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RESUMO

RODRIGUEZ, Jhonattan, D.Sc., Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro. Julho de 2019. Caracterizacao do perfil de hidrocarbonetos cuticulares da
rainha de Atta sexdens (Hymenoptera: Formicidae). Orientadora: Prof2. Dra. Ana
Maria Viana-Bailez.

As colbnias de formigas-cortadeiras de folhas, assim como outros insetos sociais,
funcionam como uma unidade social coerente e organizada, na qual milhdes de
individuos realizam diferentes tarefas. Nas formigas-cortadeiras, a reproducéo é
feita unicamente pela rainha e se desconhece como acontece a regulacdo da
mesma sobre as operarias no interior do ninho, porém é possivel que sinais
quimicos sejam usados. Esta é a primeira pesquisa desenvolvida com o objetivo de
identificar o perfil quimico da rainha de Atta sexdens e conhecer como a presenga
da rainha é comunicada dentro da colénia. Foram coletadas rainhas jovens (virgens
e acasaladas) e machos de A. sexdens durante as revoadas de 2017 e 2018. Com
a finalidade de comparar os perfis quimicos, também foram analisadas rainhas
maduras e operarias obtidas de colbnias criadas em laboratério. Os perfis de
hidrocarbonetos cuticulares de operarias e rainhas foram preparados e analisados
através de cromatografia gasosa acoplada com espectrémetro de massas (CG-
EM). O perfil quimico de rainhas apresentou uma grande diversidade de
hidrocarbonetos metilados quando comparadas com as operarias. As rainhas

maduras apresentaram um perfil quimico dominado por metil ésteres que

\%



representaram mais do 60% da proporcao relativa dos compostos identificados. Por
sua parte, os machos apresentaram compostos exclusivos na sua cuticula, que
podem estar relacionados com seu reconhecimento no interior da colénia. As
operarias se caracterizaram por apresentar compostos de menor massa molecular
e maior diversidade de alcanos. Os resultados permitem identificar uma
diferenciagcdo da casta reprodutiva dentro de A. sexdens. Alguns compostos
exclusivos das rainhas permitem fazer inferéncias sobre sua relagdo com a
fertilidade e reconhecimento como individuo reprodutor dentro da colénia. Esta
investigacdo abre as portas para o desenvolvimento de futuras pesquisas
encaminhadas a caracterizagao do feromdnio de rainha das formigas-cortadeiras e
sua aplicabilidade dentro de estratégias de controle amigaveis com o meio

ambiente.
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ABSTRACT

RODRIGUEZ, Jhonattan, D.Sc., Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro. July, 2019. Characterization of the cuticular hydrocarbons profile of Atta
sexdens (Hymenoptera: Formicidae). Advisor:Professor Ana Maria Viana-Bailez.

Leaf-cutting ant colonies, like other social insects, function as a coherent and
organized social unit in which millions of individuals perform different tasks. In leaf-
cutting ants, reproduction is done only by the queen and it is not known how it
regulates the workers inside the nest, but chemical signals may be used. This is the
first research developed to identify the chemical profile of the queen of Atta sexdens
and to know how the queen's presence is communicated within the colony. Young
queens (virgin and mated) and male of A. sexdens were collected during the 2017
and 2018 flights mating. In order to compare chemical profiles, mature and worker
queens obtained from laboratory-reared colonies were also analyzed. Worker and
queen cuticular hydrocarbon profiles were prepared and analysed by mass
spectrometer coupled gas chromatography (GC-MS). The chemical profile of
queens presented a great diversity of methylated hydrocarbons when compared to
the workers. Mature queens presented a chemical profile dominated by methyl
esters that represented more than 60% of the relative proportion of the identified
compounds. On the other hand, the males presented unique compounds in their
cuticle, which may be related to their recognition within the colony. The workers

were characterized by having a lower molecular weight compound and greater
vii



alkane diversity. The results allow to identify a differentiation of the reproductive
caste within A. sexdens. Some exclusive compounds of queens make inferences
about their relationship to fertility and recognition as a reproductive individual within
the colony. This research opens the door for further research on the characterization
of queen pheromone of leaf-cutting ants and its applicability within environmentally

friendly control strategies.
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1. INTRODUCAO

As colbnias de formigas cortadeiras de folhas, assim como outros insetos
sociais, funcionam como uma unidade social organizada, na qual diferentes grupos
de individuos realizam tarefas especificas. O sucesso destes insetos esta baseado
em um sistema de comunicagdo bem desenvolvido e uma sofisticada regulacao
social (Le Conte e Hefetz, 2008). A comunicagcdo quimica é o eixo central do
funcionamento das colbnias, que através do reconhecimento de diferentes
compostos permite as formigas discriminar as companheiras do ninho (Hélldobler
e Wilson, 2011; Monnin, 2006; Guerreri et al., 2009), reconhecer o local para coletar
alimento (Monnin, 2006) e até inibir a reprodugéo de operarias (Endler et al., 2004;
Le Conte e Hefetz, 2008; van Oystaeyen et al., 2014; Motais de Narbonne et al.,
2016).

O uso dos hidrocarbonetos cuticulares (HC) dentro do sistema de
reconhecimento nas formigas tem sido amplamente estudado (Howard e Blomquist,
2005; d’Ettorre e Lenoir, 2010). As formigas usam os HC para reconhecer as
companheiras do ninho e assim garantir que os recursos sejam utilizados
exclusivamente pelos membros da col6nia (Nehring et al., 2011). Além de identificar
as operarias da col6nia, o perfil de HC parece estar relacionado com a distribuicao
de tarefas desenvolvidas pelas subcastas no interior do ninho (Wagner et al., 2001;

Valadares e do Nascimento, 2016). Os HC permitem as operarias também



reconhecer a rainha e o seu nivel de fertilidade (d’Ettorre, 2004; Smith et al., 2009;
Holman et al., 2010).

Na maioria das espécies de formigas, a oviposicao € uma tarefa exclusiva
da rainha e se relaciona com o perfil de HC especifico. Nao existe ainda um
consenso se o perfil quimico das rainhas é conservado na filogenia ou nao (Villalta
etal., 2018). Alguns estudos demonstram que existem alguns compostos altamente
conservados através dos géneros, o que sugere que o feromdnio de rainha deriva
de um sistema de comunicacéo ancestral (Smith et al., 2013; van Oystaeyen et al.,
2014; Qi et al., 2016). Porém, isso ndo é observado em todas as formigas. Evinson
et al., (2012) encontraram que sinais associados com o status reprodutivo das
rainhas de morfoespécies de Pachycondyla verenae sao diferentes entre
populagdes geograficamente separadas. Por sua vez, Smith et al., (2016)
encontraram que os HC que distinguem as rainhas do género Odontomachus nao
s&o conservados.

Duas hipoteses tém sido amplamente discutidas para explicar os possiveis
cenarios evolutivos nos quais se desenvolveram os sinais quimicos das rainhas
(Amsalem et al., 2015; Smith e Liebig, 2017). Na primeira hipotese o ferombnio da
rainha atua como inibidor do desenvolvimento dos ovarios das operarias (Holman
et al., 2010, 2013; Smith e Liebig, 2017). Esse ferombnio é percebido por contato
direto com a rainha ou com seus ovos (Ebie et al., 2015). Holman et al., (2010)
observaram que as rainhas (e seus ovos) de Lasius niger possuem grandes
quantidades de 3-MeCas4. Este composto afeta negativamente o desenvolvimento
dos ovarios das operarias. Neste cenario evolutivo, prevé-se uma corrida
armamentista entre rainha (dominante) e operarias (subordinadas) (Le Conte e
Hefetz, 2008). A outra hipotese prediz que o feromdnio da rainha é um “sinal
honesto de fertilidade”, onde o perfil de HC da rainha representa um sinal de
dominancia e as operarias respondem ajudando com o cuidado das crias (Amsalem
et al., 2015). Neste caso, o perfil de HC indica a fertilidade do individuo e sua
capacidade de colocar ovos (Liebig et al., 2000; Smith e Liebig, 2017). O composto
(Z2)-9-Nonacosene é considerado um sinal de fertilidade das rainhas de
Odontomachus brunneus (Smith et al., 2012; 2013). Ja as gamergates de
Dinoponera quadriceps se caracterizam por altos niveis de 9-MeCs1 na sua cuticula
(Peeters et al., 1999; Monnin e Ratnieks, 2001).



Nas formigas cortadeiras é pouco o conhecimento que se tem sobre o
feromoénio da rainha. Bento (1983) observou que a rainha de Atta sexdens
rubropilosa é atrativa as operarias da sua propria colénia, mas nada se sabe sobre
a composicao do seu perfil de HC. Dijkstra et al., (2005) observaram que operarias
de Afta e Acromyrmex que permanecem perto da rainha tém o aparelho reprodutor
desenvolvido e colocam ovos troficos, porém as operarias que desenvolvem tarefas
fora do ninho (forrageiras) tém o aparelho reprodutor inativo e pouco desenvolvido.
Dessa forma, é provavel que o “feroménio da rainha” estimule a produgao de ovos
nas operarias mais proximas. Dentro desse contexto, o objetivo deste trabalho é
identificar e analisar o perfil de HC da casta reprodutiva de A. sexdens. A partir dos
dados sao feitas inferéncias sobre a relagdo de alguns compostos e o status

reprodutivo das rainhas.



2. REVISAO DE LITERATURA

Os insetos apresentam diferentes niveis de organizacao social, desde as
espécies solitarias, cujos individuos interagem apenas na reprodugado, até as
espécies sociais, que possuem grandes colbnias persistentes constituidas por
individuos agrupados em castas, que executam tarefas especificas (Wilson 1980;
Leonhardt et al., 2016). As colénias de formigas, assim como de outros insetos
sociais, possuem uma auto-organizagado caracterizada por uma regulacédo social
sofisticada e comunicacé&o bem desenvolvida (Le Conte e Hefetz, 2008).

A comunicagdo entre os membros da colbnia é necessaria para identificar
os integrantes do ninho, coordenar as atividades e identificar o papel de cada
individuo dentro da sociedade (Richard et al., 2013). Essa comunicagcdo, em
formigas, ocorre por meio de hidrocarbonetos da cuticula, os quais protegem os
insetos da dessecacao e funcionam como barreira contra microrganismos (Howard
e Blomquist, 2005; Gibbs e Rajpurohit, 2010; Menzel et al.,, 2018). Os
hidrocarbonetos cuticulares (HC) sao sintetizados pelos endcitos associados com
células da epiderme ou células da periferia de corpos gordurosos e depois séo
transportados pela lipoforina, via hemolinfa (Bagnéres e Blomquist, 2010). Os HC,
nas formigas, estao representados por alcanos e alcenos (Martin e Drijthout, 2009),
0s quais variam pela adicdo de grupos metila ou posicao das duplas ligagdes,

respectivamente (Jackson e Morgan, 1993). Essas modificagbes nas cadeias séo



responsaveis pela diversidade e complexidade dos perfis de HC (Nascimento et al.,
2012).

O perfil de HC é diferente entre espécies (Martin et al., 2008), colénias
(Dahbi et al., 1996; Martin et al., 2008) e castas (Martin e Drijfhout, 2009; Valadares
e do Nascimento, 2016). O reconhecimento dos individuos ndo depende de um
unico composto, geralmente € preciso uma mistura complexa de hidrocarbonetos
para fazer uma adequada discriminacdo (Boomsma e Frank, 2006). Formigas
forrageadoras de Pogonomyrmex barbatus tém uma maior proporg¢ao de alcanos
na sua cuticula, quando comparadas com as demais operarias (Wagner et al.,
1998). No caso da rainha ou individuos férteis, compostos Unicos podem ser
suficientes para sua discriminacao (d’Ettorre e Lenoir, 2010; Sturgis et al., 2012).
Na formiga Pachycondyla inversa o hidrocarboneto 3,11-DiMeC,7 é abundante na
cuticula da rainha (Heinze et al., 2002; d’Ettorre et al., 2004). Nos ovos colocados
pela rainha e “gamergates” da formiga Herpegnathos saltator foram encontrados
alguns compostos também presentes no perfil cuticular, mas diferentes dos
encontrados nas demais formigas, sendo o composto 13,23-DiMe-C37 exclusivo
das formigas reprodutivas (Liebig et al., 2000).

As formigas-cortadeiras cultivam o fungo Leucocoprinus gongylophorus
para alimentar as formas imaturas e a rainha. Alguns estudos encontraram que as
formigas possuem na sua cuticula todos os compostos encontrados no fungo
simbionte, porém nao todos os compostos achados no fungo simbionte estéo
presentes nas formigas (Viana et al., 2001; Lambardi et al., 2007; Richard et al.,
2007a; 2007b). Richard et al., (2007a) encontraram que o fungo simbionte possui
alguns compostos especificos dependendo da espécie de formiga com a qual
esteja associado. Richard et al., (2007b) acharam que o fungo cultivado por
colbnias de Acromyrmex octospinosus e Ac. echinatior tem os mesmos compostos,
porém em quantidades diferentes em ambas as espécies. Viana et al., (2001)
propdéem que o fungo € um membro da colbénia e pode participar da formacao do

odor colonial.

2.1. Formacgao do perfil de hidrocarbonetos cuticulares

Existem dois modelos que explicam a criacdo do “odor” ou da identidade

da coldénia: Modelo Individualista, onde cada membro da colénia mantém seu



préprio odor (geneticamente determinado) e assim é reconhecido (Lenoir et al.,
2001) e o Modelo Gestalt, proposto para colénias populosas, onde todos os
individuos dentro da colénia compartilham seus sinais para formar um s6 odor
colonial (Crozier e Dix, 1979). d’Ettorre e Lenoir (2010) propdem uma explicagéo
ao reconhecimento dos membros da colbnia através do modelo U-present
(individuo ndo desejado presente). Neste modelo, as formigas estdo habituadas ao
odor da sua colbnia e respondem de maneira individual a sinais n&o reconhecidos.
Os sinais sdo recebidos pelas antenas e se os receptores neuronais nao sao
ativados por eles, entdo a formiga € membro da colénia. Se os receptores sdo
ativados a resposta é proporcional a dissimilaridade com o odor colonial.

As formigas continuamente compartiiham hidrocarbonetos através de
diferentes vias. A trofalaxia permite que HC passem da glandula pos-faringiana
para a glandula pés-faringiana de sua companheira. Durante a limpeza das
companheiras do ninho, os HC passam da cuticula de um individuo para a glandula
pos-faringiana do outro (Soroker et al., 1995; Soroker e Hefetz, 2000; Morgan,
2008). Desta maneira, o perfil quimico das formigas é continuamente modificado,
qualitativa e quantitativamente, pelas sucessivas trocas, o que torna o perfil de HC
dindmico no tempo (Soroker e Hefetz, 2000). Os perfis de HC sao influenciados
pela temperatura e umidade (Menzel et al., 2018), quimicos (Marinho et al., 2008)
e genéticos (Silverman e Liang, 2001; van Zweden et al., 2010; Martin et al., 2012).
Além disso, o perfil de HC também muda conforme o individuo envelhece (Cuvillier-
Hot et al., 2001).

A glandula pés-faringiana esta presente em formigas e algumas espécies
de vespas (Viera e Bueno, 2015). Localiza-se na parte dorsal entre a faringe e o
esb6fago (Hoélldobler e Wilson, 2011). Diferentes hipoteses sobre a funcdo da
glandula foram propostas, uma delas é que atua como reservatério de
hidrocarbonetos, tanto exégenos como enddgenos, para criar o odor caracteristico
da colénia (Soroker et al.,, 1995; Leonhardt et al., 2007). Essa glandula tem
comunicagao com a cavidade bucal, e isto possibilita o ingresso de hidrocarbonetos
obtidos durante a trofalaxia ou a limpeza das companheiras (Soroker et al., 1995;
Soroker e Hefetz, 2000).



2.2. Alteragoes no reconhecimento de companheiras

O isolamento de operarias da colbnia afeta o reconhecimento destas como
membros da colénia. Whitehouse e Jaffé (1995) observaram que formigas isoladas
por 24 horas tiveram uma menor capacidade de reconhecimento. As operarias da
Ac. octospinosus e Ac. echinator (Richard et al., 2007b) desencadeiam
comportamentos agressivos contra suas companheiras depois de oito dias de
isolamento. Em Camponotus fellah (Boulay et al., 2000) e Formica aquilona (Sorvari
et al.,, 2007) o isolamento de operarias gera um maior nivel de agressao entre
companheiras de ninho.

A dieta alimentar é outro fator que afeta o reconhecimento entre as
operarias. Richard et al., (2004) mostraram que formigas de colénias sem rainha
da Ac. subterraneus subterraneus, provenientes de um mesmo ninho, apresentam
comportamentos agressivos quando alimentadas com diferentes dietas. Valadares
et al.,, (2015) observaram o mesmo fendmeno em colbnias da A. sexdens
rubropilosa. Em ambos os casos a agressao foi atribuida a diferengas no perfil de
HC. Silverman e Liang (2001) indicaram que colbnias vizinhas de Linepithema
humile tém acesso as mesmas presas e seus perfis de HC sao similares, porém
quando receberam diferentes dietas o comportamento agressivo entre os ninhos
aumentou. Sorvari et al., (2007) observaram que pequenos formigueiros da F.
aquilona que receberam diferentes dietas apresentaram diferentes perfis de HC e
o grau de agressao foi maior entre formigas com os perfis mais divergentes.

O componente principal da dieta das formigas cortadeiras é material
vegetal com o qual cultivam o fungo. Geralmente as formigas evitam plantas que
contém metabdlitos secundarios que possam afetar o fungo. Marsaro et al., (2004)
reportaram que o composto B-eudesmol, presente nas folhas de Eucalyptus
maculata, causa agressdo nas operarias de A. sexdens rubropilosa.
Posteriormente, Marinho et al.,, (2008) observaram que o comportamento de
agressao € originado porque o sistema de reconhecimento dos HC nas operarias é

afetado.



2.3. Feromonio da rainha

Um fator essencial para o funcionamento das colénias de insetos sociais é
a habilidade da rainha para comunicar sua presenga e saude (Gruter e Keller,
2016). Em colbnias pequenas, a presenca da rainha pode ser percebida através da
interacéo fisica com as operérias (Olejarz et al., 2017). Em coldénias maiores, a
presenca da rainha é comunicada de maneira direta (HC) e indireta, através de
hidrocarbonetos da rainha que sdo depositados na cuticula dos ovos (Endler et al.,
2004; Helantera et al., 2014). O sinal quimico da rainha atrai as operarias (Bento,
1983; Dietemann et al., 2003) e em alguns casos, pode inibir a maturacao dos seus
ovarios (Endler et al., 2004; Holman et al., 2010; Van Oystaeyen et al., 2014). A
auséncia do sinal da rainha geralmente é associado a morte e desencadeia
mudanc¢as no interior do ninho, como o desenvolvimento de novas rainhas ou
ativacdo do aparelho reprodutor das operarias (Dijkstra et al., 2005; Dijkstra e
Boomsma, 2006; Camargo et al., 2007; Smith et al., 2007; Griter e Keller, 2016).

Existem duas hipéteses que explicam o efeito do feroménio da rainha sobre
as operarias. A hipotese da “manipulacdo da rainha” sugere que o feromdnio da
rainha tem um efeito sobre a fisiologia das operarias, e ocasiona a inativagao de
seus ovarios (Kocher e Grozinger, 2011). Neste cenario, prevé-se uma
concorréncia pela reproducao entre rainha (dominante) e operarias (subordinadas)
(Le Conte e Hefetz, 2008), o que resulta evolutivamente instavel e muito dificil de
manter (Keller e Nonacs, 1993). A segunda hipétese, “o sinal honesto” sugere que
o feroménio da rainha atua como um sinal indicador de fertilidade para as operarias,
as quais abandonam sua reproducdo e cooperam com o cuidado de suas irmas
(Keller e Nonacs, 1993; Heinze e d’Ettorre, 2009). Neste caso, o fitness das
operarias incrementa pela cooperagao com uma rainha fértil e reflete uma situacao
evolutiva estavel por que os interesses da rainha e operarias estao alinhados (Keller
e Nonacs, 1993).

Os ninhos de formigas-cortadeiras do género Atta podem conter milhdes
de individuos e pouco se conhece sobre a comunicagao no interior dele. Os estudos
feitos, até agora, mostram que as operarias tém a capacidade de reconhecer sua
rainha (Bento, 1993) e que sua auséncia desencadeia a reprodugéo das operarias
(Dijkstra e Boomsma, 2006) e a adogédo de uma nova rainha (Sotelo et al., 2015).

Valadares e do Nascimento (2016) reportaram que a divisdo de tarefas se relaciona



com diferentes perfis de HC nas operarias. Por sua parte, Richard et al., (2007b)
descobriram que o fungo simbionte de A. colombica tem maior diversidade de
compostos que as operarias. Estes autores propdéem que os HC nas formigas
cortadeiras sao transferidos entre as operarias quando fazem a limpeza do fungo
simbionte e companheiras, porém nao é claro se eles sao produzidos pelo fungo e
passam para as formigas ou vice e versa. Por outro lado, se desconhece o perfil
quimico da rainha e como é difundido em col6nias tdo grandes, onde geralmente
as camaras de criagao se encontram restringidas a uma area do ninho e nem todas
as formigas conseguem ter contato com a camara da rainha. E importante verificar
se nas colbénias de formigas-cortadeiras o fungo € um membro a mais do grupo e

pode ter um papel crucial na comunicagao de sinais entre as formigas.
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3. TRABALHOS

3.1 PRIMEIRO REGISTRO DOS HIDROCARBONETOS
CUTICULARES DE RAINHA DE Atta sexdens (HYMENOPTERA:
FORMICIDAE)

RESUMO

A divisdo das tarefas € uma das principais caracteristicas dos insetos
sociais. A presenca da rainha é comunicada para os outros membros da colbnia
por interacao direta rainha/operaria ou por meio de sinais quimicos. Estudos
realizados com diferentes espécies de formigas tém demonstrado a relagédo entre
compostos quimicos na cuticula da rainha e sua fertiidade. Nas formigas
cortadeiras é desconhecida a composi¢ao do feromédnio da rainha e a estratégia de
comunicagao dentro da colbnia. Neste trabalho foram realizadas analises
quantitativas e qualitativas do perfil de hidrocarbonetos cuticulares de rainhas de
Atta sexdens. 12 rainhas coletadas durante a revoada, quatro rainhas maduras e
operarias tomadas de ninhos mantidos foram usadas para analises quimicas.

Extratos cuticulares das rainhas jovens e maduras, assim como de operarias
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medianas foram analisados mediante CG-EM. Um total de 51 compostos foi
encontrado na cuticula das formigas analisadas. A cuticula da rainha contém uma
diversidade grande de alcanos ramificados e uma menor variedade de alcanos
lineares. A presenca exclusiva do Acido Dodecanoico octadecil ester e Acido
Tetradecanoic eicosil ester, na cuticula das rainhas maduras sugere uma relagéo
destas substancias com a fertilidade das rainhas. E preciso de mais estudos para

identificar se esses compostos tém efeitos sobre outros membros da colénia.

ABSTRACT

The division of tasks is one of the main characteristics of social insects. The
presence of the queen is communicated to the other members of the colony by direct
interaction queen/worker, or by chemical signals. Several studies carried out with
different species of ants have demonstrated the relation between chemical
compounds from the queen’s cuticle and its fertility. In the leafcutter ants, it is
unknown the pheromone composition of the queen, and their role in the
communication inside the colony. In this work, quantitative and qualitative analyses
of the cuticular hydrocarbons of Atta sexdens queens were performed. Twelve
queens collected in the field during the mating flight, four mature queens taken from
nests reared in laboratory conditions and worker ants taken from the same nests
were used for chemical analyses. The cuticular extracts from young queens, mature
queens and medium worker were analysed using GC-MS. A total of 51 compounds
were found in the cuticle of worker ants and the queens. The cuticle of the queens
showed a great diversity of branched alkanes, and a smaller variety of linear
alkanes. The worker ant cuticle contained a higher concentration of linear alkanes.
The exclusive presence of the dodecanoic acid octadecyl ester and tetradecanoic
acid eicosyl ester, in the cuticle of mature queens, suggest a possible relation of
these compounds with queen fertility. Further research is needed to investigate if

these compounds have pheromonal properties on the other member of the colony.
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INTRODUCAO

Os insetos tém diferentes niveis de organizagao social, desde espécies
solitarias com individuos que se encontram somente na época de reprodugédo, até
espécies sociais com colOnias persistentes constituidas por centenas de individuos
(Leonhardt et al., 2016). As colbnias de insetos eussociais exibem um alto nivel de
auto-organizacgao (Le Conte e Hefetz, 2008) baseado na divisdo de tarefas e defesa
dos recursos (Rossi et al., 2019), além de uma comunica¢ao bem desenvolvida (Le
Conte e Hefetz 2008). Nas formigas, a comunicacdo é realizada por meio de
hidrocarbonetos cuticulares (HC) (Bos e d’Ettorre, 2012; Monnin, 2006; Richard e
Hunt, 2013), que servem principalmente para proteger os insetos da dessecacao
(Gibbs e Rajpurohit, 2010; Howard e Blomquist, 2005; Menzel et al., 2018). Os HC
sao sintetizados pelos endcitos associados com células da epiderme ou células da
periferia de corpos gordurosos e depois transportados pela lipoforina, via hemolinfa
(Bagnéres e Blomquist, 2010). Os HC, nas formigas, estao representados por
alcanos de cadeias simples ou ramificadas (Martin e Drijfhout, 2009) e alcenos, os
quais variam pela adi¢gao de grupos metilo ou posicao das duplas ligagdes (Jackson
e Morgan 1993). Essas modificagbes nas cadeias sao responsaveis pela
diversidade e complexidade dos perfis de HC (Nascimento et al., 2012). Os HC
permitem as formigas reconhecer as companheiras do ninho (Berthelot et al., 2017;
Guerreri et al., 2009), identificar o lugar para coletar alimento (Monnin, 2006),
reconhecer o status reprodutivo da rainha e outros membros da colénia (d’Ettorre
et al., 2004; Heinze et al., 2002; Holman et al., 2010; Peeters et al., 1999; Smith et
al., 2009; Smith e Liebig, 2017).

O reconhecimento das companheiras através de sinais quimicos € uma das
caracteristicas principais dos insetos sociais (Bos e d’Ettorre, 2012; Lahav et al.,
1999; Lenoir et al., 2001), que permitiu a evolucdo e manutencdo do seu
comportamento social (d’Ettorre e Lenoir, 2010; Rossi et al.,, 2019). O
reconhecimento das companheiras € muito importante para garantir que os
recursos sejam restritos aos membros da colénia (Nehring et al., 2011). Alguns
estudos indicam que esse reconhecimento esta baseado na conciliagdo entre o

perfil quimico do individuo e a representagcao na memdaria do odor colonial (Lacy e
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Sherman, 1983; Tsutsui, 2004). A importancia dos HC na identidade das formigas
tem sido demonstrada em diferentes espécies: Camponotus floridanus (Endler et
al., 2004; 2006), Camponotus fellah (Boulay et al., 2000), Pachycondyla villosa
(Lucas et al., 2004); Pachycondyla apicalis (Soroker et al., 1998), Pogonomyrmex
barbatus (Wagner et al., 2000); Formica paralugubris (Chapusait et al., 2005);
Acromyrmex subterraneus subterraneus (Viana et al., 2001); Formica exsecta
(Martin et al., 2012); Atta sexdens rubropilosa (Valadares e Nascimento, 2016).

Os HC também sao utilizados para reconhecer os individuos encarregados
da reproducdo. Em colénias pequenas, a presencga da rainha pode ser percebida
pela interacao fisica com as operarias (Olejarz et al., 2017). Em colénias maiores,
a presenca da rainha é comunicada de maneira direta por contato fisico e
indiretamente pelos hidrocarbonetos proprios da mesma depositados nos ovos
(Endler et al., 2004; Helantera et al., 2014). O sinal quimico da rainha atrai as
operarias (Bento, 1983; Dietemann et al., 2003) e em alguns casos inibe a
maturagcdo dos seus ovarios (Endler et al., 2004; Holman et al., 2010; Van
Oystaeyen et al., 2014). A auséncia do sinal da rainha geralmente é associada a
morte e desencadeia mudancas no interior do ninho, como o desenvolvimento de
novas rainhas ou ativacado do aparelho reprodutor das operarias (Camargo et al.,
2007; Dijkstra et al., 2005; Dijkstra e Boomsma, 2006; Gruter e Keller, 2016; Smith
et al., 2007).

O feromoénio da rainha (compostos especificos do perfil de HC) pode ser
interpretado de duas maneiras: como um sinal da presenca de uma fémea
reprodutora na coldénia ou como sinal coercivo que inibe a reproducéo das operarias
(Brunner et al., 2011; Keller e Nonacs, 1993; Peso et al., 2015; Villalta et al., 2018).
Recentemente, Holman (2018) demonstrou que substancias produzidas por
rainhas de diversas espécies de formigas estdo associadas a sua fisiologia
reprodutiva (Smith e Liebig, 2017) e que as operarias respondem a essas
substancias com a inativagao do seu aparelho reprodutivo. No entanto, ainda nao
€ claro se esta resposta € um comportamento voluntario ou uma resposta fisioldgica
inata (Oldroyd, 2018). Trabalhos realizados com sinais biologicos indicam que os
receptores desses sinais evoluiram ao ponto de conseguir ignora-los, se esses
sinais reduzem seu préprio fitness (Oldroyd, 2018). Assim, a resposta ao feromonio

da rainha e a organizagao social estdo ligadas a padrdes evolutivos do sinal e
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podem ser encontradas em diferentes cenarios dependendo da espécie (Smith e
Liebig, 2017).

Nas formigas-cortadeiras é desconhecida a composi¢do de HC da rainha.
Bento (1983) observou que a rainha de Atta sexdens rubropilosa é muito atrativa
para as operarias da sua prépria colénia e que as substancias responsaveis por
essa atratividade sdo pouco volateis. Sotelo et al., (2015) observaram a adogéo de
formas imaturas e de uma nova rainha, por parte de operarias de uma colbénia de
Atta cephalotes sem rainha. Dijkstra et al., (2005) observaram que operarias de A.
cephalotes e A. sexdens mais proximas da rainha tém o aparelho reprodutor ativo
e colocam ovos tréficos que servem de alimento para a rainha. Por sua vez, as
operarias que ficam mais tempo fora do ninho tém o aparelho reprodutor inativo e
pouco desenvolvido (Dijkstra e Boomsma, 2006). Espera-se que o perfil de HC das
rainhas de A. sexdens seja diferente, qualitativa e quantitativamente, quando
comparado com as operarias. Neste trabalho é descrito o perfil de hidrocarbonetos
da rainha de A. sexdens e sao feitas inferéncias sobre a presenca de compostos

exclusivos e sua relagdo com o status reprodutivo da rainha.

MATERIAL E METODOS

Coleta de rainhas de Atta sexdens

Doze rainhas de Atta sexdens foram coletadas durante o voo nupcial em
novembro de 2017, em Campos dos Goytacazes, Brasil (21°46°18,81"S
41°16'26,46"W). A captura foi realizada no momento em que realizavam a
escavacao do ninho. As rainhas foram transferidas ao laboratério e mantidas
individualmente em copos plasticos transparentes (350 mL) com terra obtida no
local da coleta. Nenhum alimento foi oferecido. Foi observado o desenvolvimento
do fungo simbionte, assim como a presencga de formas imaturas (ovos, larvas e
pupas) durante 60 dias apds a coleta em campo.

Trés rainhas de A. sexdens com aproximadamente 4 anos de idade, foram

retiradas de ninhos mantidos em laboratério, os quais foram obtidos em Séao
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Francisco de ltabapoana, Brasil (21°26°42.38”S 41°12°01.30"W). As colGnias de
laboratério continham cerca de 6 L de fungo simbionte e foram mantidas com uma

dieta que inclui folhas de Acalipha wilkesiana, Manguifera indica e Ligustrum sp.

Extratos cuticulares

Ovos

Apbs 20 dias da coleta, trés rainhas jovens que cultivaram fungo simbionte
foram selecionadas aleatoriamente, e isoladas individualmente em uma placa de
Petri. Em cada placa (@=7cm) foi colocado algoddao umedecido com solugéo de
agua e mel (50%). Apds 24 horas, os ovos foram coletados com um pincel fino
umedecido com pentano e depositados em um frasco de 250 pyL. Em cada frasco
foi adicionado 20 yL de pentano e apds cinco minutos, retirado com uma seringa.
O pentano extraido foi depositado em outro frasco (250 pL) e mantido a -4°C. No
microscopio estereoscopico certificou-se que os ovos nao estivessem danificados

ou sua forma afetada pelo tratamento com pentano.

Rainhas

Foram preparados extratos de 9 rainhas jovens (coletadas em campo) e 4
rainhas maduras (colbnias de laboratério). As rainhas foram mantidas a -4°C por
30 minutos e depois inseridas, individualmente, em um frasco de vidro com 3 mL
de pentano. Depois de 10 minutos, as rainhas foram retiradas e o pentano
evaporado com nitrogénio. Os frascos de vidro com os extratos e as rainhas foram

mantidos a -4°C até as analises cromatograficas.

Operérias

Extratos foram preparados a partir de 50 operarias médias (largura da
capsula cefalica: 1,8-2,4 mm) coletadas na arena de forrageamento dos mesmos
ninhos dos quais foram retiradas as rainhas maduras.

Extratos com uma operaria e 20 uL de pentano apresentaram a

concentracdo dos compostos muito baixa. Assim, foi preciso realizar varios
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extratos, com diferentes quantidades de formigas e pentano, para garantir a
identificacdo dos compostos presentes na cuticula das formigas. Os melhores
resultados foram obtidos em frascos de 2 mL, com 5 operarias e 1 mL de pentano.
As operarias foram mantidas no pentano por 10 min e depois retiradas com auxilio
de uma pinga. Os extratos foram armazenados no freezer (-4°C) até analise em

Cromatoégrafo a Gas acoplado a um Espectrémetro de Massas (CG-EM).

Analise cromatografica

Os extratos cuticulares das rainhas e operarias foram analisados em um
Cromatdégrafo a Gas acoplado com Espectrometro de Massas (CG-EM) SHIMADZU
MSTQ8040, no departamento de quimica da Universidade Federal de S&o Carlos,
Brasil. Todas as amostras foram ressuspendidas em 40 uL de hexano grau HPLC
e injetadas manualmente (1,0 yL) no modo splitless. A coluna utilizada foi Restek
Rtx-5MS (30 m x 0.250 mm x 0.25 um). Hélio foi utilizado como gas de arraste em
uma vazdo constante de 1,2 mL.min"". A temperatura inicial do forno foi de 100°C,
mantida por 2 min, elevada até 150°C com uma taxa de variagdo de 10°C.min™";
seguido por um aumento até 280°C, com uma taxa de variagdo de 3°C.min-!, sendo
mantido nesta temperatura por de 10 min; por fim, o forno foi aquecido até 290°C
com uma taxa de variagdo de 5°C.min"' e um tempo de espera de 15 min. A
ionizacgao foi realizada por impacto eletrénico (70 eV), com um scan time de 0.3 s
e um intervalo de massa entre 50 e 500 Da. A temperatura do injetor e da interface
foi de 240° e 290°C, respectivamente. Os dados foram gerenciados e processados
através do software Shimadzu GCSolution V.4.11 (Téquio, Japao).

Para identificagdo da composicdo dos hidrocarbonetos foi calculado o
indice de Retengédo Linear (IRL) para cada composto com ajuda de um padrio
externo (C7-Cs4) de alcanos saturados Sigma-Aldrich®. Cada composto foi
identificado pelo seu espectro de massas e do IRL como registrado na literatura.
Também foi consultada a Biblioteca NIST (National Institute of Standards and

Technologies, Mass Spectra Libraries).
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Analise estatistica

Foi utilizada a Analise Multivariada de Permutacdo de Varidncia
(PerMANOVA), com 9999 permutagdes, para determinar as diferengas entre os
compostos presentes na cuticula das formigas analisadas. Os compostos que
contribuiram com menos de 0,3% para o total de compostos por individuo foram
excluidos da analise. Posteriormente, foi realizada a Analise de Similaridade
SIMPER, para identificar as diferencas qualitativas entre os grupos de individuos
analisados. Finalmente, foi realizada a Analise de Escalonamento Multidimensional
nao métrica (nMDS) para visualizar a contribuicdo dos compostos na separacao
dos individuos, segundo seu perfil de HC. As analises estatisticas foram feitas no
programa PAST 3.02.

RESULTADOS

O fungo simbionte cultivado por algumas rainhas morreu antes dos 60 dias,
pelo qual foi necessario fazer extratos das rainhas nesse momento. Os compostos
presentes no extrato cuticular das formigas (n=51) se detalham na Tabela 1.
Desses compostos 25,49% eram alcanos de cadeia simples, 3,92% alcenos,
58,83% alcanos de cadeia ramificada (1, 2 ou 3 grupos metila) e 5,88% metil
ésteres. Trés compostos nao foram identificados (5.88%). O perfil quimico de HC
das rainhas se caracteriza por ter uma alta concentragdo de hidrocarbonetos
ramificados, os quais representam mais de 80% da concentragéo total. Ja nas
rainhas maduras os hidrocarbonetos ramificados representam menos do 15% e os
metil ésteres representam mais do 80% da concentragao (Tabela 1). As operarias
apresentaram compostos exclusivos na sua cuticula, como alcanos de menor peso
molecular e alcenos (Tabela 1). A maioria dos compostos esteve presente no perfil
cuticular de todas as formigas analisadas, porém as concentragdes foram
diferentes em cada grupo. Por exemplo: n-Co7; n-Ca9 € n-Cz¢ tiveram uma maior

concentracao nas operarias (Tabela 1).
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Tabela 1. Média e erro padrdo da porcentagem da area dos hidrocarbonetos

cuticulares de rainhas e operarias de Atta sexdens

P Rainhas Rainhas -
Composto Indice Eie jovens maduras Ope_rarlas
retengéo n=9 n=4 n=10
Alcanos
n-Ci7 1700 - - 0,25+0,05
n-Ca1 2100 - - 0,67+0,06
n-Cz2 2200 - - 1,4410,13
n-Cas 2300 - - 2,35+0,17
n-Cas 2400 - - 3,37+0,23
n-Cas 2500 - - 6,65+0,27
n-Caze 2600 - - 6,76+0,36
n-Car 2700 2,70+0,68 1,15+0,40 14,57+0,49
n-Cas 2800 0,47+0,14 0,18+0,13 9,09+0,49
n-Cag 2900 8,35+1,95 1,7340,42 19,16+1,09
n-Cso 3000 0,19+0,06 0,14+0,09 5,91+0,48
n-Cs1 3100 2,1610,35 0,81+0,16 4,56+0,27
n-Css 3300 - - 0,92+0,18
Total 13,88 4,01 75,70
Alcenos
(Z2)-9-nonadecene 1878 - - 1,56+0,17
(2)-9-tricosene 2270 - - 2,30+0,28
Total - - 3,86
Alcanos metilados
5-MeCss 3349 - 0,74+0,20 -
Total 0,74
Alcanos dimetilados
8,12-DiMeCso 3060 - 0,74+0,20 -
6,10-DiMeCso 3073 0,30+0,06 - -
7,11-DiMeCa1 3165 1,6940,13 0,38+0,26 0,61+0,04
D 15 5135515 3181 1,38:020  0,77t0,14  0,72+0,09
8,12-DiMeCs2 3260 1,5440,12 0,12+0,12 -
6,10-DiMeCs2 3272 3,23+0,21 0,29+0,13 0,33+0,08
4,8; 4,10; 4,12; 4,14-DiMeCs2 3289 2,99+0,23 0,34+0,15 0,28+0,08
7,11-DiMeCas 3364 0,60+0,11 0,18+0,11 -
5,9-DiMeCs3 3380 0,98+0,19 1,13+0,66 -
8,12-DiMeCs4 3459 0,25+0,06 - -
6,10-DiMeCs4 3473 1,2040,22 0,48+0,38 -
4,8; 4,10; 4,12; 4,14-DiMeCs4 3488 2,00+0,52 0,15+0,09 -

Total 16,52 3,97 1,94
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Alcanos trimetilados

3,7,11-TriMeCazs 3034 1,61+0,12 0,39+0,09 -
4,8,12-TriMeCaso 3114 4,25+0,24 0,29+0,17 1,61+0,08
3,7,11-TriMeCso 3134 0,21+0,07 0,07x0,07 -
7,11,15-TriMeCa1 3189 0,41+0,05 0,12+0,07 -
5,9,13-TriMeCs1 3203 2,74+0,21 0,56+0,15 -
4,8,12-TriMeCa1 3212 0,58+0,03 0,44+0,19 -
3,7,11-TriMeCas1 3233 16,93+1,14 1,67+0,62 5,67+0,28
8,12,16-TriMeCaz2 3254 1,40+0,12 0,07+0,07 0,32+0,05
6,10,14-TriMeCs2 3294 5,06+0,16 0,34+0,06 0,78+0,11
4,8,12-TriMeCas 3314 22,06+1,69 1,34+0,21 4,42+0,33
3,7,11-TriMeCs2 3333 0,99+0,18 0,53+0,21 -
7,11,15-TriMeCss 3387 0,82+0,15 0,07x0,07 -
5,9,13-TriMeCss 3402 3,36+0,47 0,57+0,33 0,82+0,19
3,7,11-TriMeCss 3434 3,58+0,30 0,38+0,14 0,48+0,15
8,12,16-TriMeCa4 3452 0,29+0,07 - -
6,10,14-TriMeCa4 3493 0,75+0,29 0,26+0,26 -
4,8,12-TriMeCaa4 3514 3,28+0,42 0,11x0,07 0,34+0,12
Total 68,33 7,19 14,34

Metil ésteres
Acido dodecanoico eicosil

éster 3374 - 6,18+1,48 -

Qgtig;) tetradecanoico eicosil 3583 ) 38.8749.15 1,43£0,64

Qgtlgf hexadecanoico eicosil 3781 ) 38,57+12,93 )
Total - 83,62 1,43

Naéo identificados

1 3086 0,47+0,10 - -

2 3184 0,20+0,04 0,11+0,06 -

3 3196 0,60+0,04 0,38+0,16 2,7310,23
Total 1,26 0,48 2,73

A composicao quimica do perfil das rainhas (jovens e maduras) e operarias
de A. sexdens foi significativamente diferente (Pseudo-F=90,76; P<0,0001). O perfil
quimico das rainhas jovens foi significativamente diferente do perfil das rainhas
maduras (P=0,0022) e operarias (P=0,0002). As rainhas maduras também foram
significativamente diferentes das operarias (P=0,0013). Segundo a analise
SIMPER, sete compostos tiveram maior peso na caracterizagdo dos trés grupos
(Fig. 1 e 2). Alguns compostos foram exclusivos das operarias ou das rainhas. O

extrato cuticular das rainhas maduras apresentou 5-MeCs3 e metil ésteres. O
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resultado da analise nMDS permite observar a separacao de operarias e rainhas,
assim como rainhas jovens e rainhas maduras (Fig. 2). Nao foram detectados

compostos quimicos nos extratos de ovos.

m (Z)-9-Tricoseno mn-C29 5-MeC33 m 3,7,11-TriMeC31
m4,8,12-TriMeC32  m Metil éster 1 Metil éster 2 = Metil éster 3

45
40
35
30
25
20

Proporgéo relativa (%)

15
10

Rainhas jovens Rainhas maduras Operarias

Figura 1. Proporcao relativa de hidrocarbonetos cuticulares de rainhas jovens e
maduras e operarias de Atta sexdens.
Metil éster 1= acido dodecanoico eicosil éster;
Metil éster 2= acido tetradecanoico eicosil éster;
Metil éster 3= acido hexadecanoico eicosil éster.
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Figura 2. Analise dos hidrocarbonetos identificados em Rainhas e operarias de A.
sexdens por n-MDS. (e) Rainhas jovens; (o) Rainhas maduras; e (A)
Operarias. Metil éster 1= acido dodecanoico eicosil éster; Metil éster 2=
acido tetradecanoico eicosil éster.

DISCUSSAO

O perfil de hidrocarbonetos das rainhas tem compostos exclusivos
ausentes na cuticula das operarias, o que evidencia uma separacao entre a casta
reprodutiva e a operaria. A presenca de alguns compostos exclusivos na cuticula
de rainhas maduras permite fazer inferéncias sobre a relacdo destes com seu
status reprodutivo. O perfil das rainhas foi caracterizado por uma grande
diversidade de alcanos ramificados, enquanto que as operarias apresentaram altas
concentracdes de alcanos lineares e menor concentracdo de compostos
ramificados. Alguns estudos demonstram a importancia dos alcenos e alcanos
ramificados no reconhecimento das companheiras de ninho (Guerreri et al., 2009;
Lucas et al., 2005; Martin e Drijfhout, 2009). Segundo van Wilgenburg et al., (2011),
os alcanos ramificados e alcenos sao caracteres ancestrais das formigas, sendo os
trimetil-alcanos caracteres derivados. Para Valadares e Nascimento (2016), a

presenca de diversos trimetil-alcanos na cuticula das formigas-cortadeiras
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concorda com a sua posigéo derivada dentro do grupo das formigas cultivadoras
de fungo proposta por Schultz e Brady (2008).

O perfil de HC de operarias e formas imaturas de algumas espécies de
formigas-cortadeiras foi estudado (Richard et al., 2007a; 2007b; Valadares e
Nascimento, 2016; 2017; Viana et al.,, 2001). Martin e MacConnell (1970)
reportaram que duas séries homdlogas de trimetil-alcanos (3,7,11-TriMeCax e
4,8,12-TriMeCasx) foram os compostos mais abundantes na cuticula de operarias de
Atta colombica. Em operarias generalistas de A. sexdens (Valadares e Nascimento
2016) e em operarias de A. colombica e A. cephalotes (Richard et al., (2007a),
foram encontrados alguns dos compostos das séries homdlogas descritas por
Martin e MacConnell (1970), porém com diferente massa molecular. Neste estudo
foram encontrados os compostos: 3,7,11-TriMeCoe, 3,7,11-TriMeC3zo; 3,7,11-
TriMeCs1; 3,7,11-TriMeCaz; 3,7,11-TriMeCazs; 4,8,12-TriMeCso; 4,8,12-TriMeCay;
4,8,12-TriMeCs2; 4,8,12-TriMeCzs dessa série homdloga. Os compostos 3,7,11-
TriMeCs4; 3,7,11-TriMeCas3; 4,8,12-TriMeCao; 4,8,12-TriMeC3z2 e 4,8,12-TriMeCs4
estiveram presentes na cuticula das operarias, porém tiveram maior concentragao
dentro do perfil quimico das rainhas.

Operarias jardineiras, forrageiras, generalistas e soldados de A. sexdens
foram analisadas por Valadares e Nascimento (2016). Os autores ndo encontraram
compostos exclusivos para nenhuma das subcastas avaliadas, porém diferencas
na concentracdo de alguns compostos, especialmente alcanos ramificados, foram
essenciais na separagdo dos grupos. A quantidade de hidrocarbonetos
encontrados na cuticula das operarias nesta pesquisa € similar a reportada por
Valadares e do Nascimento (2016; 2017). Porém, alguns compostos,
especialmente os alcanos ramificados, sdo reportados pela primeira vez. As
diferengas encontradas com o perfil reportado por Valadares e Nascimento (2016),
podem ser explicadas pela influéncia da dieta no perfii de HC em formigas-
cortadeiras (Lambardi et al., 2004; Richard et al., 2004), além de variagdes
genéticas (van Zweden et al., 2010) e ambientais (Duarte et al 2019; Menzel et al.,
2018), que também podem afetar os HC, ou ainda um maior limite de detecc¢ao na
metodologia usada neste trabalho.

A regulagédo da reprodugédo no interior das colénias € um componente
importante na evolugdo dos insetos sociais e pode ocorrer através da acédo de

feromonios produzidos pela rainha, que atuariam como inibidores da reproducgéao
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de operarias ou como sinais indicadores da sua fertilidade (Amsalem et al., 2015;
Keller e Nonacs, 1993). As colbnias de formigas-cortadeiras do género Afta tém
uma unica rainha que oviposita ovos férteis. O aparelho reprodutor das operarias
maduras do género Afta é rudimentar, porém na auséncia da rainha algumas
operarias conseguem ovipositar (Dijkstra et al., 2006). Dijkstra et al., (2005)
observaram que um pequeno grupo de operarias de A. sexdens e A cephalotes,
que se mantém perto da rainha, colocam ovos tréficos que sao utilizados na
alimentacdo da rainha. As operarias com ovos prontos nem sempre ovipositam
espontaneamente. Sinais produzidos pela rainha ou larvas, podem ser necessarios
para induzir esse comportamento, o que sugere um controle proprio da ovulagao.
(Dijkstra et al., 2005). O fato de n&o ter detectado compostos quimicos no extrato
da superficie dos ovos, pode ser resultado da auséncia desses compostos neles
ou uma concentracdo abaixo do limite de deteccdo do método. Recomenda-se
realizar a andlise dos ovos em diferentes estagios de desenvolvimento do
formigueiro e comparar colénias pequenas e grandes, ja que o aumento de
tamanho da col6nia pode desencadear a marcagao dos ovos por parte da rainha
(Endler et al., 2004).

Os HC sao os principais candidatos a serem os sinalizadores da rainha,
transmitindo informagdes sobre sua presenga e fertilidade (Heinze e d’Ettorre,
2009; Howard e Blomquist, 2005; Le Conte e Hefetz, 2008). Em varias espécies de
formigas a variagao no perfil de HC foi associada as diferengas no desenvolvimento
ovariano (Cuvillier-Hot et al., 2001; Liebig et al., 2000; Monnin et al., 1998; Will et
al., 2012). Em rainhas acasaladas de Leptothorax gredleri (Oppel e Heinze, 2009)
e Ectatomma tuberculatum (Hora et al., 2007) a propor¢ao de alcanos ramificados
diminuiu e de n-alcanos aumentou em comparagao com as rainhas virgens. Essas
mudancgas podem dar uma maior protecao durante o forrageio (Hora et al., 2007)
ou fazer as rainhas “quimicamente insignificantes” e favorecer sua adogéao por parte

de colbénias com uma rainha fértil da mesma espécie (Oppel e Heinze, 2009).
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CONCLUSOES

Este trabalho é o primeiro a descrever o perfil de HC de rainhas de Atta
sexdens. O perfil de HC das rainhas mudou quantitativa e qualitativamente entre os
grupos analisados. Os hidrocarbonetos ramificados representam a maior parte do
perfil das rainhas jovens, porém nas rainhas maduras sdo os metil ésteres que
constituem mais de 80% dos compostos encontrados. Por sua vez, os alcanos
lineares representam mais de 70% do perfil de HC das operarias. Os resultados do
presente trabalho abrem a possibilidade para futuras pesquisas sobre a
composicao do feromdnio da rainha e sua difusdo no interior do ninho, assim como
os efeitos desse ferombnio sobre as operarias. Segundo nossos resultados, os
Metil ésteres sdo compostos que se relacionam com a fertilidade da rainha e sua
concentracdo aumenta com o desenvolvimento da colbnia. Sao necessarias mais
pesquisas focadas na origem desses compostos e seu efeito nas operarias da

col6nia.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Amsalem E, Orlova M, Grozinger CM (2015) A conserve class of queen
pheromones? Re-evaluating the evidence in bumblesbees (Bombus impatiens).
Proc R Soc B 282 (1817):20151800. http://dx.doi.org/10.1098/rspb.2015.1800

Bagnéres AG, Blomquist GJ (2010) Site of synthesis, mechanism of transport and
selective deposition of hydrocarbon. In: Blomquist GJ, Bagnéeres AG (eds) Insect
Hydrocarbons: Biology, Biochemistry and Chemical Ecology, Cambridge University
Press, pp 75-99

Bento JMS (1983) Condicdes climaticas para o voo nupcial e reconhecimento dos
individuos em Atta sexdens rubropilosa (Hymenoptera: Formicidae). Dissertation.

Universidade Federal de Vigcosa



25

Berthelot KV, Portugal FR, Jeanson R (2017) Caste discrimination in the ant
Odontomachus hastatus: What role for behavioral and chemical cues?. J Insect
Physiol 98:291-300. hitps://doi.org/10.1016/j.jinsphys.2017.01.018

Bos N, d'Ettorre P (2012) Recognition of social identity in ants. Front in Psychol 3:1-
6. https://doi.org/10.3389/fpsyq.2012.00083

Boulay R, Hefetz A, Soroker V, Lenoir A (2000) Camponotus fellah colony
integration: worker individuality necessitates frequent hydrocarbon exchanges.
Anim Behav 59(6):1127-1133. https://doi.org/10.1006/anbe.2000.1408

Brunner E, Kroiss J, Trindl A, Heinze J (2011) Queen pheromones in Temnothorax
ants: control or honest signal. BMC Evol Biol: 11:55. https://doi.org/10.1186/1471-
2148-11-55

Camargo RS, Forti LC, Lopes JFS, Noronha N, Ottati ALT (2007) Worker laying in
leafcutter ant Acromyrmex subterraneus brunneus (Formicidae, Attini). Insect Sci
14(2):157-163. https://doi.org/10.1111/j.1744-7917.2007.00138.x

Chapusait M, Bernasconi G, Hoehn S, Reuter M (2005) Nestmate recognition in the
unicolonial ant  Formica  paralugubris. Behav Ecol 16(1):15-19.
https://doi.org/10.1093/beheco/arh128

Cuvillier-Hot V, Cobb M, Malosse C, Peeters C (2001) Sex, age and ovarian activity
affect cuticular hydrocarbons in Diacamma ceylonense, a queenless ant. J Insect
Physiol 47:485-493. https://doi.org/10.1016/S0022-1910(00)00137-2

d’Ettorre P, Heinze J, Schulz C, Francke W, Ayasse M (2004) Does she smell like
a queen? Chemoreception of a cuticular hydrocarbon signal in the ant Pachycondyla
inversa. J Exp Biol 207(7):1085-1091. https://doi.org/10.1242/jeb.00865

d’Ettorre P, Lenoir A (2010) Nestmate recognition. In: Lach L, Parr C, Abbott K (eds)
Ant ecology, Oxford University Press, New York, pp 194-208



26

Dietemann V, Peeters C, Liebig J, Thievet V, Hélldobler B (2003) Cuticular
hydrocarbons mediate discrimination of reproductives and nonreproductives in the
ant Myrmecia gulosa. Proc Nati Acad Sci U S A 100(18):10341-10346.
https://doi.org/10.1073/pnas.1834281100

Dijkstra MB, Boomsma JJ (2006) Are workers of Atta leafcutter ants capable of
reproduction?. Insect Soc 53(2):136-140. https://doi.org/10.1007/s00040-005-
0848-3

Dijkstra MB, Nash DR, Boomsma JJ (2005) Self-restraint and sterility in workers of
Acromyrmex and  Atta leafcutter ants. Insect Soc 52(1):67-76.
https://doi.org/10.1007/s00040-004-0775-8

Duarte BF, Michelutti KB, Antonialli-dJunior WF, Cardoso CAL (2019) Effect of
temperature on survival and cuticular composition of the three different ant species.
J Therm Biol 80:178-189. https://doi.org/10.1016/j.jtherbio.2019.02.005

Endler A, Liebig J, Hoélldobler B (2006) Queen fertility, egg marking and colony size
in the ant Camponotus floridanus. Behav Ecol Sociobiol 59:490-499.
https://doi.org/10.1007/s00265-005-0073-0

Endler A, Liebig J, Schmitt T, Parker JE, Jones GR, Schreier P, Hoélldobler B (2004)
Surface hydrocarbons of queen eggs regulate worker reproduction in a social insect.
Proc Nati Acad Sci u S A 101(9):2945-2950.
https://doi.org/10.1073/pnas.0308447101

Gibbs AG, Rajpurohit S (2010) Cuticular lipids and water balance. In: Blomquist GJ,
Bagnéres AG (eds) Insect Hydrocarbons: Biology, Biochemistry and Chemical

Ecology, Cambridge University Press, pp 100-120

Griter C, Keller L (2016) Inter-caste communication in social insects. Curr Opin
Neurobiol 38:6-11. https://doi.org/10.1016/j.conb.2016.01.002




27

Guerreri FJ, Nehring V, Jargensen CG, Nielsen J, Galizia G, d’Ettorre P (2009) Ants
recognize foes and not friends. Proc R Soc B 276:2461-2468.
https://doi.org/10.1098/rspb.2008.1860

Heinze J, d’Ettorre P (2009) Honest and dishonest communication in social
Hymenoptera. J Exp Biol 212(12):1775-1779. https://doi.org/10.1242/jeb.015008

Heinze J, Stengl B, Sledge MF (2002) Worker rank, reproductive status and
cuticular hydrocarbon signature in the ant, Pachycondyla cf. inversa. Behav Ecol
Sociobiol 52:59-65. https://doi.org/10.1007/s00265-002-0491-1

Helantera H, Martin SJ, Ratnieks FLW (2014) Recognition of nestmate eggs in the
ant Formica fusca is based on queen derived cues. Curr Zool 60:131-136.
https://doi.org/10.1093/czo0lo0/60.1.131

Holman L, Jgrgensen C, Nielsen J, d’Ettorre, P (2010) Identification of an ant queen
pheromone regulating worker sterility. Proc R Soc B 277(1701):3793-3800.
https://doi.org/10.1098/rspb.2010.0984

Holman L (2018) Queen pheromones and reproductive division of labor: a meta-
analysis. Behav Ecol 29(6):1199-1209. https://doi.org/10.1093/beheco/ary023

Hora RR, lonescu-Hirsh A, Simon T, Delabie J, Robert J, Fresneau D, Hefetz A
(2008) Postmating changes in cuticular chemistry and visual appearance in
Ectatomma tuberculatum queens (Formicidae: Ectatomminae).
Naturwissenschaften 95:55-60. https://doi.org/10.1007/s00114-007-0287-2

Howard RW, Blomquist GJ (2005) Ecological, Behavioral, and Biochemical Aspects
of Insect Hydrocarbons. Annu Rev Entomol 50(1):371-393.
https://doi.org/10.1146/annurev.ento.50.071803.130359

Jackson BD, Morgan ED (1993) Insect chemical communication: pheromones and
exocrine glands of ants. Chemoecology 4:125-144.
https://doi.org/10.1007/BF01256548



28

Keller L, Nonacs P (1993) The role of queen pheromones in social insects: queen
control or queen signal?. Anim Behav 45:787-794.
https://doi.org/10.1006/anbe.1993.1092

Lacy RC, Sherman PW (1983) Kin recognition by phenotype matching. Amer Nat
121:489-512. https://doi.org/10.1086/284078

Lahav S, Soroker V, Hefetz A (1999) Direct behavioral evidence for hydrocarbons
as ant recognition discriminators. Naturwissenschaften 86(5):246-249.
https://doi.org/10.1007/s001140050609

Lambardi D, Chegia B, Turillazzi S, Boomsma JJ (2004) Diet-aggression among
colonies of the leafcutter ant Acromyrmex echinator Forel (Hymenoptera:
Formicidae). Redia 87:219-221.

Le Conte Y, Hefetz A (2008) Primer pheromones in social Hymenoptera. Annu Rev
Entomol 53(1):523-542. https://doi.org/10.1146/annurev.ento.52.110405.091434

Lenoir A, Hefetz A, Simon T, Soroker V (2001) Comparative dynamics of gestalt
odour formation in two ant species Camponotus fellah and Aphaenogaster senilis
(Hymenoptera: Formicidae). Physiol Entomol 26(3):275-283.
https://doi.org/10.1046/j.0307-6962.2001.00244 .x

Leonhardt SD, Menzel F, Nehring V, Schmit T (2016) Ecology and evolution of
communication in social insects. Cell 164(6):1277-1287.
https://doi.org/10.1016/j.cell.2016.01.035

Liebig J, Peeters C, Oldham NJ, Markstadter C, Holldobler B (2000) Are variations
in cuticular hydrocarbons of queens and workers a reliable signal of fertility in the
ant Harpegnathos saltator?. PNAS 97(8):4124-4131.
https://doi.org/10.1073/pnas.97.8.4124




29

Lucas C, Pho DB, Fresneau D, Jallon JM (2004) Hydrocarbon circulation and
colonial signature in Pachycondyla villosa. J Insect Physiol 50(7):595-607.
https://doi.org/10.1016/j.jinsphys.2004.04.006

Lucas C, Pho DB, Jallon JM, Fresneau D (2005) Role of cuticular hydrocarbons in
the chemical recognition between ant species in the Pachycondila villosa species
complex. J Insect Physiol 51:1148-1157.
https://doi.org/10.1016/j.jinsphys.2005.06.003

Martin MM, MacConnel JG (1970) The alcanos of Atta colombica. Tetrahedron
26:307-319.

Martin SJ, Drijtfhout FP (2009) Nestmate and task cues are influenced and encoded
differently within ant cuticular hydrocarbon profiles. J Chem Ecol 35(3):368-374.
https://doi.org/10.1007/s10886-009-9612-x

Martin SJ, Shemilt S, Drijfhout, FP (2012) Effect of time on colony odour stability in
the ant Formica exsecta. Naturwissenschaften 99(4):327-331.
https://doi.org/10.1007/s00114-012-0898-0

Menzel F, Zumbusch M, Feldmeyer B (2018) How ants acclimate: Impact of climatic
conditions on the cuticular hydrocarbon profile. Funct Ecol 32:657-666.
https://doi.org/10.1111/1365-2435.13008

Monnin T, Malosse C, Peeters C (1998) Solid-phase microextraction and cuticular
hydrocarbon diferences related to reproductive activity in queenless ant Dinoponera
quadriceps. J Chem Ecol 24:473-490. https://doi.org/10.1023/A:1022360718870

Monnin T (2006) Chemical recognition of reproductive status in social insects. Ann
Zool Fennici 43:515-530.

Monnin T, Helft F, Leroy C, d’Ettorre P, Doums C (2018) Chemical characterization

of young virgin queens and mated egg-laying queens in the ant Cataglyphis cursor.



30

Random Forest classification analysis for multivariate datasets. J Chem Ecol
44(2):127-136. https://doi.org/10.1007/s10886-018-0923-7

Nascimento FS, Tannure-Nascimento IC, Dantas JO, Turatti IC, Lopes PN (2012)
Task-related variation of cuticular hydrocarbon profiles affect nestmate recognition
in the giant ant Dinoponera quadriceps. J Insect Behav 26(2):212-222.
https://doi.org/10.1007/s10905-012-9353-5

Nehring V, Evison SEF, Santorelli LA, d’Etorre P, Hughes OH (2011) Kin-informative
recognition cues in ants. Proc R Soc B 278(1714):1942-1948.
https://doi.org/10.1098/rspb.2010.2295

Oldroyd BP (2018) Queen pheromone: contraceptive or a queen presence signal?
-A comment on Holman. Behav Ecol 29(6):1213-1214.
https://doi.org/10.1093/beheco/ary048

Olejarz J, Veller C, Nowak MA (2017) The evolution of queen control over worker
reproduction in the social Hymenoptera. Ecol Evol 7(20):8427-8441.
https://doi.org/10.1002/ece3.3324

Oppelt A, Heinze J (2009) Mating is associated with immediate changes of the
hydrocarbon profile of Leptothorax gredleri ant queens. J Insect Physiol 55(7):624-
628. https://doi.org/10.1016/].jinsphys.2009.03.010

Peeters C, Monnin T, Malosse C (1999) Cuticular hydrocarbons correlated with
reproductive status in a queenless ant. Proc R Soc B 266(1426):1323-1327.
https://doi.org/10.1098/rspb.1999.0782

Peso M, Elgar MA, Barron AB (2014) Pheromonal control: reconciling physiological
mechanism with signalling theory. Biol Rev 90(2):542-559.
https://doi.org/10.1111/brv.12123

Richard FJ, Hefetz A, Christides JP, Errard C (2004) Food influence on colonial

recognition and chemical signature between nestmates in the fungus-growing ant



31

Acromyrmex  subterraneus subterraneus. Chemoecology 14(1):9-16.
https://doi.org/10.1007/s00049-003-0251-3

Richard FJ, Hunt JH (2013) Intracolony chemical communication in social insects.
Insect Soc 60(3):275-291. https://doi.org/10.1007/s00040-013-0306-6

Richard FJ, Poulsen M, Drijtfhout F, Jones G, Boomsma JJ (2007a) Specificity in
chemical profiles of workers, brood and mutualistic fungi in Atta, Acromyrmex, and
Sericomyrmex  fungus-growing ants. J Chem Ecol 33(12):2281-2292.
https://doi.org/10.1007/s10886-007-9385-z

Richard FJ, Poulsen M, Hefetz A, Errard C, Nash DR, Boomsma JJ (2007b) The
origin of the chemical profiles of fungal symbionts and their significance for nestmate
recognition in Acromyrmex leaf-cutting ants. Behav Ecol Sociobiol 61(11):1637-
1649. https://doi.org/10.1007/s00265-007-0395-1

Rossi N, Baracchi D, Giurfa M, d’Ettorre P (2019) Pheromone-Induced accuracy of
nestmate recognition in Carpenter ants: Simultaneous decrease in type | and type
Il errors. Amer Nat 193(2):267-278. https://doi.org/10.1086/701123

Schultz TR, Brady SG (2008) Major evolutionary transitions in ant agriculture. PNAS
14:5435-5440. https://doi.org/10.1073/pnas.0711024105

Smith AA, Liebig J (2017) The evolution of cuticular fertility signals in eusocial
insects. Curr Opin Insect Sci 22:79-84. https://doi.org/10.1016/j.cois.2017.05.017

Smith CR, Schoenick C, Anderson KE, Gadau J, Suarez AV (2007) Potential and
realized reproduction by different worker castes in queen-less and queen-right
colonies of  Pogonomyrmex  badius. Insect Soc  54(3):260-267.
https://doi.org/10.1007/s00040-007-0940-y

Smith AA, Hoélldobler B, Liebig J (2009) Cuticular hydrocarbons reliably identify
cheaters and allow enforcement of altruism in a social insect. Curr Biol 19(1):78-81.
https://doi.org/10.1016/j.cub.2008.11.059




32

Soroker V, Fresneau D, Hefetz A (1998) Formation of colony odor in Ponerine ant
Pachycondyla apicalis. J Chem Ecol 24(6):1077-1090.
https://doi.org/10.1023/A:1022306620282

Soroker V, Vienne C, Hefetz A (1995) Hydrocarbon dynamics within and between
nestmates in Cataglyphis niger (Hymenoptera: Formicidae). J Chem Ecol
21(3):365-378. https://doi.org/10.1007/BF02036724

Sotelo G, Ortiz-Giraldo DS, Rodriguez J, Montoya-Lerma J (2015) Adoption of a
surrogate artificial queen in a colony of Afta cephalotes (L.) (Hymenoptera:
Formicidae) in Colombia. Sociobiology 62(4):613-614.
http://dx.doi.ora/10.13102/sociobiology.v62i4.754

Tsutsui ND (2004) Scents of self: The expression. Component of self/non self-

recognition systems. Ann Zool Fenicci 41(6):713-727.

Valadares L, do Nascimento FS (2016) Chemical cuticular signature of leafcutter
ant Atta sexdens (Hymenoptera, Formicidae) worker subcastes. Rev Bras Entomol
60(4):308-311. http://dx.doi.org/10.1016/j.rbe.2016.06.008

Valadares L, do Nascimento FS (2017) Changes in the cuticular hydrocarbon profile
associated with the molting cycle correlate with the hydrocarbon profile of the fungus
cultivated by the ant Afta sexdens. Insect Soc 64(4):591-596.
https://doi.org/10.1007/s00040-017-0581-8

van Oystaeyen A, Oliveira RC, Holman L, van Zweden JS, Romero C, Oi CA,
d’Ettorre P, Khalesi M, Billen J, Wackers F, Millar JG, Wenseleers, T (2014)
Conserved class of queen pheromones stops social insect workers from
reproducing. Science 343(6168):287-290. https://doi.org/10.1126/science.1244899

van Wilgenburg E, Symonds MRE, Elgar MA (2011) Evolution of cuticular
hydrocarbon diversity in ants. J Evol Biol 24(6):1188-1198. doi: 10.1111/j.1420-
9101.2011.02248.x



33

van Zweden JS, Brask JB, Christensen JH, Boomsma JJ, Linksvayer TA, d’Ettorre
P (2010) Blending of heritable recognition cues among ant nestmates creates
distinct colony gestalt odours but prevents within-colony nepotism. J Evol Biol
23(7):1498-1508. doi:10.1111/j.1420-9101.2010.02020.x

Viana AMM, Frézard A, Malosse C, Della Lucia TMC, Errard C, Lenoir A (2001)
Colonial recognition of fungus in the fungus-growing ant Acromyrmex subterraneus
subterraneus  (Hymenoptera:  Formicidae).  Chemoecology  11(1):29-36.
https://doi.org/10.1007/PL00001829

Villalta I, Abril S, Cerda X, Boulay R (2018) Queen control or Queen signal in ants:
What remains of the controversy 25 years after Keller and Nonacs’ Seminal paper?.
J Chem Ecol 44(9):805-817. https://doi.org/10.1007/s10886-018-0974-9

Wagner D, Tissot M, Cuevas W, Gordon DM (2000) Harvester ants utilize cuticular
hydrocarbons in nestmate recognition. J Chem Ecol 26:2245-2257.
https://doi.org/10.1023/A:1005529224856

Will S, Delabie JHC, Heinze J, Ruther J, Oettler J (2012) Cuticular lipid profiles of
fertile and non-fertile Cardiocondyla ant queens. J Insect Physiol 58(9):1245-1249.
https://doi.org/10.1016/j.jinsphys.2012.06.009



34

3.2 HIDROCARBONETOS CUTICULARES DE MACHOS E FEMEAS DE Atta
sexdens (HYMENOPTERA : FORMICIDAE)

RESUMO

As atividades no interior das colbnias de insetos sociais sdo coordenadas
principalmente por sinais quimicos. Entre essas atividades, uma das mais
importantes é o reconhecimento das companheiras do ninho, especialmente da
casta reprodutiva. Alguns trabalhos, com diferentes espécies de formigas,
demonstraram uma relacdo entre os hidrocarbonetos cuticulares da rainha e sua
fertilidade. Em formigas-cortadeiras, se desconhecem os hidrocarbonetos
relacionados com a fertilidade da rainha, assim como o perfil de hidrocarbonetos
dos machos. Este estudo tem como objetivo elucidar a composi¢cdo de
hidrocarbonetos cuticulares das rainhas jovens e machos da formiga-cortadeira
Atta sexdens. Espera-se que os individuos da casta reprodutiva tenham um perfil
quimico diferente das operarias. Foram preparados extratos de fémeas (n=25) e
machos (n=14), coletados em campo durante o voo nupcial. Os extratos cuticulares
foram analisados através de CG-EM. Quarenta e seis compostos foram
encontrados na cuticula de machos e rainhas. A cuticula da casta reprodutiva de
A. sexdens contém uma grande diversidade de alcanos ramificados e pouca
variedade de alcanos lineares. A presenca exclusiva do acido hexadecanoico

eicosil éster e do acido tetradecanoico eicosil éster na cuticula das rainhas jovens
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analisadas sugere uma relacdo com sua identidade como fémea reprodutora. Os
machos também apresentaram compostos exclusivos. S&o0 necessarios mais
estudos para avaliar se os hidrocarbonetos cuticulares da machos e rainhas jovens

tém um papel durante o acasalamento das formigas-cortadeiras.

ABSTRACT

The activities inside the social insect colonies are mainly coordinated by
chemical signals. Among these activities, one of the most important is the
recognition of nestmates, especially the reproductive caste. Some works with
different ant species have shown a relationship between the queen's cuticular
hydrocarbons and their fertility. In leafcutter ants, the fertility-related hydrocarbons
of the queen, as well as the hydrocarbon profile of males, are unknown. This study
aims to elucidate the cuticular hydrocarbon composition of young queens and males
of Atta sexdens. | would expect reproductive caste individuals to have a different
chemical profile than workers. Extracts of females (n = 25) and males (n = 14) were
collected from the field during the matting flight. The cuticle extracts were analyzed
by GC-MS. Forty-six compounds were found in the cuticle of males and queens.
The cuticle of caste reproductive individuals contains a large diversity of branched
alkanes and little variety of linear alkanes. The exclusive presence of Hexadecanoic
acid eicosyl ester and Tetradecanoic acid eicosyl ester in the cuticle of the young
queens analyzed suggests a relationship with her identity as a breeding female. The
males also presented exclusive compounds. Further studies are needed to assess
whether cuticle hydrocarbons in male and young queens play a role during leaf-

cutting ants mating.
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INTRODUCAO

A coesao das sociedades de insetos é mantida através de um sistema de
reconhecimento e comunicagdo baseado em sinais quimicos cuticulares ou
glandulares (Johnson e Sundstrom 2012). Os sinais quimicos cuticulares estdo
compostos principalmente por hidrocarbonetos, que sdo os lipidios mais
abundantes na cuticula dos insetos (Thomas e Simmons 2008). Os hidrocarbonetos
cuticulares (HC) constituem uma importante barreira para evitar a perda de agua
(Blomquist e Bagnéres 2010) e contra patdogenos (Herzner e Strohm 2007). Estudos
tém demonstrado que os HC também sio essenciais para o reconhecimento das
companheiras do ninho, o que permite que atos altruisticos sejam direcionados a
individuos aparentados (Blomquist e Bagnéres 2010; Martin et al., 2008a; Vilela e
Della Lucia 2001).

Assim como € importante reconhecer as companheiras do ninho, € também
importante identificar os parceiros sexuais (Howard e Blomquist 2005). Em diversas
espécies de insetos, os HC tém um papel importante durante o acasalamento (Beibl
et al., 2007). Em Drosophila, por exemplo, a percepcao de alguns HC especificos
permite o desencadeamento de algumas fases durante o acasalamento (Ferveur
2005). Machos de Tenebrio molitor (Carazo et al., 3004) e Teleogryllus oceanicus
(Thomas e Simmons 2007) sao capazes de reconhecer o status reprodutivo das
fémeas (virgens ou acasaladas) através do seu perfil de HC. Em insetos sociais, a
percepcao do macho pelas operarias afeta a distribuicao espacial da colénia, assim
como a divisdo de tarefas e possiveis conflitos com a produ¢ao de machos (Smith
et al., 2014).

Poucos estudos tém analisado o perfil de HC de machos em insetos
sociais, quando comparados com os estudos feitos com rainhas e operarias
(Chernenko et al., 2012; Smith et al., 2014). A maioria desses estudos encontrou
diferengas quantitativas na concentragdo de HC entre machos e fémeas jovens
(Antonialli et al., 2007; Beibl et al., 2007; Carlos 2013; Chernenko et al., 2012; Inbar
e Privman, 2019). Smith et al., (2016) reportaram que o perfil de HC de machos de
quatro espécies de Odontomachus foi diferente do perfil das fémeas (operarias e
rainhas) devido ao incremento relativo de pentacosadienes, pentacosenes e

pentacosane, os quais representaram entre 39 e 58% do perfil. Por outro lado,
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Johnson e Sundstrébm (2012) encontraram que o Co7.1 esteve presente sé na
cuticula dos machos e operarias de Formica truncorum, e os compostos: C1g.1, n-
Caz1, 3-MeCs4, 10-MeCas2 e Cas:1 foram encontrados somente na cuticula das rainhas
jovens. Campos et al., (2012) analisaram os perfis cuticulares de rainhas (virgens
e acasaladas), machos e operarias de Camponotus textor, e observaram que
alguns compostos foram exclusivos para as rainhas e que eles poderiam estar
associados ao seu status reprodutivo. Por outro lado, machos e operarias nao
apresentaram nenhum composto exclusivo.

Em formigas-cortadeiras ndo ha informacdo sobre o perfil de HC dos
machos, os estudos realizados até agora foram focados nas suas glandulas
mandibulares. Bento et al., (2007) demonstraram que as operarias de Atta sexdens
rubropilosa respondem de maneira mais intensa aos compostos da glandula
mandibular de machos que de rainhas virgens. Segundo os autores, a metade das
operarias analisadas responderam correndo com a mandibula aberta até a fonte do
extrato e 40% correram “excitadas” pela arena. Segundo Fowler (1982), a
agressividade observada nas operarias frente aos compostos da glandula
mandibular de machos, € um comportamento que evitaria que rainhas recém-
acasaladas construam seus formigueiros perto de uma colénia madura. As
glandulas mandibulares de machos virgens de Atta laevigata contém 4-methyl-3-
heptanone e 4-methyl-3-heptanol (Hernandez et al., 1999), esse ultimo composto
também foi encontrado em machos de A. sexdens rubropilosa e sua alta
concentracao sugere um papel importante na atragao das rainhas (do Nascimento
et al., 1993). Até agora os estudos realizados sobre os HC de formigas-cortadeiras
tém sido focados nas operarias (Richard et al., 2007; Valadares e Nascimento 2016;
2017; Viana et al., 2001). O objetivo deste trabalho é descrever pela primeira vez o
perfil de HC de machos de A. sexdens e comparar este com o perfil de rainhas

capturadas apds a revoada.
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MATERIAL E METODOS

Coleta de rainhas e machos de Atta sexdens

Foram coletadas 25 rainhas e 14 machos de A. sexdens durante a revoada,
em 12 de novembro de 2017, no distrito de Santa Maria de Campos, RJ, Brasil
(21°15’58.09”"S 41°25’46.70"W). As formigas foram capturadas no solo. As rainhas
aladas e os machos foram colocados individualmente em copos plasticos
transparentes (200 mL). Nos copos das fémeas foram adicionados,
aproximadamente, 150 g de terra do mesmo lugar onde foram capturadas. Nos
copos de macho néo foi adicionada terra. Nenhum tipo de alimento foi oferecido.
Apdbs 24 horas, as rainhas foram categorizadas segundo o comportamento. Foi
assumido que as fémeas que perderam as asas € comegaram a escavagao eram
acasaladas, portanto sdo como rainhas fecundadas, segundo descrito por Fujihara
et al.,, (2012). As fémeas que nao escavaram e mantiveram suas asas foram

consideradas como rainhas virgens.

Preparacéo de extratos cuticulares

Os individuos foram colocados individualmente em frascos de 5 mL e
mantidos a -4°C por 30 minutos. Posteriormente, foram adicionados 3 mL de
pentano em cada frasco e apds 10 minutos, os individuos foram retirados do frasco

e o0 pentano evaporado com nitrogénio. Os extratos foram conservados a -4°C.

Analise de cromatografia gasosa e identificacdo dos hidrocarbonetos cuticulares

Os extratos cuticulares das rainhas acasaladas (n=12), rainhas virgens
(n=12) e machos (n=11) foram analisados em um cromatégrafo acoplado com
espectrébmetro de massas (CG-EM) SHIMADZU QP2010, no Laboratério de
Ciéncias Quimicas da Universidade Estadual do Norte Fluminense, Brasil. Todas
as amostras foram ressuspendidas em 30 pL de pentano e injetadas manualmente
(14L) no modo splitless. A coluna utilizada foi DB-5 (30 m x 0.250 mm x 0.25 ym)

fundida com silica. Hélio foi utilizado como gas de arraste. A temperatura inicial foi
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de 100°C, mantida por 2 min., elevada até 240°C com uma taxa de variagdo de
30°C.min""; seguido por um aumento até 280°C com uma taxa de variagédo de
3°C.min"", sendo mantido nessa temperatura por 10 min. Finalmente, o forno foi
aquecido até 290°C com uma taxa de variagédo de 2°C.min"" e um tempo de espera
de 10 min. A ionizagao foi realizada por impacto de elétrons (70 eV) e obtencao do
fragmentograma de ions totais (TIC). A temperatura de interface e da fonte de ions
foi de 240°C. Foi calculado o indice de Retencdo Linear (IRL) para cada composto
com ajuda de um padréo externo (C7-Cso) de alcanos saturados Sigma-Aldrich®.
Cada composto foi identificado pelo seu espectro de massas e consulta das
bibliotecas NIST (National Institute of Standards and Technologies, Mass Spectra
Libraries). O IRL foi utilizado para a comparagdo dos compostos como registrado

na literatura.

Analise estatistica

O numero de hidrocarbonetos cuticulares usado nas andlises foi reduzido
segundo proposto por Liebig et al., (2000). Os compostos que contribuiram com
menos de 0.3% para o total de compostos por individuo e estiveram presentes em
até 70% dos individuos n&o foram incluidos nas analises estatisticas. Os HC que
mostraram diferengas qualitativas entre os grupos foram comparados
separadamente. Os HC restantes foram estandardizados a 100% e submetidos a
analises multivariadas. As areas foram transformadas de acordo com a férmula de
Reyment: Zij=log[Xij/g(Xj)], onde Xij é a area do pico i encontrado na formiga j, g(Xj)
€ a média geométrica da area de todos os picos presentes no perfil da formiga j, e
Zij € a area transformada para o pico i da formiga j (Reyment, 1989). As variaveis
que ndo cumpriram com o suposto da normalidade nao foram incluidas na analise.
Foi realizada a analise de componentes principais (PCA) para reduzir o numero de
variaveis descritivas. Os fatores extraidos foram usados para realizar uma analise
discriminante (DA) e verificar se machos e rainhas podem ser separados em base
ao seu perfil de HC. Foi utilizada a Analise Multivariada de Permutagéo de Variancia
(PerMANOVA), com 9999 permutacdes, para determinar as diferencas entre os
perfis quimicos das rainhas e machos. Finalmente foi realizada a analise de

componentes coordenados (PCoA), utilizando as distancias de Gower, para
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visualizar as diferengas entre os grupos, incluindo todos os compostos. As analises

estatisticas foram feitas no programa PAST 3.02.

RESULTADOS

Foram identificados 46 compostos na cuticula de machos e rainhas de A.
sexdens. Apos retirar os compostos que representavam menos de 0.3% para o total
de compostos por individuo e que estiveram presentes em até 70% dos individuos
a quantidade de compostos passou a ser de 38. Desses compostos, n-Cas; 7,11-;
7,13-DiMeCss; 5,9-; 5,11-; 5,13-DiMeCs5 e 7,11,15-TriMeCss foram encontrados
somente na cuticula dos machos (Fig. 1). O 3,7,11-TriMeCa2, acido Tetradecanoico
eicosil éster e acido Hexadecanoico eicosil éster foram encontrados
exclusivamente na cuticula das rainhas fecundadas e virgens (Fig. 1). JA o n-Csz e
6,10,14-TriMeC34 foram encontrados na cuticula das rainhas fecundadas e machos
(Fig. 1).

Segundo a analise de PerManova existem diferengas significativas entre os
perfis de HC dos grupos (Pseudo-F=5.559; p=0.0029). Quando comparados os
perfis, incluindo os compostos exclusivos para cada grupo, foi possivel visualizar
que rainhas virgens (p=0.0129) e as rainhas acasaladas (p=0.0033) s&o
significativamente diferentes dos machos. Nao houve diferencas significativas entre
rainhas virgens e acasaladas. Apds retirar os compostos exclusivos, a analise de
PerManova foi repetida, desta vez com 27 compostos e confirmou diferencas
quantitativas entre os grupos (F=4.4; p=0.0078). As rainhas acasaladas (p=0.0042)
e virgens (p=0.0327) foram significativamente diferentes dos machos. N&o houve
diferencas significativas entre os dois grupos de rainhas.

A analise de PCA separou parcialmente os machos dos grupos de rainhas
(Fig. 2). O PCA foi realizado sem os compostos exclusivos para cada grupo e
produziu 23 componentes principais. Desses componentes foram escolhidos os
primeiros cinco, os quais explicaram 98.32% da variabilidade observada. Esses
componentes foram utilizados para fazer o DA, o qual produz um Unico eixo que

explicou 100% da variabilidade, o qual significa que machos e fémeas podem ser



41

classificados separadamente a partir do seu perfil de HC. Assim, 100% dos

individuos foram classificados corretamente dentro dos grupos designados.
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Figura 1. Compostos exclusivos encontrados na cuticula das rainhas e machos de
Atta sexdens. m Média O Média * Erro padrao; T Maximo e Minimo.
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Finalmente foi feita a analise de PCoA, incluindo os compostos exclusivos
para cada grupo, onde se visualizou a separacao total entre machos e fémeas
(Fig. 3), demonstrando a importancia dos compostos exclusivos na classificacéo

das formigas analisadas.

g
5

30004

Component 1

Figura 2. Analise de Componentes Principais (PCA) dos perfis de hidrocarbonetos
cuticulares de machos e rainhas (virgens e acasaladas) de A. sexdens.
Foram utilizados 27 compostos. e Rainhas acasaladas. m Rainhas virgens.
o Machos. As elipses representam intervalos de confianga (p<0.05).

Coordinate 2

Coordinate 1

Figura 3. Analise de Componentes Coordenados (PCoA) dos perfis de HC de
machos e fémeas incluindo os compostos exclusivos. e Rainhas
acasaladas. m Rainhas virgens. o Machos. As elipses representam
intervalos de confianga (p<0.05).
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DISCUSSAO

Neste trabalho foi demonstrado que machos e rainhas de A. sexdens
possuem perfis de hidrocarbonetos cuticulares diferentes. Os machos, assim como
as rainhas, tém na sua cuticula compostos exclusivos. Além das diferencas
qualitativas, os perfis apresentaram também diferencas quantitativas. Esses
resultados sao similares aos reportados por Carlos (2013), que encontrou
diferengas quantitativas e qualitativas no perfil de machos e fémeas jovens de
quatro espécies de formigas-cortadeiras. Chernenko et al., (2012) encontraram que
machos e rainhas jovens de Formica fusca além de apresentar diferencas
qualitativas e quantitativas no seu perfil de HC, também possuem compostos
colbnia-especificos.

Na maioria de espécies de formigas, os machos nao realizam tarefas
especificas no interior dos ninhos e tém um periodo curto de vida, pois morrem
apo6s o acasalamento (Boomsma et al., 2005). As rainhas do género Atta podem
acasalar multiplas vezes, o que incrementa a exposi¢ao a patégenos e predadores
(Fjerdingstad e Boomsma, 1998). Nesta situacido, o reconhecimento rapido do
parceiro sexual resulta conveniente. Esse reconhecimento pode ser através de
compostos volateis produzidos pela glandula mandibular dos machos (Nascimento
et al., 1993; Hernandez et al., 1999; Ayasse et al., 2001) ou através de compostos
cuticulares, como tem sido descrito para outras ordens de insetos (Ginzel et al.,
2003; Carazo et al., 2004). As diferencas quantitativas e qualitativas observadas
entre machos e rainhas permitem pensar que os HC podem ter um papel no
reconhecimento de individuos reprodutores de A. sexdens durante a revoada.

Até o momento s6 um estudo tem explorado o perfil de HC de machos de
formigas-cortadeiras. Carlos (2013) observou que a cuticula de rainhas virgens de
Atta laevigata, Atta capiguara; Atta bisphaerica e A. sexdens rubropilosa apresenta
uma maior diversidade de compostos que a cuticula dos machos. Rodriguez et al.,
(dados ndo publicados) observaram que rainhas jovens de A. sexdens tém
diferengas qualitativas quando comparadas com as operarias. Por sua vez,
Valadares e do Nascimento (2016) encontraram que existem diferencas

quantitativas entre diferentes subcastas de operarias de A. sexdens. Alguns



44

compostos aqui reportados para os individuos reprodutores sédo diferentes dos
encontrados por Valadares e do Nascimento (2016; 2017), os quais analisaram os
HC de operarias de A. sexdens. Por outro lado, as diferengas entre perfis de HC
podem ser explicadas por diferentes variaveis, tais como: a rampa de temperatura
utilizada na analise cromatografica, diferencas genéticas (Van Zweden et al., 2010),
ambientais (Menzel et al., 2018) e nutricionais (Lambardi et al., 2004), que podem
afetar o perfil de hidrocarbonetos em formigas.

Alguns estudos tém demonstrado a importancia dos alcanos ramificados e
alcenos no reconhecimento de companheiras no interior das colénias (Howard e
Blomquist, 2005, Martin et al., 2008b). Neste estudo os machos apresentaram na
sua cuticula compostos ramificados exclusivos, os quais podem ser importantes
para seu reconhecimento por parte das operarias dentro do ninho. Segundo Martin
et al., (2008b), os alcanos lineares ndao tém papel no reconhecimento das
companheiras, pelo que considera que a presencga do n-Css na cuticula dos machos
oferece protecao contra a dessecacgao apods sair do ninho. Segundo Hora et al.,
(2007), o aumento na concentragdo de n-Cz7 em rainhas acasaladas de Ectatomma
tuberculatum pode oferecer uma protecéo contra as condi¢des ambientais durante

0 acasalamento e a constru¢cao de um novo formigueiro.

CONCLUSOES

As andlises estatisticas ndo mostraram diferencas significativas entre as
rainhas, o que significa que o perfil de HC das rainhas de A. sexdens nao muda
apos o acasalamento, como ja foi demonstrado para outras espécies de formigas
(Hora et al., 2008; Oppel e Heinz, 2009; Monnin et al., 2018). Oppel e Heinz (2009)
observaram que o perfil de HC de fémeas acasaladas de Leptothorax gredleri foi
significativamente diferente das fémeas virgens, apos 30 minutos do acasalamento,
resultando menos atrativas para os machos. Tendo em conta que nao foram
observadas diferengas quantitativas nem qualitativas no perfil das rainhas, foi
proposto no presente trabalho que a auséncia de mudangas no perfil de HC das

rainhas de A. sexdens favorece a ocorréncia de multiplos acasalamentos das



45

rainhas de formigas-cortadeiras (Reichardt e Wheeler, 1996; Fjerdingstad e
Boomsma, 1998). Desta maneira, os HC da rainha de A. sexdens estariam ligados
a manutenc¢ao da hierarquia dentro do formigueiro, e indicariam a presenga de um
individuo fértil dentro da coldénia. Recomenda-se a avaliacado do carater informativo

do perfil de HC da rainha para o macho durante o acasalamento.
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3.3. VARIAGAO TEMPORAL DO PERFIL DE HIDROCABORNETOS
CUTICULARES EM RAINHAS JOVENS DE Atta sexdens (HYMENOPTERA:
FORMICIDAE)

RESUMO

Para o adequado funcionamento das colénias de formigas é importante que
a rainha comunique sua presenga para as operarias. Essa comunicacao é realizada
por contato direto entre rainha e operarias ou através de sinais quimicos. Como
primeiro passo na identificacdo de um sinal quimico que possa comunicar a
presenca da rainha de Afta sexdens dentro da colbnia, foi analisado o perfil de
hidrocarbonetos cuticulares de rainhas jovens, desde a fundagao do formigueiro até
seis meses de idade. Para isto, foram coletadas 72 rainhas durante a revoada. As
rainhas foram individualizadas e mantidas em potes plasticos com terra durante 6
meses. Foram realizados extratos cuticulares das rainhas da seguinte maneira:
Tempo 0: 24 horas apés a coleta (N=20); Tempo 1: 50 dias de idade (N=10); Tempo
2: 180 dias de idade (N=10). Adicionalmente, foram analisados extratos cuticulares
de rainhas com aproximadamente 4 anos de idade (N=7). Os resultados mostraram
diferengas quantitativas entre os grupos. Trés metil ésteres foram responsaveis
pelas diferencas qualitativas entre as rainhas analisadas. Estes compostos
apareceram nas rainhas com 50 dias de idade e sua concentragdao aumentou com

o passar do tempo, chegando a representar mais de 60% da proporgao relativa dos
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compostos presentes na cuticula de rainhas maduras. Estes resultados permitem
pensar que esses compostos podem fazer parte do sinal quimico da rainha de A.
sexdens e que sua concentragdo estaria diretamente relacionada com o

desenvolvimento da coldnia.

ABSTRACT

For the proper functioning of the ant colonies it is important that the queen
communicates her presence to the workers. This communication is accomplished
by direct contact between queen and workers or through chemical signals. As a first
step in identifying a chemical signal that could communicate the presence of the
queen of Atta sexdens within the colony, we analyzed the cuticular hydrocarbon
profile of young queens from nest foundation to six months of age. Seventy-two
queens were collected during flight mating. The queens were individualized and kept
in plastic pots with soil for 6 months. Cuticular extracts of the queens were
performed as follows: Time 0: 24 hours after collection (N = 20); Time 1: 50 days
old (N = 10); Time 2: 180 days old (N = 10). Additionally, cuticular extracts from
queens approximately 4 years old were analyzed (N = 7). The results showed
quantitative differences between the groups. Three methyl esters were responsible
for the qualitative differences between the queens analyzed. These compounds
appeared in 50-day-old queens and their concentration increased over time,
accounting for more than 60% of the relative proportion of the compounds present
in mature queens’ cuticle. These results allow us to think that these compounds may
be part of the chemical signal of the queen of A. sexdens and that their concentration

would be directly related to colony development.
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INTRODUCAO

As colbnias de formigas-cortadeiras de folhas, assim como de outros
insetos sociais, funcionam como uma unidade social organizada, na qual diferentes
grupos de individuos (conhecidos como castas) realizam diversas tarefas. O
sucesso destes insetos estd baseado em um sistema de comunicagdo bem
desenvolvido e uma sofisticada regulagdo social (Le Conte e Hefetz, 2008). A
comunicagao quimica, eixo central no funcionamento das colbnias, faz uso dos
hidrocarbonetos cuticulares (HC) como sinais informativos. Através do HC as
formigas conseguem discriminar as companheiras do ninho (Guerreri et al., 2009;
Holldobler e Wilson, 2011; Monnin, 2006), garantindo assim que 0s recursos sejam
para os membros da colbénia (Nehring et al., 2011). Varios estudos tém
demonstrado que o perfil de HC das rainhas serve para as operarias reconhece-las
como individuos encarregados da reproducao (d’Ettorre, 2004; Hannonen et al.,
2002; Holman et al., 2010; Smith et al., 2009) e que alguns HC especificos inibem
a atividade reprodutiva nas operarias (Endler et al., 2004; Le Conte e Hefetz, 2008;
Motais de Narbonne et al., 2016; van Oystaeyen et al., 2014).

Na maioria das espécies de formigas a reproducao é feita unicamente pela
rainha e atualmente, ndo existe um consenso sobre a origem e evolugao do seu
perfil quimico (Villalta et al., 2018). Alguns estudos mostraram que certos
compostos sdo compartilhados por varios géneros de insetos sociais, o que sugere
que o feromébnio da rainha deriva de um sistema de comunicacao ancestral (Oi et
al., 2016; Smith et al., 2013; van Oystaeyen et al., 2014). Porém, isso nao é
observado em todos os insetos sociais. Evinson et al., (2012) encontraram que
sinais associados com o status reprodutivo das rainhas de morfoespécies de
Pachycondyla verenae sao diferentes entre populagdes geograficamente
separadas. Por sua vez, Smith et al., (2016) encontraram que os HC proprios das
rainhas ndo sdo os mesmos nas diferentes espécies do género Odontomachus.

Duas hipoteses tém sido amplamente discutidas para explicar os possiveis
cenarios evolutivos nos quais se desenvolveram os sinais quimicos da rainha
(Amsalem et al., 2015; Keller e Nonacs, 1993; Smith e Liebig, 2017; Villalta et al.,
2018). Na primeira hipdtese o feroménio da rainha atua como inibidor do

desenvolvimento dos ovarios nas operarias (Holman et al., 2010, 2013; Smith e
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Liebig, 2017). Holman et al., (2010) observaram que rainhas (e seus ovos) de
Lasius niger possuem grandes quantidades de 3-MeC3z4, composto que reduz a taxa
de amadurecimento dos ovarios nas operarias. Neste cenario, prevé-se uma
competicdo entre rainha (dominante) e operarias (subordinadas) (Le Conte e
Hefetz, 2008) evolutivamente instavel (Keller e Nonacs, 1993). Outra hipétese
prediz que o ferombnio da rainha € um “sinal honesto de fertilidade”, o que
representa um sinal de dominéncia ao qual as operarias respondem com o cuidado
da cria (Amsalem et al., 2015). Este ferombnio estaria relacionado com sua
fertilidade e capacidade de ovipositar (Liebig et al., 2000; Smith e Liebig, 2017). O
composto (Z)-9-Nonacosene é considerado o sinal de fertilidade das rainhas de
Odontomachus brunneus (Smith et al., 2012, 2013). J& as gamergates de
Dinoponera quadriceps estao caracterizadas por altos niveis de 9-MeCs1 na sua
cuticula (Monnin e Ratnieks, 2001; Peeters et al., 1999).

Nas formigas cortadeiras pouco conhecimento se tem sobre a existéncia
de um feromédnio de rainha. Bento (1983) observou que a rainha de Atta sexdens
rubropilosa & muito atrativa para as operarias de sua propria coldnia, e propds que
0s compostos responsaveis sdo pouco volateis. Dijkstra et al., (2005) observaram
que operarias (Atta e Acromyrmex) préximas da rainha tém o aparelho reprodutor
ativo e colocam ovos troficos, enquanto que as operarias forrageiras tém o aparelho
reprodutor inativo ou pouco desenvolvido. Alguns compostos na cuticula de rainhas
de A. sexdens poderiam estar relacionados com o desenvolvimento do seu
aparelho reprodutor e constituir um sinal de fertilidade para as operarias (Rodriguez
et al., dados ndo publicados). Assim, o objetivo deste trabalho ¢é verificar se ocorre
variagdo do perfil de HC de rainhas de A. sexdens ao longo do tempo,

especialmente durante os primeiros meses de fundagéo do formigueiro.
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MATERIAL E METODOS

Coleta de rainhas de Atta sexdens

Rainhas de A. sexdens (N=72) foram coletadas durante a revoada ocorrida
em 27 de outubro de 2018, em Campos dos Goytacazes, RJ, Brasil (21°46'01,63"S
41°16'18.98"W). As rainhas foram capturadas no momento que escavavam o
formigueiro e posteriormente colocadas individualmente em copos plasticos
transparentes (250 mL ou 500 mL) com terra (150 ou 300 g) do mesmo lugar de
onde foram capturadas. Nenhum alimento lhes foi oferecido. As rainhas foram
mantidas com temperatura ambiente no laboratério de Mirmecologia da
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (Fig. 1). As condigdes
de luz e umidade n&o foram controladas.

Analise da variagao do perfil de HC de rainha de A. sexdens
Para avaliar o perfil de HC das rainhas coletadas foram definidos trés

momentos para realizar a amostragem: Tempo 0: depois da revoada; Tempo 1:

aparigao das primeiras operarias, Tempo 2: seis meses apos a coleta em campo.

Figura 1. Esquerda: coleta em campo das rainhas de A. sexdens. Direita:
Disposicao no laboratério de cada formigueiro.

Tempo 0: Apds 24 horas da coleta, foram escolhidas aleatoriamente

rainhas acasaladas (que escavaram)(N=11) e rainhas virgens (que ndo escavaram)
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(N=9). Para preparar os extratos, cada rainha foi colocada em um frasco de 5 mL,
no freezer a -4°C por 30 minutos e posteriormente adicionados 3 mL de pentano
em cada. Depois de 10 minutos, cada rainha foi retirada e o pentano evaporado.
Os frascos com os extratos foram etiquetados e conservados a -4°C.

Tempo 1: As primeiras operarias foram observadas 50 dias apds a coleta
das rainhas. Neste momento, se escolheram aleatoriamente 10 formigueiros e foi
avaliado o perfil de HC das rainhas correspondentes. A preparagcdo do extrato
seguiu o procedimento descrito anteriormente. Ovos, larvas, pupas e operarias
desses ninhos foram contabilizados.

Tempo 2: Apdés 60 dias da coleta das rainhas, 15 formigueiros foram
dispostos em bandejas e seus potes abertos para permitir o forrageio por parte das
operarias (Fig. 2). Os formigueiros receberam flores de rosa (Rosa alba L.) como
recurso vegetal. Passados 180 dias, foram escolhidos aleatoriamente 10 destes
formigueiros para avaliagdo do perfil de HC das rainhas. Os extratos foram
preparados seguindo o procedimento ja descrito. Ovos, larvas, pupas e operarias

desses ninhos foram contabilizados.

s PR AT AR ]

Figura 2. Formigueiro de A. sexdens com dois meses de idade.

Foram preparados extratos cuticulares de sete rainhas maduras de A.
sexdens, de quatro anos de idade aproximadamente, pertencentes a colénias
criadas no laboratério, seguindo o procedimento descrito anteriormente. Os ninhos
foram coletados em S&o Francisco de Itabapoana, Brasil (21°26'42.38"S
41°12°01.30"W), em 2015.
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Analise de cromatografia gasosa e identificagdo dos HC

Os extratos cuticulares foram analisados em um cromatégrafo acoplado
com espectrébmetro de massas (CG-EM) SHIMADZU QP2010, no Laboratério de
Ciéncias Quimicas da Universidade Estadual do Norte Fluminense, Brasil. Todas
as amostras foram ressuspendidas em 30 pL de pentano e injetadas manualmente
(1yL). A coluna utilizada foi DB-5 (30 m x 0,250 mm x 0,25 ym) fundida com silica.
Hélio foi utilizado como gas de arraste. A temperatura inicial foi de 100 °C por dois
min., e elevada até 240 °C com uma taxa de variacdo de 30 °C/min.; depois
aumentou até 280 °C com uma taxa de variagao de 3°C/min. e com um tempo de
espera de 10 min; finalmente, até 290 °C com uma taxa de variagao de 2°C/min. e
um tempo de espera de 10 min. A ionizacao foi realizada por impacto de elétrons
(70 eV) e obtencao do fragmentograma de ions totais (TIC). A temperatura de
interface e da fonte de ions foi de 240°C. Foi calculado o indice de Retenc&o Linear
(IRL) para cada composto com ajuda de um padrao externo (C7-Cso) de alcanos
saturados Sigma-Aldrich®. Cada composto foi identificado pelo seu espectro de
massas e consulta das bibliotecas NIST. O IRL foi utilizado para a comparagao dos

compostos como registrado na literatura.

Analise estatistica

O numero de hidrocarbonetos cuticulares usados nas analises foi reduzido
segundo o proposto por Liebig et al., (2000). Os compostos que contribuiram com
menos de 0,3% para o total de compostos por individuo e estiveram presentes em
até 70% dos individuos nao foram incluidos nas analises estatisticas. Os HC
restantes foram estandardizados a 100% e submetidos a analises multivariadas.
Foi realizada a Andlise Multivariada de Permutacdo de Variancia (PerMANOVA),
com 9999 permutacgdes, para determinar as diferencas entre os perfis quimicos dos
diferentes grupos. Posteriormente, foi realizada a Analise de Similaridade SIMPER,
para identificar os compostos que mais influenciaram nas diferengas qualitativas
entre os grupos de rainhas analisadas. Finalmente foi realizada a analise de
componentes coordenados (PCoA), utilizando as distancias de Gower, para
visualizar as diferencas entre os grupos. As analises estatisticas foram feitas no
programa PAST 3.02.
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RESULTADOS

Foram observadas diferengas quantitativas significativas entre os grupos
de rainhas quando comparados os perfis de HC (Pseudo-F=70,64; p=0,001). S6 a
comparacao do perfil das rainhas virgens com as rainhas acasaladas (tempo 0) que
nao apresentou diferengas significativas (p=0,078). Foram observadas diferengas
significativas ao comparar o perfil de HC das rainhas do tempo 0 (virgens e
acasaladas) com as rainhas que tinham 50 dias de idade (tempo 1) (p=0,003); as
rainhas com 180 dias de idade (tempo 2) (0,001) e as rainhas maduras (p=0,001).

Também foram observadas diferengas qualitativas entre os diferentes
grupos. Alcanos lineares como n-Cz3 e n-Cz4 apareceram em algumas das rainhas
mais jovens (tempo 0). Outros alcanos lineares como n-Cas, n-Co7 € n-Cag
diminuiram sua concentragdo em 92,77%; 83,57% e 70,12%, respetivamente,
quando comparadas as rainhas do tempo 0 com as rainhas maduras, porém
observou-se que a concentragdo do n-Cze aumentou mais de 200% nas rainhas do
tempo 1 (Fig. 3). Por sua vez, o acido dodecanoico eicosil éster s6 esteve presente
nas rainhas do tempo 2 (Fig. 4) e rainhas maduras (Fig. 5), sendo estas ultimas os
individuos com a concentragdo mais alta para esse composto. Portanto, o acido
tetradecanoico eicosil éster e o 4cido hexadecanoico eicosil éster aumentaram sua
concentragcdo com o passar do tempo.

Os metil ésteres foram responsaveis pela separagao das rainhas maduras
dos outros grupos analisados, segundo o SIMPER. A analise de componentes
coordenados (PCoA) permitiu observar a separacao dos grupos a partir dos perfis
de HC das rainhas (Fig. 6).

A populagéo de formigas (imaturos e operarias adultas) foi variavel entre
os ninhos analisados (Tabela 1). Para o tempo 1, a populagéo das col6nias variou
de 31 a 128 formigas. Ja os ninhos do tempo 2 apresentaram populagbes de 112 a

1077 formigas por ninho.
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E

Figura 3. Cromatogramas de rainha 24 horas apds a revoada (tempo 0) (parte
superior) e rainha com 50 dias de idade (parte inferior). Observam-se
diferengas quantitativas para os mesmos compostos nos dois individuos.
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Figura 4. Cromatogramas de rainha 24 horas apés a revoada (tempo O)(parte
superior) e rainha com 180 dias de idade (parte inferior).® sinaliza o acido
dodecanoico eicosil éster. ® sinaliza o acido tetradecanoico eicosil éster.
@ sinaliza o acido hexadecanoico eicosil éster.
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(©)
Figura 5. Cromatogramas de rainha 24 horas apds a revoada (tempo 0) (parte
superior) e rainha de 4 anos de idade (parte inferior). @ sinaliza o acido
dodecanoico eicosil éster. @ sinaliza o acido tetradecanoico eicosil éster.

@ sinaliza o acido hexadecanoico eicosil éster.
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Figura 6. Analise de Componentes Coordenados (PCoA) dos perfis de HC de
rainhas de A. sexdens de diferentes idades. @ representam rainhas virgens;
0s @ representam rainhas acasaladas (tempo 0); os © as rainhas com 50
dias de idade; os @ as rainhas com 180 dias de idade e os @ as rainhas de
4 anos de idade.
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Tabela 1. Imaturos e operarias contabilizados em ninhos de 50 dias (tempo 1) e
180 dias de idade (tempo 2)

Ovos Larvas Pupas Operarias Total

Tempo 1
Rainha 1 28 0 0 3 31
Rainha 2 36 0 13 8 57
Rainha 3 9 7 15 11 42
Rainha 4 52 17 35 24 128
Rainha 5 45 19 27 13 104
Rainha 6 35 20 23 16 94
Rainha 7 63 15 30 16 124
Rainha 8 16 15 30 17 78
Rainha 9 37 0 0 7 44
Rainha 10 28 10 26 12 76
Média 34,9 10,3 19,9 12,7
Tempo 2

Rainha 1 12 14 4 246 276
Rainha 2 4 2 13 93 112
Rainha 3 20 48 49 49 166
Rainha 4 112 73 63 277 525
Rainha 5 17 22 2 255 296
Rainha 6 193 124 98 662 1077
Rainha 7 45 97 55 231 428
Rainha 8 256 70 199 442 967
Rainha 9 88 89 48 279 504
Rainha 10 146 115 150 436 847
Média 89,3 65,4 68,1 297

DISCUSSAO

Ao longo de 180 dias o perfil de HC das rainhas de A. sexdens apresentou
variagbes tanto qualitativas como quantitativas. As variagdes quantitativas foram
observadas principalmente nos alcanos lineares, cuja concentragdo diminuiu com

o passar do tempo. Os alcanos lineares de menor massa molecular como n-Cz3 e
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n-Co4 que apareceram na cuticula de algumas rainhas avaliadas 24 horas depois
da revoada, nao foram encontrados posteriormente. Alguns alcanos ramificados
também apresentaram variagbes na sua concentragao, e podem estar envolvidos
com variagdes de comportamento das rainhas durante o periodo avaliado. Por outro
lado, variagbes qualitativas foram observadas principalmente quando as rainhas
jovens foram comparadas com as rainhas maduras, as quais apresentaram altas
concentracdes de metil ésteres na sua cuticula.

As rainhas de A. sexdens aqui analisadas apresentaram uma variagio
temporal nos alcanos lineares da sua cuticula. Entre o primeiro dia de fundacao do
formigueiro e 50 dias depois, a concentragdo do n-Cz3; n-Cos; n-Cos e n-Cos
diminuiu. Rodriguez et al., (dados ndo publicados), assim como Valadares e do
Nascimento (2015; 2016) encontraram o n-C2s e n-C2s na cuticula de operarias. E
possivel que esse composto seja compartilhado entre operarias e as rainhas
virgens durante sua estadia dentro do ninho original e seu posterior
desaparecimento da cuticula seja parte de um processo de diferenciagao quimica
entre as castas. Esta hipotese precisa de mais estudos para ser comprovada. Por
outro lado, Johnson e Gibbs (2004) também observaram uma diminuigdo do n-Cz3
em rainhas de Pogonomyrmex barbatus ap6s a fundagao dos seus formigueiros. A
diminuicdo desses compostos parece estar relacionada com os danos ocasionados
pela abrasdo do solo sobre a cuticula no momento da escavagido, o que afeta
diretamente a taxa de perda de &gua (Johnson, 2000). E provavel que a maior
quantidade de HC lineares ofereca uma protecdo as rainhas antes de iniciar a
escavagao da sua coldnia, e sua diminuigao apds o enclausuramento seja um efeito
dos danos na cuticula, assim como os efeitos da temperatura sobre caracteristicas
fisicas dos HC (Johnson e Gibbs, 2004). Por outro lado, o aumento da concentracao
do n-Co, N-C30 € n-Cz¢ poderia compensar a perda desses compostos menos
pesados e ajudar a diminuir a perda da agua nas rainhas.

Os alcanos ramificados também apresentaram variagbes ao longo do
tempo. Nas rainhas avaliadas a concentragdo do 3,7,11-TriMeC31 e 4,8,12-
TriMeCs2 diminuiu com o passar do tempo. Essa situacao é diferente da encontrada
em estudos com outras formigas, onde a propor¢cdo dos alcanos ramificados
geralmente aumenta (Johnson e Gibbs, 2004). Esses alcanos ramificados ja foram
encontrados em operarias de A. sexdens (Valadares e do Nascimento, 2016; 2017),

0 que significa que ndo € um composto exclusivo da casta reprodutiva. Tendo em
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conta que o 3,7,11-TriMeCz1 e 4,8,12-TriMeCs2 foram encontrados no fungo
simbionte de formigas-cortadeiras (Richard et al., 2007), é proposto que a
diminuicdo observada esteja ligada a variacdo de comportamentos da rainha
durante as primeiras semanas do formigueiro. Durante as primeiras semanas o
cuidado do fungo é realizado unicamente pela rainha, o que permitiria a passagem
de hidrocarbonetos do fungo para a mesma. Com a presenga das operarias na
coldnia, a rainha deixa de cuidar do fungo paulatinamente (Augustin et al., 2011).
Mais estudos sdo necessarios para confirmar se esses compostos passam do
fungo simbionte para a rainha e se sua concentragdo esta ligada ao processo de
cuidado e cultivo do mesmo.

Mudangas qualitativas no perfil de HC das rainhas de A. sexdens nao
aconteceram de maneira rapida como ja foi demonstrado em outras espécies de
formigas. Baseado em que depois do acasalamento as rainhas experimentam
mudangas fisiolégicas e comportamentais, o que inclui a perda das asas (Oppelt e
Heinze, 2009; Fujihara et al., 2012), € assumido no presente trabalho que as
rainhas que escavaram e perderam suas asas tinham acasalado, e aquelas que
nao escavaram e conservaram suas asas apos 24 horas eram rainhas virgens.
Oppelt e Heinze (2009) observaram que o perfil de HC de rainhas de L. gredleri
ap6s de 30 minutos do acasalamento foi significativamente diferente quando
comparado com rainhas virgens. Segundo os autores, essa mudanca faz as fémeas
acasaladas menos atrativas para os machos, sugerindo que os machos séao
capazes de reconhecer fémeas virgens e fémeas acasaladas. Essas varia¢des no
perfil de HC apds acasalamento também foram descritas para gamergates da
formiga Streblognathus peetersi. Neste caso as variagdes foram percebidas apos
20 horas pelas companheiras do ninho (Cuvillier-Hot et al., 2005). Ja que ndo houve
mudancgas significativas no perfil de HC das rainhas depois da escavacéo, foi
considerado que o perfil de HC das fémeas acasaladas nao oferece informagao aos
machos sobre o estado de virgindade da rainha. Recomenda-se realizar mais
estudos para confirmar esta hipotese.

O perfil de HC das rainhas maduras apresentou grandes concentragdes de
metil ésteres, o que permite pensar que existe uma relagdo com o status de
fertilidade das rainhas de A. sexdens. Rodriguez et al., (dados sem publicar)
observaram que o acido hexadecanoico eicosil éster e o acido tetradecanoico

eicosil éster apareceram em fémeas capturadas ap6s o voo nupcial. E possivel que
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esses compostos sejam exclusivos das rainhas (virgens ou acasaladas) e sirvam
como um sinal de reconhecimento por parte das operarias. O acido hexadecanoico
eicosil éster também foi encontrado nas operarias de coldnias maduras (vide
capitulo 1). Nesse caso, é possivel pensar que esse composto faga parte do sinal
quimico da rainha e possa comunicar sua presenga ao interior da colonia. Sao
necessarias pesquisas comparando o perfil das operarias em colénias com e sem

rainha, para poder confirmar essa situagao.

CONCLUSOES

O acido dodecanoico eicosil éster foi encontrado unicamente nas rainhas
com 180 dias de idade e rainhas maduras. Tendo em conta que a producéo de
feromonios precisa de uma inversao energética alta e que apds o voo nupcial as
rainhas chegam a perder mais do 35% do teor de carboidratos (Silva, 2015) é
possivel que a produgao do feroménio por parte das rainhas de A. sexdens inicie
com a aparicao das primeiras operarias e aumente sua concentragao conforme a
populacao de operarias cresce. Neste panorama, o feroménio da rainha nao teria
uma fungdo sexual durante o voo nupcial e sim como um sinal da presenca e
fertilidade de rainha no interior da colénia. Para entender se o feromdnio da rainha
de A. sexdens afeta a reproducéo das operarias, sd0 necessarias pesquisas que
avaliem a incidéncia desse composto no desenvolvimento do aparelho reprodutor

das operarias, especialmente do séquito da rainha.
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4. RESUMO E CONCLUSOES

Este trabalho é a primeira pesquisa focada a identificar o perfil de
hidrocarbonetos da rainha de uma espécie de formiga-cortadeira e seu papel como
um sinal informativo dentro da colénia. As rainhas de Atta sexdens se caracterizam
por possuir na sua cuticula uma grande diversidade de alcanos ramificados de alto
peso molecular quando comparadas com as operarias. Além disso, alguns metil
ésteres aparecem gradualmente na cuticula das rainhas de acordo com o passar
do tempo, alcangando a maior concentragao em rainhas com mais de 3 anos de
idade.

Também foi analisado o perfil de hidrocarbonetos cuticulares dos machos
de A. sexdens e encontrado que possuem alguns compostos exclusivos, os quais
podem ser utilizados pelas operarias para seu reconhecimento ao interior do ninho.
Os resultados desta pesquisa sao os primeiros passos na caracterizacdo do
feromonio da rainha de A. sexdens, o qual pode trazer importantes avangos no

conhecimento da ecologia e comportamento social deste inseto.
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