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Efeito Inimigo Intimo em Ectatomma brunneum Smith 1858 (Hymenoptera, Formicidae)

RESUMO

A integridade de uma colonia de formigas depende exclusivamente das relagdes
sociais entre seus individuos e, portanto, de sua capacidade de reconhecimento entre
companheiras de mesmo ninho, principalmente através do reconhecimento via feromoénio
cuticular. Assim, a fim de investigar os mecanismos de reconhecimento durante interacdes
intraespecificas com base no “Efeito Inimigo Intimo” na espécie Ectatomma brunneum, foram
coletadas 10 coldnias que foram alocadas em ninhos artificiais em laboratorio. Sempre aos
pares, os ninhos distintos foram conectados a uma unica arena de forrageamento, na qual era
possivel membros de duas coldnias interagirem durante a busca por recursos. Para avaliar o
nivel de agressividade durante os encontros os comportamentos agonisticos exibidos
receberam uma escala de pontuagdo. Essa andlise comportamental foi relacionada com a
composi¢do de feromdnios superficiais da cuticula dos insetos, realizadas por meio das
técnicas de absor¢dao no infravermelho médio e cromatografia gasosa. Os resultados
mostraram que as forrageadoras de E. brunneum sempre apresentavam um determinado nivel
de agressividade durante as interagdes, sendo menor entre colonias nidificadas mais proximas.
As analises dos perfis de hidrocarbonetos cuticulares demonstram, pelas duas técnicas, que
apesar de cada colonia ter sua assinatura propria ha uma sobreposi¢do maior de colonias
nidificadas em sitios proximos. Assim é possivel afirmar que o Efeito Inimigo Intimo é
aplicavel a espécie de formiga E. brunmneum, e um dos mecanismos utilizados para o
reconhecimento entre as colonias deve ser a variacdo quimica do perfil de hidrocarbonetos
cuticulares.

Palavras chave: Agressividade, Comportamento, Formigas, Hidrocarbonetos Cuticulares



INTRODUCAO

Assim como nas demais sociedades de insetos, as formigas sdo caracterizadas pelo
alto grau de cooperagdo entre os diferentes individuos que integram a colonia. Os membros de
uma colonia exibem comportamentos sociais individuais que, no entanto, se complementam,
resultando em um desenvolvimento global da colonia (ZINCK et al., 2008). As operarias, por
exemplo, agem de modo ativo na constru¢do de ninhos, na protecdo da colonia contra
predadores, no forrageio ¢ no cuidado com a prole (RATNIEKS et al., 2006). E bem sabido
que a integridade de uma colonia depende exclusivamente das relagdes sociais entre seus
individuos e, portanto, de sua capacidade de comunicagdo entre membros do grupo
(CROZIER & PAMILO, 1996).

Entre as caracteristicas comuns dos insetos sociais estd a grande diversidade de
glandulas exdcrinas distribuidas por todo o corpo dos individuos. O alto niimero e a
diversidade dessas glandulas acompanham as varias fungdes dentro de uma coldnia,
sobretudo, na comunica¢io (NOIROT, 1969; HOLLDOBLER & WILSON, 1990; BILLEN &
MORGAN, 1998). Entre os exemplos mais conhecidos de secre¢des das glandulas exocrinas
estdo os feromonios, que desempenham fung¢des na comunicacdo entre companheiras de
ninho. Estes feromonios sao geralmente misturas de multicomponentes, o que gera um alto
potencial de especificidade as mensagens (SILVERSTEIN & YOUNG, 1976;
HOLLDOBLER & CARLIN, 1987).

Os feromomios superficiais, também chamados de hidrocarbonetos cuticulares (HCs),
sdo casos especiais de assinatura quimica usado na comunica¢dao e na identificacdo de
individuos da mesma colénia (GAMBOA et al., 1996; LAHAYV et al., 1999; WAGNER et al.,
2000; LENOIR et al., 2001). Estes podem ser geneticamente determinados (BEYE et al.,
1998; SUAREZ et al., 2002; GUERRIERI &D’ETTORRE, 2007), adquiridos do ambiente
(CARLIN & HOLLDOBLER, 1983; LIANG & SILVERMAN, 2000; BUCZKOWSKI &
SILVERMAN, 2006; SORVARI et al., 2008) ou pela combinagdo dos dois componentes
(JUTSUM et al., 1979; CROSLAND, 1989; PIRK et al., 2001; SUAREZ et al., 2002).

O papel dos HCs como feromonios tem se tornado cada vez mais evidente (BREED,
1998; LAHAV et al., 1999) e, em muitas espécies de insetos sociais, podem variar com a
colonia e também com a fisiologia do adulto (“oogenesis”) (BLOMQUIST et al., 1998;
LENOIR et al., 1999). Além disto, estudos recentes t€ém mostrado que o perfil de HC varia
com a casta e ou de acordo com a fun¢do que o individuo desempenha na colonia

(ABDALLA et al., 2003; ANTONIALLI-JUNIOR et al., 2007).



Os HCs tém perfis, em parte, geneticamente determinados e, portanto, podem ser
utilizados pelas operarias como "assinaturas" para o reconhecimento intra e interespecifico
(ARNOLD et al., 2000). A existéncia destes mecanismos de reconhecimento ¢ de grande
valia, sobretudo em interagdes intra-especificas durante as quais ndo pode ser excluida a
existéncia de conflitos (RATNIEKS et al., 2006). Estudos tém demonstrado conflitos de
interesses at¢ mesmo entre individuos de uma mesma colonia (RATNIEKS et al., 2006). Isto
ocorre provavelmente porque os insetos na realidade ndo sao clones, mas grupo de individuos
com elevado grau de parentesco, apresentando diferentes interesses na maioria dos casos
(RATNIEKS et al., 2006). Fatores como nimero de rainhas e numero de acasalamentos
podem intensificar os conflitos entre os individuos devido a diluigdo do parentesco
(BOURKE & FRANKS, 1995). Portanto, espera-se que os conflitos entre colonias sejam
freqiientes.

As formigas, de modo geral, controlam e defendem seus territorios, de onde extraem
recursos para alimentar o grande numero de larvas, machos e fémeas reprodutores de suas
colonias (NEWEY et al.,, 2010). No entanto, na maioria das espécies, encontros entre
forrageadoras de colonias distintas podem gerar conflitos que, dependendo do grau de
competicdo, podem se transformar em embates com contatos fisicos resultando na morte de
individuos (MATTHEWS & MATTHEWS, 2010). Os conflitos podem ser gerados por
individuos de vdrias colonias ou espécies no acesso a fonte de alimentos, territdrio ou
parceiros reprodutivos. Tais conflitos, de fato, geralmente envolvem comportamentos
agressivos (HUNTINGFORD & TURNER, 1987). Por outro lado, algumas espécies
respondem menos agressivamente a entrada de vizinhos em seus territorios do que a entrada
de um nao vizinho (estranho). Essa diferen¢a na intensidade da resposta agressiva ¢ conhecida
por “Efeito Inimigo Intimo” (Dear Enemy Effect), descrito em viérias espécies de vertebrados
e invertebrados (YDENBERG et al., 1988; TEMELES, 1994; HEINZE et al., 1996;
KNADEN & WEHNER, 2003; HUSAK & FOX, 2003; VELASQUEZ et al., 2006;
BOOKSMYTHE et al., 2010; DIMARCO et al., 2010). Em formigas, a baixa tolerancia entre
vizinhos foi descrita em espécies como Acromyrmex octospinosus (JUTSUM et al., 1979),
Leptothorax nylanderi (HEINZE et al., 1996), Pheidole tucsonica e Pheidole gilvescens
(LANGEN et al., 2000), Formica pratensis (PIRK et al.,, 2001) e Cataglyphis fortis
(KNADEN & WEHNER, 2003). Uma explicacio para este fendmeno baseia-se na
familiaridade entre os vizinhos, € uma vez que as fronteiras do territdrio estao estabelecidas,
estes vizinhos representam pouca ou nenhuma ameaga, enquanto um individuo de territério

distante corresponde a um estranho que pode estar a procura de um novo territdrio



(TEMELES, 1994). Outra hipotese baseia-se na redugdo dos custos energéticos de uma
interacao agressiva € na prevencao de lutas com vizinhos, ja que sdo frequentes os encontros
durante o forrageio (YDENBERG et al., 1988).

Em teoria, dois mecanismos podem explicar o “Efeito Inimigo Intimo”: primeiro pode
derivar da propria habituacdo entre as coldnias proximas, explicado pelos encontros
freqlientes durante o forrageio e, embora estudos laboratoriais suportem este mecanismo
(LANGEN et al., 2000), pouco se sabe sobre como esta informagao ¢ passada ao restante da
colonia; o segundo mecanismo seria a presenca de sinais de reconhecimento, que estdo
certamente vinculados a composi¢cdo de HCs (VANDER MEER & MOREL, 1998; LAHAV
et al,, 1999; LENOIR et al., 1999; WAGNER et al.,, 2000; OZAKI et al., 2005).
Contradizendo o primeiro mecanismo, a teoria de habituagdo, temos alguns exemplos em que
encontros repetidos entre colonias podem aumentar a agressividade e nao diminuir, como por
exemplo, em Pogonomyrmex barbatus (GORDON, 1989), I[ridomyrmex purpureus
(THOMAS et al., 1999), Pristomyrmex pungens (SANADA-MORIMURA et al., 2003) e
Solenopsis invicta (THOMAS et al.,, 2006). Investigagdes em varias espécies como
Cataglyphis niger, Pachycondyla apicalis, Camponotus fellah e Aphaenogaster senilis t€m
mostrado que os hidrocarbonetos sofrem uma homogeneizagao entre os membros da colonia
através de interagoes sociais (SOROKER et al., 1995; SOROKER et al., 1998; BOULAY et
al.,, 2000; LENOIR et al., 2001; BOULAY et al., 2004). Portanto, redugdes nas diferengas
genéticas entre colOnias vizinhas, juntamente com similaridade de uso de recurso no mesmo
ambiente, podem aumentar a similaridade quimica e assim diminuir o nivel de agressividade
entre elas.

Dessa maneira, muitos autores ja avaliaram os niveis de agressao durante interagdes
intra e interespecificas para investigar a origem dos sinais de reconhecimento individual em
espécies de formigas, pois membros da mesma col6nia geralmente ignoram uns aos outros
durante os encontros, mas demonstram diferentes niveis de agressividade aos individuos de
colonias ou espécies diferentes (STUART & HERBERS, 2000; BOULAY & LENOIR, 2001;
ROULSTON et al., 2003; BUCZKOWSKI & SILVERMAN, 2005; MENZEL et al., 2009).

Para o proposito de comparagdo de diferentes graus de evolugdo do comportamento
social em Formicidae, a importancia de uma melhor compreensdo deste grupo tem sido
enfatizada em estudos do género Ectatomma. Formigas deste grupo se destacam por
possuirem tragcos intermedidrios entre as mais derivadas e as ancestrais, além das

inconclusivas questdes filogenéticas e moleculares sobre o parentesco mais proximo do grupo



Ectatomminae, tornando-as ideais para o estudo de como foi a evolucdo do comportamento
social em formigas (WARD, 2011).

A Ectatomma brunneum Smith 1858 ¢ uma formiga com ampla distribuicdo na
América Latina, ocorrendo do Panama até a Argentina (BROWN, 1958), além de todo Brasil.
Geralmente se localiza em areas abertas, tais como bordas de florestas ou clareiras, culturas,
pastagens e matas secundarias (KEMPF, 1972) e ¢ predadora de artropodes terrestres em geral
(MILL, 1982; OVERAL, 1986; GIANNOTTI & MACHADO, 1992; MARQUES et al.,
1995). Apesar de ser uma espécie de ampla ocorréncia, pouco se sabe sobre varios aspectos de
sua biologia.

Como se sabe da literatura, poucos trabalhos foram realizados sobre o “Efeito Inimigo
Intimo” em formigas, sobretudo explorando os mecanismos quimicos por tras das respostas
comportamentais. Assim, o objetivo deste trabalho foi investigar os mecanismos de
reconhecimento durante interagdes intraespecificas da formiga Ectatomma brunneum, com
base no “Efeito Inimigo Intimo”, e relacionar com o nivel quimico de HCs dos individuos
através de andlises independentes de cromatografia e de espectroscopia de absorcao no

infravemelho médio.



MATERIAIS E METODOS

Estudo comportamental

Foram coletadas 10 coldonias de E. brunneum, sendo que 5 estavam nidificadas no
entorno do campus da Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul (22°11°53.32” S e
54°55°50.90” O), em regido de pastagem, e outras 5 colonias estavam proximas a mata da
Fazenda Coqueiro (22°12°45.78”S e 54°54°43.15” O). No entorno do campus predomina-se
graminea e espécies arbustivas, e por isso foi denominada regido de “pastagem” no contexto
desse trabalho. As coldnias das formigas oriundas da Fazenda estavam nidificadas a poucos
metros de borda de mata estacional semidecidua, de acordo com o sistema de classificacao do
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica - IBGE (VELOSO et al., 1991), e por isso no
trabalho serd chamada de area de “mata”. Na Tabela 1 estdo enumeradas as colOnias
analisadas por area de mata e de pastagem, além do quantitativo de individuos adultos,
imaturos e rainhas usadas na pesquisa.

Apds coleta as colonias foram alocadas em ninhos artificiais no laboratério para
controle das condi¢des ambientais e de alimentacao. Os individuos de cada colonia foram
marcados com tinta atoxica na regido do pronoto para sua identificacdao, e ninhos de duas
colonias distintas foram conectados a uma unica arena de forrageamento, na qual era possivel
a interagdo das colonias durante a busca por recursos alimentares. Nesta arena foram
introduzidas fontes de dgua em placas de Petri, além de larvas de Tenebrio molitor e melago.

Durante a interacao entre colonias foram observados e anotados os comportamentos
das formigas por meio do método ad libitum (ALTMAN, 1974). Cada dupla de colonias
avaliadas foi observada a cada dois dias, por um tempo de 1,5 horas por dia, totalizando 15
horas de observagdo. Os comportamentos avaliados durantes as interacdes foram: ignorar
(THOMAS et al.,, 2004), toque, fuga (SUAREZ et al., 1999), tentativa de apreensao,
apreensdao (MERCIER et al., 1997), boxe antenal, elevacdo do corpo, exibicdo do abdomen
(MONNIN & PEETERS, 1999) e luta (MERCIER et al., 1997). Para avaliar a intensidade da
agressdo entre as forrageadoras, os comportamentos exibidos receberam uma escala de
pontuagdo modificada de Suarez et al. (1999) de 0 a 2, sendo: 0 para toque, fuga e ignorar; 1
para tentativa de apreensdo, apreensdao, boxe antenal, elevacdo do corpo e elevagao do
abdomen; e 2 para luta. Para cada encontro foi compilada uma média aritmética da pontuagdo

relativa aos niveis de agressao.



Analise dos perfis de hidrocarbonetos cuticulares (HCs)

Na tentativa de avaliar se os niveis de agressividade apresentados durante as interacdes
estdo correlacionados com a similaridade ou dissimilaridade dos feromonios superficiais, os
perfis de HCs dos gasteres de operarias das colonias que interagiram na arena foram
analisados por duas técnicas: espectroscopia dptica de absor¢ao fotoacustica por transformada
de Fourier (FTIR-PAS, Fourier Transform Infrared Photoacoustic Spectroscopy); e
Cromatografia Gasosa com Detector de Ionizacdo de Chama (CG-DIC). A regido do gaster
foi escolhida para andlise por ser a de maior concentracdo dos HCs nos insetos (CUVILLIER-
HOT et al., 2001). Eles foram extraidos de no minimo nove individuos por colonia, com
auxilio de pinca e tesoura microcirtrgica. A quantidade de individuos foi variada pelo
tamanho populacional de cada colonia, tomando o cuidado para a quantidade nao interferir no
resultado.

O material foi avaliado primeiramente pela técnica FTIR-PAS, principalmente por ela
nao ser destrutiva (GREENE et al., 1992) e por ndo requerer qualquer preparo prévio da
amostra. Nesse método tem-se uma medida indireta da radiacdo infravermelha absorvida pela
amostra ¢ que ¢ transformada em energia vibracional molecular. Por ser um método com
baixa intensidade da radiagdo, torna-se vantajoso seu uso no estudo de materiais de grande
fragilidade, como materiais bioldgicos, bem como em materiais com dimensdes reduzidas
(GREENE et al., 1992). A FTIR-PAS foi realizada na regido espectral do infravermelho
médio que compreende a faixa espectral de 4000 a 400 cm™ (SKOOG et al., 2002;
SILVERSTEIN & WEBSTER, 2000). Esta regido ¢ sensivel as vibragdes e rotagdes de
grupos quimicos moleculares e, sendo assim, ¢ capaz de identificar e distinguir radicais
moleculares e os tipos de ligacdes quimicas envolvidas nos gasteres (SMITH, 1999). Para
reduzir a contribuicdo da umidade relativa do ar na leitura do espectro, as amostras foram
colocadas em uma estufa a vacuo por 48 horas e em seguida, os gasteres foram colocados no
suporte da célula fotoacustica, que foi purgada com gas Hélio. Foi obtido a curva resultante da
média de 64 espectros com resolucio de 8 cm™, para cada gaster estudado. Os principais picos
de absorcdo entre 400 e 4000 cm’, relacionados as vibragdes de HCs, foram selecionados
para posterior andlise estatistica.

Na técnica de CG-DIC os HCs dos gastéres foram extraidos em banho ultrassonico por
60 min e em 5 mL de hexano (grau HPLC — VETEC). Este processo foi realizado em
triplicata e as trés fracdes foram unidas e o solvente eliminado em capela. O extrato seco foi

dissolvido em 100 pL de hexano para anélise com detector de ionizagdo em chama (marca



Shimadzu). O CG-DIC foi equipado com uma coluna capilar OV-5 da marca Ohio, com
composicdo de 5% fenil-dimetilpolisiloxano em silica fundida capilar tendo as dimensdes
(comprimento x didmetro x espessura) 30 m x 0,25 mm x 0,25 pum. O nitrogénio foi usado
como gas carregador a pressdo constante de 0,8 bar. As andlises foram realizadas em modo
splitless com injecdo de 1 uL e temperaturas do injetor e detector de 280°C. A taxa de
variacdo de temperatura foi programada da seguinte maneira: inicio em 50°C aumentando de
5° C min"' até 85°C; depois com 8°C min' até 280°C, mantendo por 15 min nessa
temperatura, depois até 300°C a 10°C min™', mantendo nessa temperatura final por 35 min. Os
cromatogramas foram registrados pelo programa GC Solution e os compostos quimicos foram
identificados baseados no padrio de hidrocarbonetos lineares de C20 a C31 (10 pg mL™" em

hexano) por comparacdo de tempos de retengao.

Analises estatisticas

Para avaliar a correlacdao entre o nivel de agressividade e a distancia das colonias foi
utilizada a andlise de correlacdo com o coeficiente de Pearson, no programa R Development
Core Team (2010).

Os dados de FTIR e CD-DIC foram interpretados por meio de andlise discriminante
stepwise, no programa Systat 10.2, a qual pode revelar o conjunto de variaveis que melhor
explica a diferenca entre os grupos avaliados, sendo indicada pela Wilk’s Lambda (QUINN &
KEOUGH, 2002).

Para analisar a relacao entre as diferencas na composicao dos hidrocarbonetos com a

distancia das coldnias foi realizado o teste de Mantel no programa NTSYS-pc 2.1.



RESULTADOS

Na Figura 1 ¢ mostrada a andlise de correlagdo entre o nivel de agressividade e a
distancia entre as colonias obtidas pela Correlacao de Pearson. Ao lado de cada marcador na
figura estdo representadas as coldnias que foram postas em contato. Esse diagrama de
dispersdo apresentou r* = 0.87 e p < 0.001, indicando ser significativa a separacdo entre os
pontos. Independente do local e distancia em que as col6nias foram coletadas, em todas as
interacoes coloniais foi possivel observar agressividade.

Na Figura 2 sao mostrados os espectros de absor¢ao médios obtidos dos gasteres de
operarias de E. brunneum coletadas nas areas de pastagem e de mata. Os principais picos de
absorcao referentes aos HCs estdo indicados na figura e suas frequéncias de vibragdo
juntamente com seus modos vibracionais € grupos funcionais estdo listados na Tabela 2. Por
uma inspecao visual ¢ muito dificil notar as diferencas entre os espectros, por isso decidiu-se
montar uma matriz com as intensidades de absorcao dessas frequéncias para realizagao de
uma analise estatistica multivariada. As duas primeiras raizes candnicas obtidas pela analise
estdo mostradas na Figura 3. A primeira raiz candnica explicou a separagdo entre as colonias
em 84% e a segunda 11%, indicando que as duas raizes juntas explicaram aproximadamente
95% dos resultados. A analise discriminante detectou diferengas significativas entre as
colonias, com Wilks's Lambda = 0.048; F=5.012; P<0.0001. Dos 17 picos analisados, 9 foram
significativos para separa¢do dos grupos (895 cm™, 1030 cm™, 1157 cm™, 1376 cm™, 1523
cm™, 1650 cm™, 2877 cm™, 2962 cm™ e 3290 cm™). Os valores obtidos para cada uma das
raizes canonicas dos picos mais relevantes podem ser vistos na Tabela 2.

Pela andlise cromatografica foram detectados HCs lineares de C20 a C31 de acordo
com o padrao dos HCs listados na Tabela 3. Os valores das areas relativas dos HCs foram
usados na andlise estatistica multivariada, e os resultados mostrados na Figura 4 demonstram
que a primeira raiz candnica explica 82% e a segunda 12%, e as duas explicam 94% dos
resultados. Esta analise apontou diferencas significativas entre os grupos com Wilks's Lambda
=0.000; F =43.875; P <0.0001, na qual dos 12 picos analisados, 11 foram significativos para
separacdo dos grupos.

O teste de Mantel (t = 4.13, p < 0.005) mostra que colonias mais proéximas entre si,
sobretudo as nidificadas em uma mesma area, sdo aquelas em que os perfis de HCs das

coldnias sdo mais similares entre si.



DISCUSSAO

A anélise de correlacao (Fig. 1) demonstra que de fato, quanto maior a distancia entre
as colOnias, maior o nivel de agressividade entre elas. Além disso, o nivel de agressividade foi
maior nas interagdes entre colonias de mata com as de pastagem (#3 x #8, #4 ¢ #9 e #4 x #10).
As interacdes com menor nivel de agressividade foram observadas entre as colonias de regiao
de pastagem com menor distancia entre si (#6 x #7 e #9 x #10). J4 as coldnias de mata
apresentaram maior nivel de agressicidade que os de pastagem, embora a distancia entre elas
tenha sido pequena (#4 x #5 e #2 x #3). A analise apresentada na Figura 1 mostra uma lacuna
entre dois agrupamentos mais nitidos, um com maior agressividade e mais distante entre si e
outro com menor nivel de agressividade e de menores distancias entre si. Nao foi possivel
avaliar coldnias nidificadas em distancias intermediarias entre as duas areas analisadas.

Os resultados obtidos durante as observagdes demonstram que a capacidade de
discriminacdo e ou tolerancia entre colonias ¢ maior na E. brunneum do que na E.
tuberculatum, uma vez que os niveis de agressividade durante os encontros foram
aparentemente maiores do que aqueles descritos por Zinck et al (ZINCK et al., 2008). Esta
capacidade de discriminacao, provavelmente, estd relacionada a maior variagao do perfil de
HCs entre as diferentes colonias desta espécie, conforme observado nos diagramas de
disperdo tanto dos dados cromatograficos quanto do FTIR-PAS, os quais mostram resultados
muito semelhantes (Figs. 3 e 4). No diagrama de dispercao obtido com os dados do FTIR ¢
possivel notar que a segunda raiz canonica separa as colonias de mata (#2 x #3, #4 x #5) dos
de pastagem (#6 x #7 e #9 x #10), formando entdo quatro grupos muito bem definidos no
diagrama. Comportamento semelhante se nota no diagrama obtido com os dados de
cromatografica, sendo que a raiz 1 ¢ a responsavel pela separacdo dos grupos entre mata e
pastagem. A separacdo observada por ambos os métodos mostra, consequentemente, que ha
uma relacao direta entre o nivel de agressividade e a nidificacdo das coldnias. Apesar de cada
colonia ter sua assinatura quimica propria (Fig. 3 e 4) como sugerido por trabalhos com HC
de Melipona bicolor (ABDALLA et al., 2003) e em Ectatomma vizottoi (ANTONIALLI-
JUNIOR et al., 2007), ha uma sobreposi¢ao maior de colonias nidificadas em sitios proximos.
Uma das explicagdes para isto ¢ o alto nivel de parentesco entre as coldnias que poderia ser
entendido pela capacidade de dispersdo restrita e/ou por um fendmeno de fissao de colonias ja
documentado para E. turberculatum (ZINCK et al., 2008). Os resultados dos perfis de HCs
entdo, corroboram com os testes de agressividade entre as colOnias: as mais proximas

apresentam perfis de HCs similares (Figs. 3 e 4) e sdo mais tolerantes entre si (Fig. 1).



No caso particular da interacdo entre #6 e #7, coletadas em sitios proximos, estas
apresentaram um nivel de agressividade baixo comparado aos outros encontros de colonias.
Estas colonias estavam nidificadas hd 3m uma da outra e apds 10 horas em que estavam
conectadas pela arena, se fundiram formando uma unica coldnia. Este fato sugere que estas
duas coldnias poderiam ser uma so, que tenha se dividido em sitios distintos de nidificagao,
constituindo, portanto, um ninho polidomico como sugerido por Lapola et al. (2003) e Vieira
e Antonialli-Junior (2007) para esta mesma espécie. Um dos indicios relatados pelos autores
para essa afirmagdo, ¢ que na maioria de suas coletas as coldnias eram coletadas sem rainha,
justamente como varios casos em nosso trabalho (Tab. 1).

Por outro lado, a maior tolerancia entre colonias mais proximas pode ser explicada
pela similaridade ambiental, sobretudo micro-habitas que elas compartilham. Isto deve fazer
com que os perfis de HCs sejam semelhantes tanto por conta do nivel de parentesco entre elas
como também pelos mesmos tipos de recursos alimentares utilizados (PIRK et al., 2001). De
fato, sabe-se que a composicao de HCs ¢ determinada por dois componentes principais, o
genético e o ambiental (JUTSUM et al., 1979; BEYE et al., 1998; LIANG & SILVERMAN,
2000; SORVARI et al., 2008).

Com respeito aos recursos alimentares disponiveis as colonias, ¢ possivel explicar o
comportamento observado nas andlises de dispersdao estatistica para as colonias #9 e #10.
Embora estivessem nidificadas em area de pastagem, possuiam algumas arvores ao redor de
seus ninhos. Provavelmente essa seja a razao pela qual estas colonias se separaram das demais
provenientes de pastagem, tanto na andlise por FTIR quanto pela cromatografia. Fica claro
portanto que, coldnias provenientes de ambientes proximos a mata apresentaram perfis de
HCs similares, assim como aquelas coletadas em area de pastagem (Fig. 3 e 4). Heinze et al.
(1996) descrevem que quando colonias compartilham o mesmo micro-habitat pode haver
semelhanca de odor produzido pelas colonias € como consequéncia as operdrias diminuem a
resposta agressiva aos vizinhos. Alguns autores sugerem que a dieta ¢ um dos fatores que
influencia a formagdo do odor, sendo que coldnias que usam recursos similares devem
apresentar odores coloniais parecidos e, portanto, apresentam niveis de tolerancia maior
quando em situagdes de interacdo (JUTSUM et al., 1979; LIANG & SILVERMAN, 2000;
SORVARI et al., 2008). Por outro lado, foi constatado que em Formica pratensis as colonias
nidificadas em sitios mais proximos apresentam maior similaridade genética e como
consequéncia apresentam baixos niveis de agressao comparando a colonias nidificadas em

areas mais distantes umas das outras (BEYE et al., 1998).



O baixo nivel de tolerancia, sobretudo entre aquelas colonias de areas distantes entre
si, deve-se a defesa do territorio, o que € comum em qualquer outro animal, invertebrado ou
vertebrado. Temeles (1994) argumenta que quando animais defendem seu territorio da entrada
de um vizinho da mesma espécie ou ndo, estdo avaliando isto como um risco de perda de
recursos € mesmo espago fisico. Este tipo de disputa ja foi descrito em cupins Nasutitermes
corniger (DUNN & MESSIER, 1999), nas formigas Pogomyrmex barbatus (GORDON,
1989), Pristomyrmex punctatus (SANADA-MORIMURA et al., 2003), e em Linepithema
humile (THOMAS et al.,2004). Além disso, quando o ambiente ¢ estavel e os recursos sdao
variaveis, a competicao entre vizinhos pode ser por novos recursos (DUNN & MESSIER,
1999).

Outro fator que pode influenciar a resposta agressiva ¢ o tamanho das colonias, pois
colonias grandes possuem maior probabilidade de encontros (GORDON, 2010) e também,
quanto maior a colonia maior a necessidade de recursos e provavelmente maior serd seu grau
de intolerancia para intrusos em sua area de forrageamento. No caso de E. brunneum isto nao
pode ser avaliado, pois as colonias sdo relativamente pequenas e todas tinham
aproximadamente o mesmo numero populacional (Tab. 1).

Assim ¢ possivel afirmar que o Efeito Inimigo Intimo ¢ aplicavel a E. brunneum, ja
que foi observado maior nivel de tolerancia entre colonias nidificadas em sitios mais
proximos (YDENBERG, 1988; TEMELES, 1994) do que entre aquelas mais distantes entre
si, ¢ um dos mecanismos utilizados para o reconhecimento entre as colonias deve ser a
variacdo quimica do perfil de HCs. Essa andlise quimica do nivel de HCs foi feito pela
cromatografia a fim de comprovar o estudo comportamental, mas vale destacar que a FTIR-
PAS, que fora usada pela primeira vez para esse proposito, forneceu resultados extremamente
coerentes, reforcando a importancia de seu uso em sistemas bioldgicos com alto grau de

complexidade.
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Tabela 1. Numero de individuos analisados por colonia e area de nidificagdo dos ninhos de 10

colonias de E. brunneum.

Area Colonia Adultos Imaturos Rainha
#1 98 23 0
#2 121 65 1
Mata #3 113 125 0
#4 112 98 0
#5 128 8 0
#6 192 127 1
#7 156 4 0
Pastagem #8 101 139 1
#9 65 55 1

#10 129 2 0




Tabela 2. Numero de onda, grupo funcional dos compostos e tipos de vibragao dos principais

picos do espectro da Espectroscopia Fotoacustica (FTIR) identificados de HCs presentes na

cuticula de operarias E. brunneum.

Pico Numero de Grupo Tipo de Vibracao Coeficientes
onda (cm™) Funcional Canonicos
Raiz1  Raiz2
1 3290 -N-H Alongamento -2.566 4.640
2 3082 -N-H Dobra
3 2962 -C-H(CH3) Alongamento assimétrico 8.381 -4.355
4 2877 -C-H(CH3, Estiramento simétrico -5.084 0.273
5 2634 -C-N e -N-H Dobra de Sobreposi¢ao
6 1650 -C=0 Estiramento -1.198 -0.266
7 1523 -N-H Dobra 2.436 -1.496
8 1450 -C-CHj Dobra assimétrica
-C-CH,
9 1376 -C-CH; Dobra simétrica -3.360 5.399
10 1238 -C-N Alongamento
11 1157 No plano C-H Dobra 0.406 10.303
(benzeno)
12 1115 No plano C-H Dobra
(benzeno)
13 1076 No plano C-H Dobra
(benzeno)
14 1030 No plano C-H Dobra 3.106 -3.786
(benzeno)
15 953 Fora do plano Dobra
C-H (benzeno)
16 895 Fora do plano Dobra 2.055 0.866
C-H (benzeno)
17 667 Fora do plano Dobra

C-H (benzeno)




Tabela 3. Valores estatisticos da analise discriminante para os alcanos, determinados por CG-

DIC, presentes nas cuticulas das formigas E. brunneum.

Tempo de Retenc¢io Coeficientes Canonicos

HC Nomenclatura

(min.) Raiz 1 Raiz 2
C20 n-eicosano 27,87 0.550 0.057
C21 n-heneicosano 29,32 -0.154 -0.037
C22 n-docosano 30,47 -0.154 -0.056
C23 n-tricosano 31,73 -0.024 0.769
C24 n-tetracosano 32,19 0.252 0.485
C25 n-pentacosano 33,93 -0.496 -0.853
C26 n-hexacosano 34,96 0.469 -0.516
C27 n-heptacosano 36,18 0.593 -0.043
C28 n-octacosano 37,52 0.123 -0.313
C29 n-nonacosano 39,08 0.026 0.496
C30 n-triacontano 40,87

C31 n-hentriacontano 43,01 -0.056 -0.234
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Figura 1. Correlagdo de Pearson entre o nivel de agressividade e as distancias de colonias de
E. brunneum. Os marcadores (m) correspondem aos dados obtidos pelas interagdes

representadas pelos numeros das colonias ao lado.
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Figura 2. Curva média para cada grupo de espectros de absor¢ao no infravermelho médio dos
gasteres de operarias de colonias de E. brunneum coletadas em mata semidecidua e em area
de pastagem. Na curva de cima estdo indicados os picos cujas intensidades de absor¢do

usados para analise estatistica.
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Figura 3. Diagrama de dispersdao dos resultados da andlise multivariada discriminante
mostrando as duas raizes canonicas de diferenciacdo dos HCs das colOnias, resultado na

analise das diferentes absorc¢des obtidas por FTIR-PAS.



Colony 1
Colony 2
Colony 3
Colony 4
Colony 5
Colony 6
Colony 7
Colony 8
Colony 9
Colony 10

N
T
CY*Xempb¥xe0 )

Canonical Root 2

-30 -20 -10 0 10 20 30

Canonical Root 1
*W: Wood (Mata), P: Pasture (Pastagem).
Figura 4. Diagrama de dispersdao dos resultados da andlise multivariada discriminante
mostrando as duas raizes canodnicas de diferencia¢ao dos HCs das coldnias resultado das areas

dos picos dos alcanos lineares obtidas por CG-DIC.



