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EFEITO DO AMBIENTE SOBRE A COMPOSICAO CUTICULAR
EM FORMIGAS (HYMENOPTERA: FORMICIDAE)

RESUMO - Os hidrocarbonetos cuticulares (HCs) sdo componentes essenciais da
epicuticula dos insetos, desempenhando papel central na prevencdo da dessecacdo, na
protecdo contra patdégenos € no reconhecimento intraespecifico, particularmente no
reconhecimento de colonia. No presente trabalho, investigou-se, sob uma perspectiva
ecologica e fisiologica, como fatores ambientais modulam a composi¢ao dos HCs em
formigas. Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar como variagdes ambientais ao
longo do tempo, incluindo diferentes regimes de fogo, influenciam a composi¢do
qualitativa e quantitativa dos hidrocarbonetos cuticulares em espécies de formigas ao
longo de um ciclo anual. Para responder a essas questdes, foram empregadas analises
cromatograficas para a identificagdo e quantificacdo dos compostos cuticulares. Os
resultados evidenciam que fatores climaticos e perturbagdes ambientais, como o fogo, sdo
determinantes na modulagdo quimica da cuticula das formigas. Em um contexto de
mudangas climaticas e intensificagdo de disturbios ecoldgicos, compreender tais
mecanismos ¢ fundamental para prever as respostas adaptativas de populagdes de

formigas.

PALAVRAS-CHAVE: Hidrocarbonetos Cuticulares; Mirmecologia; Ecologia Quimica.



EFFECT OF THE ENVIRONMENT ON THE COMPOSITION OF
CUTICULAR HYDROCARBONS IN ANTS (HYMENOPTERA:
FORMICIDAE)

ABSTRACT - Cuticular hydrocarbons (CHCs) are essential components of the insect
epicuticle, playing a central role in preventing desiccation, protecting against pathogens,
and mediating intraspecific recognition, particularly colony recognition. In the present
study, we investigated, from an ecological and physiological perspective, how
environmental factors modulate the composition of CHCs in ants. Thus, the objective of
this study was to evaluate how environmental variations over time, including different
fire regimes, influence the qualitative and quantitative composition of cuticular
hydrocarbons in ant species throughout an annual cycle. To address these questions,
chromatographic analyses were employed to identify and quantify cuticular compounds.
The results indicate that climatic factors and environmental disturbances, such as fire,
play a determining role in modulating the chemical composition of the ant cuticle. In the
context of climate change and the intensification of ecological disturbances,
understanding these mechanisms is essential for predicting the adaptive responses of ant

populations.

KEYWORDS: Cuticular Hydrocarbons; Myrmecology; Chemical Ecology.



INTRODUCAO

As formigas, assim como os cupins, algumas abelhas e vespas, sdo consideradas
insetos sociais por apresentarem caracteristicas tipicas da eussocialidade, tais como o
cuidado com a prole, a sobreposi¢ao de geracdes e a divisao de trabalho entre castas
reprodutivas e estéreis (Holldobler e Wilson, 1990; Baccaro et al., 2015). Todas as
espécies de formigas descritas até hoje sdo eussociais. Esses insetos pertencem a ordem
Hymenoptera e a uma unica familia, Formicidae, com distribui¢do cosmopolita e podem
ser encontrados na maioria dos ecossistemas terrestres, exceto nas regides polares
(Baccaro et al., 2015).

As colonias de formigas possuem sistemas de reconhecimento que permitem
distinguir companheiras de ninho de individuos intrusos (Martin e Drijfhout, 2009), e essa
capacidade tem sido fundamental para o sucesso evolutivo desses insetos (Le Conte e
Hefetz, 2008), pois a organizacdo social depende de mecanismos que possibilitam
identificar quem pertence a colonia, coordenar atividades e diferenciar castas e individuos
e seus respectivos papéis (Richard e Hunt, 2013; Valadares e Nascimento, 2016; Wang
et al., 2016). Nesse contexto, os hidrocarbonetos cuticulares atuam principalmente como
pistas quimicas, isto €, compostos que nao evoluiram para transmitir informag¢ao, mas que
podem ser usados pelos receptores para interpretar caracteristicas relevantes, como
identidade ou afinidade social. Diferem, portanto, dos sinais quimicos, como o0s
feromonios, que evoluiram especificamente para comunicagdo entre individuos da mesma
espécie (Lima, 2022). A integragdo desses multiplos tipos de informagdes quimicas
contribui para a regulacdo eficiente e o funcionamento coordenado das colonias (Jackson
e Ratnieks, 2006).

Os feromoOnios sdo sinais quimicos produzidos por glandulas especializadas e
podem desencadear respostas comportamentais rapidas ou mudangas fisioldgicas
duradouras (Billen, 2011; Wyatt, 2017; Le Conte e Hefetz, 2008). Entre os sinais
quimicos mais relevantes em formigas destacam-se os feromonios de alarme e de trilha.
O feromoOnio de alarme, geralmente composto por moléculas volateis de baixo peso
molecular, desencadeia respostas rapidas de defesa ou fuga ao sinalizar situacdes de risco
para a colonia (Verheggen et al., 2010). J4 os feromdnios de trilha orientam o
recrutamento para recursos alimentares, guiando as operdrias por meio de marcas

quimicas depositadas ao longo do percurso (Morgan, 2009; Jackson e Ratnieks, 2006).
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Entre as principais pistas quimicas destacam-se os hidrocarbonetos cuticulares
(HCs), que compdem a camada lipidica da cuticula e atuam como a base do
reconhecimento social em formigas (Kather e Martin, 2015). Embora a fun¢io ancestral
dos HCs estivesse associada a impermeabilidade da cuticula (Lockey, 1988; Howard e
Blomquist, 2005; Blomquist ¢ Bagnéres, 2010), esses compostos passaram a fornecer
informacdes que permitem distinguir membros da coldnia, indicar castas, tarefas e, em
algumas espécies, até o status reprodutivo de individuos (Wagner et al., 2001; Holman et
al., 2010; Valadares e Nascimento, 2016; Santos et al., 2022). Os perfis de HCs sao
geralmente especificos por espécie (Howard e Blomquist, 2005; Kather e Martin, 2015)
e apresentam grande plasticidade, sendo modificados por fatores ambientais, fisiologicos
e ecoldgicos, como temperatura, umidade, idade e dieta (Cuvillier-Hot et al., 2001;
Valadares et al., 2015; Menzel et al., 2018; Duarte et al., 2019). Dessa forma, os
hidrocarbonetos cuticulares constituem uma importante ferramenta para compreender
como formigas respondem as variagdes ambientais. Assim, o objetivo deste trabalho ¢
investigar como os HCs refletem e respondem as mudangas ambientais, especialmente

em cenarios associados as mudangas climaticas.

REVISAO BIBLIOGRAFICA

Biodiversidade e mudancas climaticas

Para compreendermos a defini¢dao de biodiversidade, € Util considera-la em dois
niveis distintos: todas as formas de vida, incluindo os genes presentes em cada individuo,
e as inter-relacdes ecologicas, ou ecossistemas, nas quais a existéncia de uma espécie
afeta diretamente muitas outras (Reaka-Kudla et al., 1997; Dirzo e Mendonza, 2019).
Essas interagcdes complexas sdo essenciais para a manutencdo da vida na Terra,
evidenciando a intrincada rede de dependéncia entre os organismos.

Embora a biodiversidade esteja presente em todo o planeta, ¢ a diversidade
genética que permite as espécies se adaptarem aos mais variados ambientes (Vida, 1994).
Essa diversidade genética € especialmente evidente nas plantas, que formam a base das
cadeias alimentares; suas variagcdes adaptativas favorecem maior abundancia em regioes
quentes e umidas, contribuindo para que a maior diversidade de espécies seja encontrada

nas areas tropicais (Pértel et al., 2007).
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O conhecimento sobre o numero absoluto de espécies vegetais € animais ainda €
limitado. Estima-se que o planeta possa abrigar entre 10 e 50 milhdes de espécies, embora
apenas cerca de 1,5 milhdo tenham sido identificadas até o momento (Ricklefs e Relyea,
2018). O Brasil, que concentra cerca de 20% dessas espécies conhecidas, ¢ considerado
um pais de “megadiversidade” (Brandon et al., 2005), o que ressalta sua relevancia para
a conservacao global da biodiversidade.

Entretanto, a biodiversidade enfrenta inumeras ameacas, principalmente
decorrentes da crescente populagdo humana, o que tem acelerado a extingao de espécies
(Chand, 2022). Entre os principais fatores que contribuem para essa perda, destacam-se
a destruicdo de habitats e as mudangas climaticas globais (Ricklefs e Relyea, 2018).

Ao abordar as mudangas climaticas, ¢ fundamental compreender conceitos como
efeito estufa e aquecimento global. O efeito estufa, conforme Ricklefs e Relyea (2018),
refere-se a conversdo da energia solar que atinge a Terra em raios infravermelhos, os
quais s3o absorvidos e reirradiados pelos gases de efeito estufa presentes na atmosfera,
resultando em um aquecimento adicional da superficie terrestre. Embora muitas vezes
tratado como um “vilao”, o efeito estufa ¢ um fendmeno natural e vital para a vida, pois,
sem ele, a temperatura média da Terra seria de -18°C, o que comprometeria a
produtividade primaria e diversas outras atividades biologicas (Zulfequar e Khan, 2016;
Ricklefs e Relyea, 2018).

Os principais gases do efeito estufa presentes na atmosfera incluem vapor de agua
(H20), didxido de carbono (CO:), 6xido nitroso (N20), metano (CH4) € 0zonio (Os)
(Ricklefs e Relyea, 2018). Esses gases retém calor, de modo que quanto maior sua
concentragdo na atmosfera, maior o aquecimento da superficie terrestre (Kweku et al.,
2018). Embora possam ser naturalmente liberados, como ocorre em erupgdes vulcanicas
(Robock, 2000), sabe-se que as atividades humanas sdo as principais responsaveis pelo
aumento dessas concentragdes (Atique et al., 2014; Shivanna, 2022). Desde a Revolucao
Industrial, as emissoes de CO: cresceram significativamente, acompanhando a elevagdo
da temperatura global (Laat e Maurellis, 2004). Queimadas, desmatamento e a queima de
combustiveis fosseis intensificam ainda mais a presenga desse gas na atmosfera (Marland
e Boden, 2002).

Além disso, gases como o metano e o 6xido nitroso, embora menos abundantes,
tém grande capacidade de reter calor (Shivanna, 2022). Suas concentracdes aumentam
principalmente devido a transformacdo de ecossistemas naturais em pastagens € ao

manejo inadequado de aterros e lixdes (MacDaniel et al., 2019; Shivanna, 2022). Isso ¢
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crucial, pois 0 metano ¢ o o0xido nitroso sdo, respectivamente, 25 e¢ 300 vezes mais
eficientes em reter calor do que o CO> (Shivanna, 2022).

O aumento da temperatura global resultante do acréscimo desses gases de efeito
estufa provoca impactos ecoldgicos significativos. A medida que as temperaturas sobem,
algumas espécies de animais, migram de regides tropicais em dire¢do aos polos, buscando
ambientes mais frios, essa migragdo altera a estrutura das comunidades ecoldgicas e
influencia as cadeias alimentares, podendo causar declinio na fauna e flora (Ricklefs e
Relyea, 2018).

Os insetos, por serem ectotérmicos, sdo especialmente vulneraveis as mudangas
climaticas (Menzel et al., 2018). Devido a sua alta relagao entre area superficial ¢ massa
corporal, sdo altamente sensiveis ao aquecimento global (Kiihsel et al., 2016; Whyte et
al., 2023). Um estudo recente de Albacete e colaboradores (2023) analisou os efeitos
combinados do aquecimento global e da exposi¢ao a pesticidas na abelha solitaria Osmia
cornuta (Latreille 1805). Os resultados mostraram que as abelhas expostas a maiores
temperaturas e doses elevadas de inseticidas tiveram sua longevidade reduzida em 70%,
com individuos menores sendo ainda mais afetados.

Nesse sentido, mudangas climaticas também podem influenciar os perfis de
hidrocarbonetos cuticulares (HCs), que constituem as principais pistas quimicas
utilizadas pelas formigas no reconhecimento de companheiras de ninho. De acordo com
Boullis et al. (2016), alteragdes de temperatura afetam tanto a biossintese quanto a
propor¢ao relativa dos diferentes HCs presentes na cuticula, modificando os perfis
quimicos que sustentam a discriminacdo social. Evidéncias experimentais mostram que
temperaturas elevadas podem levar a perda de consisténcia desses perfis, comprometendo
a capacidade das operarias de reconhecer individuos da propria colonia (Duarte et al.,
2019; Santos-Junior et al., 2022; Wittke et al., 2022).

Menzel e Feldmeyer (2021) destacam que a composi¢do dos HCs ¢
particularmente sensivel a variagdes ambientais, uma vez que esses compostos
desempenham simultaneamente func¢des estruturais e sociais. Assim, flutua¢des térmicas
e estiagens mais intensas, previstas em cenarios de mudancas climaticas, tendem a
intensificar a plasticidade desses perfis, ampliando a divergéncia quimica entre
individuos de uma mesma colonia. Embora esses efeitos estejam bem documentados em
condicoes laboratoriais, ainda ha escassez de estudos sobre como tais mudancas se

manifestam em populagdes naturais, o que reforga a importancia de investigar a resposta
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dos HCs a variagdes ambientais em formigas, grupo central do presente estudo (Sprenger

e Menzel, 2020).

Formigas: fungdes ecologicas e respostas as alteracoes ambientais

As formigas desempenham multiplas funcdes ecologicas essenciais nos ecossistemas,
muitas das quais beneficiam diretamente o ambiente. Entre elas, destaca-se o papel como
dispersoras de sementes, facilitando o estabelecimento de novas plantulas (Teixeira,
2007; Fontenele e Schmidt, 2021). Além disso, a construgdo de ninhos modifica as
propriedades fisicas e quimicas do solo, aumentando a disponibilidade de nutrientes
essenciais (Frouz e Jilkova, 2008; Sousa-Souto et al., 2008). Por exemplo, ninhos de
formigas do género Atta aumentam a disponibilidade de nitrato (NOs"), beneficiando o
solo circundante (Verchot et al., 2003).

Embora menos frequente, algumas espécies de formigas também atuam como
polinizadoras, desempenhando um papel importante na reproducao de certas plantas (Das
e Das, 2023). Estudos demonstram que, em Lobularia maritima, a formiga Camponotus
micans (Nylander 1856) foi responsavel por 81,2% das visitas durante o verdo,
promovendo ndo apenas a produgdo de sementes, mas também o recrutamento de novos
individuos, com taxas de germinacdo e sobrevivéncia comparaveis as obtidas por
polinizadores alados (Gomez, 2000). Revisdoes recentes indicam que, embora a
polinizacdo mediada por formigas seja relativamente incomum, esses insetos participam
de redes ecoldgicas complexas, visitando flores em busca de néctar e contribuindo para a
polinizagdo cruzada, o desenvolvimento floral e a manutencdo da diversidade genética
das plantas hospedeiras (Das e Das, 2023).

Além de desempenharem fungdes ecolodgicas essenciais, as formigas também refletem
as condigdes de seus habitats, sendo capazes de fornecer informagdes importantes sobre
a saude dos ecossistemas. Devido a sua ampla distribuicdo geografica, elevada
abundancia e ecologia bem documentada, elas sdo reconhecidas como bioindicadores
eficientes para monitorar o estado de conserva¢do de ambientes naturais (Keshamma,
2022). A presenca, auséncia ou comportamento de determinadas espécies pode indicar se
um ambiente estd degradado ou preservado (Ribas et al., 2012; Tibcherani et al., 2018).
Estudos recentes confirmam esse papel, mostrando que mudancas no uso da terra
impactam significativamente a riqueza e a composi¢do das comunidades de formigas,
evidenciando sua utilidade na avaliagdo de diferentes sistemas de manejo e conservagao

(Silva et al., 2025).
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Nesse contexto, os biomas nos quais as formigas estao inseridas desempenham papel
central na determinagdo das espécies presentes e na estrutura de suas comunidades. No
Brasil, os biomas do Cerrado e do Pantanal tém sido fortemente impactados por atividades
humanas, especialmente pela expansdo da agropecudria e pelas queimadas, que ndo
apenas ameacam a biodiversidade, mas também alteram significativamente a composicao
e a dinamica das comunidades ecologicas (Tibcherani et al., 2018; Libonati et al., 2020).
No Cerrado, por exemplo, estudos mostram que incéndios podem modificar de forma
marcante a composicao das assembleias de formigas, sobretudo em areas umidas menos
adaptadas ao fogo, onde algumas espécies sofrem reducdes drasticas ou desaparecem
apos o evento (Costa-Milanez et al., 2015). De maneira semelhante, no Pantanal,
disturbios agudos como incéndios podem alterar substancialmente a composi¢do e a
riqueza de espécies de formigas no curto prazo, embora as comunidades demonstrem
resiliéncia e tendam a se recuperar apds alguns anos sem novos eventos (Arruda et al.,
2022), um padrao que pode ser comprometido pelo aumento da frequéncia de queimadas
(Vanderwoude et al. 1997).

Embora haja um numero significativo de estudos que associam o ambiente aos
mecanismos fisiologicos das formigas, ainda se conhece pouco sobre os efeitos das
mudangas ambientais, sobretudo causados por variagdes sazonais ou episodios de
incéndios na interacdo das formigas com o meio, especialmente no que se refere aos
hidrocarbonetos cuticulares. Esses compostos quimicos desempenham um papel crucial
na comunicacao social e na prote¢do contra perda de dgua, e sua resposta a mudancas
ambientais pode fornecer novas perspectivas sobre como as formigas se adaptam a
condi¢des adversas. Na secdo a seguir, abordaremos em detalhes a importancia dos

hidrocarbonetos cuticulares e como eles podem ser afetados pelo ambiente.

Hidrocarbonetos cuticulares

As colonias de formigas possuem sistemas de reconhecimento que permitem
distinguir companheiras de ninho de individuos intrusos (Holldobler e Wilson, 1990;
Martin e Drijthout, 2009). Entre as principais pistas quimicas envolvidas nesse processo,
destacam-se os HCs, amplamente estudados nas ultimas décadas (Kather e Martin, 2015;
Sprenger e Menzel, 2020). Compostos apenas por carbono e hidrogénio, esses
hidrocarbonetos revestem a cuticula dos insetos e desempenham multiplas fungdes
essenciais (Sprenger ¢ Menzel, 2020). Sua fun¢do evolutiva original ¢ estrutural,

formando uma barreira eficiente contra a dessecacdo e protegendo a cuticula contra
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microrganismos (Howard e Blomquist, 2005; Blomquist e Bagneres, 2010). No entanto,
a variacao natural desses compostos passou a ser utilizada pelas formigas como fonte de
informacao, tornando os HCs as principais pistas quimicas de reconhecimento social
(Blomquist e Bagneres, 2010).

Os HCs sao produzidos por células da hemolinfa denominadas endcitos associadas
as células da epiderme (Blomquist e Bagneres, 2010) e compreendem trés classes
importantes: n-alcanos (ou alcanos lineares), alcanos metilados também denominados de
alcanos ramificados e hidrocarbonetos insaturados, estes hidrocarbonetos geralmente
variam de tamanho entre Cyo e Css, nimero e posicao de grupos metil e das duplas
ligagdes (Kather e Martin, 2015; Menzel et al., 2017; Sprenger e Menzel, 2020),
moléculas menores que Czo sdo incapazes de atuarem como hidrocarbonetos devido a sua
volatilidade (Blomquist e Bagnéres, 2010). H4 evidéncias de que as estruturas dos
hidrocarbonetos (a presenga e a posicao de duplas ligacdes e grupos metil) € o fator chave
no que diz respeito a capacidade de um inseto detectar e aprender diferentes
hidrocarbonetos (van Wilgenburg et al., 2011; Beros et al. 2017).

Tais evidéncias estdo no fato de que HCs sdo especificos as espécies e dentro de
uma espécie, podemos encontrar diferencas até mesmo a nivel colonial quando tratamos
de colonia de uma mesma espécie (Howard e Blomquist, 2005; Lima et al., 2025). A dieta
¢ um fator que influencia a composi¢ao dos HCs e, por meio de estudos nessa area, pode-
se observar importancia dos compostos cuticulares como pistas de reconhecimento.
Valadares et al. (2015), ao fornecer diferentes substratos foliares para col6nias da
formiga-cortadeira Atta sexdens e realizar testes comportamentais, observaram que
individuos alimentados com o mesmo substrato apresentavam niveis menores de
agressividade entre si do que aqueles que recebiam diferentes substratos foliares. Esses
comportamentos estavam correlacionados com os distintos perfis de HCs.

Nesse sentido, Crozier e Dix (1979) propuseram dois modelos de reconhecimento
colonial em formigas: o modelo individual e o0 modelo Gestalt. No modelo individual,
aplicado a col6nias menores, cada membro possui seu proprio odor, e todos os
companheiros de ninho memorizam os odores uns dos outros. J4 no modelo Gestalt,
caracteristico de colonias mais populosas, os odores individuais sdo homogeneizados,
resultando em um unico perfil quimico compartilhado, que ¢ memorizado por todos.
Nessa dindmica, comportamentos como grooming ¢ trofalaxia sdo essenciais para a
uniformizacdo do odor colonial (Crozier ¢ Dix, 1979; Soroker et al., 1995; Soroker ¢

Hefetz, 2000; Sprenger et al., 2021). Estudos com Cataglyphis niger (André 1881)
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demonstraram que as operdrias trocam hidrocarbonetos cuticulares por meio da
trofalaxia, armazenando-os na glandula pods-faringeana (Soroker et al., 1995). Nessa
glandula, os compostos sao misturados e posteriormente redistribuidos por toda a colonia
por meio de grooming, reforgando a identidade quimica compartilhada e promovendo a
coesdo social do grupo (Soroker et al., 1995; Soroker e Hefetz, 2000).

Assim, os HCs sdo cruciais no reconhecimento entre os membros da coldnia em
formigas, pois neles estdo codificadas informag¢des importantes, como a posi¢ao dos
membros naquela colonia, fertilidade e suas tarefas dentro da col6nia (Blomquist e
Bagneéres, 2010; Menzel et al., 2017, Sprenger ¢ Menzel, 2020). Um exemplo disso ¢ o
reconhecimento da rainha dentro da colonia pelas suas operarias: a rainha demarca a sua
dominancia e fertilidade por meio desses compostos, desde exibindo uma maior
concentracdo deles em relagdo as operarias, ou até mesmo, produzindo compostos
exclusivos na sua cuticula (Holman et al. 2010; Liebig, 2010). Holman et al. (2010)
verificaram que o hidrocarboneto 3-MeC3; ¢ um feromonio que afeta negativamente a
ativacdo ovariana das operdrias na espécie de formiga Lasius niger (Linnaeus 1758). Em
Formica fusca (Linnaeus 1758), Helanterd e Sundstrom (2005) verificaram o
comportamento denominado worker policing, em que certas operarias conseguem
distinguir diferencas nos perfis de HCs de ovos ndo originados pela rainha e
posteriormente destrui-los ou remové-los da colonia.

Além disso, as classes de hidrocarbonetos apresentam diferentes pontos de fusdo, o que
influencia a fun¢do que desempenham na cuticula. Por exemplo, os alcanos lineares,
devido a sua natureza viscosa e a forte coesdo pelas forgas de van der Waals, possuem
alto ponto de fusdo, ou seja, necessitam de temperaturas elevadas para derreter
(Blomquist e Bagneres, 2010; Sprenger e Menzel, 2020; Sprenger et al., 2021), tornando-
os ideais como impermeabilizantes. A presenca de grupos metil e de duplas ligagdes
aumenta a fluidez dos hidrocarbonetos cuticulares, reduzindo seu ponto de fusdo e
ampliando seu potencial como pistas quimicas no reconhecimento intraespecifico (Gibbs,
1995; Beros et al., 2017; Sprenger e Menzel, 2020; Sprenger et al., 2021). Em
Temnothorax nylanderi, por exemplo, a abundancia relativa de alcanos ramificados
aumenta na presenca de intrusos, o que pode reforcar a discriminag@o entre individuos
(Beros et al., 2017). Além disso, o aumento do comprimento da cadeia,
independentemente da classe, eleva o ponto de fusdo, contribuindo para a funcao

impermeabilizante da cuticula (Gibbs, 1995; Sprenger et al., 2021).
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Entretanto, todas estas classes estdo presentes na cuticula e a maior presenca de
uma classe sobre a outra, depende principalmente de fatores ambientais (Duarte et al.,
2019; Sprenger e Menzel, 2020; Lima et al., 2025), como temperatura e/ou umidade
(Wagner et al., 2001; Menzel et al., 2018; Duarte et al., 2019). Por exemplo, Duarte et al.
(2019) expuseram operarias de Odontomachus bauri (Emery 1892), Ectatomma
brunneum (Smith 1858) e Atta sexdens (Linnaeus 1758) em diferentes regimes de
temperatura e que a proporg¢ao de alcanos lineares ou de hidrocarbonetos de cadeia longa
aumentaram nas condi¢des de alta temperatura, o que seria uma estratégia para evitar a
perda de dgua para o ambiente. Semelhante resultado foi observado por Wagner et al.
(2001) em condig¢des combinadas de alta temperatura e de baixa umidade.

Estas mudangas no perfil cuticular influenciadas por fatores ambientais ganham
maior relevancia, pois podem afetar o reconhecimento intraespecifico (Menzel et al.,
2018; Santos-Junior et al., 2022). No contexto das mudancas climaticas, poucos estudos
buscaram correlacionar os efeitos do ambiente natural sobre o perfil cuticular em
formigas. Por exemplo, a maioria das pesquisas sobre temperatura ¢ conduzida em
laboratorio (Michelutti et al., 2018; Duarte et al., 2019; Santos-Junior et al., 2022), em
condig¢des controladas, diferente do habitat natural, onde se observa que os insetos estao
expostos a maior variacao de fatores climaticos (van Wilgenburg et al., 2011; Menzel et
al.,, 2018; Lima et al., 2025). Nesse sentido, torna-se fundamental compreender as
dindmicas ambientais na composi¢do cuticular das formigas, uma vez que elas

desempenham fungdes ecoldgicas essenciais.
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OBJETIVOS
Objetivo geral
Identificar a dinamica dos perfis de hidrocarbonetos cuticulares (HCs) de formigas

em seu habitat natural.

Objetivos especificos

e Avaliar os efeitos da variagdo ambiental na composi¢ao quimica
cuticular de Atta laevigata.

e Investigar como a exposicao frequente ao fogo influencia a composi¢ao
cuticular de formigas que forrageiam ou nidificam em areas sujeitas a
incéndios.
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HIPOTESES
e Entre os fatores ambientais, condi¢gdes climaticas exercem maior influéncia no
perfil quimico cuticular da formiga Atta laevigata.
e Formigas que forrageiam ou nidificam em dareas frequentemente sujeitas a
incéndios apresentam modificagdes na composi¢ao da cuticula para se adequar a

essas condigoes.
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RESUMO - Os hidrocarbonetos cuticulares (HCs) constituem uma importante classe de
compostos quimicos presentes na camada cuticular dos insetos, cujas principais fungdes
sdo prevenir a dessecacdo da cuticula e atuar como sinais para reconhecimento
intraespecifico. Estudos sobre HCs demonstraram uma flexibilidade fenotipica de sua
composi¢do, dependendo de fatores ambientais. No entanto, a forma como cada um
desses fatores influencia essa variacao ainda € pouco explorada. O objetivo do presente
estudo foi avaliar os efeitos das variagdes ambientais na composi¢do quimica cuticular da
formiga Atta laevigata. Operarias de quatro colonias diferentes, nidificando em ambientes
de borda florestal, foram coletadas ao longo de um ano, durante as estagdes quente e
umida e fria e seca. Os compostos cuticulares foram extraidos e analisados por
cromatografia gasosa, revelando que os compostos dessa espécie pertencem as classes de
alcanos lineares, monometil alcanos, alcenos e alcadienos. Além disso, o perfil cuticular
variou significativamente entre colonias dessa espécie e entre estacdes, enquanto a
variabilidade intraestacional foi mais significativa durante a estacdo quente e umida. A
variacdo temporal observada indicou que o nimero de compostos e a propor¢ao dos

diferentes tipos de HCs podem variar de acordo com o periodo do ano, sendo a variacao
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mais acentuada nas colonias durante a estagao quente e imida. Esses resultados mostram
que variacdes nas condigdes ambientais, especialmente climaticas, podem ter efeitos

determinantes na dindmica da quimica cuticular.

Palavras-chave: Variagao temporal de HCs, Fatores abidticos, Formigas-cortadeiras,

Comunicacdo quimica.

INTRODUCAO

Em insetos sociais, a comunica¢do pode ocorrer por meios quimicos, visuais,
acusticos ou tateis, com a comunicagao quimica predominando como a principal forma
de reconhecimento (Billen 2011; Richard e Hunt 2013). Este mecanismo ¢ mediado por
feromonios, que constituem os sinais mais significativos envolvidos no canal sensorial
quimico (Wyatt 2010; 2017) e geralmente sdo secretados e armazenados por glandulas
especializadas ou tecidos (Wyatt 2017). Feromdnios podem ser definidos como sinais
quimicos emitidos por um emissor que induzem uma resposta quimica ¢ mudancas
fisioldgicas em um receptor (Billen 2011; Wyatt 2017).

Nesse sentido, os hidrocarbonetos cuticulares (HCs) sdo um dos compostos mais
bem estudados que atuam como feromodnio e tém sido foco de estudos sobre insetos
sociais nos ultimos anos (Kather e Martin 2015; Sprenger ¢ Menzel 2020; Blomquist e
Ginzel 2021). Esses compostos, formados apenas por moléculas de carbono e hidrogénio,
sdo essenciais nas cuticulas de insetos, onde possuem muitas fungdes vitais, incluindo
prevenir a dessecacdo da cuticula e atuar como barreira contra patdogenos (Howard e
Blomquist 2005; Blomquist e Bagnéres 2010; Sprenger e Menzel 2020; Blomquist e
Ginzel 2021). Em insetos sociais, eles também sdo cruciais para o reconhecimento
intraespecifico (Sprenger e Menzel 2020; Drakula et al. 2023).

Os hidrocarbonetos cuticulares sdo sintetizados por células da hemolinfa
conhecidas como oendcitos, que estdo associadas a células epidérmicas (Blomquist e
Bagnéres 2010). Eles pertencem as categorias de hidrocarbonetos saturados e insaturados
(Martin et al. 2009; Blomquist e Bagnéeres 2010). Hidrocarbonetos saturados tipicos sao
alcanos lineares e ramificados, enquanto hidrocarbonetos insaturados comumente
incluem alcenos e alcadienos (Kather e Martin 2015; Menzel et al. 2017; Sprenger e

Menzel 2020).
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Essas classes de HCs ndo apenas variam em estrutura, mas também possuem
propriedades biofisicas distintas que influenciam suas fungdes na cuticula (Gibbs e
Pomonis 1995; Gibbs 1998, 2002). Por exemplo, alcanos lineares, caracterizados por alta
viscosidade e forte agregacdo (devido as for¢as de van der Waals), exibem alto ponto de
fusao (Sprenger e Menzel 2020; Sprenger et al. 2021a). Esta propriedade os torna
excelentes agentes impermeabilizantes, prevenindo a perda de dgua da cuticula para o
ambiente (Gibbs 1998; Sprenger e Menzel 2020). Estudos mostraram que sob condi¢des
de alta temperatura, insetos podem ajustar sua composi¢do cuticular expressando niveis
mais altos de alcanos lineares (Michelutti et al. 2018; Duarte et al. 2019), precisamente
porque esses compostos possuem pontos de fusdo mais altos (Gibbs e Pomonis 1995).

Por outro lado, a presenga de grupos metil e ligagdes duplas nos HCs confere
fluidez e maior capacidade de difusdo dentro da cuticula (Gibbs 2002; Geiselhardt et al.
2010), tornando esses compostos cruciais para comunicacao ¢ reconhecimento da coldnia,
j& que sao facilmente trocados durante a trofalaxia (Sprenger et al. 2021a). Em uma
analise de coldnias da formiga Temnothorax nylanderi (Foerster 1850), Beros et al.
(2017) observaram que a presenca de intrusos poderia levar a aumentos na abundancia
relativa de propor¢des de dimetil alcanos. De acordo com Sprenger e Menzel (2020), isso
poderia representar uma estratégia para intensificar pistas de reconhecimento de
companheiros de ninho na presenca de intrusos.

Outra caracteristica biofisica importante dos hidrocarbonetos ¢ o tamanho da
cadeia, ja que compostos com cadeias mais longas exibem maior viscosidade e ponto de
fusdo, independentemente da posi¢do do grupo metil ou das ligagdes duplas, o que pode
contribuir para prote¢cdo da cuticula (Gibbs 1998; Sprenger e Menzel 2020).

No entanto, deve-se notar que a cuticula do inseto contém uma mistura dessas
classes de hidrocarbonetos (Sprenger et al. 2021a), com o predominio de certas classes
sobre outras sendo dependente de fatores que podem ser ambientais (Menzel et al. 2017,
2018; Firmino et al. 2020), genéticos (van Zweden et al. 2009; Blight et al. 2012; Sprenger
et al. 2021b), ou ambos (Khidr et al. 2013; Villalta et al. 2020; Sprenger et al. 2021b). No
entanto, pouco se sabe sobre a influéncia do ambiente nos perfis quimicos cuticulares de
formigas (Sprenger e Menzel 2020). Poucos estudos investigaram como os perfis de
hidrocarbonetos cuticulares mudam ao longo do tempo e como fatores abidticos podem
conduzir tais alteracoes.

Pesquisas anteriores encontraram variagdes temporais em perfis de HCs (Vander

Meer et al. 1989; Liu et al. 2001; Nielsen et al. 1999), mas essas mudangas ndo foram
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correlacionadas com fatores ambientais especificos. Embora evidéncias sugiram que
temperatura (Woodrow et al. 2000; Wagner et al. 2001; Michelutti et al., 2018; Duarte et
al., 2019; Santos-Junior et al. 2022) e umidade (Woodrow et al. 2000; Wagner et al. 2001;
Noorman e Otter 2002; Whyte et al. 2023) possam influenciar a composi¢ao cuticular,
tais estudos foram amplamente conduzidos em laboratérios, sob condigdes controladas.
A dieta ¢ outro fator ambiental que pode influenciar a composi¢ao de HCs, sugerindo que
variagdes sazonais também poderiam ser influenciadas por mudangas alimentares,
embora estudos explorando esse aspecto tenham sido predominantemente laboratoriais
(Valadares et al. 2015; Blomquist e Ginzel 2021; van Wilgenburg et al. 2022).

De fato, fatores ambientais t€ém forte influéncia na composicao de HCs e, nesse
sentido, as intensas mudancas ambientais que vém ocorrendo podem estar gerando fortes
pressdes sobre comunidades de insetos (Menzel et al. 2018; Sprenger et al. 2018; Albacete
et al. 2023). Em particular, o impacto das mudancgas climaticas sobre comunidades de
formigas tem atraido atencdo mundial, particularmente quanto a influéncia no
comportamento das formigas (Menzel et al. 2018; Santos-Junior et al. 2022). Por
exemplo, Parr e Bishop (2022) notaram que formigas do dossel e da serapilheira podem
ser particularmente afetadas pelas mudangas climaticas, devido a sua exposi¢ado direta as
temperaturas ambientais. Krapf et al. (2023) demonstraram que temperaturas mais altas
podem aumentar niveis de agressdo em formigas, causando disrup¢ao do reconhecimento
da coldnia.

Dadas essas consideragdes, € necessario determinar como mudangas ambientais
afetam a composicao quimica cuticular das formigas, dado que HCs desempenham papel
importante na coesdo da colonia. Portanto, este estudo teve como objetivo avaliar os
efeitos da variagdo ambiental na composi¢do quimica cuticular da formiga Atfa laevigata,
testando a hipodtese de que, entre fatores ambientais, as condi¢des climaticas exercem a

maior influéncia na composi¢ao de HCs.

MATERIAL E METODOS

Amostragem das colonias

O estudo foi conduzido na Mata do Azuldo (22°11°57”S, 54°54°29”W), um
fragmento de floresta de transi¢do localizado no municipio de Dourados, estado de Mato

Grosso do Sul, na regido Centro-Oeste do Brasil. Quatro colonias de Atta laevigata,
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designadas aqui como A, B, C e D, foram selecionadas com base em suas altas atividades
de forrageamento. As coletas foram realizadas mensalmente, de fevereiro a dezembro de
2022, durante duas estacdes: a estacdo fria e seca (abril a setembro) e a estacdo quente e
umida (outubro a marg¢o), com base na classificagdo de Fietz et al. (2008) para a regido
de Dourados. Como o perfil de hidrocarbonetos pode variar entre diferentes subcastas
(Valadares et al. 2016; Santos et al. 2022), apenas operarias forrageadoras foram
utilizadas neste estudo, pois sdo os individuos mais expostos as variagdes climaticas. As
formigas foram coletadas com pingas, sempre no mesmo horario do dia, durante o pico
de forrageamento desta espécie (Giesel et al. 2013), que ocorre entre 17h e 19h. Elas

foram entdo sacrificadas por congelamento até a extracdo dos compostos cuticulares.

Analise quimica

Testes preliminares foram realizados para extragao dos compostos. Constatou-se que
os melhores cromatogramas foram obtidos quando cinco operarias eram imersas juntas
no solvente por 10 min. Esse tempo de extragao foi baseado no estudo de Richard et al.
(2007) com espécies do mesmo género. De acordo com Drijthout et al. (2009), 10 min de
imersdo em solvente € o tempo ideal para extracdo, sem contaminacdo por conteudo
interno. Portanto, neste estudo, cada amostra consistiu em cinco formigas colocadas
juntas em um frasco e imersas em 1 mL de hexano (grau HPLC). As amostras foram secas
e depois ressuspensas em 100 pL. do mesmo solvente. Cinco amostras por colonia em
cada més foram analisadas (20 amostras mensais); no entanto, amostras das colonias C e
D em outubro, e amostras de todas as colonias em novembro, foram perdidas devido a
problemas de contaminacao. Portanto, no total, 184 amostras foram analisadas.

As amostras e a mistura padrdo de alcanos lineares foram analisadas usando um
cromatografo a gas (Focus GC, Thermo Scientific, San Jose, CA, EUA) equipado com
detector de ionizacdo em chama e coluna capilar OV-5 (5% fenil / 95% dimetil
polissiloxano, 30 m x 0,25 mm i.d., 0,25 um de espessura de filme; Ohio Valley Specialty
Company, Marietta, OH, EUA). Um volume de 1 pL. de amostra foi injetado em modo
splitless. As temperaturas do injetor e do detector foram de 280 °C. O gés de arraste foi
N2 (99,999%) a uma vazao de 1,0 mL min'. O programa de temperatura da coluna foi:
temperatura inicial de 150 °C, aquecendo até 300 °C a 3 °C min', mantendo a 300 °C
por 10 min. Os cromatogramas foram registrados usando o software ChromQuest 5.0 e

analisados com o software Chrom data review.
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Para confirmar as identidades dos compostos, as amostras foram analisadas usando
um cromatografo a gas (GC-2010 Plus, Shimadzu, Kyoto, Japao) acoplado a um
espectrometro de massas (GC-MS Ultra 2010, Shimadzu, Kyoto, Japao). O cromatografo
foi equipado com uma coluna capilar de silica fundida DB-5 (J and W, Folsom,
California, EUA) revestida com 5% fenil / 95% dimetil polissiloxano (30 m x 0,25 mm
1.d., 0,25 um de espessura de filme). As condigdes de analise foram as seguintes: volume
de injecdo de 1 pL, em modo splitless; temperatura do injetor de 220 °C; temperatura
inicial da coluna de 150 °C, aquecendo até 300 °C a 3 °C min™!, mantendo a temperatura
final por 10 min. As temperaturas da linha de transferéncia e do detector foram mantidas
a 300 °C. O espectrometro de massas foi operado em modo de ionizacdo por impacto de
elétrons, com voltagem de 70 eV e varredura no intervalo de 45 a 600 m/z, com intervalo
de varredura de 0,3 s. Os compostos quimicos presentes nas amostras foram identificados
pelo calculo do indice de retengao (Van den Dool e Kratz 1963), usando um padrao linear
de alcanos (C7-C40, pureza >90%, Sigma-Aldrich) e comparagdo com dados da literatura
(Dall’Aglio-Holvorcem et al. 2009; Derstine et al. 2018; Duarte et al. 2019; Firmino et
al. 2020; Gerbaulet et al. 2022; Gutiérrez et al. 2019; Michelutti et al. 2018; Ruther et al.
2011; Santos et al. 2022; Soares et al. 2017; Steinmetz et al. 2003; Wtodarczyk e
Szczepaniak 2017; Wiirf et al. 2020) e a biblioteca de espectros de massas do NIST
(National Institute of Standards and Technology).

Recursos coletados pelas colonias

Para avalia¢do de quaisquer variagdes significativas nos tipos de recursos coletados
pelas colonias durante os meses do experimento, foi realizada a coleta dos recursos
levados para a colonia pelas forrageadoras. Para isso, um ponto especifico foi
estabelecido ao longo da trilha de forrageamento, onde a coleta foi realizada por 10 min.
O material coletado foi classificado de acordo com seu tipo, seguindo metodologia
adaptada de Endringer et al. (2012), considerando as seguintes categorias: folhas frescas,
folhas secas, flores, caules, sementes e outro material. Apds a categorizagdo, os materiais

foram pesados e os valores convertidos em porcentagens.

Analise estatistica
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A analise de variancia multivariada permutacional (PERMANOVA), com distancias
de Bray-Curtis ¢ 9999 permutagdes, foi usada para avaliar variagdes da composi¢ao
quimica cuticular entre estagdes e entre colonias. Um grafico de andlise de
correspondéncia destendenciada (DCA) foi gerado para ilustrar diferencas no perfil
quimico cuticular entre as estagdes fria e seca e quente e imida. As areas relativas dos
picos nos cromatogramas foram calculadas usando a seguinte formula: % composto x =
area do pico de x / )’ areas dos picos de todos os compostos * 100. Essa andlise incluiu
as areas relativas de todos os picos identificados e ndo identificados. As variagdes
temporais de alcanos lineares, alcanos ramificados e hidrocarbonetos insaturados foram
analisadas separadamente. Essas andlises estatisticas empregaram o software Past 3.20
(Hammer 2001).

Subsequentemente, para avaliar se as propor¢des das diferentes classes de
hidrocarbonetos variaram significativamente entre estagdes, foi aplicado um teste t,
enquanto a analise de variancia (ANOVA) foi usada para comparar as proporgoes entre
meses. Essas andlises foram realizadas usando os valores médios das porcentagens de
todos os compostos pertencentes as seguintes classes: alcenos, alcadienos, alcanos
lineares e monometil alcanos. Essas analises foram realizadas usando o software Statistica
14 (TIBCO 2020).

Uma analise de floresta aleatoria (random forest) foi aplicada para identificar os
compostos mais representados em cada uma das duas estagdes (n arvores = 1000, n
variaveis por divisdo = 8). O random forest foi usado aqui porque ¢ uma técnica robusta
de aprendizado de maquina que permite identificar varidveis preditoras importantes em
grandes conjuntos de dados, especialmente quando as relagdes entre varidveis sdo
complexas e ndo lineares. A andlise foi aplicada considerando os trés grupos fornecidos
pela anélise DCA: todas as coldnias da estacdo fria e seca, e as coldnias da estacao quente
e imida que formaram dois grupos (colonias A, B e C, e colonia D). Subsequentemente,
testes separados de Kruskal-Wallis (KW) foram aplicados para cada composto destacado
na analise anterior, para visualizar as diferencas espaciais significativas. Essas analises
seguiram a metodologia adotada por Firmino et al. (2020) e foram realizadas usando o
software Statistica 14 (TIBCO 2020). Adicionalmente, uma PERMANOVA com
distancias de Bray-Curtis e 9999 permutagdes foi realizada usando as massas (em g) dos
diferentes recursos coletados pelas colonias durante os meses do experimento, para
determinar se a dieta variou significativamente entre as estagdes e entre colonias. Essas

analises estatisticas empregaram o software Past 3.20 (Hammer 2001).
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RESULTADOS

O perfil cuticular desta espécie apresentou alcanos lineares, alcanos ramificados
e hidrocarbonetos insaturados, com comprimentos de cadeia variando entre C20—Css. No
total, 64 compostos foram identificados, incluindo 25 alcanos monometilados, 20 alcenos,
16 alcanos lineares e 3 alcadienos. O nimero de compostos variou de acordo com o més,
com o maior nimero de compostos (44) identificado em agosto, enquanto o menor
numero (28) foi registrado em maio (Fig. 1). Cinco compostos ocorreram exclusivamente
na estacao fria e seca: x-Docoseno, x-Tricoseno (indices de compostos 2285 e 2288), x-
Heptacoseno e x-Nonacoseno. Seis compostos ocorreram exclusivamente na estacio
quente e umida: Eicosano, Dotriacontano, 13-Metiltritriacontano, 9-Metiltritriacontano,
3-Metiltritriacontano e Pentatriacontano. Uma lista completa dos compostos identificados

¢ fornecida na Tabela 1 do item suplementar.

20 - 38
@ 44
18 - 42 &
\:,“ /;Q //' ‘\'
16 -

14 -

Number of compounds
=

8 -
6 -
4 -
—8— Alkenes
21 —o— Alkadienes
—®&— Linear alkanes
0 T T T T T T T T T T —&— Monomethyl alkanes

Feb Mar Apr May Jun Jul Aug Sep Oct Dec

Fig. 1 Variacao no nimero de compostos ao longo dos meses de amostragem. Os nimeros

acima dos pontos indicam o numero maximo de compostos identificados para cada més.

Os resultados da andlise PERMANOV A mostraram que a composi¢ao quimica

cuticular variou significativamente entre as estacdes (pseudo-F(i, 31s18): 30,036; p =
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0,0001) e entre as coldnias (pseudo-F, 31816): 1,9596; p = 0,0036), além de uma interagao
significativa entre esses dois fatores (pseudo-F, 31816): -3,6342; p = 0,0018). Quando
analisadas individualmente, todas as colonias amostradas apresentaram variagdo temporal
no perfil quimico cuticular, conforme mostrado pelos resultados para a colonia A
(pseudo-F(1, 31818): 6,499; p = 0,0001), colonia B (pseudo-F, 31818): 9,535; p = 0,0001),
coldnia C (pseudo-F (1, 31818): 12,61; p =0,0001) e colonia D (pseudo-Fi, 31818): 14,37; p =
0,0001).

No entanto, ao comparar os perfis cuticulares entre as colonias, nenhuma variagao
significativa foi detectada nos meses que compreendem a estagdo fria e seca (pseudo-F,
31816 1,447; p = 0,1121), enquanto diferencas significativas foram encontradas entre as
coldnias nos meses que compreendem a estacdo quente e imida (pseudo-F3, 31816). 2,988;

p = 0,0029) (Fig. 2).
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Fig. 2 Ordenagdo DCA dos perfis cuticulares das colonias da formiga cortadeira A.

laevigata nas duas estacoes. Cold: estagdo fria e seca; Hot: estacdo quente e umida.

Certas classes de HCs foram mais abundantes do que outras em alguns meses, em

relagcdo a outros (Fig. 3A). Os alcadienos foram mais abundantes em fevereiro e margo,
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os alcanos lineares em abril, os monometil alcanos em maio, junho, julho, agosto e
dezembro, e os alcenos em setembro e outubro. A comparacao dos valores médios das
proporg¢oes dessas classes entre as duas estagdes revelou diferengas significativas entre as
classes de alcadienos (valor-f = 3,12, df = 182, p = 0,0021), alcenos (valor-t = -8,06, df =
182, p < 0,0001) e monometil alcanos (valor-¢ = 0,40, df = 182, p < 0,0001). Por outro
lado, nao houve diferencas significativas entre as duas estagdes nos valores médios de
abundancia para a classe dos alcanos lineares (valor-z = -8,03, df = 182, p = 0,6898). A
Figura 4 mostra com mais detalhes as porcentagens relativas das classes de compostos,

de acordo com a estacgao, juntamente com os tamanhos de cadeia correspondentes.
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Fig. 3 Propor¢des médias das classes de HCs de acordo com A) més e B) estacdo. As
barras representam os erros-padrao. Em B), os asteriscos indicam diferencas

significativas, enquanto “ns” significa que nenhuma diferenga significativa foi

encontrada.

Dos 65 hidrocarbonetos identificados, a analise de floresta randomica selecionou
cinco como discriminadores importantes das estacoes (fria e seca ou quente e imida),
indicando que a presenga ou auséncia desses compostos estava relacionada as diferencas
entre as estagdes. A andlise destacou os seguintes hidrocarbonetos: x-Nonacoseno, 2-
Metiltritriacontano, 7-;11-Metilheneicosano, 9-Metilheneicosano e x,y-Pentacosadieno,
todos com importancia superior a 0,5. Os resultados mostraram que, para a estacao quente
e umida, os hidrocarbonetos mais importantes foram 7-;11-Metilheneicosano, 9-
Metilheneicosano e x,y-Pentacosadieno. Para a estagdo fria e seca, o x-Nonacoseno
destacou-se como o composto mais relevante. Além disso, o 2-Metiltritriacontano

mostrou-se importante apenas para a colonia D durante a estagdao quente e umida (Tabela

1.
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Tabela 1. Hidrocarbonetos selecionados pela analise de floresta randomica e suas
respectivas importancias (>0.5) em cada uma das estagoes. Cold = estacdo fria e seca. Hot

= estagdo quente e imida.

Hidrocarboneto Indice Diferenca significativa (KW Importancia
teste)

x-Nonacoseno 2888 Cold > Hot 1.00

2-Metiltriacontano 3059 Hot D > Cold > Hot A, B, and C 0.55

7-;11Metilheneicosano 2157 Hot > Cold 0.54

9-Metilheneicosano 2141 Hot > Cold 0.52

x,y-Pentacosadieno 2469 Hot > Cold 0.51

Fig. 4 Proporcio relativa das classes de CHCs de acordo com o tamanho da cadeia na

Estacao fria e seca Estacdo quente e imida
14 -
12 - m Alcenos
m Alcadienos

m Alcanos lineares
Monometil alcanos

20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35
Fig. 4 Proporg¢do relativa das classes de HCs de acordo com o tamanho da cadeia nas

estagdes fria e seca e quente e umida.

Nao houve diferencas significativas nos recursos coletados entre as colonias (pseudo-
F@3,262):0,4943, p=0,1065) ou entre as duas estagdes (pseudo-F(i,264): 0,0587, p=0,9373).
Além disso, ndo houve diferencas significativas na massa coletada de cada tipo de
recurso, tanto entre as colonias (pseudo-Fg, 262). 0,4603, p = 0,0952) quanto entre as
estacdes (pseudo-F(1,264): 0,1225, p=0,9439). A Fig. 5 mostra os percentuais de cada tipo

de recurso coletado pelas colonias, de acordo com o més.
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Fig. 5 Proporgoes relativas de cada tipo de recurso coletado pelas coldnias de 4.

laevigata, de acordo com o0 més.

DISCUSSAO

O perfil quimico cuticular de A. laevigata foi composto principalmente por
alcanos ramificados, hidrocarbonetos insaturados e alcanos lineares. Ao todo, 64
compostos com tamanho de cadeia variando de Czo a C3s foram identificados ao longo
dos meses de amostragem. Estes incluiram 25 monometil alcanos, 20 alcenos, 16 alcanos
lineares e 3 alcadienos.

O ntimero de compostos variou entre 28 e 44, dependendo do més. Santos et al.
(2022) identificaram 12 compostos (Cis-C31) na mesma espécie, com os alcanos
ramificados sendo os mais numerosos, seguidos pelos hidrocarbonetos insaturados e
pelos alcanos lineares. Tais diferencas podem ser influenciadas por questdes
metodoldgicas, como a sensibilidade do CG ou o tempo de extragdo. Santos et al. (2022)
extrairam os compostos em hexano durante 3 minutos, enquanto o presente estudo usou
0 mesmo solvente, mas com um tempo de extragdo de 10 minutos. Richard et al. (2007)

encontraram 53 (C17-Cs7), 17 (Ci13-C33) e 36 (C21-C33) compostos para Atta colombica

39



(Guérin-Méneville 1844), Acromyrmex echinatior (Reich 1793) e Sericomyrmex amabilis
(Wheeler 1925), respectivamente, usando o mesmo solvente e extragao por 10 minutos.

Os resultados também revelaram varia¢des significativas no perfil cuticular de
Atta laevigata entre coldnias e entre estacoes (Fig. 2). A variabilidade na composi¢ao
quimica cuticular entre coldnias era esperada e ja foi documentada em diversos estudos
anteriores com formigas (Akino et al. 2002; Torres et al. 2007; Krasnec e Breed 2013;
Martin et al. 2013). Isso ocorre porque cada colonia de formigas desenvolve uma
assinatura quimica unica que tem funcao para o reconhecimento intraespecifico (Sprenger
e Menzel 2020). A uniformidade no perfil quimico cuticular de uma coldnia € crucial para
o reconhecimento, pois permite que as formigas identifiquem membros de sua propria
coldnia, distinguindo entre intrusos ¢ companheiras de ninho (Pereira et al. 2019; Villalta
et al. 2020).

Foram observadas variacdes qualitativas e quantitativas. Alguns compostos
ocorreram exclusivamente em uma estagao (Tabela 1 do item suplementar) ou mesmo em
um més (Fig. 1), enquanto também houve variagdes nas propor¢des relativas dos
compostos conforme o més e a estacdo (Tabela 1 do item suplementar, Fig. 3). As
variagdes temporais podem ser atribuidas principalmente a necessidade das coldnias de
formigas de ajustarem sua composi¢do cuticular em resposta a diferentes condi¢des
ambientais, como temperatura (Menzel et al. 2018), umidade relativa (Sprenger et al.
2018; Menzel et al. 2018; Whyte et al. 2023) e dieta (Richard et al. 2004; Buczkowski et
al. 2005; Valadares et al. 2015), como encontrado em diversos estudos conduzidos em
condig¢des controladas.

Estudos laboratoriais aplicando diferentes regimes de temperatura demonstraram
que a cuticula das formigas pode responder a variacdo de temperatura aumentando as
proporcdes de certos compostos (Baumgart et al. 2022; Santos-Junior et al. 2022).
Resultados semelhantes foram relatados por Michelutti et al. (2018) com vespas e por
Duarte et al. (2019) com formigas, onde foram observadas variagdes tanto no nimero
quanto nas propor¢des relativas de compostos nas cuticulas apos exposigao a diferentes
condig¢des de temperatura. Wagner et al. (2001) e Menzel et al. (2018) demonstraram que
a combinacao de alta temperatura e baixa umidade relativa pode levar a produ¢ao de uma
propor¢ao maior de alcanos lineares, uma classe quimica importante para a prevencao da
dessecacdo. Buczkowski et al. (2005), Richard et al. (2004) e Valadares et al. (2015)
também demonstraram que, em formigas, variar a dieta pode levar a mudangas na

composig¢ao cuticular.
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Embora a variacdo temporal de hidrocarbonetos ja tenha sido relatada em outros
estudos (Vander Meer et al. 1989; Liu et al. 1998; Nielsen et al. 1999; Liu et al. 2001;
Buellesbach et al. 2018), o presente estudo diferiu em varios aspectos. Primeiramente, a
janela de amostragem foi mais ampla, abrangendo um periodo continuo mais longo do
que estudos anteriores, que tipicamente analisaram a variagdo temporal ao longo de
poucos meses, com longos intervalos entre os periodos de amostragem. Além disso, ha
escassez de estudos que investigaram a variabilidade temporal de hidrocarbonetos, tanto
em nimero quanto em propor¢do relativa, em um periodo de amostragem continuo e
estendido. Uma excegao foi o trabalho de Liu et al. (1998), que examinou a variabilidade
de alguns compostos encontrados na cuticula de Camponotus japonicus (Mayr 1866),
mas em um ambiente de clima temperado.

Quando os dados das duas estagdes foram comparados, a variabilidade s6 foi
considerada significativa na estacdo quente e umida (Fig. 2). Isso provavelmente se deve
ao fato de que as formigas tinham melhores condi¢cdes de forrageamento e, portanto,
estavam mais expostas as variagdes climaticas. Um dos maiores desafios para organismos
vivos, especialmente ectotérmicos como os insetos, ¢ lidar com o risco de desidratagao,
que se intensifica sob condig¢des de temperaturas mais altas e/ou baixa umidade relativa
(Menzel et al. 2018; Whyte et al. 2023). Esse problema pode ser agravado pelas mudancas
climaticas caracterizadas por temperaturas cada vez mais altas e padrdes de precipitacdo
irregulares (Menzel et al. 2018; Shivanna 2022). Variagdes sazonais de temperatura,
precipitacdo e umidade impdem pressdo seletiva adicional sobre os perfis de
hidrocarbonetos dos insetos (Menzel et al. 2017), uma vez que os insetos precisam ajustar
constantemente a composi¢do da cuticula para lidar com mudancas ambientais (Menzel
et al. 2018; Sprenger et al. 2018; Baumgart et al. 2022).
Tais variacdes temporais podem ser vistas com mais detalhes ao comparar as propor¢des
das classes entre os meses (Fig. 3). Por exemplo, os alcanos ramificados foram tanto mais
numerosos (Fig. 1) quanto mais abundantes (Fig. 3) na maioria dos meses de amostragem.
Uma possivel explicagdo para a predominancia de compostos ramificados nas amostras
de A. laevigata pode pelas colonias populosas deste género, exigindo o uso de compostos
desta classe para fins de comunicagdao (Martin e Drijthout 2009). Embora cada classe de
compostos seja geralmente associada principalmente a uma fungao especifica, o que pode
explicar a predominancia de uma classe sobre as outras, deve-se observar que esses

compostos podem ter multiplas fungdes. Portanto, a predominancia proporcional de uma
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classe sobre as outras, sob condigdes especificas, pode estar ligada a plasticidade dos
compostos (Menzel et al. 2019; Blomquist e Ginzel 2021; Wittke et al. 2022).

Embora os alcanos ramificados tenham predominado na maioria dos meses, os
alcenos apresentaram as maiores proporcdes relativas nos meses de setembro e outubro.
De acordo com Schneider e Silva (2012), a estacao chuvosa na regido de estudo comega
em setembro. Embora a influéncia da precipitacao na composicao do perfil de HCs ainda
ndo seja totalmente compreendida, varios estudos demonstraram correlagdes positivas
(van Wilgenberg et al. 2011; Menzel et al. 2017) ou negativas (Buellesbach et al. 2018)
entre a precipitagdo e as propor¢des de compostos insaturados na cuticula das formigas.

As analises mostraram que alcenos, alcadienos € monometil alcanos apresentaram
variabilidade sazonal significativa (Fig. 3). Alcadienos e monometil alcanos foram mais
abundantes na estagdo quente e umida, enquanto alcenos predominaram na estagao fria e
seca (Fig. 3). No entanto, a analise random forest (Tabela 1) destacou apenas 5 compostos
como mais importantes para a distingao sazonal.

Um dos compostos selecionados pela andlise de floresta randdmica para
caracterizar a estacdo fria e seca foi o x-Nonacoseno (Tabela 1), que foi um dos
compostos que ocorreram exclusivamente nessa estacao (Tabela 1 do item suplementar).
A presenca de certos compostos insaturados exclusivamente na estagao fria e seca pode
estar relacionada as temperaturas mais baixas, que permitiram que esses hidrocarbonetos
de baixo ponto de fusdo permanecessem na cuticula (Gibbs 1998; Sprenger e Menzel
2020). Outro ponto importante ¢ que as atividades de forrageamento das formigas-
cortadeiras sdo menos intensas na estagao fria, especialmente em dias com temperaturas
mais baixas (Nickele et al. 2016; Ramirez-Olier et al. 2022), o que pode ter contribuido
para uma maior presenca desses compostos na cuticula.

A andlise de floresta randomica também destacou compostos da classe dos
monometil alcanos como determinantes para a discriminagdo da estacdo quente e umida:
9-Metilhenicosano (em todas as colonias), 2-Metiltriacontano (especificamente na
colonia D) e 7-,11-Metilhenicosano (nas colonias A, B e C) (Tabela 1). Como mostrado
na Tabela 1 (do item suplementar), a propor¢ao relativa desses compostos aumentou na
estacdo quente e umida em comparagdo com a estagao fria e seca. Além disso, ao contrario
dos alcanos lineares, os monometil alcanos variaram significativamente entre as estagdes,
com maior propor¢ao na estagao quente e umida (Fig. 3B). Aumentos da propor¢ao de
alcanos lineares sdo geralmente associados a resisténcia a dessecagdo sob condicdes de

alta temperatura ou baixa umidade (Wagner et al. 2001; Duarte et al. 2019; Michelutti et
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al. 2018; Sprenger et al. 2018). No entanto, reconhece-se que os monometil alcanos
também podem desempenhar um papel crucial na prevencao da dessecacao da cuticula
(Sprenger e Menzel 2020; Sprenger et al. 2021a), o que poderia explicar os resultados
observados. Considerando os pontos de fusdo dos hidrocarbonetos cuticulares, a posi¢ao
do grupo metil pode influenciar significativamente a capacidade da molécula de prevenir
a dessecagdo, sendo que HCs com multiplos grupos metil sd3o menos eficazes como
barreiras protetoras (Gibbs 1998, 2002; Gibbs e Pomonis 1995). E possivel que um maior
investimento em monometil alcanos possa ter ocorrido porque essa classe nao apenas
contribui efetivamente para a resisténcia a dessecacao (Baumgart et al. 2022), mas
também fornece pistas de reconhecimento colonial, ja que, na estacdo quente e imida, ha
aumentos tanto no niumero populacional quanto na demanda por tarefas na colonia, com
um aumento geral das interagdes sociais (Viana et al. 2004). No entanto, também ¢
necessario levar em consideracao as caracteristicas multifuncionais dos hidrocarbonetos
cuticulares (Menzel et al. 2019).

Outro composto destacado pela andlise de floresta randomica foi o x,y-
Pentacosadieno, um alcadieno, que apresentou uma proporg¢ao relativa significativamente
maior na estagdo quente ¢ imida em comparagao com a estacao fria e seca. No entanto,
os alcadienos sdo geralmente menos comuns nas cuticulas dos insetos e sua fun¢do ainda
nao ¢ totalmente compreendida (Drifjhout et al. 2009; Martin e Drifjhout 2009). Embora
esses compostos sejam principalmente reconhecidos por sua acdo como feromodnios
sexuais em insetos solitarios (Ferveur 1997; Mazomenos et al. 2004) e insetos sociais
(Ghaninia et al. 2018), eles também podem fornecer pistas de reconhecimento colonial
em formigas (Martin et al. 2008). Além disso, de acordo com Menzel et al. (2017), os
alcadienos sdo mais comuns em espécies que habitam climas imidos, o que corrobora os
presentes resultados, uma vez que o x,y-Pentacosadieno foi mais abundante na estacao
quente e umida, especialmente nos meses de fevereiro e marco. A literatura também
sugere que compostos insaturados, como os alcadienos, podem ser eficazes na prevencao
da perda de dgua corporal, com a resisténcia a dessecagdo sendo associada ao aumento da
proporcao dessa classe na cuticula (Woodrow et al. 2000; Foley e Scott 2011; Ferveur et
al. 2018; Buellesbach et al. 2018). Por exemplo, fémeas de Drosophila melanogaster
(Meigen 1830) com maiores propor¢des de alcadienos mostraram maior resisténcia a
dessecagdo (Foley e Scott 2011). Resultado semelhante também foi reportado para a

mesma espécie por Ferveur et al. (2018).
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Na estagao quente e imida, houve maiores proporcoes relativas de compostos com
mais de 30 carbonos (Fig. 4). Além disso, cinco dos compostos exclusivos dessa estagcao
tinham mais de 30 carbonos (Dotriacontano, 13-Metiltritriacontano, 9-
Metiltritriacontano, 3-Metiltritriacontano e Pentatriacontano). Nesse sentido, o tamanho
da cadeia ¢ um fator importante na protecdo da cuticula contra a dessecacao, uma vez que
hidrocarbonetos com maior niimero de carbonos também possuem pontos de fusao mais
altos, independentemente das quantidades de grupos metil ou ligagdes duplas nas
moléculas (Gibbs e Pomonis 1995; Gibbs 1998; Sprenger et al. 2021a). Assim, sua
presenca resulta em menor perda de agua, o que ¢ muito importante para os insetos
durante condicdes de calor (Gibbs 1998). Isso foi bem documentado por Duarte et al.
(2019), que demonstraram que hidrocarbonetos com mais de 20 carbonos aumentaram
em abundancia quando as espécies Atta sexdens, Odontomachus bauri ¢ Ectatomma
brunneum foram submetidas a regimes de temperatura acima de 30 °C. Por outro lado,
compostos de cadeia mais curta, que sao menos resistentes a altas temperaturas, podem
ser mais prevalentes sob condi¢des de temperaturas mais baixas (Gibbs 1998; Blomquist
e Bagneres 2010; Menzel et al. 2019; Sprenger ¢ Menzel 2020), como indicado pelos
resultados obtidos neste estudo.

Outro fator responsdvel pela variagdo na composicdo cuticular ¢ a dieta
(Buczkowski et al. 2005; Blomquist e Ginzel 2021; van Wilgenburg et al. 2022),
especialmente em formigas-cortadeiras (Richard et al. 2004; Valadares et al. 2015). No
entanto, no presente estudo, os resultados mostraram que, embora houvesse variagao entre
as colonias nas proporcoes dos tipos de recurso coletados (Fig. 5), de forma geral, houve
coleta mais frequente de folhas frescas ou secas, o que pode explicar a auséncia de
diferengas sazonais significativas na coleta de recursos. Portanto, para esta espécie, como
nao houve variacdo sazonal significativa na acumulagdo de recursos, as mudangas nas
condicdes climdticas entre as estacdes pareceram ser mais importantes para impulsionar
as mudangas na composi¢do cuticular. Isso pode ter sido acentuado pelas mudancas
intensas e subitas que ocorreram em curtos periodos, devido as condig¢des climaticas

atuais.

CONCLUSOES
O perfil cuticular da formiga-cortadeira Atta laevigata variou entre colonias, bem
como ao longo dos meses e entre estagdes, especialmente durante a estagdo quente e

umida, quando a atividade de forrageamento foi mais intensa e as temperaturas foram
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mais altas, confirmando a hipotese inicial adotada neste estudo. Os compostos
identificados na cuticula desta espécie de formiga foram alcanos ramificados, compostos
insaturados e alcanos lineares, nessa ordem de importancia, com base no numero de
COmpostos.

Os resultados mostraram que apenas os hidrocarbonetos das classes monometil
alcano, alcadieno e alceno variaram significativamente entre as estagdes. Monometil
alcanos e alcadienos foram mais abundantes na estagdo quente e umida, enquanto alcenos
foram mais abundantes na estacdo fria e seca. As analises indicaram que estes foram os
compostos mais importantes para diferenciar as composi¢des cuticulares nas duas
estacdes. Portanto, os achados langam luz sobre a dinamica da produgdo de compostos
cuticulares em resposta a variagdo ambiental, ressaltando a necessidade de mais

pesquisas, dada a escassez de estudos nesta area.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela S1. Média e desvio-padrao (média = DP) das proporg¢des relativas dos compostos cuticulares identificados em A. laevigata nas duas estagdes. (¥) Compostos
identificados com padrdo auténtico. (F) Compostos que ocorreram exclusivamente na estagéo fria e seca. (Q) Compostos que ocorreram exclusivamente na estacdo quente e
umida. (ND) Pico ndo detectado.

Estacdo fria e seca Estacdo quente e umida
Compostos Col A Col B Col C ColD Col A Col B Col C ColD
Alcanos lineares
Eicosano* Q ND ND ND ND 1.16£2.65 ND 0.70+2.01 ND
Heneicosano* 0.88+1.28 1.22+1.19 0.80+1.81 1.35£1.47 0.84+2.05 1.76+2.39 1.49+4.08 ND
Docosano* 1.04+1.30 0.50+0.59 1.01£0.97 0.57+0.64 ND 0.09+0.42 0.21+0.83 ND
Tricosano* 1.65+1.60 0.99+0.99 1.32+1.24 0.40+0.60 0.93+1.09 0.61+1.17 0.37+0.67 ND
Tetracosano* 1.33+1.89 0.76+0.92 1.31+1.27 0.77+0.85 0.94+2.51 ND ND ND
Pentacosano* 2.89+2.70 2.66+2.54 2.82+3.09 2.06£1.78 1.91£2.01 1.32+1.60 3.13+2.44 1.56+1.38
Hexacosano* 1.80+£2.08 0.76+1.15 1.23+1.62 1.67+£2.10 1.53+1.72 1.23+1.55 2.37+1.84 1.16+1.30
Heptacosano* 6.70+5.36 9.49+6.19 9.72+7.93 9.42+8.60 2.64+2.03 2.09+1.85 4.21£2.09 1.92+1.71
Octacosano* 0.81+1.37 1.10£2.71 1.11£2.58 1.18+2.73 1.93+1.44 1.55+£2.37 0.42+0.77 1.34+1.54
Nonacosano* 1.68+2.18 3.10+1.55 2.54+1.60 2.68+1.58 5.05+6.96 7.79+13.44 4.51£6.76 ND
Triacontano* 2.29+2.33 3.75+2.17 2.74+1.58 3.86+2.82 3.55+5.20 0.98+1.19 0.96+2.49 1.62+1.22
Hentriacontano™ 0.24+0.77 0.69+0.85 0.42+0.90 0.92+1.06 0.26+0.83 ND 0.53+1.01 ND
Dotriacontano* ? ND ND ND ND 0.54+0.99 0.50+0.89 0.2140.56 0.21£0.65
Tritriacontano* 0.22+0.52 0.60+1.66 ND ND 0.47+1.03 0.75+1.37 0.28+1.09 ND
Tetratriacontano* ND 0.16+0.53 ND ND ND ND 0.8+£2.86 ND
Pentatriacontano* @ ND ND ND ND ND ND 1.19+4.60 ND

Alcenos



x-Eicoseno 1.34+3.29 0.53+1.45 0.88+1.61 0.54+1.05 1.00£1.91 2.50+3.04 1.414£2.75 ND
x-Heneicoseno 0.66=1.22 ND 0.21+0.52 0.25+0.41 1.55£2.31 1.65£2.90 1.05£2.09 ND
x-Docoseno F 0.37+1.27 1.48+5.81 0.72+1.29 0.21%0.5 ND ND ND ND
Estagao fria e seca Estacdo quente e umida
Compostos Col A ColB Col C Col D Col A ColB Col C Col D
Alcenos
x-Tricoseno F 1.22+2.98 1.11£2.79 1.5443.60 0.83+1.92 ND ND ND ND
x-Tricoseno * 0.17+0.78 ND 0.23+0.87 ND ND ND ND ND
x-Tricoseno 0.27+£0.91 ND ND ND 1.484+2.82 2.08+4.46 1.4242.85 ND
x-Tetracoseno © 0.70+1.54 0.16+£0.38 0.58+1.63 ND ND ND ND ND
x-Tetracoseno 0.86+1.81 0.18+0.39 ND 0.23+0.34 0.18+0.46 ND ND ND
x-Tetracoseno 0.28+0.68 0.07+0.21 ND ND 2.2343.57 1.55+1.86 ND ND
x-Tetracoseno 0.99+1.72 0.88+2.22 0.22+0.72 0.16+0.53 ND 0.11+£0.36 ND ND
x-Pentacoseno 2.80+5.26 2.81+4.73 3.2546.02 2.96+5.04 3.86+6.14 2.68+4.30 ND ND
x-Pentacoseno 0.95+1.95 1.31£2.19 2.20+4.35 1.78+£3.10 0.68+1.21 0.49+0.77 ND ND
5-Pentacoseno* 3.04+2.47 3.68+2.57 3.6242.51 2.37+¢1.90 0.46+0.83 ND ND ND
x-Hexacoseno 2.02+1.59 1.72+1.86 1.63+2.14 0.87+1.11 1.56+1.74 2.76+4.71 1.66+£2.50 2.06+2.25
x-Hexacoseno 0.37+0.83 0.14+0.45 ND ND 1.71£2.75 0.8+1.75 ND ND
x-Heptacoseno F ND 0.16+0.49 0.06+0.32 ND ND ND ND ND
x-Heptacoseno 3.46+8.32 4.54+10.42 5.44+12.38 5.11%£11.75 3.62+7.05 3.59+8.91 ND ND
x-Nonacoseno F 3.04+2.83 2.91+2.07 2.49+1.75 2.13+1.77 ND ND ND ND
x-Nonacoseno 2.10+4.60 4.84+7.89 5.79+£8.28 5.30+7.17 2.10+3.38 3.00£5.59 0.88+1.73 0.19+0.40
Alcadienos
x.y-Tricosadieno 0.85+1.45 0.21£0.58 0.33+0.71 0.39+0.63 0.62+0.76 0.88+1.13 1.16+£1.48 0.56+0.77
x.y-Pentacosadieno 3.4243.71 1.62+0.95 2.2543.51 2.71£2.72 5.20+5.53 3.51+£3.08 7.94+6.46 9.52+3.70
x.y-Tritriacontadieno 0.63£1.22 0.62+1.06 0.65+1.47 0.22+0.58 1.41+2.28 2.99+5.80 0.35+0.67 2.4143.31
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Estagao fria e seca

Estacdo quente e umida

Compostos

7-;11-Methylheneicosano
2-Methyldocosano
9-;11-Methyltricosano
3-Methyltricosano
2-Methyltetracosano
11-Methylpentacosano
9-Methylpentacosano
5-Methylpentacosano*
2-Methylpentacosano
3-Methylpentacosano
2-Methylhexacosano
2-Methylheptacosano
3-Methylheptacosano
2-Methyloctosano
11-;13-;15-Methylnonacosano
2-Methylnonacosano
12-Methyltriacontano
9-;11-Methyltriacontano
2-Methyltriacontano
11-;13-;15-Methylhentriacontano
13-Methyltritriacontano®
9-Methyltritriacontano ©
5-Methyltritriacontano
3-Methyltritriacontano ©

Col A

0.66+1.27
1.60+2.94
0.46+0.78
0.28+0.72
8.40+7.05
2.48+2.54
1.37+1.37
1.97£1.85
2.11£2.59
ND
3.16+6.72
0.84+1.45
0.35+0.70
13.554+12.99
0.20+0.62
2.63£2.46
ND
0.15+0.45
7.13+£6.99
0.87+1.42
ND

ND
0.10+0.56
ND

Col B

0.93+£2.68
ND
0.45+0.50
0.39+0.60
7.24+4 81
2.56+2.56
0.60+0.73
1.92+1.36
2.70+2.81
0.12+0.54
0.32+0.66
0.16+0.43
0.13+0.35
15.10+10.47
ND
2.95+1.29
0.08+0.33
0.20+0.53
7.55+3.61
0.93+0.95
ND

ND
0.51£1.75
ND

Col C

0.96+1.36
0.12+0.57
0.26+0.62
0.74+0.88
9.02+6.97
2.12+2.57
0.74+1.47
1.72+1.45
2.93+4.23
ND
0.24+0.56
ND

ND
11.57£7.79
ND
3.89+1.62
0.224+0.57
ND
6.87+3.40
1.02+1.27
ND

ND

ND

ND

Col D

0.50+0.75
0.37+0.88
0.29+0.45
0.79+0.99
6.93+£6.90
1.91£1.93
0.94+1.06
1.77£1.14
1.55+2.23
0.44+0.90
4.8+10.26
1.41£2.94
0.11+0.37
13.8249.32
0.41£1.02
2.64+1.55
ND
0.69+1.15
8.29+4.02
1.23£1.23
ND

ND

ND

ND

Col A

10.86+20.40
2.62+2.84
0.51+0.61
0.76+1.42
1.05+1.93
0.40+0.83
0.71£1.34
0.82+1.59
0.49+0.89
0.43+0.77
12.10£12.51
2.03£2.12
ND
5.77£6.01
0.24+0.58
1.19£1.47
0.18+0.41
0.26+0.80
3.26+3.80
1.72+£3.95
0.50+1.65
ND
1.36+3.41
0.26+1.14

Col B

15.704+24.83
2.17£1.72
0.68+1.39
0.62+1.15
0.94+1.15
0.69+1.15
0.18+0.54
2.72+3.27
0.87+2.05
0.13+£0.41
8.62+10.43
2.28+3.51
0.66+1.64
7.04+7.38
0.07+0.31
0.81£1.59
ND
0.09+0.40
4.24+5.88
0.88+1.47
0.11+£0.48
ND

ND
0.18+0.64

Col C

8.38+15.02
4.21+3.32
ND
1.28+1.96
ND
0.06+0.24
ND
1.56+£2.28
ND

ND
16.95+12.95
1.80+2.67
1.62+2.38
10.24+7.39
0.20+0.60
0.39+0.72
0.17+0.45
0.22+0.61
3.68+3.20
1.03+£2.35
ND
0.75£1.76
2.00+4.70
1.47+4.49

Col D

ND
2.24+2.50
ND
1.08+1.39
0.09+0.29
ND

ND

ND

ND

ND
33.68+6.93
5.38+0.97
ND
15.71£3.86
0.63+£0.94
0.42+0.74
ND
0.66£1.16
11.80£7.31
0.87+1.13
ND

ND

ND

ND
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RESUMO - O fogo ¢ um fendmeno natural em ecossistemas terrestres e exerce um papel
evolutivo importante na estrutura e fun¢do desses ambientes, porém as mudangas
climaticas e acdes antrdpicas alteram a frequéncia e intensidade das queimadas. No
Pantanal, um bioma frequentemente impactado por incéndios, as queimadas recorrentes
modificam as condi¢des microclimaticas e reduzem a cobertura vegetal, aumentando a
exposicao de insetos a extremos de temperatura e umidade relativa do ar, além de afetar
a disponibilidade de recursos. Dentre os mecanismos fisioldgicos que contribuem para a
adaptacao de insetos ao ambiente, os hidrocarbonetos cuticulares (HCs) desempenham
papel essencial na protecdo contra a dessecagdo e na comunicagdo quimica durante suas
interagdes. No entanto, ainda se sabe pouco sobre como condi¢des geradas por incéndios
podem influenciar a composicao dos HCs em formigas. Portanto, o objetivo deste estudo
foi testar a hipdtese de que formigas que forrageiam ou nidificam em dareas
frequentemente sujeitas a incéndios apresentam modificagdes na composi¢do da cuticula
para se adequar a essas condigdes. Para investigar essa questdo, analisamos o perfil
quimico de seis espécies de formigas coletadas em 4areas com diferentes historicos de
incéndios, classificadas como alta e baixa frequéncia de fogo. Nossos resultados
revelaram alteragdes qualitativas e quantitativas nos perfis cuticulares das espécies de

formigas que ocorrem em areas de diferentes historicos de incéndio, com maior teor de
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alcanos lineares e compostos de cadeia longa ocorrendo naquelas que nidificam e
forrageiam em areas com alta frequéncia, enquanto compostos ramificados e alcenos
foram mais abundantes naquelas que ocorrem em areas com menor frequéncia de
incéndio. Embora nem todas as espécies tenham respondido da mesma forma,
observamos padroes consistentes de adaptacao quimica em pelo menos trés delas. Essas
alteragdes indicam que a composi¢do da cuticula pode ser modulada pelas condi¢des
ambientais impostas pelo fogo, funcionando como mecanismo adaptativo para mitigar a

perda de 4gua em ambientes mais secos, comprovando, portanto, nossa hipotese.

PALAVRAS-CHAVE: Formicidae, Comunicagdo Quimica, Frequéncia de incéndio,
Adaptagao fisiologica

INTRODUCAO

O fogo ¢ um distirbio presente nos ecossistemas terrestres (Pausas e Keeley
2009), sendo considerado uma importante forca evolutiva (Bond e Keeley 2005), que
altera a estrutura e funcao dos ecossistemas (White e Pickett 1985), causando a
diminui¢ao/perda da biomassa, principalmente de espécies vegetais (Mouillot ¢ Field
2005), podendo levar ao inicio do processo de sucessao ecologica, beneficiando espécies
de estagios iniciais ou tolerantes a estresse (Grime 1977). As alteracdes ambientais
causadas pelo fogo dependem de fatores como a frequéncia (Costa e Rodrigues 2015;
Harris et al. 2018) e intensidade em que esses eventos ocorrem (Zavala et al. 2014; Costa
e Rodrigues et al. 2015) e o tipo de ecossistema (Myers 2006).

Apesar dos efeitos, o fogo ¢ um disturbio natural, sendo que alguns ecossistemas
terrestres apresentam adaptagdes evolutivas para resistirem e até se beneficiarem do fogo
(Hardesty et al. 2005; Myers 2006), porém as mudangas climaticas e agdes antropicas
alteram a frequéncia e intensidade das queimadas (Amiro et al. 2001; Flannigan et al.
2009) podendo mudar a dindmica natural desses ecossistemas e suas relagdes com as
queimadas. Altera¢des climaticas, como a diminui¢@o severa da precipitagdo e umidade
do solo, juntamente com o aumento da temperatura, podem levar a condi¢des para o
surgimento de mega incéndios (Marques et al. 2021), como os que ocorreram no Pantanal
em 2020, quando este bioma teve recordes historicos de focos de incéndio e areas
devastadas pelo fogo (Libonati et al. 2020; Marques et al. 2021; Arrua et al. 2023).

Quando o fogo ocorre de forma natural, algumas espécies podem estar adaptadas

e até¢ se beneficiam desse fendmeno (Cardoso et al. 2003), no entanto, queimadas
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frequentes causam impactos negativos, principalmente pela reducao da diversidade local
(Pausas e Parr 2018; Libonati et al. 2020), causada principalmente pela mortalidade direta
de individuos (Vasconcelos et al. 2017) e por alteragdes na estrutura da vegetagao local.
No caso das formigas, em particular, os efeitos do fogo sdo variados, e elas podem
responder de diferentes maneiras (Arruda et al. 2022). O fogo pode causar efeitos
negativos, como a morte direta de colonias (Vasconcelos et al. 2017; Pausas e Parr 2018),
com mudancas marcantes na abundancia de grupos funcionais, que ocorrem por
alteracdes na vegetacao e/ou alteragdes em recursos (Parr e Andersen 2008; Vasconcelos
et al. 2008, 2017; Paolucci et al. 2017). Contudo, outros efeitos também foram relatados,
como o observado por Arruda et al. (2022), que encontraram um aumento na riqueza de
espécies de formigas em areas de incéndios recentes. Isso ocorre pois, em um ambiente
simplificado pelo fogo e com escassez de recursos, as formigas intensificam suas
atividades de forrageamento (Parr et al. 2007), o que faz com que percorram maiores
distancias para obtencdo de recurso (Sanders e Gordon 2002). No geral, espécies
especialistas adaptadas a florestas sofrem com um efeito negativo, e espécies generalistas
de areas abertas podem obter um efeito positivo (Vasconcelos et al. 2017).

Estudos como o de Anjos et al. (2017) mostraram que o fogo pode exercer efeitos
positivos sobre as comunidades de formigas, especialmente as formigas terrestres. Em
areas de campo rupestre, observou-se que o fogo promoveu aumento na riqueza e
abundancia média de espécies de formigas no solo, além de alteragdes significativas na
composicdo dessas comunidades ao longo do tempo. Esses efeitos positivos estdo
associados a mudancas estruturais no ambiente, como a reducdo da serrapilheira e da
vegetacao rasteira, o que facilita o deslocamento das formigas e amplia suas areas de
forrageamento. Além disso, o fogo pode aumentar a disponibilidade de recursos
alimentares importantes, como néctar de nectérios extraflorais, tornando a area queimada
mais atrativa para espécies generalistas ou oportunistas (Lopes € Vasconcelos 2011).

No entanto, as alteragdes de habitat causados pelo fogo, principalmente a
formacao de 4reas abertas, expde as formigas a maiores variagdes ambientais e desafios
adaptativos (Ribas e Schoereder 2007; Tomas et al. 2009). Os mecanismos que permitem
essa adaptagdo, especialmente os fisiologicos, ainda sao pouco compreendidos (Pausas e
Parr 2018). Um dos mecanismos fisiologicos mais estudados em insetos, especialmente
em formigas, sdo os hidrocarbonetos cuticulares (HCs) (Sprenger e Menzel 2020). Os
hidrocarbonetos cuticulares sdo compostos presentes na epicuticula dos insetos, e

evoluiram como uma barreira protetora, tanto contra a perda de dgua do corpo para o
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ambiente quanto para impedir a entrada de microrganismos na cuticula (Menzel et al.
2017). Contudo, ao longo da evolucao, esses compostos foram cooptados para fungdes
adicionais, como pistas quimicas para o reconhecimento intraespecifico (Blomquist e
Bagneres 2010; Menzel et al. 2019; Baumgart et al. 2022).

A cuticula dos insetos ¢ composta por uma complexa mistura de hidrocarbonetos
de diferentes tipos, como alcanos lineares, alcanos ramificados, alcenos e alcadienos
(Blomquist e Ginzel 2021). Cada uma dessas classes possui propriedades biofisicas
distintas. Os alcanos lineares, por exemplo, devido a sua natureza viscosa, tém um alto
ponto de fusdo, tornando-os ideais para a impermeabilizagdo da cuticula (Sprenger e
Menzel 2020; Sprenger et al. 2021a). Em contraste, a presenca de grupos metil e duplas
ligacdes em outros tipos de hidrocarbonetos confere fluidez a cuticula, o que € essencial
para o reconhecimento colonial (Gibbs e Pomonis 1995; Mazomenos et al. 2004; Beros
et al. 2017; Sprenger et al. 2021a).

A composi¢ao destes compostos € influenciada tanto por fatores genéticos (Khidr
et al. 2013; Martin et al. 2013; Sprenger et al. 2021b; Blight et al. 2021), quanto
ambientais (Khidr et al. 2013; Menzel et al. 2017; Lima et al. 2025a,b) que desempenham
papel importante na determinagao de quais classes de HCs serdo mais predominantes na
cuticula. Neste sentido, fatores fisicos como temperatura e umidade relativa do ar
impostos pelas condigdes climaticas (Menzel et al. 2018; Buellesbach et al. 2018; Lima
et al. 2025b), podem influenciar significativamente a composi¢do desses compostos.

Menzel et al. (2018), por exemplo, sugerem que formigas de climas timidos
tendem a ter uma cuticula mais permedvel, contendo mais alcanos ramificados, como di
e trimetil alcanos, enquanto espécies de climas secos apresentam uma predominancia de
alcanos lineares e monometil alcanos, que sdo mais viscosos e ajudam a evitar a
dessecacdo (Menzel et al. 2017, 2018). De maneira geral, em condi¢des de altas
temperaturas e/ou baixa umidade, a cuticula desses insetos tende a produzir mais alcanos
lineares, tanto em termos de nimero (Michelutti et al. 2018; Duarte et al. 2019) quanto
em teor (Wagner et al. 2001; Michelutti et al. 2018; Santos-Junior et al. 2022; Duarte et
al. 2019).

Outro aspecto importante dos HCs ¢ o tamanho da cadeia, quanto maior o
tamanho, melhor ¢ sua capacidade impermeabilizadora, independente da classe (Gibbs e
Pomonis 1995) e nesse sentido, os insetos podem produzir em sua cuticula HCs de cadeia
mais longa quando ocorrem em ambientes que predominam situagdes de alta temperatura

e ou baixa umidade relativa do ar (Duarte et al. 2019; Lima et al. 2025b).
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A dieta também ¢ um fator ambiental de grande importancia para a composi¢ao
dos HCs, com estudos mostrando que a composigao cuticular pode mudar em fun¢ao dos
recursos consumidos, o que, por sua vez, pode afetar o reconhecimento colonial (Liang e

Silverman 2000; Richard et al. 2004; Valadares et al. 2015; van Wilgenburg 2022). O
fogo exerce uma pressdo seletiva na sobrevivéncia dos insetos, os incéndios em
ecossistemas naturais, como o Pantanal, provocam mudancas significativas no ambiente
que podem afetar profundamente as populagdes locais (Libonati et al. 2020). Queimadas
recorrentes levam a perda de cobertura vegetal, o que ndo apenas expde mais os insetos a

condigdes extremas de temperatura e umidade, mas também reduz significativamente a
disponibilidade de recursos essenciais, como alimento e locais de nidificacao (Calcaterra
et al. 2014). Além disso, a alteragdo nas condigdes microclimaticas, como maior
incidéncia de luz solar, maior variagdo térmica ¢ menor retencao de umidade no solo,
pode impactar diretamente a fisiologia e comportamento dos insetos (Tomas et al. 2009).
Ainda se sabe muito pouco sobre os efeitos dessas mudangas ambientais nos perfis

de hidrocarbonetos cuticulares dos insetos, compostos essenciais para a protecao da
cuticula da dessecagdo e para a comunicagdo quimica. Até o momento, nenhum estudo
foi conduzido especificamente com formigas no Pantanal, um bioma frequentemente
afetado por incéndios. Este estudo, portanto, teve como objetivo testar a hipotese de que
formigas que forrageiam ou nidificam em éreas frequentemente sujeitas a incéndios
apresentam modificagdes na composicdo da cuticula para se adequar a essas condigdes.
Para responder a nossa hipotese, analisamos o perfil quimico de espécies de formigas

provenientes de areas com diferentes historicos de incéndio.

MATERIAL E METODOS

Area de estudo

As coletas foram realizadas na Terra Indigena Kadiwéu (20°37" S, 57°03" W),
localizada no municipio de Porto Murtinho, no estado de Mato Grosso do Sul, regido
centro-oeste do Brasil. O territorio possui 540 hectares inseridos na zona de transi¢ao dos
biomas Cerrado e Pantanal. Possui uma vegetacao heterogénea, compostas por mosaicos
de areas de formacdo florestal compostos por cerraddo, mata de galeria, floresta
estacional, e formagdes abertas de campos inundéaveis e campos de gramineas (Oliveira

et al. 2022; Ferreira et al. 2024).

Frequéncia de focos de incéndios
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Para determinar a frequéncia de focos de incéndio, as areas de estudo foram
mapeadas por meio do histérico de eventos de fogo ocorridos durante o periodo de 2001
a2021 (Oliveira et al. 2022), utilizando os dados de cicatriz de fogo do Instituto Nacional
de Pesquisas Espaciais (BDQueimadas, INPE, 2020). Com esses dados conseguimos
obter os niimeros de eventos de queimadas ao longo desses 21 anos, e assim classificar
as areas de acordo com as frequéncias de fogo: éreas de baixa frequéncia de incéndio,
que tiveram 7 ou menos eventos de eventos de incéndio, e areas de alta frequéncia de
incéndio, que apresentaram 8 ou mais eventos de incéndio. Para esse estudo selecionamos
seis areas que apresentaram baixa frequéncia de incéndio (LF) e onze areas de alta

frequéncia de incéndio (HF) (Fig. 1).

e Sample areas

Fire frequency

Figura 1 Mapa da area de estudo no municipio de Porto Murtinho, destacando a
frequéncia de incéndios e os pontos amostrados. A escala de cores representa a frequéncia
de fogo, entre os anos de 2001 a 2021, variando de 0 (areas sem registro de incéndio) a
18 (4reas com maior recorréncia de incéndios). Os pontos em marrom indicam as areas

de coleta de dados.

Coleta de formigas

A coleta foi realizada em fevereiro de 2021. Em cada local selecionado, dividimos
a area em cinco parcelas de 50 m?. As parcelas foram dispostas de forma sistematica, com
uma distancia de 10 metros entre elas para garantir a amostragem representativa da area.

Em cada parcela, foram instaladas duas armadilhas do tipo pitfall a uma distancia

de 20 metros uma da outra, totalizando dez armadilhas por area. Cada armadilha consistiu
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em um recipiente plastico com aproximadamente 120 mm de didmetro e 78 mm de altura,
preenchido com uma solucdo de agua, alcool e detergente para facilitar a retencao dos
insetos. As armadilhas permaneceram em campo por um periodo de 48 horas antes de
serem removidas e analisadas.

Ap0s a coleta em campo, as formigas capturadas foram levadas ao laboratorio e
armazenadas em etanol 90% no freezer até o processo de extragdo dos hidrocarbonetos.
O fato de as amostras terem passado por etanol nas armadilhas, de acordo com o estudo
de Cunha et al. (2021) ndo é um problema para extragdo de HCs. Em laboratorio, as
formigas foram identificadas a nivel de espécie por meio dos estudos de Kugler Brown
(1982), Dias e Lattke (2021), Cuezzo e Guerrero (2019) e Johnson (2021). Foram
escolhidas para testar nossa hipdtese as espécies Dinoponera grandis (Guérin-Méneville
1838), Dorymyrmex goeldii (Forel 1904), Ectatomma brunneum (Smith 1858),
Ectatomma opaciventre (Roger 1861), Ectatomma planidens (Borgmeier 1939) e
Pogonomyrmex naelegii (Forel 1878) porque foram as mais abundantes e de ocorréncia

nas duas areas com diferentes historicos de incéndio.

Analise Quimica

De cada espécie foram realizados 20 extratos, 10 para amostras de formigas que
foram coletadas na é4rea de alta frequéncia de focos de incéndio e 10 para de areas com
baixa frequéncia, totalizando 120 amostras. Os extratos foram preparados por meio da
imersdo das operarias em 2 mL Hexano (Grau HPLC) durante 10 minutos (Richard et al.
2004, 2007). Cada extrato continha uma unica formiga, com exce¢do dos individuos da
espécie D. goeldii, que devido ao tamanho relativamente menor, para cada extrato foram
somadas cinco operarias, com o objetivo de obter-se uma leitura de melhor qualidade.

As amostras foram analisadas por meio de um Cromatdgrafo a Gas (GC-2010
Plus, Shimadzu, Kyoto, Japao) acoplado a um espectrometro de massa (GC-MS Ultra
2010, Shimadzu, Kyoto, Japao), usando uma coluna capilar de silica fundida DB-5 (J e
W, Folsom, Califérnia, EUA) revestido com fenil-dimetilpolissiloxano a 5% (30 m de
comprimento x 0,25 de didmetro x 0,25 de espessura de filme). As condi¢des de analise
foram as seguintes: volume de inje¢dao 1 uL. no modo sem divisdo; rampa de aquecimento
com temperatura inicial de 150°C, atingindo 300°C a uma taxa de 3°C min ' e
permanecendo na temperatura final por 10 min; e temperatura do injector de 220°C. As

temperaturas da linha de transferéncia e do detector foram de 300°C. Os parametros da

espectrometria de massa incluiram a varredura da ionizacao por impacto de elétrons com
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tensdo de MS de 70 eV, variando de 45 a 600 m/z, com 0,3 s de intervalo de varredura.
Os compostos quimicos de cada amostra foram identificados calculando o indice de
retengdo (Van den Dool and Kratz 1963), utilizando padrao de alcanos lineares (C7-Cao,
Sigma Aldrich com pureza > 90%) e mediante comparacdo com dados da literatura e da
biblioteca do espectro de massas NIST (National Institute of Standards and Technologies,

Mass Spectra Libraries).

Andlises Estatisticas

ApOs a obtengdo dos cromatogramas, transformamos as areas brutas dos picos em
proporcdes relativas. Utilizamos as areas relativas de todos os compostos, identificados e
ndo identificados, para avaliarmos se a composi¢ao quimica cuticular das operarias das
diferentes espécies variava entre as duas areas aqui estudadas, por meio de uma Analise
Multivariada de Variancia Permutacional (PERMANOVA) utilizando distancia de Bray-
Curtis e 9999 permutagdes para testar a significincia dos valores de pseudo-F
encontrados. Em seguida, os perfis cuticulares de formigas que variaram entre as areas de
alta e baixa frequéncia foram submetidas a uma Andlise de Correspondéncia
Destendenciada (DCA), com o objetivo de visualizar, por meio de gréaficos, a relagao dos
compostos cuticulares mais relacionados as areas de alta e baixa frequéncia de incéndios.
Essas andlises foram realizadas utilizando o software Past 3.20 (Hammer 2001).

Aplicamos o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney U para avaliar se os teores
das diferentes classes de hidrocarbonetos apresentaram diferencas significativas entre as
areas de alta e baixa frequéncia de incéndios. As analises foram realizadas com os valores
dos teores das seguintes classes: alcanos lineares, mono e dimetil alcanos e alcenos, para
cada uma das seis espécies. Essas andlises foram conduzidas no software Statistica 14

(Tibco 2020).

RESULTADOS

Foram encontrados, no total, 7 compostos na cuticula de D. grandis (C20-C33), 11
na de D. goeldii (C20-C33), 17 na de E. brunneum (C20-Csz4), 18 na de E. opaciventre (Cxo-
Cs2), 21 na de E. planidens (C20-C33) e 18 na de P. naelegii (C15-Cs2).

Nas amostras de D. grandis, 3 compostos sdo da classe dos alcanos lineares, 2
monometil alcanos e 2 alcenos; nas de D. goeldii, 5 compostos foram identificados como
alcanos lineares, 3 monometil alcanos, 1 dimetil alcano e 2 alcenos; nas de E. brunneum,

5 compostos sdo da classe dos alcanos lineares, 7 monometil alcanos, 2 dimetil alcanos e
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3 alcenos; nas amostras de E. opaciventre, 6 compostos sao alcanos lineares, 8 monometil
alcanos, 1 dimetil alcano e 4 alcenos; nas amostras de E. planidens, 7 sao alcanos lineares,
8 monometil alcanos, 2 dimetil alcanos e 3 alcenos. Por fim, nas amostras de P. naegelii,
6 compostos s3o alcanos lineares, 6 sio monometil alcanos, 2 dimetil alcanos e 4 sao
alcenos (Tabela 1 do item suplementar).

O numero de compostos nas amostras de todas as espécies diferiu entre as duas
areas. Nas amostras de todas as espécies encontramos em, ao menos um dos tipos de
ambientes, compostos exclusivos. Nas amostras de D. grandis, nao encontramos
compostos exclusivos na cuticula das operarias nas areas de alta frequéncia de incéndio,
mas encontramos trés nas amostras de operarias de areas de baixa frequéncia. Nas
amostras de D. goeldii, dois compostos sdo exclusivos das amostras de operarias das areas
de alta frequéncia de incéndio ¢ dois das de baixa frequéncia. Nas amostras de E.
brunneum, ndo ha composto exclusivo nas operarias da area de alta frequéncia de
incéndios, enquanto sete sdo exclusivos da area de baixa frequéncia. Nas amostras de E.
opaciventre, dois compostos sao exclusivos da area de alta frequéncia e trés nas de baixa
frequéncia de incéndio. Nas amostras de E. planidens, trés compostos sdo exclusivos da
area de alta frequéncia de incéndios e 13 sdo exclusivos das amostras de operarias de
areas de baixa frequéncia. Por fim, nas amostras de P. naegelii, trés compostos sao
exclusivos da area de alta frequéncia de incéndio, enquanto um ¢ exclusivo das amostras
de operarias de areas de baixa frequéncia. Os dados completos do perfil cuticular dos
compostos exclusivos por ambiente de todas as formigas podem ser visualizados na
Tabela 1.

De acordo com a analise de PERMANOVA, os perfis cuticulares das espécies D.
grandis (pseudo-F=19.5 p=0.0001), E. planidens (pseudo-F=6.993 p=0.0009) e P.
naegelii (pseudo-F=2.743 p=0.0372) variam significativamente de forma quantitativa
entre as duas areas com diferentes historicos de frequéncia de incéndios. Entretanto, ndo
encontramos diferencas significativas entre as amostras das espécies, D. goeldii (pseudo-
F=1.087 p=0.3828), E. brunneum (pseudo-F=1.493 p=0.1984) e E. opaciventre
(pseudoF=1.473 p=0.2152) entre as duas areas.

A anélise de DCA, das amostras de D. grandis (Fig. 2a), mostra que ha compostos
visivelmente mais relacionados a uma das areas em relacdao a outra. Nas amostras de E.
planidens (Fig. 2b) e P. naegelii (Fig. 2c) os resultados sdo similares, mas também ha
alguns compostos (no centro dos pontos de dispersdo) que se relacionam as amostras de

ambas as areas.
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Em termos gerais, nas trés espécies, os compostos com maior probabilidade de
ocorrerem nas areas de alta frequéncia sdo os alcanos lineares enquanto os alcanos

ramificados e alcenos com maior probabilidade de ocorréncia nas areas de baixa

frequéncia (Figura 2).
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Figura 2. Ordenacao DCA dos hidrocarbonetos cuticulares das espécies A) D. grandis,

B) E. planidens e C) P. naegelii em éareas de alta e baixa e frequéncia de incéndio. LF =
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Baixa Frequéncia; HF = Alta Frequéncia. A identificacdo completa dos compostos

encontra-se na Tabela 1 do item suplementar.

Tabela 1. Relagao dos compostos exclusivos das de Alta e Baixa frequéncia de incéndio

nas espécies de formigas: (X) significa presenga e (-) auséncia ou que composto nao

detectado.
Dinoponera grandis
Tempo de retengdo  Composto Indice Alta Baixa
(RT) calculado Frequéncia Frequéncia
Alcenos
20,355 x-Docoseno 2191 - X
Monometil alcanos
38,285 13-Metilnonacosane 2929 - X
46,355 13-;17-Metiltritriacontane 3323 - X
Dorymyrmex goeldii
Tempo de retengdo  Composto indice Alta Baixa
(RT) calculado Frequéncia Frequéncia
Alcanos lineares
37,592 Nonacosane 2900 - X
Monometil alcanos
38,285 13-Metilnonacosano 2929 - X
46,355 13-;17-Metiltritriacontano 3323 X -
Dimetil alcanos
42,442 x,y-Dimetilhentriacontano 3126 X -
Ectatomma brunneum
Tempo de retencdo  Composto indice Alta Baixa
(RT) calculado Frequéncia Frequéncia
Alcanos lineares
49,935 Tetratriacontano 3495 - X
Monometil alcanos
29,448 5-Metilpentacosano 2546 - X
36,638 2-Metiloctocosano 2854 - X
39,204 3-Metilnonacosano 2971 - X
45,045 2-Metildotriacontano 3256 - X
Dimetil alcanos
42,442 x,y-Dimetilhentriacontano 3126 - X
47,554 x,y-Dimetiltritriacontano 3386 - X
Ectatomma opaciventre
Tempo de retengdo  Composto Indice Alta Baixa
(RT) calculado Frequéncia Frequéncia
Alcanos lineares
20,481 Docosano 2200 X -
39,854 Triacontano 3000 X -
Monometil alcanos
39,204 3-Metilnonacosano 2971 - X
45,045 2-Metildotriacontano 3256 - X
Dimetil alcanos
42,442 x,y-Dimetilhentriacontano 3126 - X
Ectatomma planidens
Tempo de retengdo  Composto Indice Alta Baixa
(RT) calculado Frequéncia Frequéncia
Alcanos lineares
20,481 Docosane 2200 X -
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37,592 Nonacosane 2900 X -
X

41,855 Hentriacontane 3100 -
Monometil alcanos

16,761 2-Metileicosano 2063 - X
18,839 9-;11-Metillheneicosano 2135 - X
19,040 5-Metilheneicosano 2142 - X
26,524 8-Metiltetracosano 2428 - X
29,448 5-Metilpentacosano 2546 - X
30,081 3-Metilpentacosano 2572 - X
36,638 2-Metiloctocosano 2854 - X
45,045 2-Metildotriacontano 3256 - X
Dimetil alcanos

42,442 x,y-Dimetilhentriacontano 3126 - X
47,554 x,y-Dimetiltritriacontano 3386 - X
Alcenos

22,753 x-Tricoseno 2282 - X
39,613 x-Triaconteno 2995 - X
Pogonomyrmex naegelii

Tempo de retengdo  Composto Indice Alta Baixa
(RT) calculado Frequéncia Frequéncia
Alcanos lineares

20,481 Docosano 2200 - X
41,885 Hentriacontano 3100 X -
Monometil alcanos

19,040 5-Metilheneicosano 2142 X -
29,448 5-Metilpentacosano 2546 X -

Encontramos diferencas entre os teores dos compostos em pelo menos uma das
classes de HCs nas amostras de trés espécies entre os dois tipos de areas. Nas amostras
de D. grandis ha diferencas significativas na classe dos alcanos lineares (p<0.05), com
maiores teores desta classe em amostras de operdrias que ocorrem em areas de alta
frequéncia de incéndios e nos alcenos (p<0.05) com maior teor desta classe em operarias
de area de menor frequéncia de incéndios. Nas amostras de E. brunneum ha diferencas
significativas entre os compostos da classe dos alcenos (p<0.05), com maiores teores nas
amostras das cuticulas de formigas que ocorrem nas areas de alta frequéncia de incéndios.
Por fim, encontramos diferencas significativas entre as amostras de E. planidens nas
classes dos alcanos lineares (p<0.05), com maiores teores na cuticula de operarias
coletadas em areas com alta frequéncia e os monometil alcanos com maiores teores na
cuticula das operarias das areas de baixa frequéncia de incéndio (Fig. 3). Nao
encontramos diferencas significativas nos teores das classes de HCs entre as amostras de
D. goeldii (p>0.05), E. opaciventre (p>0.05), P. naelegii (p>0.05).

Nas areas de alta frequéncia de incéndio, encontramos mais teores de alcanos
lineares nas amostras das espécies D. grandis, D. goeldii, E. brunneum e E. planidens,
enquanto encontramos maiores teores de alcenos e os monometil alcanos nas amostras de

E. opaciventre e P. naegelii. Nas areas com baixa frequéncia de incéndio, os alcanos
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Proportion (%)

Proportion (%)

lineares foram a classe com maiores teores nas amostras de D. goeldii ¢ E. brunneum,

enquanto ha maiores teores de alcenos nas amostras de D. grandis e E. planidens e

maiores teores de monometil alcanos nas amostras de P. naegelii. Por fim, ha maiores

teores de alcanos lineares e alcenos nas amostras de E. opaciventre (Fig. 3).
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Figura 3. Proporcao relativa total e desvio padrio das classes de hidrocarbonetos

cuticulares das amostras da cuticula de espécies de formigas que ocorrem em areas de

alta (HF) e baixa frequéncia de incéndios (LF). Asteriscos indicam diferengas

significativas entre as areas verificadas pelo teste de Mann-Whitney (p<0.05).



De acordo com os resultados ha maiores teores de compostos de cadeia mais longa
em amostras de formigas que ocorrem em dareas com alta frequéncia de incéndio,
especialmente alcanos lineares (Fig. 4). Nas amostras de D. goeldii de areas com alta
frequéncia de incéndios ha presenca de compostos acima de 29 carbonos (sobretudo
monometil alcanos) que nao sao encontrados nas amostras de operarias em area de baixa
frequéncia de incéndios (Fig. 4). Nas amostras de E. brunneum encontramos maiores
teores de alcanos lineares de 27 e 29 carbonos nas areas onde ocorrem alta frequéncia de
incéndios, enquanto que nas areas de baixa frequéncia, ha maior predominancia de
hidrocarbonetos ramificados, principalmente monometil e dimetil alcanos com cadeias
acima de 30 carbonos (Fig. 4).

Um padrao semelhante ¢ observado nas amostras de E. opaciventre, nas quais sao
encontrados maiores teores de alcanos lineares de cadeia com 27 carbonos nas areas onde
ocorrem alta frequéncia de incéndios, enquanto que nas de baixa frequéncia sdo
encontrados alcanos ramificados com cadeia acima de 30 carbonos (Fig. 4). Nas amostras
da espécie E. planidens, também encontramos maiores teores de alcanos lineares de 29 e
31 carbonos nas areas onde ocorrem alta frequéncia de incéndio, ao passo que nas areas
de baixa predominam hidrocarbonetos ramificados, especialmente monometil alcanos,
com cadeias acima de 31 carbonos (Fig. 4). Nas amostras de P. naelegii, nas areas onde
ocorrem alta frequéncia de incéndios, encontramos maiores teores de alcanos lineares e
monometil alcanos acima de 29 carbonos (Fig. 4), os quais ndo sdo encontrados nas
amostras de formigas que ocorrem em 4reas com baixa frequéncia de incéndio. Nas
amostras da espécie D. grandis, embora as amostras de formigas que ocorrem em areas
de altas frequéncia de incéndios ndo terem compostos de cadeias relativamente mais
longas, apresentaram maiores teores de alcanos lineares com cadeias acima de 20

carbonos.
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Figura 4. Proporg¢do relativa total das classes de hidrocarbonetos e seus respectivos

tamanhos de cadeia nas espécies de formigas de alta e baixa frequéncia.
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tamanhos de cadeia nas espécies de formigas de alta e baixa frequéncia.

DISCUSSAO

Nossos resultados confirmam a hipdtese de que formigas que ocorrem em areas
frequentemente sujeitas a incéndios apresentam modifica¢do de sua composi¢do quimica
cuticular em fun¢do das condi¢des impostas por estes eventos. Entretanto, as espécies

podem adotar diferentes estratégias em funcao de sua biologia.
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De forma geral, nossos dados mostraram que os alcanos lineares foram a classe
de hidrocarbonetos com maiores teores em pelo menos uma das areas de coleta de quatro
das seis espécies analisadas (Fig. 3). Esse padrio pode estar relacionado as condigdes
ambientais do Pantanal, na qual os periodos de seca, acentuados pelos episodios de
incéndio (Vigano et al. 2018), podem favorecer a predominancia de alcanos lineares,
conferindo maior resisténcia a perda de agua e adaptacdo ao ambiente. De acordo com
Menzel et al. (2017), formigas de clima tmido tendem a possuir uma cuticula com
predominancia de hidrocarbonetos de fusdo precoce, como di ou trimetil alcanos, alcenos
ou alcadienos, enquanto formigas de clima seco apresentam uma cuticula mais rigida,
com maiores teores de alcanos lineares e monometil alcanos, o que corrobora nossos
resultados.

De acordo com a Tabela 1 (item suplementar), observamos que nos teores de
alguns compostos, o desvio padrao foi superior a propria média. Esse resultado indica
uma alta variabilidade entre as amostras, que possivelmente reflete a influéncia do fator
colonia, o qual ndo foi controlado neste estudo. Como o delineamento amostral
considerou apenas a origem dos individuos em relacdo as areas de alta e baixa frequéncia
de incéndio, sem garantir que todos os individuos fossem provenientes da mesma colonia,
¢ provavel que parte dessa variabilidade decorra da composi¢do quimica especifica de
cada coldnia.

Nossos resultados mostram que hé diferengas qualitativas entre as amostras de
todas as espécies coletadas nos dois tipos de areas, com compostos exclusivos ocorrendo
tanto em formigas de areas com alta frequéncia de incéndio, quanto de baixa frequéncia
(Tabela 1). Nas amostras da espécie D. goeldii os compostos x,y-Dimetilhentriacontano
e 13-;17-Metiltritriacontano sdo exclusivos das amostras de operarias que foram coletadas
em areas com alta frequéncia de incéndios. De forma similar o composto Triacontano
ocorre exclusivamente nas areas de alta frequéncia nas amostras de E. opavicentre, os
compostos Nonacosano e Hentriacontano, nas amostras de E. planidens € o composto
Hentriacontano nas amostras de P. naegelii.

De acordo com a Tabela 1, em geral, a maioria dos compostos exclusivos de
amostras de formigas que ocorrem em areas com alta frequéncia de incéndio sdo alcanos
lineares, como ¢ o caso das espécies E. opaciventre e E. planidens. Por outro lado, em
geral, compostos metilados e alcenos sdo exclusivos na cuticula de algumas espécies de
areas com menor frequéncia de incéndios, como ¢ o caso do composto x-Docoseno nas

amostras de D. grandis o composto 13-Methylnonacosano em D. goeldii € os compostos
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x-Tricoseno e x-Triaconteno nas amostras de E. planidens. Houveram casos, entretanto,
que ndo seguiram este padrao, como nas amostras D. goeldii, E. brunneum e P. naegelii,
nas quais os compostos exclusivos de amostras de areas com baixa frequéncia de incéndio
foram alcanos lineares (Nonacosano, Tetratriacontano e Docosano).

Esses padroes, indicam que a presenga ou auséncia de determinados
hidrocarbonetos pode refletir adaptacdes especificas ao ambiente, possivelmente ligadas
a mecanismos de tolerancia ao calor e controle da perda de dgua (Gibbs, 1995; Gibbs e
Pomonis, 1995; Duarte et al. 2019; Lima et al. 2025b). Essas adaptacdes podem ser
entendidas como respostas evolutivas a diferentes pressoes seletivas impostas pela
frequéncia de incéndios, enquanto alcanos lineares e compostos de cadeia longa, por
exemplo, sdo conhecidos por formar barreiras mais eficientes contra a perda de agua, o
que pode ser vantajoso em ambientes sujeitos a temperaturas elevadas e baixa umidade
apods incéndios (Gibbs e Pomonis 1995, Gibbs 2002; Menzel et al. 2017; Sprenger e
Menzel, 2020). Por outro lado, a presenca de metil-ramificagdes e alcenos em areas
menos impactadas pode estar relacionada a manutengdo de fungdes comunicativas mais
complexas, comuns em contextos de menor estresse ambiental (Menzel et al. 2017). Além
disso, a variabilidade entre as espécies sugere que essas respostas quimicas nao sao
uniformes, mas moduladas por caracteristicas fisioldgicas e ecoldgicas proprias de cada
espécie (Menzel et al. 2017; Michelutti et al. 2018; Duarte et al. 2019).

A analise de PERMANOVA revelou também que ha diferencas quantitativas
significativas nos perfis cuticulares das espécies D. grandis, E. planidens e P. naegelii
entre as areas de alta e baixa frequéncia de ocorréncia de incéndios. Além disto, a analise
DCA confirma que hd uma tendéncia geral: alcanos lineares apresentam maiores teores
nas areas com maior frequéncia de focos de incéndio, enquanto alcanos ramificados e
alcenos apresentaram, maiores teores nas areas de baixa frequéncia (Fig. 2). Esse
resultado reforca a hipotese de que formigas expostas a condigdes mais secas € quentes
priorizam a producdo de compostos que reduzem a perda de dgua (Menzel et al. 2017,
Duarte et al. 2019). Por outro lado, compostos ramificados e alcenos por conferirem maior
fluidez a cuticula desempenhando papel relevante na comunica¢do quimica sdo mais
frequentes em ambientes cuja temperatura e umidade relativa sdo mais amenos (Gibbs e
Pomonis 1995; Sprenger et al. 2018). Assim, a maior presenca deste tipo de compostos
em ambientes menos impactados pelo fogo pode refletir um equilibrio entre protegao

fisica e fun¢ao social.
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As amostras das espécies D. grandis, E. brunneum e P. naegelii apresentaram
diferencas significativas em pelo menos uma das classes de HCs. No geral, em operarias
de areas com alta frequéncia de incéndio, os teores de compostos da classe dos alcanos
lineares ¢ monometil alcanos sdo maiores do que as amostras das areas com baixa
frequéncia de incéndio, enquanto que o contrario ocorre entre os teores de alcanos
ramificados ou alcenos.

De fato, os teores de compostos das classes de HCs com diferentes pontos de fusao
podem aumentar ou diminuir na cuticula dependendo dos efeitos abidticos (Menzel et al.,
2017; Michelutti et al. 2018; Duarte et al. 2019; Baumgart et al., 2022; Santos-Junior et
al. 2022; Lima et al., 2025a, 2025b), dado bem suportado na literatura por meio de testes
que condicionaram insetos a diferentes regimes de temperatura em condigdes de
laboratério (Menzel et al. 2017; Michelutti et al. 2018; Sprenger et al. 2018; Duarte et al.,
2019; Baumgart et al. 2022; Santos-Junior et al. 2022). Neste sentido, os alcanos lineares
assim como os monometil alcanos podem ser eficazes para evitar a perda de agua
(Sprenger et al., 2021a; Baumgart et al. 2022; Lima et al. 2025b) e portanto, podem ser
expressados mais efetivamente em ambientes com maior frequéncia de incéndio, como
ocorrem em amostras de D. grandis e P. naegelii, por exemplo (Fig. 2 e Fig. 3), assim
como os alcenos e dimetil alcanos, por serem hidrocarbonetos de ponto de fusdo precoce
e importantes para o reconhecimento intraespecifico (Menzel et al. 2018) seriam mais
expressados em ambientes com menor frequéncia de incéndios como ocorre nas amostras
de D. grandis e E. planidens (Fig. 2 e Fig. 3), por exemplo.

Nossos resultados também mostram que, na cuticula de formigas que ocorrem em
areas de alta frequéncia de incéndio h4 uma tendencia de predominar alcanos lineares de
cadeia longa, enquanto nas areas de baixa frequéncia, ha tendencia de predominar
hidrocarbonetos ramificados, especialmente monometil e dimetil alcanos com cadeias
mais longas (Fig. 4). Nesse sentido, o tamanho da cadeia ¢ outro fator importante na
protecdo cuticular, pois, quanto maior o tamanho de um HC, maior sua capacidade como
barreira impermeabilizadora (Gibbs, 1995; Sprenger et al. 2021).

Os dimetil alcanos de cadeia longa podem estar associados a fungdes mais
refinadas de comunicacdo quimica, enquanto os monometil alcanos tendem a
desempenhar papel mais intermediario entre barreira e sinalizagdo (Gibbs 1995, 2002;
Menzel et al. 2017). Logo, a predominéncia de alcanos lineares e monometil alcanos de
cadeia longa nas areas de alta frequéncia pode refletir uma pressao seletiva voltada a

protecao contra perda de 4gua, enquanto os ambientes menos estressantes favorecem uma
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diversificacao funcional, incluindo sinais quimicos mais complexos. Apesar desses
padrdes, ha excegdes importantes, nas amostras de D. grandis, por exemplo, nao ha teores
elevados de compostos com cadeias muito longas, mesmo nas areas com alta frequencia
de focos de incéndios, embora, de forma geral compostos da classe de alcanos lineares
s30 que os apresentam maiores teores. Ja nas amostras de D. goeldii ha maiores teores de
monometil alcanos de cadeia longa nas areas de alta frequéncia, mas menores teores
desses compostos nas areas de baixa frequéncia.

Estes padrdes encontrados podem ser explicados porque a cuticula funciona como
um sistema bifasico, no qual a combinagao de hidrocarbonetos, variando em tamanho de
cadeia, grau de ramificagdo e saturagdo, permite manter uma viscosidade funcional,
garantindo tanto a estabilidade estrutural quanto a difusdo de compostos quimicos (Gibbs
1995, 2002; Gibbs e Pomonis 1995; Menzel et al. 2019). Isso ajuda a compreender por
que, mesmo em ambientes mais secos € quentes, podemos encontrar compostos de cadeia
longa, mas pertencentes a classe dos hidrocarbonetos ramificados como dimetil alcanos,
em algumas espécies nas areas de alta frequéncia de incéndio, ou ainda, a presenca de
alcenos em areas de alta frequéncia ou alcanos lineares nas de baixa frequéncia de
incéndio, como € o caso da espécie E. brunneum, que apresentaram maiores teores de
alcenos em areas de alta frequéncia de incéndio. A estabilidade fisico-quimica da cuticula
nao depende unicamente da presenga de compostos lineares e saturados, mas do equilibrio
da mistura como um todo, que pode combinar cadeias longas e ramificadas ou compostos
insaturados, desde que a configuragdo final mantenha as propriedades necessérias para
controlar a perda de 4dgua e, simultaneamente, preservar funcdes de reconhecimento e
comunicac¢do quimica (Menzel et al. 2019).

A maior presenga de compostos eficazes contra perda de agua, como alcanos
lineares, monometil alcanos ou HCs de cadeia longa diante das condi¢des ambientais
encontradas no Pantanal, ¢ de extrema relevancia pois, durante um episodio de incéndio,
a temperatura superficial do solo aumenta significativamente e, mesmo que a umidade do
solo possa minimizar tal efeito, as temperaturas durante um incéndio quase sempre
excedem 100 °C, podendo atingir até¢ 720 °C em periodos curtos (Gliessman, 2000). Além
disso, de acordo com Calcaterra et al. (2014) e Tomas et al. (2009), episodios frequentes
de incéndio podem simplificar a estrutura do habitat, removendo a biomassa acima do
solo, aumentando a temperatura e a exposi¢ao solar. Somado a isso, a simplificagdo do

ambiente por meio de queimadas pode alterar o microclima (Ribas e Schoereder, 2007),
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e a adaptacao de formigas a diferentes microclimas pode ser um dos fatores responsaveis
pela modificacdo da composic¢ao cuticular (Buellesbach et al., 2018; Lima et al. 2025a).

A simplificacdo do ambiente e a criagdo de microclimas podem, por exemplo,
expor as formigas a diferentes regimes de temperatura e umidade relativa do ar, sendo
esses um dos principais fatores que influenciam a composi¢do cuticular (Blomquist e
Ginzel, 2021) e em um cendrio da ocorréncia de altas temperaturas, para mitigar tais
efeitos, os insetos tendem a produzir hidrocarbonetos de alto ponto de fusdo, como
alcanos lineares ou HCs de cadeia longa, enquanto produzem menos alcanos ramificados
e alcenos (Wagner et al., 2001; Michelutti et al., 2018; Duarte et al., 2019). Nesse sentido,
isso explica a razao dos alcanos lineares serem encontrados em maiores teores na cuticula
de operarias de areas com maior frequéncia de incéndio, enquanto alcanos ramificados e
alcenos predominam nas areas de baixa frequéncia de incéndio, o que pode ser
interpretado como uma adaptagao fisioldgica para reduzir a perda de 4gua em ambientes
de alta temperatura e baixa umidade (Gibbs, 1995; Wagner et al. 2001).

As diferencas nas respostas também podem estar relacionadas a caracteristicas
bioldgicas especificas. Uma destas caracteristicas pode ser a estrutura do ninho, como sua
profundidade e a complexidade. Em formigas do género Dorymyrmex, por exemplo, os
ninhos tendem a ser mais profundos e complexos em relagdo ao nimero de camaras
(Tschinkel, 2015; O’Fallon et al., 2023) do que os de outras espécies analisadas neste
estudo, como € o caso de D. grandis (Paiva e Brandao, 1995), P. naegelii (Belchior et al.
2012) e espécies do género Ectatomma (Antonialli-Jr e Giannotti, 2001; Lapola et al.,
2003; Vieira e Antonialli-Jr, 2006) que constroem ninhos relativamente simples e pouco
profundos. Quanto maior a profundidade no solo, maior sua estabilidade térmica,
mantendo entdo, niveis mais estaveis de temperatura e umidade no interior do ninho
(Ibarra et al., 2024), o que contribuiria para a manuten¢do de perfis cuticulares mais
consistentes mesmo sob frequentes episodios de incéndios.

Além disso, diversos estudos apontam que formigas do género Dorymyrmex sdo
frequentemente encontradas em ambientes perturbados e apresentam preferéncia por
areas abertas e expostas, como aquelas afetadas por fogo ou agdo antropica (Hoffman e
Andersen, 2003; Graham et al., 2008; Pereda-Gomez et al. 2020), o que reforca que sdo
mais adaptadas a estas condi¢des adversas. Por exemplo, de acordo com Cuezzo e
Guerrero (2012), formigas do género Dorymyrmex geralmente nidificam em habitats

secos ou perturbados, muitas vezes em solos sem cobertura vegetal. E provavel que isto,
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faca com que a cuticula destas formigas tenha uma composi¢cdo mais estavel variando
menos entre os locais de alta ou baixa frequéncia de incéndio.

As amostras das cuticulas das espécies de E. brunneum e E. opociventre nao
variaram significativamente entre as duas areas estudadas, apesar de também construirem
ninhos superficiais, como ocorre geralmente nas demais espécies de Ectatomma
(Antonialli-Jr e Giannotti, 1997). Contudo, de acordo com a literatura estas duas espécies
sdo comumente encontradas em ambientes abertos e secos como cerrado ou savana,
forrageando sempre em lugares abertos e secos (Fernandez, 1991; Pie, 2004; Gomes et
al. 2009; Pacheco e Vasconcelos, 2011). E. opaciventre entre as demais Ectatomma, ¢ a
Ginica espécie com habitos exclusivamente xerofilos (Fernandez, 19991). E possivel
entdo, por conta destas caracteristicas, que suas cuticulas tenham a composi¢do mais
estaveis e também ndo variem tanto entre as duas areas.

A dieta também ¢ um fator importante na determinagdo do perfil cuticular das
formigas (Liang e Silverman 2000; Valadares et al. 2015; van Wilgenburg et al. 2022),
com influéncia significativa no reconhecimento colonial (Richard et al. 2004; Valadares
et al. 2015). Portanto, a influéncia dos episddios de incéndio sobre a fisiologia das
formigas também pode estar relacionada as alteragdes na disponibilidade de recursos
(Tomas et al. 2009). Por exemplo, de acordo com Lazaro-Gonzalez et al. (2013), o fogo
modifica o ambiente abidtico e bidtico, levando a formiga Aphaenogaster gibbosa a
ajustar sua atividade didria de forrageio e sua composi¢ao alimentar e por consequéncia
a composi¢ao cuticular (Wagner et al. 2001; Sprenger et al. 2018).

No atual cenario de mudangas climaticas, a frequéncia e severidade dos incéndios
no Pantanal tem intensificado (Libonati et al. 2020) aumentando o estresse térmico sobre
a fauna local. Para insetos, que sdo animais ectotérmicos, o0 aumento das temperaturas
pode gerar fortes pressoes evolutivas (Menzel et al. 2017), influenciando em adaptagdes
fisiologicas, como a modificagdo da composi¢do da cuticula.

Podemos concluir, portanto, que formigas que forrageiam ou nidificam em areas
frequentemente sujeitas a incéndios podem apresentar modificagdes na composicdo da
cuticula para se adequar a tais condi¢des, comprovando nossa hipotese. Em nosso estudo,
formigas de ambientes de alta frequéncia de incéndio tendem a possuir maiores nimeros
e teores de alcanos lineares em sua cuticula enquanto as de baixa frequéncia de incéndio,
maior namero e teor de alcanos ramificados e alcenos. Também avaliamos que a produgao

de classes ou tamanhos de cadeias mais longas pelas espécies pode ser outra estratégia
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para lidar com as altas temperaturas provocadas por incéndios e a perda de agua na

cuticula nestes ambientes.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela 1. Média e desvio padrao dos compostos cuticulares da espécie Dinoponera grandis. ND=Composto ndo detectado.

Tempo de Indice Indice da A . A e
Re tell:g:ﬁo Compostos caleulado  literatura Alta Frequéncia Baixa Frequéncia
15,066 x-Eicosene (C20:x) 1993 1994 35.91+2.68 33.48+11.28

15,233 Eicosane (C2o) 1999 2000 39.35+8.72 5.02+10.57
17,845 Heneicosane (Ca1) 2100 2100 19.60+7.29 7.76£2.78
20,355 x-Docosene (Cz2:x) 2191 2190 ND 12.64+5.83

37,592 Nonacosane (Cav) 2900 2900 5.15£3.12 2.46+5.11

38,285 13-Methylnonacosane (13-Me Cy) 2929 2932 ND 2.34+4.93

46,355 13-;17-Methyltritriacontane (13-;17-Me C33) 3323 3329 ND 0.85+1.80
Total compostos identificados (%) 100 64.56
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Tabela 2. Média e desvio padrdao dos compostos cuticulares da espécie Dorymyrmex goeldii. ND=Composto nio detectado.

Tempo de Indice Indice da A . A
Re tell:g:ﬁo Compostos caleulado  literatura Alta Frequéncia Baixa Frequéncia
15,066 x-Eicosene (X:Czo:1) 1993 1994 23.05+18.29 40.40+27.18
15,233 Eicosane (C2o) 1999 2000 29.26+31.83 23.98+27.74
17,845 Heneicosane (Cz1) 2100 2100 10.00+14.83 9.294+6.96
20,355 x-Docosene (X:C22:1) 2191 2190 4.04+7.83 1.9242.34
28,611 Pentacosane (Czs) 2500 2500 8.61£18.16 4.31+13.62
33,076 Heptacosane (Ca7) 2700 2700 0.80+1.68 3.87+£5.45
37,592 Nonacosane (Cao) 2900 2900 ND 10.05+16.18
38,285 13-Methylnonacosane (13-Me Cy9) 2929 2932 ND 0.45+1.02
39,204 3-Methylnonacosane (3-Me Cao) 2971 2968 2.80+£5.91 1.99+3.22
42,442 x,y-Dimethylhentriacontane (x,y-DiMe Cj1) 3126 3130 8.56+18.07 ND
46,355 13-;17-Methyltritriacontane (13-;17-Me Cs3) 3323 3326 5.32+11.21 ND
Total compostos identificados (%) 92.43 96.24
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Tabela 3. Média e desvio padrao dos compostos cuticulares da espécie Ectatomma brunneum. ND=Composto nao detectado.

Temp0~de Compostos indice calculado I.n dice da Alta Frequéncia Baixa A

Retencao literatura Frequéncia
15,066 x-Eicosene (X:Czo:1) 1993 1994 20.06£3.77 30.16+7.93
15,233 Eicosane (Czo) 1999 2000 22.5949.29 18.53+7.36
17,845 Heneicosane (Cai) 2100 2100 12.94+5.56 10.13+4.56
18,839 9-;11-Methylheneicosane (9-;11-Me Cz1) 2135 2136 5.07+4.85 1.31+£2.06
20,355 x-Docosene (X:C22:1) 2191 2190 8.42+4.62 9.23+4.88
22,753 x-Tricosene (X:Ca3:1) 2282 2280 4.3244.78 2.84+4.69
26,524 8-Methyltetracosane (8-Me Ca4) 2428 2426 3.09+4.06 2.27+4.52
29,448 5-Methylpentacosane (5-Me Cas) 2546 2547 ND 0.21+0.20
30,081 3-Methylpentacosane (3-Me Cas) 2572 2573 2.11+2.69 1.5743.12
33,076 Heptacosane (Cz7) 2700 2700 4.8247.23 9.97+15.84
36,638 2-Methyloctocosane (2-Me Czs) 2854 2854 ND 0.73+1.10
37,592 Nonacosane (Cay) 2900 2900 8.28+11.62 3.28+5.07
39,204 3-Methylnonacosane (3-Me Cao) 2971 2968 ND 1.22+2.21
42,442 x,y-Dimethylhentriacontane (x,y-DiMe C31) 3126 3130 ND 0.98+1.40
45,045 2-Methyldotriacontane (2-Me C3») 3256 3254 ND 0.46£1.02
47,554 x,y-Dimethyltritriacontane (x,y-DiMe C33) 3386 3387 ND 0.20+0.61
49,935 Tetratriacontane (Cs4) 3495 3500 ND 0.21+0.63

Total compostos identificados (%) 96.27 93.32
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Tabela 4. Média e desvio padrdo dos compostos cuticulares da espécie Ectatomma opaciventre. ND=Composto nao detectado.

Tempo de Compostos Indice Indice da Alta Frequéncia Baixa

Retencao calculado literatura Frequéncia
15,066 x-Eicosene (X:Cao:1) 1993 1994 20.80+14.72 17.88+6.99
15,233 Eicosane (Czo) 1999 2000 11.2349.71 23.44+9 .44
16,761 2-Methyleicosane (2-Me Czo) 2063 2063 0.31+0.49 0.08+0.16
17,845 Heneicosane (Ca1) 2100 2100 8.13+4.40 10.59+3.36
18,839 9-;11-Methylheneicosane (9-;11-Me Ca1) 2135 2136 12.494+9.28 7.544+4.83
20,355 x-Docosene (X:Cz2:1) 2191 2190 11.02+5.54 13.85+4.60
20,481 Docosane (C22) 2200 2200 0.16+£0.22 ND
22,753 x-Tricosene (X:Ca3:1) 2282 2280 10.50+8.04 6.43+4.73
26,524 8-Methyltetracosane (8-Me Ca4) 2428 2426 6.84+5.42 4.11£3.56
29,448 5-Methylpentacosane (5-Me Cas) 2546 2547 0.12+0.14 0.27+0.33
30,081 3-Methylpentacosane (3-Me Cas) 2572 2573 4.00+3.10 2.574+2.26
33,076 Heptacosane (Cz7) 2700 2700 4.81£9.62 2.64£3.07
36,638 2-Methyloctocosane (2-Me Czs) 2854 2854 0.67+0.91 0.35+0.75
37,592 Nonacosane (Cao) 2900 2900 1.71£3.30 0.66=1.08
39,204 3-Methylnonacosane (3-Me Cao) 2971 2968 ND 0.80+1.59
39,854 Triacontane (Cso) 3000 3000 0.18+0.37 ND
42,442 x,y-Dimethylhentriacontane (x,y-DiMe Cs1) 3126 3130 ND 1.24+2 .46
45,045 2-Methyldotriacontane (2-Me Cs2) 3256 3254 ND 0.45+0.91

Total de compostos identificados (%) 92.97 92.90
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Tabela 5. Média e desvio padrdao dos compostos cuticulares da espécie Ectatomma planidens. ND=Composto nio detectado.

Tempo de Indice Indice da A . A
Re tell:g:ﬁo Compostos caleulado  literatura Alta Frequéncia Baixa Frequéncia

15,066 x-Eicosene (X:Czo:1) 1993 1994 32.04+6.95 28.414£9.31
15,233 Eicosane (Cao) 1999 2000 31.31+8.95 22.28+5.95
16,761 2-Methyleicosane (2-Me Cao) 2063 2063 ND 0.12+0.25
17,845 Heneicosane (Ca1) 2100 2100 16.60+3.29 10.574+3.53
18,839 9-;11-Methylheneicosane (9-;11-Me Ca1) 2135 2136 ND 4.37+6.20
19,040 5-Methylheneicosane (5-Me Cz1) 2142 2140 ND 0.31+0.52
20,355 x-Docosene (C2a:x) 2191 2190 3.99+5.28 12.75+3.63
20,481 Docosane (C22) 2200 2200 ND 0.31+0.52
22,753 x-Tricosene (C23:x) 2282 2280 ND 2.44+5.14
26,524 8-Methyltetracosane (8-Me Cz4) 2428 2426 ND 1.83£3.86
28,611 Pentacosane (Cas) 2500 2500 0.65+1.37 ND

29,448 5-Methylpentacosane (5-Me Cas) 2546 2547 ND 0.33+0.22
30,081 3-Methylpentacosane (3-Me Cas) 2572 2573 ND 1.32+£2.73
33,076 Heptacosane (C27) 2700 2700 0.90£1.90 0.95+1.88
36,638 2-Methyloctocosane (2-Me Czs) 2854 2854 ND 0.36+0.76
37,592 Nonacosane (Cao) 2900 2900 5.32+11.22 ND

39,613 x-Triacontene (Cso:x) 2995 2995 ND 0.18+£0.37
41,855 Hentriacontane (Cs1) 3100 3100 3.72+7.87 ND

42,442 x,y-Dimethylhentriacontane (x,y-DiMe Cs1) 3126 3130 ND 1.16+2.96
45,045 2-Methyldotriacontane (2-Me C32) 3256 3254 ND 1.18+3.06
47,554 x,y-Dimethyltritriacontane (x,y-DiMe Cs3) 3386 3387 ND 0.71£1.49

Total de compostos identificados (%) 94.53 89.76
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Tabela 5. Média e desvio padrdao dos compostos cuticulares da espécie Pogonomyrmex naelegii. ND=Composto ndo detectado.

Tempo de Indice Indice da A . A
Re tell:g:ﬁo Compostos caleulado  literatura Alta Frequéncia  Baixa Frequéncia

15,066 x-Eicosene (C20:x) 1993 1994 10.99+3.11 12.09+1.98
17,845 Eicosane (Cao) 2100 2100 14.87+5.69 16.63+3.40
16,761 2-Methyleicosane (2-Me Cao) 2063 2063 11.85+3.84 13.89+1.21
18,839 9-;11-Methylheneicosane (9-;11-Me Ca1) 2135 2136 30.24+10.37 31.874+5.69
19,040 5-Methylheneicosane (5-Me Cz1) 2142 2140 1.56+2.98 ND

20,355 x-Docosene (X:Cz2:1) 2191 2190 2.53+1.90 4.28+0.47
20,481 Docosane (C2) 2200 2200 ND 0.12+0.35
22,753 x-Tricosene (X:C23:1) 2282 2280 1.58+2.32 0.20+0.42
23,140 Tricosano (Ca23) 2300 2300 6.19+3.89 8.22+1.83
28,611 Pentacosane (Cas) 2500 2500 1.19+0.70 1.82+0.26
29,448 5-Methylpentacosane (5-Me Cas) 2546 2547 1.04+1.84 ND

37,592 Nonacosane (Ca) 2900 2900 0.75+1.31 0.02+0.06
39,204 3-Methylnonacosane (3-Me Cao) 2971 2968 0.52+0.60 1.08+0.28
39,613 x-Triacontene (Cso:x) 2995 2995 0.20+0.34 0.17+0.16
41,855 Hentriacontane (Cs1) 3100 3100 0.42+0.92 ND

42,442 x,y-Dimethylhentriacontane (x,y-DiMe Cs;) 3126 3130 0.13+0.16 0.17+0.16
45,045 2-Methyldotriacontane (2-Me Cz2) 3256 3254 0.36+0.57 0.13+0.34
47,554 x,y-Dimethyltritriacontane (x,y-DiMe Cs3) 3386 3387 0.08+0.13 0.12+0.12

Total de compostos identificados (%) 84.47 90.66
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados apresentados demonstram de forma integrada que a composi¢ao dos
hidrocarbonetos cuticulares em formigas ¢ adaptavel e influenciada pelas mudangas do
ambiente. No Pantanal, a recorréncia de incéndios, intensificada por mudancas climaticas,
atua como forga seletiva, promovendo o aumento de alcanos lineares de cadeias longas,
que conferem maior impermeabilizacao cuticular e resisténcia a dessecacao. De modo
complementar, a andlise temporal de Atta laevigata revelou que variagdes climaticas
modulam de maneira consistente o perfil quimico, com maior variagdo nos periodos
quentes € umidos.

Esses achados, obtidos por meio de analises cromatograficas, evidenciam que os HCs
sdo mecanismos fisiologicos e de comunicagao cruciais para a manuten¢ao da integridade
e da coesdo social das colonias. Ao mesmo tempo, destacam o impacto das mudancas
climaticas e das perturbagdes antropicas, como os incéndios, sobre a ecologia e a evolucio
das comunidades de formigas. Compreender essa plasticidade quimica cuticular em
diferentes contextos ambientais ¢ fundamental para prever respostas adaptativas, avaliar
vulnerabilidades e orientar estratégias de conservacdo em ecossistemas tropicais e
subtropicais sujeitos a distirbios, principalmente os de origem antrépica.
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