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DEVO FICAR OU DEVO IR? INFLUENCIA DE PISTAS QUIMICAS
NA TOMADA DE DECISAO EM FORMIGAS

RESUMO

Quando um inseto caminha, ele deixa pistas quimicas derivadas do ar6lio, uma estrutura
do tarso. Essas pistas podem conter informacgdes importantes sobre outras espécies que
ocorrem em sua comunidade e, assim, mediar interacbes de competicdo, predacdo e
fornecer informacdes sobre recursos com formigas de sua prépria colénia. Ainda sdo
poucas as espécies estudadas e pouco se sabe sobre o comportamento das formigas por
meio desses sinais e como séo utilizadas para mediar suas interagfes. Portanto, aqui
avaliamos qual estratégia comportamental de diferentes espécies de formigas
(Odontomachus brunneus, Neoponera villosa e Cephalotes borgmeieri) foi adotada
quando confrontados com pegadas quimicas deixadas por outras formigas, bem como
identificar seus compostos e sua relacdo com o perfil de hidrocarbonetos cuticulares. Os
experimentos comportamentais foram realizados em um labirinto em Y, onde em um
dos bragos havia pegadas quimicas de sua propria espécie ou de outras espécies; e 0
outro braco em Y ndo tinha pegadas. Os compostos quimicos das pegadas e cuticula
foram analisados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas. Aqui,
mostramos que as formigas detectam e respondem as pistas quimicas de outras
formigas, seguindo coespecificas e evitando as de outras espécies. Formigas de todas as
espécies seguiram pegadas de individuos da mesma espécie, de companheiras de ninho
e ndo companheiras de ninho, no entanto, Neoponera villosa evitou as pegadas de
Cephalotes borgmeieri, possivelmente porque ndo tem nicho alimentar sobreposto e C.
borgmeieri evitou as pegadas de todos os outros. espécie, por se tratar de uma formiga
pequena e sem ferrdo, deve evitar competidores com alto potencial de lesdo. As
composic¢Bes quimicas da cuticula e da pegada estdo relacionadas entre si e séo

especificas de cada espécie.

PALAVRAS CHAVE
Ponerinae, Myrmicinae, hidrocarbonetos cuticulares, hidrocarbonetos de pegadas, pistas

quimicas.



ABSTRACT

When an insect walks, it leaves chemical clues derived from arolium, a structure of the
tarsus. These clues can contain important information about other species that occur in
your community and thus mediate interactions of competition, predation and provide
information about resources with ants from your own colony. There are still few species
studied and little is known about the behavior of ants through these signals and how
they are used to measure their interactions. Therefore, here we evaluate which
behavioral strategy of different species of ants (Odontomachus brunneus, Neoponera
villosa and Cephalotes borgmeieri) was adopted when confronted with chemical
footprints left by other ants, as well as to identify their compounds and their relationship
with the cuticular hydrocarbon profile. The behavioral experiments were carried out
using a Y maze, where in one of the arms there were chemical footprints of its own
species or of other species; and the other Y arm was free of footprints. The chemical
compounds of the footprints and cuticle were analyzed by gas chromatography coupled
with mass spectrometry. Here we show that ants detect and respond to the chemical
trails of other ants, following co specifics and avoiding those of other species. Ants of
all species followed footprints of individuals of the same species, nest companions and
non-nest companions, however, Neoponera villosa avoided the footprints of Cephalotes
borgmeieri possibly because it does not have overlapping food niche and C. borgmeieri
avoided the footprints of all other species, as this is a small and stingless ant, should
avoid competitors with high potential for injury. Cuticle and footprint chemical

compositions are related to each other and specific to each species.

KEYWORDS

Ponerinae, Myrmicinae, cuticular hydrocarbons, footprint hydrocarbons, chemical cues.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA
Ecologia e comportamento de formigas

Formigas sdo insetos sociais e podem formar coldnias pequenas ou grandes,
dependendo da espécie. Uma col6nia tipica contém uma rainha que pde ovos e muitas
operarias adultas, juntamente com sua ninhada (ovos, larvas e pupas). As operarias sao
os individuos mais numerosos do ninho e sdo responsaveis pela construcdo e
manutengdo do ninho, forrageamento, manutengdo da ninhada e da rainha e defesa do
ninho. Embora todas as operarias sejam fémeas, na maioria dos casos elas séo estéreis e
ndo pdem ovos. Rainhas e machos alados estdo presentes no ninho por apenas um curto
periodo. Logo apds emergir, eles deixam o ninho para acasalar e estabelecer novos
ninhos. As rainhas sdo geralmente semelhantes as operarias, diferindo principalmente
em ter corpos maiores (Holldobler e Wilson 1990).

As formigas mostram uma forte divisdo de trabalho, onde diferentes operérias
executam diferentes tarefas dentro do ninho e, em alguns casos, as tarefas especificas
realizadas dependem da idade da formiga. Em muitas espécies dimorficas e
polimorficas, o tamanho da operéria influenciara suas atividades. Por exemplo, as
operarias maiores sdo comumente encontradas perto da entrada dos ninhos para defesa,
enquanto as operarias menores se afastam do ninho para buscar alimento (Traniello
1989). A cooperacdo e divisdo do trabalho, combinadas com seus sistemas de
comunicacdo bem desenvolvidos, e diferentes estratégias de sobrevivéncia permitiram
que as formigas utilizassem seu ambiente ocupando nichos ecoldgicos ainda
inexplorados, o que explica sua diversidade (Holldobler e Wilson 1990).

As interacdes entre formigas da colonia sdo mediadas, entre outras coisas, por
compostos quimicos. As formigas se comunicam por meio de hidrocarbonetos
cuticulares que séo espalhados por todo o corpo, desta forma esses compostos sao
importantes para manter a coesdo da colénia (Blomquist and Bagneres 2010).

Além da interacdo com individuos da col6nia, formigas estdo envolvidas em
varios tipos de interacdes ecoldgicas, tal como mutualismo obrigatério com cochonilhas
(e.g. Klein et al. 1992). Outro exemplo é o parasitismo social, este ocorre entre
diferentes espécies de formigas e a interacdo pode ser obrigatoria ou facultativa. A
formiga parasita comumente mimetiza o perfil de hidrocarbonetos cuticulares para

conseguir entrar na col6nia hospedeira sem ser detectada (Uschinger 2009). Ha também
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algumas simbioses mutualisticas com plantas, na qual as formigas usam cavidades para
estabelecer seus ninhos, bem como nectérios e corpusculos nutritivos como alimento,
protegem seus hospedeiros dos herbivoros, distribuem suas sementes e as plantam em
solos nutritivos (Holldobler e Wilson 1990).

Formigas tem sua importancia ecoldgica evidenciada na dispersdo de sementes
em ambientes aridos, além de criarem bancos de sementes. Sdo predadores de pequenos
invertebrados tanto aquaticos quanto terrestres, ajudando no controle populacional
destes. Os ninhos de formigas ajudam na aeracdo do solo, 0 que o torna mais saudavel
(Tschinkel 2003).

Pistas quimicas em diferentes interagdes ecoldgicas entre os animais

Pistas quimicas sdo difundidas em todo o reino animal, e s&o usadas em diversas
interacdes entre 0s seres vivos, como na predacdo que € uma das pressdes de selecdo
mais importantes (Lima e Dill 1990; Kats e Dill 1998) que molda o comportamento, a
morfologia e as caracteristicas da historia de vida de uma espécie. O reconhecimento de
predadores por meio de pistas quimicas ocorre em uma variedade de presas e
predadores vertebrados e invertebrados (Dodson et al. 1994). A capacidade de avaliar o
risco de predacéo local é fundamental para a sobrevivéncia da presa (Mirza e Chivers
2000a), que pode ser vista como uma série de demandas conflitantes sensiveis a ameaca
entre os beneficios de uma reducdo no risco de predacao e ganhos de aptidao associados
a outros padrdes de comportamento (Lima e Bednekoff 1999).

A capacidade de avaliar o risco local de predacdo requer a presenca de
informacdes espacial e temporalmente confiaveis , sendo que de todos os sentidos em
potencial capazes de transmitir essas informacdes, as pistas visuais e quimicas foram as
mais amplamente estudadas (Chivers e Smith 1998; Hartman e Abrahams 2000). Pistas
visuais e quimicas, no entanto, representam niveis muito diferentes de risco e
informacdo. As pistas visuais sdo espacial e temporalmente confiaveis, mas podem ser
consideradas muito arriscadas, pois a presa e o predador devem estar proximos (Kats e
Dill 1998). A informacdo quimica, por outro lado, embora espacial e temporalmente
menos confidvel, pode ter um risco associado menor, pois a presa e o predador ndo
precisam estar muito préximos para a presa adquirir informacdes (Kats e Dill 1998).

As pistas de alarme quimico causadas por danos foram demonstradas em uma

ampla variedade de peixes. Quando liberadas, normalmente apds uma tentativa de

13



predacdo em que a presa é ferida ou capturada, provocam aumentos drésticos de curto
prazo nos tipicos comportamentos antipredacdo. Esses comportamentos incluem
aumento da coesdo do cardume, evasdo de areas, arrojo, congelamento e reducdo de
forrageamento e acasalamento (Chivers e Smith 1998). As indicacGes de alarme
quimico também podem provocar uma variedade de respostas comportamentais,
incluindo o reconhecimento adquirido de novos predadores, alteragdes morfoldgicas e
do historico de vida induzidas e também a avaliagdo do risco de predacéo local por meio
do comportamento da inspecao de predadores (Chivers e Smith 1998).

Entre artrpodes existem alguns exemplos sobre a capacidade de avaliar riscos a
partir de pistas quimicas. Libélulas Enallagma sp., depois de serem expostas a pistas
quimicas de predadores, diminuem a frequéncia de sua atividade de forrageio
(Wisenden et al. 1997). Essa estratégia também ¢é vista em grilos de madeira mediante
pistas quimicas de aranhas que os predam (Binz et al. 2014a).

Por outro lado, os predadores também usam pistas quimicas para encontrar suas
presas, como aranhas Salticidae que distinguem presas e competidores por meio de
pistas quimicas. Contudo, esse tipo de ferramenta usada para buscar presas € menos
comum entre os animais (Poulin et al. 2018; Harland et al. 1999).

As formigas sdo membros ecologicamente dominantes das comunidades
terrestres e sua atividade de forrageamento € fortemente associada com as plantas e
depende do aprendizado associativo de produtos quimicos no ambiente (Lach et al.
2010). Os compostos quimicos das plantas podem mediar o comportamento das
formigas, por exemplo, quando plantas sofrem com a infestacdo por parasitas elas
liberam sinais quimicos no ar, que atraem as formigas que predam esses insetos
parasitas, uma interacdo mutualistica bastante conhecida (Nelson et al. 2019).

Um exemplo de mutualismo sustentado por meio de pistas quimicas é o
mutualismo obrigatorio de dispersdo de sementes por formigas das florestas tropicais.
Esse mutualismo é essencial para a sobrevivéncia de diversas espécies de plantas em
todo o mundo (Levey et al. 2002). Entre os invertebrados, formigas se destacam por ter
um papel importante na dispersdo de sementes, e milhares de espécies de plantas
produzem sementes especializadas para dispersdo por formigas em interacdes "difusas"
de vérias espécies (Beattie e Huhes 2002). As formigas e plantas sdo membros
dominantes dos ecossistemas da planicie amazonica, e sua interacdo € especifica e

obrigatdria, e 0os meios pelos quais as formigas localizam, reconhecem e aceitam suas

14



sementes mutualistas sdo compostos quimicos liberados pelas plantas (Youngsteadt et
al. 2008).

Em um contexto de parasitismo, o parasita pode encontrar hospedeiros através
de pistas quimicas no ambiente. As operarias Solenopsis invicta sdo agressivas e
liberam feromonios de alarme em interagfes com ndo-companheiros de ninho, e essa
substdncia volatil € uma pista quimica importante que atrai moscas da espécie
Pseudacteon tricuspis, um parasita dessa espécie. As larvas da borboleta parasitéria
Maculinea rebeli tem como hospedeiro formigas da espécie Myrmica schencki. Na
natureza, lagartas de quarto instar que ndo tém contato prévio com formigas, sao
confundidas com larvas de formigas quando operarias de M. schencki saem para
forragear, as lagartas mimetizam compostos quimicos que atraem as formigas, e além
disso as lagartas produzem produtos quimicos de superficie que permitem que sejam
tratados como larvas de formigas, e uma vez dentro do ninho essas lagartas
posteriormente adquirem hidrocarbonetos adicionais (camuflagem quimica), tornando-
0s mimicos quase perfeitos do odor individual de suas colonias hospedeiras (Akino et
al. 1999).

A competicao é um dos fatores que impulsionam a diversidade bioldgica, se uma
espécie coexiste com outra e ha sobreposi¢cdo de nicho entre ambas podem ocorrer duas
coisas: as espécies adotam diferentes estratégias de forrageio (Silva et al. 2015; Ricklefs
2004) a fim de evitar competicdo direta, ou ha exclusdo competitiva da espécie
subordinada pela espécie dominante (Ricklefs 2004). Neste contexto, varios animais
usam pistas quimicas deixadas na area de forrageamento a fim de evitar contato direto
com espécies dominantes, essas sugestdes também sdo usadas para seguir um recurso
que anteriormente foi dominado por outra espécie (Binz et al. 2014b). As formigas
exploram pistas de outras espécies de acordo com sua posicdo de dominio na
comunidade, as espécies subordinadas evitam pistas quimicas das espécies dominantes
em contrapartida, espécies dominantes podem ignorar ou seguir pistas quimicas de
espécies subordinadas (Binz et al. 2014b)

Em diferentes contextos ecoldgicos, as pistas quimicas sdo usadas em todo o
reino animal, e as vantagens de usar essas pistas sdo o0 reconhecimento de predadores
por meio de estimulos quimicos que é particularmente importante quando a viséo é
limitada, como a noite, em habitats com vegetacdo densa ou em aguas turvas (Wilson
and Lefcort 1993). Além disso o uso de pistas quimicas é importante na obtencdo de

alimento, pois predadores localizam suas presas por meio de compostos quimicos
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dispersos no ambiente (Binz et al. 2014a). Quando restringimos o conceito de pistas
quimicas a um grupo, 0s insetos, essas pistas sdo transmitidas por meio dos

hidrocarbonetos (Blomquist e Bagnéres 2010).

Os hidrocarbonetos e sua fungéo nas interagdes entre o0s insetos sociais

Para manter a coesdo de suas col6nias formigas trocam varios tipos de sinais,
contudo, os quimicos séo de fato predominantes (Jackson e Morgan 1993). Produzem e
liberam compostos quimicos que podem informar um individuo receptor a uma relativa
distancia e, neste caso, sdo compostos mais leves, produzidos por glandulas exdcrinas
(Attygalle e Morgan 1984). As formigas possuem mais de 50 glandulas exdcrinas
distintas, a maioria das quais é ativa na producdo de feromdnios (Billen e Morgan
1998). Devido a essa producdo, quando as formigas sao confrontadas com individuos de
outra espécie ou outra colbnia, no geral, elas ttm comportamento altamente agressivo.
Esse sistema de reconhecimento altamente eficiente garante a coesé@o social e protecao
contra inimigos para defender seus territorios e ameacar invasores que ndo sejam
companheiros de ninho (Holldobler e Wilson 1990).

Por outro lado, os sinais quimicos trocados que informam a procedéncia da
formiga, sua idade, funcdo dentro das coldnias, para outras formigas sdo encontrados
em sua cuticula, sendo mais pesados que 0s primeiros e, estes impedem por exemplo
que coldnias sejam exploradas por membros de outras colbnias, sejam da mesma
espécie ou ndo (Holldobler e Wilson 1990). Esses compostos, os hidrocarbonetos
cuticulares (HCs), estdo na epicuticula dos insetos e surgiram primordialmente para a
protecdo contra dessecacdo, 0 que possibilitou que os artrépodes tivessem uma
irradiacdo adaptativa sobre o ambiente terrestre, e ao longo do tempo evolutivo os
hidrocarbonetos foram cooptados para comunicagéo entre os insetos sociais (Blomquist
e Bagnéres 2010).

As col6nias de insetos sociais ndo possuem um centro de controle, cada inseto
sabe exatamente qual papel desempenhar na col6nia de acordo com as pistas quimicas
presentes no ambiente. Em resposta a tais estimulos, eles realizam tarefas como
construcdo de novas camaras nos ninhos, protecdo contra invasores e forrageamento
(Blomquist e Bagnéres 2010). Além disso, a quantidade de HCs presentes no ambiente
possibilita que os insetos sociais respondam a mudancas do meio, ajustando o numero
de operérias que executam cada tarefa (Greene e Gordon 2003). Encontros com outras

formigas informam a decisdo da operaria de executar uma tarefa especifica, isso porque
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por meio do contato com diferentes individuos da col6nia, vérias informagbes s&o
transmitidas (Blomquist e Bagnéres 2010).

Os HCs facilitam a comunicacédo, transmitindo varios tipos de informacdes, e
eles variam de acordo com a espécie (Antonialli-Junior et al. 2008), coldnia (Ferreira et
al. 2017), casta (Antonialli-Junior et al. 2007) e subcasta (Valadares e Nascimento
2016). Essa variacdo de HCs permite que o inseto identifique dentro da coldnia seus
companheiros de ninho e invasores (Blomquist e Bagnéres et al. 2010). Além disso 0s
HCs sdo importantes no encontro entre parceiros sexuais, o perfil intraespecifico impede
que haja copula entre insetos de diferentes espécies (Blomquist e Bagnéres et al. 2010),
e também funcionam como sinais de fertilidade (Smith et al. 2013).

Os HCs afetam uma grande variedade de outros comportamentos, incluindo
aprendizado, agregacdo e dominancia (Ferveur et al. 1996). Algumas espécies de
formigas parasitas exploram esse sistema de reconhecimento de companheiros de ninho
manipulando seus HCs durante a invasédo do ninho para coincidir com o HCs de seu
hospedeiro (Kleeberg et al. 2017). As formigas compdem o Unico grupo de insetos
sociais que todas as espécies sdo eussociais, por isso 0os HCs sdo particularmente

numerosos nesse grupo (Martin e Drijfhout 2009Db).

Pegadas quimicas de insetos

Além dos compostos descritos, atualmente sabe-se que quando as formigas
caminham deixam um rastro quimico por onde passam, e essas pegadas quimicas
contém informacdes acerca da espécie que as deixou na area de forrageamento (Binz et
al. 2014b; Wust e Menzel 2017). A composicdo destas pegadas guarda relacdes com
seus proprios perfis de HCs, assim formigas em forrageio podem se informar de quem
ou ndo sdo as pegadas que detectaram (Wist e Menzel 2017).

Insetos de um modo geral possuem uma estrutura tarsal chamada ardlio, que é
uma glandula com funcdo de produzir substancias cerosas (Chauvin 1962), inibicdo da
formacéo de células reais pelas rainhas das abelhas (Lensky e Slabezki 1981), marcacao
da entrada de ninhos ou de fontes de alimento por abelhas forrageadoras (Goulson
2000) ou adesdo a superficies lisas em formigas (Orivel et al. 2001). A capacidade de
adesdo em superficies lisas € essencial para pequenos animais que vivem em plantas.
Alguns insetos podem produzir forcas adesivas equivalentes a mais de 100 vezes o seu
proprio peso em superficies perfeitamente lisas (Eisner e Aneshansley 2000; Federle et

al. 2002). No entanto, esses insetos sdo capazes ndo apenas de se aderir com firmeza,
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mas também sdo capazes de correr rapidamente em um substrato suave, e para dominar
essas diferentes tarefas os insetos tem controle eficaz sobre suas forgas adesivas
(Federle et al. 2001). A extensdo do ar6lio pode ocorrer involuntariamente quando os
insetos caminham, em formigas essa extensdo também é mediada por um musculo
acoplado as garras flexoras, e quando isso ocorre o arélio se estende ativamente
(Federle et al. 2001).

Esses 6rgdos adesivos em formigas podem ter ou ndo cerdas (Beutel e Gorb
2001) e o contato superficial é mediado por um liquido adesivo (Eisner e Aneshansley
2000; Gorb et al. 2000). A composicao deste liquido ainda ndo foi totalmente elucidada,
mas sabe-se que parte dele é composta por hidrocarbonetos congruentes com o0s
cuticulares. Trabalhos recentes tém abordado a influéncia dessas pistas de pegadas no
comportamento durante interacdes intra e interespecificas das formigas, num contexto
de dominéancia, subordinacdo, competicdo e ou predacdo de espécies em suas

comunidades.
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INTRODUCAO

Muitos animais sdo capazes de detectar a presenca de outros por meio de pistas
olfativas (Zottl et al. 2013; Cisterne et al. 2014). A deteccdo quimica é possivelmente a
forma mais utilizada pela qual os organismos obtém informacdes sobre a ameaca de um
predador e a funcdo dessas pistas no modelo predador-presa tem sido amplamente
estudada (Weissburg et al. 2014).

A percepcdo do perigo € uma habilidade essencial para que a presa possa obter uma
vantagem sobre seus inimigos naturais (Poulin et al. 2018). Em ambientes com muitas
barreiras, ou a noite, a quimiorrecepcao permite o animal reconhecer o perigo por meio
de pistas quimicas aumentando as chances de sobrevivéncia das presas (Kaliszewicz e
Uchmanski 2009). As presas usam pistas quimicas de predadores para evita-los,
mudando seu comportamento em funcdo das informacgdes contidas nelas (Shaffery e
Relyea 2015). Também executam algum comportamento de defesa quando detectam
essas pistas no ambiente, incluindo mudanca na atividade de forrageamento (Smee and
Weissburg 2006) e/ou a emigracdo para um local com baixo risco de predacdo (Flynn e
Smee 2010; Large et al. 2011), além de acelerar ou atrasar a reproducao.

As pistas quimicas também podem ser emitidas mesmo durante os eventos de

predacdo, incluindo substancias quimicas emitidas pelo predador, e também produtos
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quimicos emitidos pelas presas que podem servir de alarme para coespecificos
(Wisenden 2000; Ferrero et al. 2011). Quando um predador se alimenta da presa pode
haver liberacdo de substancias quimicas durante este processo que servem como alerta
para outras presas, sinalizando que hd um predador no local (Chivers et al. 1996;
Jacobsen e Stabell 2004).

Por outro lado, insetos que possuem nichos sobrepostos utilizam essas pistas para
evitar as sobreposicOes de territorios com competidores pelo mesmo recurso (Chesson
2000). A competicdo interespecifica € um importante mecanismo ecolégico que molda
0s tracos das espécies que interagem e estrutura suas comunidades. As espécies menos
competitivas se beneficiam da evaséo de encontros diretos com dominantes agressivos,
enquanto as espécies dominantes podem usar pistas deixadas pelos subordinados para
roubar seus recursos ou persegui-los (Savolainen et al. 1988). Além disso, espécies co-
ocorrentes geralmente tem sobreposicdo parcial de nichos, levando a concorréncia
(Vonshak et al. 2012). Espécies com as melhores habilidades de luta dominam os
recursos e deslocam agressivamente espécies subordinadas (Rowland 1983). Para
neutralizar os custos energéticos os subordinados tem estratégias alternativas para poder
co-ocorrer com dominantes, usando pistas indiretas como pistas quimicas deixados no
ambiente, essas pistas tém a vantagem de serem mais persistente e, pode indicar a
presenca prévia de concorrentes (Kats e Dill 1998).

Essas pistas quimicas sdo pequenas goticulas de hidrocarbonetos deixadas
involuntariamente, que derivam do arolio, uma estrutura tarsal coberta por uma fina
camada de liquido que gera uma forca de ligagdo quando o inseto caminha (Drechsler
and Federle 2006) e deixa um rastro quimico por onde ele passa (Federle et al. 2001).
Muitos estudos mostram que o perfil de hidrocarbonetos de pegadas é relacionado
guimicamente com os lipidios epicuticulares que cobrem o corpo dos insetos (Akino e
Yamaoka 2005; Geiselhardt et al. 2010; Geiselhardt et al. 2011; Wist e Menzel 2017).

Os hidrocarbonetos cuticulares sdo moléculas que possuem apenas carbono e
hidrogénio em sua composicao, podendo ser saturados como os alcanos e insaturados
como os alcenos e alcinos (Blomquist e Bagnéres 2010). Os alcanos lineares parecem
ser mais importantes na protecdo contra parasitas e dessecacdo (Blomquist e Bagnéres
2010), enquanto os alcanos ramificados provavelmente sdo compostos mais envolvidos
no reconhecimento de companheiras de ninho em insetos sociais (Martin e Drijfhout
2009a). Os insetos sociais usam hidrocarbonetos cuticulares para distinguir

companheiros de ninho de ndo ninhos, mas eles também podem reconhecer outras
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espécies com base em seus perfis quimicos (Lang e Menzel 2011), colbnias e
frequentemente até castas (Bagneéres et al. 1998).

Estudos sobre o efeito desses sinais quimicos sdo importantes para entender qual o
papel desses compostos, nas interacdes entre espécies que co-ocorrem. Devido ao
sistema de comunicagdo quimica diversificado nas formigas, elas sdo ideais para
investigar o papel das pistas quimicas na competicdo intra e interespecifica (Holldobler
e Wilson 1990), além disso, porque sdo consideradas agressivas que, de uma forma
geral, entram em combate fisico com outras formigas para desloca-las da fonte de
alimento (Binz et al. 2014b; Cerda et al. 2013). Espécies competidoras de formigas
devem ter diferentes estratégias para obtencdo de recurso, caso contrario, haveria
exclusdo competitiva (Carroll e Janzen 1973). As pistas quimicas presentes nas pegadas
fornecem informacgdes sobre os competidores e predadores (Binz et al. 2014b; Wust e
Menzel 2017).

Estudos tedricos mostram que caracteristicas especificas da vida podem
desempenhar um papel consideravel na ecologia e diversidade das comunidades naturais
(Chesson e Huntly 1988; Sevenster e Alphen 1993; Fénéron e Billen 1996). Tracos de
vida das espécies, que incluem propriedades morfoldgicas, fisiologicas, caracteristicas
ecologicas e comportamentais que determinam a selecdo de habitat ou recurso (Futuyma
e Moreno 1988; Thygesen et al. 2005). A presenca de certas espéecies e sua abundancia
relativa depende das relacGes bidticas entre elas e, principalmente, das interacdes
competitivas (HOolldobler e Wilson 1990). As espécies de formigas sdo agrupadas em
diferentes niveis de espécies que interagem dentro das hierarquias (Bestelmeyer 2000;
Arnan et al. 2011; Binz et al. 2014b). As hierarquias de dominancia entre as espécies de
formigas sdo um fendmeno bem conhecido (Holldobler e Wilson 1990) e séo baseadas
principalmente em diferencas comportamentais (Savolainen et al. 1988).

Nessas hierarquias, as espécies de formigas se engquadram em duas categorias
principais: espécies altamente agressivas e dominantes e especies menos agressivas e
subordinadas. Uma espécie dominante é aquela que é capaz de exercer uma forte
influéncia sobre outras espécies: uma espécie de formiga é dominante se inicia um
ataque e, por sua mera presenca, provoca comportamento de esquiva em um encontro
com outra espécie (Cerda et al. 1997). As espécies agressivas e dominantes usam a
interferéncia para excluir subordinados dos recursos (Savolainen et al. 1988; Cerda et al.
1998). As espécies dominantes pertencem a grupos taxondmicos e/ou ecoldgicos

diferentes (Holldobler e Wilson 1990). Algumas espécies dominantes exercem fortes
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interagdes competitivas e regulam a estrutura e a composi¢cdo da comunidade (Bernstein
1975). As espécies subordinadas podem ser divididas em dois grupos: aqueles que
evitam a competicdo com os dominantes, reduzindo a sobreposigéo espacial ou temporal
(Human and Gordon 1996) e aquelas que coexistem espacial e / ou temporalmente com
os dominantes, mas limitam suas interacfes com essas espécies agressoras tanto quanto
possivel (Traniello 1989).

Espécies dominantes e subordinadas diferem quanto a sua estratégia de
forrageamento. As dominantes exploram e defendem recursos de forma mais eficiente
que as subordinadas, porque tém col6nias mais populosas que as subordinadas e
forrageiam e recrutam por meio de trilhas quimicas, chegando primeiro ao recurso e
dominando-o pelo nimero (Binz et al. 2014b). Portanto, espécies subordinadas ajustam
seu comportamento para evitar confronto com espécies dominantes como, por exemplo,
forragear em momentos do dia, no qual as dominantes evitam sair (Binz et al. 2014b).
Neste processo, pistas olfativas devem ser usadas para mediar estas interacdes (Wust e
Menzel 2017).

No entanto, o papel dessas pistas no processo de forrageamento tem sido pouco
estudado, embora sabe-se que as formigas usam sinais quimiotateis para identificar e
buscar presas (Chivers et al. 1996), pouco se sabe como as usam para interagir com
outras espécies. De fato, a deteccdo desses sinais otimiza o sucesso do forrageamento
desses insetos e consequentemente, a aptiddo da colonia (Binz et al. 2014b). A grande
concentracdo de pegadas em um determinado local pode ser interpretada como
marcacgdo de territorio, e segundo Menzel et al. (2010), pode influenciar a decisdo de
busca de recursos por operarias de uma espécie de formiga. Algumas espécies
consideradas subordinadas evitam pistas quimicas de espécies consideradas dominantes
(Binz et al. 2014b). Por exemplo, formigas da espécie Lasius niger evitam pegadas de
outras espécies, provavelmente para evitar lutas dispendiosas. Em contrapartida,
espécies como Formica polyctena e Formica rufibarbis respondem de forma diferente
as pegadas quimicas, seguindo pistas de individuos de outras espécies, o que pode ser
interpretado como “espionagem”, que ¢ o comportamento do individuo seguir pistas
para obter informac6es sobre a fonte e/ou qualidade do recurso que outro individuo esta
explorando (Wist e Menzel 2017).

As relacdes de interacdes, como competicdo e predacdo estruturam as comunidades
naturais de formigas e as pistas quimicas parecem, de fato, ter papel importante nisso.

Contudo, ainda séo poucos estudos que exploram a funcdo das pegadas quimicas como
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mediadoras de decisbes em relagbes intra e interespecificas. Aqui estudamos a
importancia das pistas quimicas de pegadas nas tomadas de decisbes de formigas.
Testamos qual a estratégia comportamental de diferentes espécies de formigas quando
sdo confrontadas com pegadas quimicas deixadas por outras formigas. As hipoteses por
noés levantada é de que a) as formigas devem seguir as pegadas de companheiras de
ninho e evitar de outras espécies que podem ser competidoras e ou predadoras
potenciais. b) formigas com diferentes formas de forrageamento e ou recrutamento
podem diferir em suas respostas. ¢) a composicdo quimica de pegadas € similar a

composi¢do quimica cuticular, e difere significativamente entre as trés espécies.

MATERIAL E METODOS

Coleta e especies estudadas

Os experimentos foram desenvolvidos com trés espécies de formigas: duas
Ponerinae, Odontomachus brunneus e Neoponera villosa, e uma Myrmicinae
Cephalotes borgmeieri. As duas espécies de Ponerinae ocorrem em todos 0s biomas
brasileiros e seus habitats e fontes de alimentacdo séo sobrepostos (Delabie et al. 2015).

As formigas Odontomachus s@o conhecidas “mandibulas armadilha” por causa de
suas mandibulas que sdo adaptadas para captura de presas e defesa contra predadores, e
quando pelos sensoriais sdo estimulados, as mandibulas se fecham em um movimento
conhecido como um dos mais rapidos do reino animal (Larabee e Suarez 2015). Na
Flérida (EUA), o perfil de hidrocarbonetos cuticulares de Odontomachus é variavel
entre as espécies (Smith et al. 2016) e altos niveis de variacao no perfil populacional séo
encontrados em O. brunneus (Smith et al. 2013). Pensa-se que a variacao intraespecifica
no perfil de hidrocarbonetos da populacdo, como em O. brunneus, seja incomum entre
formigas (Smith et al. 2012). Essa espécie é encontrada tanto em area de floresta quanto
em zona urbana, e nidificam no solo sob o tronco das arvores. Sdo predadoras
generalistas de artropodes, o forrageamento é solitario (Delabie et al. 2015), e tem
preferéncia por predar cupins (Ehmer e Hélldobler 1995). Além disso, também podem
se associar a hemipteros (Styrsky e Eubanks 2006) para obter substancia acucarada, e €
encontrada em plantas explorando nectarios extraflorais (Bluthgen et al. 2003; Gibernau
et al. 2007).

Neoponera villosa é encontrada em todo o territorio nacional, sdo formigas grandes

e predadoras generalistas, que possuem um ferrdo potente usado para imobilizar as
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presas. Apesar de nidificar em arvores N. villosa é comumente encontrada forrageando
no solo, elas forrageiam solitariamente, mas ocorre recrutamento por tandem-running.
Elas predam uma variedade de artropodes, especialmente cupins, também foram
encontradas visitando nectérios extraflorais (Dejean e Corbara 1998). Esta espécie
também pode ser encontrada em bromeliaceas onde predam invertebrados aquéaticos
(Dejean et al. 2018).

As formigas do género Cephalotes sdo arboricolas e exclusivamente da regido
neotropical, a maioria polimorfica. Os soldados tem um disco cefélico especializado
para bloquear a entrada do ninho (fragmose). A maioria das espécies é onivora, estudos
indicam que o pdlen é importante item alimentar, como essas formigas ndo possuem
ferrdo, outras estratégias de defesa sdo empregadas, como a presenca de espinhos pelo
corpo, camuflagem e tanatose (Dornhaus e Powell 2010). Sdo encontradas forrageando
na serapilheira e fazem recrutamento através de trilhas quimicas. Pouco se sabe sobre C.
borgmeieri, elas sdo consideradas bioindicadores de areas preservadas (Tibcherani et al.
2018), porem elas foram encontradas em areas antropizadas (informacéo pessoal).

Ha co-ocorréncia de todas as trés espécies no Bioma Cerrado no Brasil, e,
sobretudo, nos locais em que coletamos. Foram coletadas 60 forrageadoras de dez
colénias de cada uma das espécies, no municipio de Dourados/MS, Brasil (22°13'16"S;
54°48'20"W), em sitios de nidificacdo, onde havia co-ocorréncia das trés espécies. As
coletas de forrageadoras foram feitas de forma ativa, com auxilio de pincas, quando elas

chegavam proximo dos olheiros dos ninhos retornando de suas atividades.

Analise da tomada de decisdo das formigas diante das pistas quimicas deixadas
pelas pegadas

Apls a coleta, as operarias foram mantidas em laboratério em ninhos artificiais
conectados a arena de forrageamento, onde foram fornecidos dgua e melago ad libitum.
Apbs periodo de habituacdo de 24h as condi¢des laboratoriais, 0s rastros quimicos das
pegadas de cada espécie foram obtidos permitindo que 20 operérias andassem durante
30 minutos sobre um papel filtro colocado sobre uma placa de Petri de 6x6 cm que
serviu como uma arena para este fim. Em seguida, as formigas foram retiradas da placa
de Petri, e o papel filtro foi retirado da placa e colocado em um dos bracos de uma
estrutura em formato de Y. Nesta estrutura cada brago tinha 25 cm de comprimento, e
em um braco havia o papel com as pistas quimicas e no outro ndo havia marcagédo

quimica (modificado de Wist e Menzel 2017).
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Para avaliar se operérias forrageadoras seguem pegadas de outras espécies, ou
preferem éareas livres de sinalizagdo avaliamos a tomada de decisdo das operarias de
uma espécie frente as pegadas das outras duas espécies. Também avaliamos qual a
resposta comportamental de formigas frente a pegadas quimicas de companheiros de
ninho, e forrageadoras de colonias diferentes conforme metodologia modificada de
Wiist e Menzel (2017).

O braco Unico do Y foi acoplado a um recipiente de plastico, no qual 15 formigas de
uma espécie foram colocadas uma de cada vez. Para ter certeza de que ndo haveria
qualquer tipo de tendéncia das formigas em relagdo a propria estrutura, o braco do tubo
em Y contendo pegadas foi alternado ap6s cada teste. A estrutura permitiu que as
formigas entrassem no labirinto, mas elas ndo foram forgadas a fazé-lo. Quando uma
formiga andava mais da metade do braco com ou sem marcacdo quimica o
comportamento foi contabilizado como preferéncia da formiga. As formigas que se
mantiveram imodveis por mais de cinco minutos foram retiradas do experimento, e 0
comportamento ndo foi contabilizado. Cada formiga foi usada apenas uma vez durante
0s testes.

Como forma de controle, para avaliar se as formigas tinham algum tipo de
preferéncia preé-estabelecida por algum brago do Y, antes dos experimentos nos
colocamos 15 forrageadoras de cada col6nia para andar na estrutura com os dois bracos

livres de qualquer tipo de marcacdo quimica.

Analises da composicdo quimica cuticular e dos rastros quimicos deixados pelas
pegadas

Os perfis quimicos cuticulares e das pistas quimicas deixadas pelas pegadas das
trés espécies utilizadas nos experimentos foram avaliados por meio da técnica de
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM). Logo ap6s 0s
experimentos comportamentais, dez formigas de cada col6nia, e de cada espécie foram
mortas por congelamento para extracdo dos compostos quimicos cuticulares, que foram
extraidos de todo corpo do inseto utilizando 2 ml de hexano (grau HPLC), por 10
minutos.

Os extratos dos rastros das pegadas foram coletados a partir de 20 formigas de
cada coldnia, que foram colocadas em uma placa de petri de vidro para caminharem por
10 minutos para adesdo desses compostos na placa (Wist e Menzel 2017). Apos a

retirada das formigas, os compostos presentes na placa foram extraidos utilizando 2 ml

25



de hexano (grau HPLC), por 10 minutos. Em seguida, todos os extratos, tanto
cuticulares quanto de pegadas, foram secos em capela de exaustdo para evaporacao do
solvente. Depois de secos esses extratos foram solubilizados em 400 pl de hexano, e as
andlises foram realizadas utilizando um cromatografo gasoso (GC- 2010 Plus,
Shimadzu, Kyoto, Japdo) com detector de massas (GC-MS Ultra 2010, Shimadzu,
Kyoto, Japdo), com coluna capilar de silica fundida DB-5 (J e W, Folsom, California,
USA) 5% fenil-dimetilpolisiloxano (30 m de comprimento x 0,25 mm de didmetro x
0,25 um de espessura de filme).

As condigdes de analise foram: gas hélio como carregador (99,999 % e taxa de
fluxo de 1 ml mint), volume de injecéo de 1 pl no modo splitless. A taxa de variagéo da
temperatura foi programada da seguinte maneira: temperatura inicial de 150°C
aumentando a uma taxa de 3°C min™ até 300°C e permanecendo na temperatura final
por 10 min. As temperaturas de linha de injecédo, deteccdo e transferéncia foram 220°C,
250°C e 200°C, respectivamente. Os cromatogramas foram registrados pelo programa
GCMS Real Time Analysis. Os parametros de varredura do EM incluirdo voltagem de
ionizacdo de impacto de elétron de 70 eV, na faixa de massa de 45 a 600 m/z e com
intervalo de varredura de 0,3 s.

A éarea do pico de cada composto foi determinada por integracdo manual de cada
cromatograma de ions totais (CIT). Em seguida todas as areas foram transformadas em
areas percentuais relativas. Para identificacdo dos compostos analisados foram
empregados os indices de retencdo calculados (Van den Dool e Kratz 1963) usando uma
mistura de alcanos lineares (> 90% pureza, Ci14-Czs Sigma Aldrich) como referéncia
externa em relacdo ao indice de retencdo da literatura (Smith et al. 2012, 2016)
associado a interpretacdo dos espectros de massas obtidos a partir das amostras e
comparados com as bases de dados NIST21 e WILEY229.

Analises estatisticas

Para avaliar se houve diferencas entre a tomada de decisbes das formigas pelo
braco do Y com ou sem pistas quimicas de formigas da mesma espécie e de espécies
diferentes, nds calculamos o nimero de formigas que entravam no bragco com marcacgédo
quimica, e das formigas que entravam no braco sem marcacdo quimica. Para cada
caracteristica comportamental e para ambas as espécies separadamente, e a combinacédo
desses dois nimeros foi usada como variavel dependente modelos de efeitos mistos

lineares construidos (LME), a coldnia foi usada como variavel dependente. Para analisar
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se as formigas preferiam um braco do Y independente de marcacdo nds realizamos um
teste qui-quadrado e o valor de P foi obtido com correcdo de Yates.

Para avaliar se houve diferencas significativas entre os perfis quimicos das
cuticulas e das pegadas das 3 espécies foi realizada uma Analise de Funcdo
Discriminante, a qual indica o conjunto de varidveis que melhor diferencia os grupos
analisados (Quinn e Keough 2002). Para os dados obtidos por CG-EM, foi utilizada a
area percentual relativa de todos os compostos identificados nas amostras. Nesta
analise, a estatistica Wilk’s Lambda é usada como uma medida de diferenca entre os
grupos, na qual valores proximos a 0 indicam que 0s grupos ndo se sobrepdem,
enquanto valores proximos a 1 indicam que héa alta sobreposi¢édo entre os grupos, e que

as diferencas entre eles ndo devem ser significativas.

RESULTADOS
Analise da tomada de decisdo das formigas diante das pistas quimicas deixadas

pelas pegadas

O resultado do teste controle mostrou que o papel filtro ndo interfere na preferéncia
das formigas por um lado do Y, para O. brunneus o teste X? = 4,507 com 1 grau de
liberdade, o valor de P foi obtido com correcdo de Yates p = 0.4126. As operéarias de N.
villosa ndo seguiram significativamente um brago do Y mais que o outro X2 = 0.667; p
= 0.4624. C. borgmeieri também nao apresentou um padrdo em seguir um dos bragos do
Y, X?=1.150; p = 0.3223.

O ndmero de operarias de O. brunneus que optaram por seguir pegadas, tanto de
formigas da mesma espécie como das duas outras espécies foi significativamente maior

do que aquelas que as evitaram p < 0,001 (Figura 1).
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Tomada de decisdo de O. brunneus

Q. brunneus Intracolonial
Q. brunneus Alocolonial

C. borgmeieri
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N. villosa

0% 20% 40% 60% 80% 100%
Formigas seguindo as pegadas %

m Com pegadas m Sem pegadas

Figura 1: Tomada de decisdo de operéarias de O. brunneus frente a pegadas quimicas de coespecificos e
aloespecificos. O grafico mostra nimero de formigas (%) que escolheram o brago com ou sem pegadas do

Y, em cada tratamento.

O ndmero de operarias de Neoponera villosa que optaram por seguir pegadas de
companheiras de ninho, operéarias de outras coldnias e de operarias de O. brunneus foi
significativamente maior do que aquelas que as evitaram. Por outro lado, 0 nimero de
operarias que evitaram pegadas de C. borgmeiri foi significativamente maior do que

aquelas que seguiram (Figura 2).

Tomada de decisdao de N. villosa

N. villosa intracolonial

wv
(=]
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Formigas seguindo as pegadas %
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Figura 2: Tomada de decisdo de operarias de Neoponera villosa frente a pegadas quimicas de
coespecificos e aloespecificos. O gréfico mostra o nimero de formigas (%) que escolheram o brago com

ou sem pegadas do Y, em cada tratamento.
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O numero de operarias de C. borgmeieri que optaram por seguir pegadas tanto de
companheiras de ninho como de outras coldnias foi significativamente maior do que
aquelas que evitaram. Por outro lado, 0 nimero de operarias que evitaram pegadas das
duas outras espécies também foi significativamente maior do que aquelas que as

seguiram (Figura 3).

Tomada de decisdo de C. borgmeieri
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Figura 3: Resposta de escolha de Cephalotes borgmeieri por caminho marcado com pegadas quimicas de
coespecificos e aloespecificos. O grafico mostra o nimero de formigas (%) que escolheram o brago com

ou sem pegadas do Y, em cada tratamento.

Analises da composi¢do quimica cuticular e das pistas quimicas deixados por

pegadas

Foram identificados, no total 43 compostos na cuticula das 3 espécies (Tabela 1.),
sendo que nas amostras de N. villosa foram identificados 20 compostos, nas de O.
brunneus 12, enquanto C. borgmeieri 11 compostos. Destes compostos, 3 sdo comuns a
todas as espécies. 17 ocorreram exclusivamente nas amostras de N. villosa, 9 de O.
brunneus, e 8 compostos ocorreram exclusivamente nas amostras de C. borgmeieri
(Tabela 4)

Analise de Funcdo Discriminante mostrou que a composicdo de hidrocarbonetos

cuticulares, de fato, diferiu significativamente entre as trés espécies com Wilk’s
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Lambda < 0,001; F = 6610,673; p < 0,05. A primeira raiz candnica explica 83,9% da
variacdo dos dados e a segunda 16,1%, totalizando 100% (Figura 4).

40 | .
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Fig. 4 Diagrama de dispersdao mostrando as diferencas no perfil quimico cuticular entre
as especies Cephalotes borgmeieri, Odontomachus brunneus e Neoponera villosa.
Wilk’s Lambda = 0,000; F= 6610,673; p < 0,05.

Foram identificados, no total 16 compostos nas pegadas quimicas das 3 espécies. Nas
amostras de N. villosa ha 11 compostos, nas de O. brunneus 5, e de C. borgmeieri
também 5 compostos. Destes compostos, 2 sdo comuns a todas as espécies, 9 sO
ocorrem na espécie N. villosa, 3 em O. brunneus e 3 na espécie C. borgmeieri (tabela
1). A andlise discriminante mostra que a composicdo quimica das pegadas diferiu
significativamente entre as trés espécies com Wilks’s lambda: 0,000; F: 2721,011
p<0,05. A primeira raiz canonica explica 90,9% da variacdo dos dados e a segunda
9,1%, totalizando 100% (figura 5).
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Fig. 5 Diagrama de dispersdo mostrando as diferencas no perfil quimico de pegadas
entre as espécies Cephalotes borgmeieri, Odontomachus brunneus e Neoponera villosa.
Wilks’s lambda: 0,000; F: 2721,011; p<0,05. Primeira raiz candnica explica 90,9% da
variacdo dos dados e a segunda 9,1%, totalizando 100%.

A analise discriminante com os valores de area percentuais dos compostos da
cuticula e das pegadas quimicas juntos, mostra que cada tipo de compostos das 3
espécies se sobrepbe uns aos outros, ou seja, 0s compostos da cuticula de uma espécie
sdo similares aos compostos de suas pegadas quimicas, com Wilks’s lambda: 0,000; F:
166,675; p<0,05. A primeira raiz candnica explica 85,7% da variacdo dos dados e a
segunda 14%, totalizando 99,7%. (Figura 6).
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Fig. 6 Diagrama de dispersdo mostrando as diferengas no perfil quimico cuticular e de
pegadas quimicas entre as espécies Cephalotes borgmeieri, Odontomachus brunneus e
Neoponera villosa. Wilks’s lambda: 0,000; F: 166,675; p<0,05. Figuras preenchidas
representam os hidrocarbonetos de pegadas (=®#2), figuras sem preenchimento
representam hidrocarbonetos cuticulares (0 © &),

Tabela 1. Area percentual relativa de hidrocarbonetos cuticulares e hidrocarbonetos de
pegadas quimicas de O. brunneus, N. villosa e C. borgmeieri.

RI = indice de retenc&o;
- Ndo detectado.
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Tempo IR Composto Odontomachus brunneus Neoponera villosa Cephalotes borgmeieri

HC HP HC HP HC HP
15,490 1990 x-Eicoseno - - - - 18.11+7.51 -
18,149 2087 Heneicoseno - - 1.44+3.85 - - -
18,548 2100 Heneicosano - - 1.44+3.85 - 10.2+4.52 -
20,079 2158 2-Metilheneicosano - - 0.48+1.63 - - -
20,816 2185 x-Docoseno - - 2.71+3.93 1.76+0.71 9.09+5.08 -
22,749 2267 2- Metildocosano - - 1.07+£2.85 - - -
23,318 2279 x-Tricoseno - - 2.56+5.16 0.82+0.84 - -
23,483 2300 Tricosano - - 27.58+12.92 38.14+3.12 4,97+2.45 -
24,023 2305 2-Tricoseno (E) - - 9.5+6.73 - - -
24,266 2314 5-Etil-5-metilhenicosano - - 9.5+6.73 24.52+7.23 - -
24,395 2319 7-Metiltricosano - - 7.06+11.47 - - -
25,349 2356 5-Metiltricosano - - 9.69+3.45 13.43+2.35 - -
25,922 2378 3-Metiltricosano - - 1.16+3.46 1.33+0.29 - -
26,052 2400 Tetracosano - - 4.01+6.36 - - -
26,819 2412 3,7-/3,9-Dimetiltricosano - - 1.17+£3.36 0.64+0.13 - -
26,932 2432 11-Metiltetracosano - - 2.2+2.92 - - -
27,813 2452 5-Metiltetracosano - - 0.73+2.34 - - -
28,451 2470 2-Metiltetracosano - - 0.39£1.07 - - -
28,578 2482 X-Pentacoseno 0.09+0.13 - 2.89+4.35 1.39+0.36 - -
29,331 2512 Pentacosano - - 11.6+£5.83 15.07+4.43 - -
30,366 2554 7-Metilpentacosane - - 1.11+3.1 - - -
31,068 2582 5,9-;5,11-;5,13- 0.23+1.12 - - - - -
Dimetilpentacosano

33,404 2679 X-Heptacoseno 9.15+3.1 6+1.98 1.11+2.86 0.98+0.46 5.13+4.51 -
35,706 2779 3-Metilheptacosano 0.3+0.3 - - - 0.12+0.3 -
37,935 2878 x-Nonacoseno 2.77+1.05 3.69+2.81 0.61+1.04 1.93+1.21 28.58+12.39 36.61+16
40,065 2975 5,17-Dimetilnonacosano - - - - 0.22+0.53 -
41,552 3045 7-Metiltriacontano 0.04+0.11 - - - - -
41,747 3054 8,14-Dimetiltriacontano 19.81+4.36 19.38+2.03 - - - -
42,189 3075 7-Hentriaconteno 0.22+0.26 0+0 - - 11.18+4.88 27.3748.14
43,815 3154 13,17-Dimetilhentriacontano 0.02+0.06 0+0 - - - -
44,215 3174 3-Metilhentriacontano - 0+0 - - 1.09+1.47 4.7+2.83
45,342 3229 11-Metildotriacontano 44.37+6.46 49.38+3.45 - - - -
45,813 3252 12.16-; 13.17-; 14.18- 23.01+4.24 21.55+2.26 - - - -

Dimetildotriacontano
46,191 3270 3-Metildotriacontano - - - - 11.3245.5 31.33+11.16



DISCUSSAO

Os resultados mostram que as forrageadoras de todas as espécies detectam e
respondem a presenca de pistas quimicas na forma de pegadas deixadas por outras
formigas. As forrageadoras de todas as espécies, seguiram pegadas de individuos da
mesma espécie tanto companheiras de ninho quanto individuos de outras colénias,
contudo, forrageadoras de N. villosa evitaram as pegadas de C. borgmeieri e as
forrageadoras de C. borgmeieri evitaram as pegadas de todas as outras espécies.

As composicBes quimicas de hidrocarbonetos da cuticula e das pegadas quimicas
guardam relacdo entre elas e sdo especificos de cada espécie. O niUmero de compostos
das pegadas quimicas das trés espécies € menor do que o da cuticula, o que corrobora o0s
resultados de Wist e Menzel (2017). Apesar do nimero de compostos presentes nas
pegadas ser relativamente pequeno, € suficiente para que as pistas quimicas deixadas no
ambiente sejam detectadas (Wust e Menzel 2017).

O fato de formigas seguirem pegadas de outras formigas da mesma coldnia indica
que as marcagdes de companheiras de ninho estimulam outras forrageadoras a deixarem
0 ninho (Devigne e Detrain 2002; Devigne et al. 2004; Lenoir et al. 2009). Devigne e
Detrain (2002) sugerem que essas marcacdes foram selecionadas através da evolucao,
decorrente de um trade-off entre formigas agregadoras para melhorar a eficiéncia de
forrageamento das colonias por meio da cooperacdo e dispersao de “batedores” para
aumentar potenciais descobertas de alimentos por meio do aumento da area de
residéncia explorada. De fato, em Lasius niger, a marcacao quimica deixada proxima ao
ninho, € uma dica relevante para as forrageadoras avaliarem indiretamente a distancia
do ninho em relacdo ao alimento, e também o nivel de atividade local ou os riscos de
forrageamento, a fim de sincronizar o recrutamento e a dinamica de col6nia (Devigne e
Detrain 2006).

Hidrocarbonetos cuticulares podem variar entre espécies, colénias e diferentes
subcastas (Nielsen et al. 1999; Nowbahari et al. 1990; Valadares e Nascimento 2016),
contudo a especificidade dos hidrocarbonetos de pegadas entre individuos da mesma
espécie permanece desconhecida. As forrageadoras das trés espécies aqui estudadas
seguiram pegadas quimicas de formigas da mesma espécie de outras coldnias. Sabe-se
que formigas usam pistas quimicas de outras coldnias, como feromonios de marcacdo
de trilha, para obter informacgdes acerca do recurso encontrado (Holldobler e Wilson
1990). Além disso espécies intimamente relacionadas tem sobreposicdo de nichos.

Portanto, nds sugerimos que as formigas seguiram pegadas de ndo companheiras de
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ninho da mesma espécie para obter informag6es acerca do recurso encontrado por outra
colonia.

Formigas Dolichoderus cuspidatus, P. ypsilon e C. saundersi foram capazes de
distinguir companheiras de ninhos de formigas de colonias diferentes, de acordo com
pistas quimicas deixadas no ambiente (Menzel et al. 2010). Estas formigas sdo mais
agressivas em relacdo a formigas de coldnias distantes, sugerindo que elas haviam se
habituado as colbnias proximas. A habituacdo e maior tolerancia para com formigas de
colénias vizinhas tem sido observada em vérios taxons, incluindo formigas, e é
denominado “efeito inimigo intimo” (Jutsum et al. 1979; Knaden e Wehner 2003).

Forrageadoras de O. brunneus seguiram pegadas tanto de individuos da mesma
espécie como de formigas das duas outras espécies. Como sao predadoras generalistas,
podem fazer uso deste tipo de informacdo para detectar a potenciais presas, tais como
outras formigas. De fato, algumas formigas como Ectatomma vizottoi predam
frequentemente formigas de outras espécies (Lima e Antonialli-Junior 2013). Formigas
Formica polyctena e Formica rufibarbis seguem pistas quimicas de formigas de outras
espécies quando essas marcacdes estdo em grande concentragcdo no meio, possivelmente
por indicar que outras espécies encontraram um recurso vantajoso (Wist e Menzel
2017). As abelhas, por exemplo, detectam pegadas quimicas de outros insetos em flores
para avaliar se as flores podem estar esgotadas de recursos ou ainda merecem ser
visitadas (Eltz 2006; Wilms e Eltz 2008). Alem disso, pistas quimicas de pegadas
podem ser usadas por formigas para localizar recursos descobertos anteriormente por
outras espécies, um método descrito como “espionagem” (Binz et al. 2014b; Wiist e
Menzel 2017).

O. brunneus e N. villosa ndo apresentam um sistema de recrutamento massal, por
isto sdo consideradas subordinadas por aquelas que executam este tipo de recrutamento
e, assim, deveriam evitar competicao por recurso nos mesmos horarios de atividades das
dominantes. Contudo, em comunidades de formigas, espécies dominantes podem tolerar
submissas, e atacar outras dominantes (Holldobler 1983) e isso muitas vezes resulta na
formacao de mosaicos de formigas (Bluthgen e Stork 2007).

Em contrapartida, apesar de correrem o risco de confrontarem formigas grandes que
também sdo predadoras generalistas como N. villosa e formigas que dominam recursos
pelos seus sistemas de recrutamento como C. borgimeieri, O. brunneus possui
mandibulas especializadas para captura de presas, que foram cooptadas para defesa

(Larabee e Suarez 2015). Estas estruturas tém pelos sensoriais que ao entrar em contato
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com outro inseto acionam um mecanismo de fechamento das mandibulas. Este
movimento de fechamento ¢ um dos mais rapidos encontrados entre 0s animais e ao
executar este movimento a formiga é impulsionada num salto de defesa, afastando-as da
ameaca (Larabee and Suarez 2015).

N. villosa é uma espécie relativamente grande (1,5-2 cm de comprimento) e
alimenta-se de pequenos artropodes (Orivel and Dejean 2001), utilizando o ferrdo para
abater presas e também para se defender, mas elas ndo seguiram as pegadas de C.
borgmeieri que sdo formigas relativamente menores. Possivelmente, porque N. villosa é
subordinada em relacdo a espécies dominantes (Bernstein 1975; Holldobler e Lumsden
1980; Traniello 1989), como Cephalotes que forma coldnias populosas, recrutam por
meio de trilhas quimicas e dominam o recurso em nimero (Holldobler e Wilson 1990).
Um outro fator relevante, é que varias espécies de Cephalotes se alimentam de polen,
um recurso que ndo € explorado por N. villosa e possivelmente essa espécie nao
despertou o comportamento de espionagem, ja que ambas obtém fontes de alimentos
diferentes (Dejean e Corbara 1998). Alem disso, as espéecies submissas frequentemente
evitam a agressdo simplesmente evitando o contato (Menzel et al. 2010) ou pelo
comportamento de apaziguamento (Hélldobler 1999). Assim, uma espécie de formiga
dominante como C. borgmeieri pode se habituar e, eventualmente, ignorar uma espécie
submissa como N. villosa, que estd em menor nimero proxXimo ao recurso.

Forrageadoras de C. borgmeieri evitaram pegadas quimicas de formigas das outras
espécies. Esta pode ser uma estratégia para evitar competicdo ou mesmo predacao.
Assim como as abelhas que detectam pistas quimicas de outras espécies para obter
informacdes sobre os recursos, as formigas forrageadoras podem usar pistas de outras
coldnias ou espécies para evitar a competicdo, evitando areas frequentadas por outras
formigas (Wust e Menzel 2017). Por outro lado, suas colonias sdo numerosas e elas
fazem recrutamento em massa por meio de feroménios de trilha que desempenham um
papel fundamental na busca por alimentos. Formigas que tem este tipo de estratégia em
geral tém mais possibilidades de dominar uma fonte de recurso (Traniello 1989).

Em sociedades auto organizadas, grupo, tamanho e, mais especificamente, o0 nimero
de forrageadoras na vizinhanca governam a dindmica de recrutamento (Jaffe e
Deneubourg 1992). O tamanho das colénias influencia a selecdo de recursos melhores
(Nicolis and Deneubourg 1999) e previne apropriacdo pelos concorrentes (Traniello
1989). A este respeito, a exploracdo coletiva permite que formigas Cephalotes acessem

novas areas, uma vez que as colonias numerosas podem gerar respostas de
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forrageamento mais eficientes. Além de possibilitar que as forrageadoras se desloquem
em diferentes areas a fim de evitar a competicdo com outras espécies e a predacao.

Por outro lado, as operarias de C. borgmeieri de todas as subcastas sdo relativamente
menores do que as operdrias das outras duas espécies e evitaram, assim suas pegadas.
Estas formigas também tém mandibulas relativamente pequenas, o que limita suas
estratégias de defesa caso ocorra encontros diretos com forrageadoras de N. villosa ou
O. brunneus, o que pode tornar encontros com possiveis confrontos fisicos ser muito
danosos para uma formiga menor, conforme previsto pela hipétese de evasao sensivel a

ameagca (Helfman 1989), mesmo considerando que executam recrutamento em massa.

Diferencas interespecificas nas tomadas de decisdo em formigas quando
confrontadas com pegadas podem se traduzir em diferencas de aptidao entre as espécies,
tornando possivel que algumas explorem recursos ou evitem concorrentes de forma
mais eficaz que outras (Binz et al. 2014b; Wist e Menzel 2017).

Das trés hipoteses por nos levantadas, foi confirmado que as formigas seguiram
as pegadas de companheiras e também de formigas de outras col6nias da mesma
espécie. Contudo, algumas seguiram e, ndo evitaram pegadas de formigas de outras
espécies, provavelmente como estratégia ecoldgica para predar ou explorar recursos de
outras formigas. Formigas com diferentes formas de forrageamento e ou recrutamento,
diferiram em suas estratégias, como esperado, uma vez que podem ter papeis ecoldgicos
diferentes em sua comunidade. Por fim, a composicdo quimica das pegadas é
congruente com da composic¢do quimica cuticular de cada espécie. Por outro lado, tanto
uma, quanto outra sdo significativamente diferentes entre as espécies e, sugerem que de
fato, sejam usadas como sinais para mediar as interacdes intra e interespecificas.
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