extrato de glandula de Dufour de A. subterraneus subterraneus foram
encontrados Hidrocarbonetos de cadeia longa. Quantitativamente verificou
que propor¢cdo de substancias que compdem o perfil da glandula de Dufour

difere entre as castas de operarias dessa espécie de formiga.

68



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA); Guia para Validacdo de

Métodos Analiticos e Bioanaliticos, Resolucdo RE n° 899 de 29/05/2003.

Billen, J. (1993) Morphology of the exocrine system in ants. Proceedings of the
Colloquia on Social Insects. In: Kipyatkov, V.E. (ed.) St. Petersburg: Socium, p.
1-15.

Brandt, M., Heinze, J., Schmitt, T., Foitzik, S. (2006) Convergent evolution of the
Dufour's gland secretion as a propaganda substance in the slave-making ant

genera Protomognathus and Harpagoxenus. Insectes Sociaux, 53: 291-299.

Brindis, Y., Lachaud, J.P., Gémez, B.G., Rojas, J.C., Malo, E.A., Cruz-L6pez, L.
(2008) Behavioral and olfactory antennal responses of Solenopsis geminate
(Fabricius) (Hymenoptera: Formicidae) workers to their Dufour gland secretion

Neotropical Entomology, 37: 131-136.

Camargo, R.S., Forti, L.C., Lopes, J.F.S., Andrade, A.P.P., Ottati, A.L.T. (2007) Age
polyethism in the leaf-cutting ant Acromyrmex subterraneus brunneus Forel,
1911 (Hym., Formicidae). Journal of Applied Entomology, 131: 139-145.

Cassiano, N.M., Barreiro, J.C., Martins, L.R.R., Oliveira, R.V., Cass, Q.B. (2009)
Validacdo em métodos cromatogréaficos para analises de pequenas moléculas

em matrizes bioldgicas. Quimica Nova, 32: 1021-1030.

Della Lucia, T.M.C., Fowler, H.G., Aradjo, M.S. (1993) Castas de formigas
cortadeiras. In: Della Lucia, T.M.C. (ed) As formigas cortadeiras. Vigosa: UFV,
p. 43-53.

69



Della Lucia, T.M.C., Vilela, E.F., Moreira, D.D.O. (2001) Feroménios de formigas
pragas. In: Vilela, E.F., Della Lucia, T.M.C. (eds) Feroménios de insetos:
biologia, quimica e emprego no manejo de pragas. 2. ed. Ribeirdo Preto: Holos,
p. 73-82.

Evershed, R.P., Morgan, E.D. (1980) A chemical study of the Dufour gland of two
Attini ants. Insect Biochemistry, 10: 81-86.

Evershed, R.P., Morgan, E.D. (1981) Chemical investigations of the Dufour gland
contents of Attini ants. Insect Biochemistry, 11: 343-351.

Forti, L.C., Camargo, R.S., Matos, C.A.O., Andrade, A.P.P., Lopes, J.F. (2004)
Aloetismo em Acromyrmex subterraneus brunneus Forel (Hymenoptera,
Formicidae), durante o forrageamento, cultivo do jardim de fungo e devolucao

dos materiais forrageados. Revista Brasileira de Entomologia, 48: 59-63.

Fowler, H.G., Pereira-da-Silva, V., Forti, L.C., Saes, N.B. (1986) Population
Dynamics of Leaf-Cutting Ants: A Brief Review. In: Lofgren, C.S., Vander Meer,
R.K. (ed) Fire ants e leaf-cutting ants: biology and management. Boulder:
Westview Press. p. 123-146.

Francelino, M.R.V., Mendonga, A.L., Nascimento, R.R., Sant'‘Ana, A.E.G. (2006)
The mandibular gland secretions of the leaf-cutting ants Atta sexdens sexdens
and Atta opaciceps exhibit intercaste and intercolony variations. Journal
Chemical Ecology, 32: 643-656.

Gazal, V., Bailez, Omar, Viana-Bailez, A.M. (2009) Mechanism of host recognition
in Neodohrniphora elongata (Brown) (Diptera: Phoridae). Animal Behaviour, 78:
1177-1182.

Holldobler, B., Wilson, E.O. (1977) Colony-specific territorial pheromone in the

African weaver ant Oecophylla longinoda (Latreille). Proceedings of the National
Academy of Sciences, 74: 2072-2075.

70


http://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=5&ved=0CG8QFjAE&url=http%3A%2F%2Fpt.wikipedia.org%2Fwiki%2FProceedings_of_the_National_Academy_of_Sciences&ei=knjfT87NBoWY8gTB753tCg&usg=AFQjCNGrEHBK6NCl7E-2tjEbEIyRcEWMvw
http://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=5&ved=0CG8QFjAE&url=http%3A%2F%2Fpt.wikipedia.org%2Fwiki%2FProceedings_of_the_National_Academy_of_Sciences&ei=knjfT87NBoWY8gTB753tCg&usg=AFQjCNGrEHBK6NCl7E-2tjEbEIyRcEWMvw
http://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=5&ved=0CG8QFjAE&url=http%3A%2F%2Fpt.wikipedia.org%2Fwiki%2FProceedings_of_the_National_Academy_of_Sciences&ei=knjfT87NBoWY8gTB753tCg&usg=AFQjCNGrEHBK6NCl7E-2tjEbEIyRcEWMvw

Holldobler, B., Wilson, E.O. (1990) The ants. 1. ed. Massachusetts: Belknap Press.
732p.

Hughes, W.O.H, Goulson, D. (2001) Polyethism and the importance of context in
the alarm reaction of the grass-cutting ant, Atta capiguara. Behavioral Ecology
Sociobiology, 49: 503-508.

Hughes, W.O.H., Howse, P.E., Goulson, D. (2001) Mandibular gland chemistry of
grass cutting ants; species, caste and colony variation. Journal of Chemical
Ecology, 27: 109-124.

Hughes, W.O.H., Sumner, S., Van Borm, S., Boomsma, J.J. (2003) Worker caste
polymorphism has a genetic basis in Acromyrmex leaf-cutting ants. Proceedings
of the National Academy of Science, 100: 9394-9397.

Human, K.G., Gordon, D.M. (1999) Behavioral interactions of the invasive Argentine
ant with native ant species. Insectes sociaux. 46: 159-163.

Jaffé, K. (1983) Chemical communication among workers of leaf-cutting ants. Social

insects in the Tropics, Jaisson Ed. Univ. Paris Nord, v.2, 165-180.

Jaffé, K., Bazire-Benazet, M., Howse, P.E. (1979) An integumentary pheromone
secreting gland in Atta sp.: territorial marking with a colony specific pheromone

in Atta cephalotes. Journal of Insect Physiology, 25: 833-839.

Jaffé, K., Lopez, M.E., Aragort, W. (1986) On the communication systems of the

ants Pseudomyrmex termitarius & P. triplarinus. Insectes Sociaux, 33: 105-117.

Jaffé, K., Marcuse, M. (1983) Individual recognition and territorial behavior in the ant

Odontomachus bauri. Insectes Sociaux, 30: 466-481.

Jaffe, K., Navarro, J.G. (1985) Comunicacion quimica entre obreras de la hormiga
cortadora de grama Acromyrmex landolti. Revista Brasileira Entomologia, 28:
351-362.

71



Jaffé, K., Sanchez, C. (1984) Nestmate recognition and territorial behavior in the ant

Camponotus rufipes. Insectes Sociaux, 31: 302-315.

Jaffé, K., Villegas, G. (1985) On the communication systems of the fungus growing

ant Trachymyrmex urichi. Insectes Sociaux, 32: 257-274.

Leston, D. (1973) The ant mosaic; tropical tree crops and the limiting of pests and
diseases. Pesticides Abstracts, 19: 311-341.

Majer, J.D. (1972) The ant mosaic em Ghana cocoa farms. Bulletin of
Entomological Research, 62: 151-160.

Mercier, J.L., Lenair, A., Dejean, A. (1997) Ritualised versus aggressive behaviours
displayed by Polyrhachis laboriosa (F. Smith) during intraspecific competition.

Behavioural Processes, 41: 39-50.

Moreira, D.D.O., Della Lucia, T.M.C. (1993) Duracédo do feromoénio de trilha de
Acromyrmex subterraneus subterraneus e sua capacidade de atracdo em

diferentes concentracdes. Revista Arvore, 17: 202-212.

Moreira D.D.O., Viana Bailez, A.M., Erthal Jr., M., Bailez, O.E., Carrera, M.P.,
Samuels, R.I. (2010) Resource allocation among worker castes of the leaf-cutting
ants Acromyrmex subterraneus subterraneus through trophallaxis. Journal of
Insect Physiology, 56: 1665-1670.

Nascimento, R.R., Morgan, E.D., Billen, J., Schoeters, E., Della Lucia, T.M.C.,
Bento, J.M.S. (1993) Variation with caste of the mandibular gland secretion in the
leaf-cutting ant Atta sexdens rubropilosa. Journal of Chemical Ecology, 19: 907-
918.

Pereira, R.C., Moreira, D.D.O., Della Lucia, T.M.C. (1995) Descricdo morfologica da

glandula de veneno de Acromyrmex subterraneus molestans Santschi, 1925

(Hymenoptera, Formicidae). Acta Biolégica Leopoldensia, 17: 81-86.

72



Peters, F.T., Drummer, O.H., Musshoff, F. (2007) Validation of new methods.

Forensic Science International, 165: 216-224.

Peters, F.T., Maurer, H.H. (2002) Bioanalytical method validation and its

implications for forensic and clinical toxicology. Accred. Qual. Assur. 7, 441-450.

Salzeman, A., Jaffé, K. (1990) On the territorial behavior of field colonies of the leaf
cutting ant Atta laevigata (Hymenoptera: Formicidae). Journal of Insect
Physiology, 36: 133-138.

Salzeman, A., Jaffé, K. (1991) Polyethisme et defense de la société chez la fourmi

champignonniste Atta laevigata. Insectes Sociaux, 38: 149-159.

Salzeman, A., Nagnan, P., Tellier, F., Jaffé, K. (1992) Leaf-cutting ant Atta laevigata
(Formicidae: Attini) marks its territory with colony-specific Dufour gland

secretion. Journal of Chemical Ecology, 18: 183-196.

Shabir, G.A. (2003) Journal of Chromatography A, 987: 57.

United States Food and Drug Administration (US-FDA) (2001) Guidance for
Industry, Bioanalytical Method Validation.

Viana, A.M.M., Frézard, A., Malosse, C., Della Lucia, T.M.C., Errard, C., Lenoir, A.
(2001) Colonial recognition of fungus in the fungus-growing ant Acromyrmex
subterraneus subterraneus (Hymenoptera: Formicidae). Chemoecology, 11: 29-
36.

Vieira-Neto, E., Mundim, F., Vasconcelos, H. (2006) Hitchhiking behaviour in leaf-
cutter ants: An experimental evaluation of three hypotheses. Insectes Sociaux,

53: 326-332.

Vilela, E.F. (1983) Behavior and control of leaf-cutting ants (Hymenoptera: attini).

PhD thesis, University of Southampton, Southampton, 209p.

73



Vilela, E.F., Della Lucia, T.M.C., Jaffé, K. (1987) A linguagem dos odores. Revista
Ciéncia Hoje, 6: 26-31.

Waddington, S.J., Hughes, W.O.H. (2010) Waste management in the leaf-cutting
ant Acromyrmex echinatior, the role of worker size, age and plasticity. Behavioral

Ecology and Sociobiology, 64: 1219-1228.

Whitehouse, M.E.A., Jaffé, K. (1995) Nestmate recognition in the leaf-cutting ant
Atta laevigata. Insectes Sociaux, 42: 157-166.

Whitehouse, M.E.A., Jaffé, K. (1996) Ant wars: combat strategies, territory and nest
defence in the leaf-cutting ant Atta laevigata. Animal Behaviour, 51: 1207-1217.

Wilgenburg, E.V., Clémencet, J., Tsutsui, N.D. (2010) Experience influences
aggressive behaviour in the Argentine ant. Biology Letters, 6: 152-155.

Wilson, E.O. (1971) The Insect Societies. Harvard University Press. Cambridge.
MA. 548p.

74



4. RESUMOS E CONCLUSOES

As operérias de A. subterraneus subterraneus marcam quimicamente seu
territorio e sdo capazes de reconhecer e discriminar o seu territdrio de uma
area sem marcacao, de um territério de outra colbnia;

O comportamento exibido por A. subterraneus subterraneus quando em um
territorio heterocolonial é de curvamento do abdome. Na defesa do seu
territério além do curvamento de abdome, exibem também o comportamento
de arraste do abdome com inclinagéo da cabeca,

A marcacao quimica de territorio para essa espécie ocorre com a deposi¢cao
da secrecdo da glandula de Dufour na trilha-tronco e suas margens. A
marcacao se da através do comportamento de arraste de abdome;

A casta da classe 3 é a principal responsavel pela marcacdo e
reconhecimento de territorio;

O extrato de glandula de Dufour de A. subterraneus subterraneus é

composto por Hidrocarbonetos de cadeia longa.
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6. APENDICES

A. 1. CONTINUACAO DOS RESULTADOS DO TRABALHO

3.2. POLIMORFISMO NO COMPORTAMENTO DE MARCAGCAO DE
TERRITORIO EM Acromyrmex subterraneus subterraneus (HYMENOPTERA:
FORMICIDAE)

3.2.1. Validagdo do método cromatografico:

Para um método quantitativo apresentar boa linearidade, em matrizes
biolégicas, é necessario que o valor do coeficiente de correlacdo (R?) seja superior
a 0,99. Nesse trabalho, os valores obtidos para esses coeficientes sao 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 padrées em estudo.

Padréo Linearidade Equacédo de ajuste R? LD LQ

(ng) (ng)

Hexadecano 0.1-2000 y=(o.o(%§g§i¢8..gg)01)x ¥ 099777 014 045
Octadecano 0.1-2000 y:(o.o?g.zéi%.%ozc))04)x * 0.99827 0.15 0.46
Eicosano 0.1-2000 y:(o.o?égf;igiggg)m)x ) 0.99896 0.15 0.45
Docosano 0.1-2000 y=(o.oc()§.2ii%.%c;c))05)x * 0.99828 0.11 0.46
Tetracosano 0.1-2000 y=(0.00((())i.337;:(())..gf)001)x * 0.99928 0.13 0.36
Hexacosano 0.1-2000 y:(o'((’f_ii%_%())l)x - 099712 011 031
Octacosano 0.1-2000 y:(o'o‘()giﬁ%,%%?o“)x ' 099955 011 032
Triacontano 0.1-2000 y:(o.o?g.%%i%%a(;%)x * 009923 013 040
Dotriacontano  0.1-2000 y:(o.o?gsigig:gg?%)x © 099826 019 055
Tetratriacontano  0.1-2000 y:(o.o?g,.i%i%..%%?o:s)x T 0.99934 018  0.56
Hexariacontano  0.1-2000 y:(o'o?g_%éi%_%%’onx T 0.99812 014  0.46
Octatriacontano  0.1-2000 y:(o.o((is.aggfg.gg)o&x * 0.99854 0.18 0.49

*LD: limite de deteccgéao, LQ: limite de quantificacéo.
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Tabela 2. Precisdes intra-dia e inter-dia para os extratos glandulares da espécie em

estudo.
Analitos Concentragéo Preciséo Intra-dia Preciséo Inter-dia
(constituintes glandulares) (n° glandulas) (%CV) (%CV)

10 5.87 3.15

Hexadecano 20 3.44 2.94

30 251 2.99

10 4.02 4.05

Octadecano 20 4.67 4.89

30 3.94 4.23

10 2.94 481

Eicosano 20 3.65 3.99

30 2.90 3.94

10 3.56 3.84

Docosano 20 4.57 2.45

30 4.10 2.59

10 2.34 4,92

Tetracosano 20 4.59 3.95

30 3.55 4.86

10 3.67 3.95

Hexacosano 20 3.95 3.95

30 3.02 2.99

10 2.68 2.84

Octacosano 20 2.94 1.56

30 3.05 2.93

10 2.94 2.93

Triacontano 20 3.91 2.88

30 3.94 3.65

10 4.06 3.13

Dotriacontano 20 4.02 3.95

30 4.44 3.04

10 4.32 3.47

Tetratriacontano 20 4.67 4.58

30 4.85 4.10

10 4.81 3.56

Hexatriacontano 20 3.56 3.61

30 3.95 3.04

10 4.20 3.69

Octatricontano 20 4.07 4.33

30 3.95 4.27
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