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RESUMO

NEVES JUNIOR, Carlos Luis, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, junho de 2021. Seriam
os metil alcanos desencadeadores de comportamento agressivo de Azteca muelleri Emery,
1983 (Hymenoptera: Formicidae)? Orientador: Eraldo Rodrigues de Lima.

z

Em insetos eussociais, o processo reconhecimento de companheiros de ninho € tarefa
imprescindivel para a manuten¢@o do equilibrio e integridade da coldnia. Tal processo baseia-
se na presenca de hidrocarbonetos cuticulares, os quais estdo inclusos os metil alcanos,
compostos de cadeia longa abundante em formigas. Dentre os diversos sinais de comunicac¢ao
quimica desencadeados pelos metil alcanos, esses compostos também podem estar envolvidos
em comportamentos agressivos voltados para a defesa da colonia. Porém, em relacdes
mutualisticas formiga-planta, o alvo de protecdo, além da colonia, é a planta hospedeira. O
objetivo geral desse trabalho € determinar experimentalmente a importancia de compostos da
familia dos metil alcanos na determinacdo do comportamento de agressividade de Azteca
muelleri, espécie que habita Cecropia glaziovii, planta pioneira e de caule oco. As avaliagdes
foram realizadas em arena com pares de formigas da mesma colOnia e as respostas
comportamentais das formigas com relacdo a agressividade foram analisadas. Testamos (i) qual
metil alcano apresenta maior agressividade, (ii) qual concentracdo do metil alcano de maior
agressividade € ideal para os testes e (iii) comparamos os comportamentos de agressividade
intracolonial em diferentes colonias. Nossos resultados mostraram que o composto 13-
metilhentriacontano desencadeia um estranhamento entre formigas da mesma coldnia,
principalmente em concentracdo de 0,3 ng/mL, apresentando resultado também significativo
quando testado em diferentes colonias. As observacdes com 11-metilnonacosano também
apresentaram estranhamento, mas sugerimos que novos estudos acerca dos efeitos desse
composto no comportamento dessa espécie sejam realizados, focando nos demais compostos.
Os dados apresentados neste trabalho colaboram para o entendimento de acdes de extrema
importancia para a sobrevivéncia da colonia: o reconhecimento de companheiros e a
agressividade. Enquanto parte de um sistema mutualistico, estudos sobre o comportamento das
formigas A. muelleri nos ajudam a compreender ndo apenas seus meios de comunica¢do, como

também as configuracdes de sua relacdo sua planta hospedeira, C. glaziovii.

Palavras-chave: Formigas. Agressividade. Hidrocarbonetos cuticulares.



ABSTRACT

NEVES JUNIOR, Carlos Luis, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, June, 2021. Could
methyl alkanes trigger aggressive behavior in Azteca muelleri Emery, 1893
(Hymenoptera: Formicidae)? Adviser: Eraldo Rodrigues de Lima.

In eusocial insects, the nestmate recognition process is an essential task to maintain the balance
and integrity of the colony. This process is based on the presence of cuticular hydrocarbons,
which include methyl alkanes, long-chain compounds abundant in ants. Among the various
chemical communication signals triggered by methyl alkanes, these compounds may also be
involved in aggressive behavior aimed at colony defense. However, in mutualistic ant-plant
relationships, the target of protection, in addition to the colony, is the host plant. The general
objective of this work is to experimentally determine the importance of compounds from the
methyl alkanes family in determining the aggressive behavior of Azteca muelleri, a species that
inhabits Cecropia glaziovii, a pioneer plant with a hollow stem. The evaluations were carried
out in an arena with pairs of ants from the same colony and the behavioral responses of the ants
regarding aggressiveness were analyzed. We tested (i) which methyl alkane is more aggressive,
(i1) which concentration of the most aggressive methyl alkane is ideal for testing, and (iii) we
compare intracolonial aggressive behaviors in different colonies. Our results showed that the
compound 13-methylhentriacontane triggers an estrangement between ants of the same colony,
mainly at a concentration of 0.3 ng/mL, showing a significant result when tested in different
colonies. The observations with 11-methylnonacosane were also of estrangement, but we
suggest that further studies on the effects of this compound on the behavior of this species be
carried out, focusing on the other compounds. The data presented in this work contribute to the
understanding of extremely important actions for the colony's survival: the recognition of
nestmates and aggressiveness. As part of a mutualistic system, studies on the behavior of A.
muelleri ants help us to understand not only their means of communication, but also the

configurations of their relationship with their host plant, Cecropia glaziovii.

Keywords: Ants. Aggressiveness. Cuticular hydrocarbons.
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1 INTRODUCAO

A troca de informagdes entre seres vivos se d4 de diversas maneiras e, nos insetos, a
comunicacdo quimica € a primordial (MARTIN; DRIJFHOUT, 2009). Em insetos eussociais,
o reconhecimento de companheiros de ninho € tarefa imprescindivel para a manutengdo do
equilibrio e integridade da colonia (HOLLDOBLER; WILSON, 1990). Tal processo permite
que eles se comportem de maneira altruista com seus companheiros, mas rejeitem
automaticamente outros da mesma espécie e de coldnia diferente (LENOIR et al., 2009). Assim,
o reconhecimento do companheiro de ninho representa a primeira linha de defesa de uma
colonia (VANDER MEER et al., 2019), consistindo na expressdo, deteccdo e percep¢ao de
pistas de reconhecimento e a acdo correspondente com base nas diferentes informagdes emitida
pelo outro individuo (STURGIS; GORDON, 2012; FERGUSON et al., 2020).

O processo de reconhecimento intracol6nia baseia-se na presenca de hidrocarbonetos
cuticulares (CHC), substancias que, a priori, servem para evitar a dessecacdo e proteger os
insetos contra o estresse bidtico e abidtico (HOWARD; BLOMQUIST, 2005; VANDER
MEER et al., 2019). Os CHCs sao herdados pela prole ou passados via trofalaxia e, sendo
ferramentas de reconhecimento da colonia (CROZIER; DIZ, 1979), também sdo base para a
agressividade intraespecifica.

A identidade da coldnia, ou template, ¢ formada por uma mistura de substincias
(blend) a qual determina a identificacdo intra e interespecifica. Dessa forma, para reconhecer
seus companheiros, cada individuo usa sua propria identidade em comparacdo com a dos
demais integrantes (VANDER MEER et al., 2019), a qual pode sofrer alteracdes ao longo da
vida devido a fatores como casta, sexo, estdgio de desenvolvimento e divisdo de tarefas
(GREENE; GORDON, 2003). Ou seja, no processo de reconhecimento, um individuo é
considerado reconhecido quando aquele que estd analisando reconhece que o femplate do
analisado € suficientemente semelhante ao seu préprio (NUNES et al., 2008).

Dentre os principais organismos que realizam este tipo de comunicacao, as formigas
representam o principal modelo para estudos de reconhecimento quimico entre insetos sociais
(MARTIN; DRIJFHOUT, 2009), mas ainda hd muito o que se descobrir sobre a funcao
individual dos CHCs que compdem o template, ou até mesmo cada grupo de CHC, nas
atividades da colonia. Dos CHCs que constituem o template em formigas, os metis alcanos sao
os mais abundantes, apds os n-alcanos. Mesmo apresentando tamanha presenca nesses insetos,
metil alcanos podem ser usados como sinais de comunicacdo quimica (MARTIN;
DRIJFHOUT, 2009), e ainda como promotor de comportamentos agressivos (BOULAY et al.,
2004; SANO; BANNON; GREENE, 2018; ZORZAL et al., 2021).
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A manifestacdo de agressividade em formigas € voltada para a defesa da colonia (BOS;
D’ETTORRE, 2012). Porém, em relagdes mutualisticas formiga-planta, o alvo de protegdo,
além da coldnia, € a planta hospedeira (HEIL; MCKEY, 2003). Nessas relacdes, a agressividade
¢ fator inerente a relacdo entre os organismos mutualisticos. Essa caracteristica favorece a
coldnia em diversos aspectos, desde a manuten¢do e sobrevivéncia da mesma até a preservagao
da planta hospedeira, que oferece, além de abrigo, alimento a colonia (RICKSON, 1976; HEIL,;
MCKEY, 2003).

Tendo em vista o comportamento e comunicagdo de formigas, os fatores que envolvem
a agressividade dessas e a contribuicdo para informacgdes sobre perfil quimico e agressividade
de formigas mutualisticas com plantas, investigamos o possivel (ou possiveis) compostos
envolvidos no comportamento de agressividade de Azteca muelleri, espécie que habita
Cecropia glaziovii, planta pioneira e de caule oco. Existem evidéncias de que os metil alcanos
estdo relacionados com a agressividade nessa espécie (ZORZAL et al., 2021) e que, assim como
outras do mesmo género, possui forte agressividade contra herbivoros e outros organismos que
venham a ameacar a integridade da planta hospedeira (OLIVEIRA et al., 2015; CARNEIRO et
al., 2018).

A partir disso objetivo geral do presente estudo € determinar experimentalmente a
importancia de compostos da familia dos metil-alcanos na determinacdo do comportamento de
agressividade de A. muelleri. Para isso testaremos a seguinte hipdtese: formigas tratadas com
compostos quimicos da familia dos metis alcanos irdo apresentar uma maior agressividade com
os individuos ndo tratados de suas proprias colonias. Além disso, vamos responder, dentre trés
compostos, qual ou quais metil alcanos promovem o comportamento agressivo em A. muelleri.
As avaliacdes foram realizadas em uma arena e as respostas comportamentais das formigas com
relacdo a agressividade foram analisadas. Os resultados deste trabalho ajudam a explicar que
tipo de composto desencadeia a agressividade em A. muelleri, nos ajudando a compreender

melhor o comportamento dessa espécie.
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2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Area de coleta da colonias

Coletamos os individuos de Cecropia glaziovii colonizados por Azteca muelleri
utilizados neste estudo em um fragmento florestal particular localizado no municipio de
Coimbra (MG), as margens da BR 120/356, denominado de Mata do seu Z¢é (20°O 48" 48",
42°S 49' 42") (Figura 1). Segundo (ZORZAL et al., 2021), as colonias de A. muelleri dessa
localidade apresentam comportamento de agressividade superior as formigas da mesma espécie
em regides proximas (Mata da Biologia (20° O 45' 29", 42° S 51' 55") e Mata do Paraiso (20°
O 48' 05", 42° S 51' 58")), nos permitindo uma maior chance de observar as interacdes e as

possiveis manifestacdes agressivas.

Figura 1 — Localizacdo da drea de coleta das colonias. Autor: Neves Jr, C. L. (2021).

Legenda
Local de coleta °
Municipio de Vigosa (]
Municipio de Coimbra [}
[ ]

Estado de Minas Gerais

A vegetacdo do local € classificada como Mata Atlantica (VELOSO; RANGEL-
FILHO; LIMA, 1991), com precipitacao anual média entre 1.300 e 1.400 mm, e temperatura
anual média de 19 °C (SILVA; VIEIRA; AMARAL, 2010).

Cortamos cada planta coletada em pedagos e armazenamos em um recipiente pléstico,

transportando para o Laboratério de Semioquimicos e Comportamento de Insetos, na
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Universidade Federal de Vigosa, campus Vigosa. As colonias foram mantidas no recipiente para

aclimatacdo em temperatura ambiente (25°C) e sem contato direto com a luz solar.

2.2 Aplicacao do composto

Os compostos utilizados no experimento ocorrem naturalmente na cuticula de A.
muelleri (DIAS et al. (2019), dados ndo publicados; ZORZAL et al., 2021) e foram sintetizados
no Laboratério de Semioquimicos da Universidade Federal do Parand. Os compostos sao: 13-
metilpentacosano (13-Me-C»s), 11-metilheptacosano (11-Me-Cz7), 11-metilnonacosano (11-
Me-Cz9) e 13-metilhentriacontano (13-Me-C31), utilizados em diferentes concentracoes.
Inserimos 1 mL da solucdo do composto em hexano num vial e utilizamos ar umidificado e
filtrado com carvado (1 L / min), em temperatura ambiente, para o hexano evaporar totalmente
e sobrasse apenas o composto de interesse nas paredes do vial (LALZAR et al., 2010).
Inserimos e agitamos por cinco segundos cada formiga em um dos vials, a fim de criar contato
entre os compostos e a cuticula da formiga. Cada formiga tratada foi mantida isolada em uma

arena individual apds a agitacdo até a execugdo dos testes de comportamento.

2.3 Teste de comportamento

Para a andlise de comportamento, colocamos duas formigas da mesma col6nia em uma
arena, que consistiu de um recipiente descartdvel de 30mL, com 5,9 cm de abertura e 3,8 cm de
fundo (Figura 2). Adicionamos uma fina camada de talco inerte puro a parede da arena para
evitar a fuga das formigas (PIKART et al., 2015), além de papel filtro no fundo da arena. Os
pares eram formados por (a) uma primeira formiga, sem nenhum tratamento e residente na
arena, e (b) uma segunda formiga com tratamento ou ndo (para os casos de grupo controle)
inseridas na arena. A formiga residente foi permitido o periodo de 5 minutos para ambientacio
na arena. Inserimos a segunda formiga e observamos o comportamento do par por cinco

minutos. Todos os ensaios nas arenas foram filmados e analisados posteriormente.
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Figura 2 — Esquema da arena utilizada no teste de comportamento. As formigas, para fins
ilustrativos, nao correspondem a espécie Azteca muelleri. Autor: Neves Jr, C. L. (2021).

3,1cm

2.4. Indice de agressividade

Classificamos o comportamento dos pares de formigas nas arenas seguindo uma
versao modificada do ‘protocolo de agressividade’ proposto por Holway, Suarez e Case (1998)
e adaptado por Giraud, Pedersen e Keller (2002), consistindo em seis niveis de interacdo, de 0
a 5, onde: 0, formigas se ignoram, sem contato fisico e ndo mostram interesse; 1, antenacao,
toques repetidos da antena no corpo da outra formiga; 2, formigas se evitam, tomam o caminho
contrario apos contato com outra formiga; 3, flexdo dorsal do géaster e abertura da mandibula;
4, agressdo, mordidas ou puxadas na cabega, pernas ou outras partes do corpo e; 5, luta, agressao
prolongada, prender a mandibula em alguma parte do corpo da outra formiga, ndo soltando até
o fim do teste.

Os niveis de 0 a 2 sdo considerados como comportamentos ndo-agressivos, € 0s 3-5
como comportamentos agressivos (GIRAUD; PEDERSEN, KELLER, 2002). Observados os
niveis de comportamento demonstrados nas arenas, calculamos o indice de agressividade a
partir da soma de vezes que cada comportamento foi realizado e dividindo esse nimero pelo
nimero total de interacdes demonstradas nos cinco minutos de observacdo. Por exemplo, em
um teste observou-se quatro intera¢des nivel 2 (antenag¢do) e duas de nivel 3 (flexdo de gaster),
logo o indice de comportamento serd 2,3, pois (4*2+2%3)/6 = 2,3 (ERRARD; HEFETZ, 1997,
D’ETTORRE et al., 2000).
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2.5. Experimento I: Testando os metil-alcanos

Para cada um dos quatro compostos (13-Me-C»s), 11-metilheptacosano (11-Me-Caz7),
11-metilnonacosano (11-Me-Cz9) e 13-metilhentriacontano (13-Me-C3;) utilizamos diferentes
concentracdes (0,25 ng/mL, 0,3 ng/mL, 0,35 ng/mL e 0,4ng/mL), formando quatro grupos para
cada composto. Os valores de concentrag¢des utilizados foram baseados em informacdes de Dias
(2019) (dados nao publicados) sobre a composicao do template de A. muelleri. Testamos pares
de formigas de uma mesma coldnia na arena, totalizando 80 pares: 20 pares por composto e 5

pares por concentragdo (Figura 3).

2.6. Experimento II: Encontrando a melhor concentracao de 13-metilhentriacontano (13-
Me-C31)

Nesta etapa, utilizamos apenas 13-Me-C31 nos testes em arena em decorréncia dos
altos indices de agressividade observados nas formigas tratadas com esse composto no
Experimento 1. Dividimos os pares de formigas em quatro grupos: trés concentracdes de 13-
Me-C31 (0,3 ng/mL, 3 ng/mL e 30 ng/mL) e um grupo controle (0 ng/mL), com 15 pares por

grupo, totalizando 60 pares de formigas testados (Figura 3).

2.7. Experimento III: 13-metilhentriacontano (13-Me-C31) como estimulador da
agressividade

Utilizamos nesta etapa cinco coldnias para testar a agressividade desencadeada por 13-
Me-C31. Testamos 20 pares de formigas por coldnia, sendo 10 pares de formigas testadas com
o composto na concentragdo de 0,3 ng/mL (tratamento) e 10 pares para o com 0 ng/mL de
concentragdo (controle). Ao todo, testamos 100 pares de formigas em arena neste experimento

(Figura 3).
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Figura 3 — Esquema dos experimentos executados neste trabalho. Autor: Neves Jr, C. L. (2021).

Experimento | 13-metilpentacosano 1 par de formiga por arena
B 5 arenas por concentragao
L = 20 arenas por composto
; Totalizando
11-metilheptacosano 80 arenas observadas
11-metilnonacosano
13-metilhentriacontano
Experimento Il 13-metilhentriacontano 1 par de formiga por arena
15 arenas por concentragao
+ Controle
Totalizando
60 arenas observadas
Experimento lll 13-metilhentriacontano 5 colénias de A. muelleri
20 arenas por colonia
(10 Controle + 10 Composto)

Totalizando
100 arenas observadas

2.8. Analise estatistica

Realizamos as anélises estatisticas no software R (v. 4.0.0; R Development Core Team,
2020) por meio de andlises de variancia de medidas (ANOVA), seguido de andlise residual para
verificar a adequacdo das distribuicdes dos modelos testados. Utilizamos Modelos Lineares
Generalizados (GLM) com distribuicdo gaussiana para verificar as diferencas nos indices de
comportamento das formigas. As médias dos quadrados minimos (LSMeans) foram usadas para

comparar diferengas significativas entre os tratamentos: compostos (13-Me-Cas, 11-Me-Ca7,
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11-Me-Cz9 e 13-Me-C31), concentragdes (0,25 ng/mL, 0,3 ng/mL, 0,35 ng/mL e 0,4ng/mL no

Experimento I, e 0,3 ng/mL, 3 ng/mL, 30 ng/mL e controles nos Experimentos II e I1I) e plantas.
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3. RESULTADOS
3.1. Experimento I: Testando os metil-alcanos

Nos 80 pares de formigas em arena, observamos interacdes nao agressivas (71,04\%
das interacdes) e agressivas (28,96\%). Antenacdes (nivel 1) ocorreram em todos os pares e
formam a maior parcela de interagdes (63,01\%), seguidas por flexdo de gaster e abertura de
mandibulas (nivel 3; 28,67\%), evitacdo (nivel 2; 6,03\%), ignorar (nivel 0: 2\%) e agressao
(nivel 4; 0,29\%). Apenas um dos pares apresentou interacdes de agressdo (nivel 4), e ndo houve
luta (nivel 5) entre as formigas testadas na arena (Figura 4).

As concentragdes usadas ndo promoveram diferengas significativas (p = 0,32) (Figura
5B), mas houve entre os compostos (p < 0,05). 11-Me-Cz9 e 13-Me-C3; apresentaram maiores
indices de agressividade e diferiram significativamente de 11-Me-C27, enquanto 13-Me-Cas ndo

apresentou diferenca em relagdo aos demais, com o menor indice (Figura SA).

Figura 4 — Porcentagem dos niveis de interagdo (0 a 5) das formigas Azteca muelleri observados
nas arenas, para os compostos: 13-Me-Cas, 11-Me-C27, 11-Me-Co9 e 13-Me-Cs3;.
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Figura 5 — Indice de agressividade das formigas A. muelleri para os diferentes compostos: 13-
Me-Czs, 11-Me-Cz7, 11-Me-Ca9 e 13-Me-C31 (A) e concentragdes 0,25 ng/mL, 0,3 ng/mL, 0,35
ng/mL e 0,4ng/mL (B). As barras representam a média (+ S.E.) e letras diferentes indicam
diferencgas significativas entre os tratamentos P <0,05). Os valores de P sdo dados para
tratamentos [modelo linear generalizado (familia, Gaussiana)] seguido por comparacdes de
pares de médias de minimos quadrados (LSMeans).
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3.2. Experimento II: Encontrando a melhor concentracao de 13-metilhentriacontano (13-
Me-C31)
Nos 60 pares de formigas em arena, foram observadas interacdes ndo agressivas

(78,2\% das interacdes) e agressivas (21,8\%). Antenagdes (nivel 1) ocorreram em todos os
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pares e, como no primeiro experimento, compuseram a maior parcela de intera¢des (73,5\%),
seguidas por flexdo de gaster e abertura de mandibulas (nivel 3; 17,6\%), agressao (nivel 4;
4,2\%), ignorar (nivel 0; 4\%) e evitagdo (nivel 2; 0,7\%). Nao houve luta (nivel 5) entre as

formigas testadas na arena (Figura 6).

Figura 6 — Porcentagem dos niveis de interagdo (0 a 5) das formigas Azteca muelleri observados
nas arenas, para o composto 13-Me-C3;.
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Dentre as diferentes concentracdes de 13-Me-Cs; testadas, apenas os tratamentos com
concentracdo 0,3 ng/mL revelaram diferenca significativa (p = 0,02), sendo o tratamento com

maiores indices de agressividade (Figura 7).
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Figura 7 — Indices de agressividade das formigas Azteca muelleri observados em cada um dos
tratamentos (0 ng/mL, 0,3 ng/mL, 3 ng/mL e 30 ng/mL) realizados com 13-Me-C3;. As barras
representam a média (= S.E.) e letras diferentes indicam diferencas significativas entre os
tratamentos (P <0,05). Os valores de P sdao dados para tratamentos [modelo linear generalizado
(familia, Gaussiana)] seguido por comparagdes de pares de médias de minimos quadrados
(LSMeans).
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3.3. Experimento III: 13-metilhentriacontano (13-Me-C31) como estimulador da
agressividade

Nos 100 pares de formigas em arena, foram observadas interacdes ndo agressivas
(71,1\% das interacdes) e agressivas (28,9\%). Antena¢des (nivel 1) ocorreram em todos os
pares e formam a maior parcela de interagdes (63,1\%). Em arenas com formigas tratadas com
13-Me-Cs31, o tempo de duragdo das antenagdes foi prolongado. Seguindo a ordem, flexdo de
gaster e abertura de mandibulas (nivel 3; 28,9\%), evitagcao (nivel 2; 5,9\%) e ignorar (nivel 0;
2\%). Nao houve agressao (nivel 4) e luta (nivel 5) entre as formigas testadas neste experimento
(Figura 8). Os pares com formigas tratadas com 13-Me-C3; apresentaram maior agressividade

que os pares controle (p < 0,001) (Figura 9).
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Figura 8 — Porcentagem dos niveis de interagdo (0 a 5) das formigas Azteca muelleri observados
nas arenas com plantas diferentes, para o composto 13-Me-Cg;.
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Figura 9 — Indices de agressividade das formigas Azteca muelleri observados no controle (0
ng/mL) e no tratamento com 0,3 ng/mL de 13-Me-C3;. As barras representam a média (+ S.E.)
e o asterisco indica a diferenca entre os tratamentos (P <0,001). Os valores de P sdo dados para
tratamentos [modelo linear generalizado (familia, Gaussiana)].
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4. DISCUSSAO

Dos quatro metil-alcanos testados (13-Me-Czs, 11-Me-Cz7, 11-Me-Ca9 e 13-Me-C31),
11-Me-C29 e 13-Me-Cs; apresentaram os maiores indices de agressividade. Observamos
também que a concentracdo de 0,3 ng/mL de 13-Me-C3; proporcionou um estranhamento entre
as formigas da mesma colonia de Azfeca muelleri, nao necessariamente apresentando
comportamentos agressivos, mas uma grande frequéncia de antenacdes e evitagdes, com poucas
flexdes de gdster e uma baixissima frequéncia de agressoes.

Antenacdes estiveram presentes em todos os testes € compuseram a maioria das
interacOes observadas. Sendo uma interacdo bdsica e essencial na troca de informagdes entre
companheiras e recrutamento (DETRAIN; DENEUBOURG; PASTEELS, 1999; OZAKI et al.,
2005; VANDER MEER et al., 2019), esse contato tictil caracteriza uma comunicagdo amigavel
e de reconhecimento (D’ETTORRE et al., 2000). Em estudos com modificacdo da assinatura
cuticular intracoldnia, o tempo de reconhecimento mediado por antenagdes € prolongado, uma
vez que a formiga ndo reconhece de imediato seu companheiro (CARLIN; HOLLDOBLER,
1986; DAHBI; LENOIR, 1998; PROVOST et al., 1993; VANDER MEER; SALIWANCHIK;
LAVINE, 1989). Neste estudo, alguns dos pares tratados com metil-alcanos apresentaram
tempo prolongado de antenacdo.

No que diz respeito as interagdes agressivas, a flexdo dorsal de géster esteve presente
na maior parte dos testes em arena, com menor presenga nas arenas controle. O comportamento
de flexdo dorsal do géster indica defesa quimica (GIRAUD; PEDERSEN, KELLER, 2002), e
nos testes realizados, a presenca desse comportamento aponta para a percep¢do das formigas a
uma mistura de hidrocarbonetos alterado ou até mesmo para uma falha no reconhecimento do
seu companheiro de ninho. Além da flexdo dorsal de géster, o comportamento agressivo
presente, ainda que com baixa frequéncia, foi a agressdo, onde a formiga ndo tratada agrediu a
tratada com mordidas. Para isso, podemos inferir que o composto causa uma mudanca no
template, mas nao a ponto de provocar maiores agressdes entre as formigas. De forma geral,
ndo € possivel garantir que o reconhecimento de companheiros seja um processo perfeito, pois
o template nem sempre se apresenta de forma consistente, residindo nessa questdo um dos
pontos fracos da defesa da colonia (BARBERO, 2016).

13-Me-C3; € encontrado na cuticula de outras espécies de formigas, como Linepithema
humile (MOTHAPO; WOSSLER, 2011), Formica argentea (WLODARCZYK;
SZCZEPANIAK, 2014), F. sanguinea e F. rufa (KRASNEC; BREED, 2013), mas seus
envolvimentos especificos nesses organismos nado sao precisamente definidos. A funcao de 13-

Me-C31 enquanto desencadeador de agressividade entre formigas é pouquissimo explorada,
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sendo descrito como componente cuticular de outros insetos como um cairomoénio (JONES,
1971). As coldnias de A. muelleri aqui tratadas com 13-Me-C3; apresentaram uma maior
frequéncia de comportamentos de antenagao e evitamento quando comparada com ninhos nao
tratados. Assim, apesar de nao podermos afirmar que esse composto desencadeou
comportamentos agressivos, ele causa um evidente estranhamento entre individuos da mesma
colonia, evidenciando que o mesmo tem uma importante fun¢do de reconhecimento entre
coldnias de ninhos diferentes, como sugerido por Zorzal et al. (2021).

Apesar de apresentar indices significativos de agressividade em nossos experimentos,
11-Me-C29 ndo € descrito em outras espécies como promotor de agressividade, como em
Camponotus floridanus, onde € indicador de fertilidade nas rainhas (ENDLER et al., 2004).
Esse composto estd presente na cuticula de outras espécies, como Formica argentea
(KRASNEC; BREED, 2013), Odontomachus haematodus e O. ruginodis (SMITH; MILLAR;
SUAREZ, 2016).

O menor indice de agressividade foi observado nas arenas com 13-Me-C»s. Na formiga
Neoponera apicalis, esse composto atua como regulador de atividades reprodutivas, com
propor¢des diferentes para rainhas e operérias. Em testes de manipulagcdo da quantidade de 13-
Me-C»s, semelhantes aos realizados aqui, menos interacdes agonisticas foram observadas,
sinalizando um “status maior” de quem possui o composto (YAGOUND et al., 2014, 2015). E
possivel que comportamento parecido tenha acontecido no presente estudo, resultando em
menor agressividade. O composto € encontrado também em Formica rufa (WLODARCZYK;
SZCZEPANIAK, 2014) e Wasmannia auropunctata (VONSHAK et al., 2009), dentre outras
espécies.

E vilido ressaltar que experimentos realizados em laboratério sio tentativas de uma
representacdo fiel bioldgica, principalmente quando estamos falando de questdes
comportamentais. A mensuracdo desses comportamentos € quase sempre realizada, ainda
assim, em laboratério, e sdo essenciais para investigar as nuances do comportamento de
reconhecimento de companheiros de ninho (HOWARD; BLOMQUIST, 2005), considerando
também que os insetos podem realizar comportamentos sem uma resposta aparente para nos,
os observadores, e até mesmo preenchendo diferentes espagos entre o comportamento binario
de agressividade ou ndo-agressividade (HEFETZ et al.,, 1996; BREED, 2003; NEWEY;
ROBSON; CROZIER, 2010).

Os indices de agressividade aqui utilizados seguem o ‘protocolo de agressividade’
proposto por Holway, Suarez e Case (1998) e adaptado por Giraud, Pedersen e Keller (2002),

consistindo em seis niveis de intera¢do, de 0 a 5. Ha outras metodologias de mensuragao de
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comportamento adotadas em diferentes estudos, abrangendo mais ou menos nuances de
comportamento e aplicadas a outras espécies de formigas (CARLIN; HOLLDOBLER, 1986;
ERRARD; HEFETZ, 1997; SUAREZ et al., 1999; ROULSTON; BUCZKOWSKI;
SILVERMAN, 2003; PACHECO; DEL-CLARO, 2015; LEBRUN et al., 2019). A adocdo de
diferentes métodos fortalece a ideia de que as interagdes entre esses insetos sdo diversas, € a
escolha deve se basear de acordo com as particularidades da espécie em estudo (KRAPF et al.,
2019). Para fins de comparacdo e com anseio de que haja uma padroniza¢do nos futuros estudos
comportamentais com A. muelleri, o método utilizado aqui € o mesmo adotado por Zorzal et al.
(2021) em trabalho com esta espécie. Como ha poucos trabalhos investigando o comportamento
dessa espécie, utilizar um método com muitos niveis de interacdo parece ser o ideal, uma vez
que as nuances comportamentais podem ser melhor observadas, exploradas e, enfim, resultar

no aprimoramento do método de avaliagdo.

5. CONSIDERACOES FINAIS

Os dados apresentados neste trabalho colaboram para o entendimento de uma agdo de
extrema importancia para a sobrevivéncia da colOnia: a agressividade. As colonias de A.
muelleri testadas ndo tiveram reagdes agressivas, mas apresentaram estranhamento quanto aos
companheiros de ninho tratados com 13-metilhentriacontano. Concluimos que esse composto
tem uma importante funcdo no reconhecimento entre colonias nessa espécie. As observacoes
com 11-metilnonacosano também indicam estranhamento, mas sugerimos que novos estudos
acerca de seus efeitos no comportamento dessa espécie sejam realizados, tratando também dos
demais compostos aqui utilizados. Enquanto parte de um sistema mutualistico, estudos sobre o
comportamento das formigas A. muelleri nos ajudam a compreender ndo apenas seus meios de
comunica¢do, como também as configuragdes de sua relagdo sua planta hospedeira, Cecropia

glaziovii.
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