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RESUMO

DIAS, Marcondes Andrade, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2019.
Composicao dos perfis quimicos de hidrocarbonetos cuticulares no sistema tritrofico
Azteca-cecropia-Chaetothyriales. Orientador: Eraldo Rodrigues de Lima.

A comunicagdo quimica € crucial para a organizacdo em insetos sociais. Apesar disso, o
processo de transmissdo e codificacdo desses compostos quimicos tem-se revelado um
grande desafio para ecdlogos. Neste trabalho tivemos como objetivo investigar a
similaridade dos compostos quimicos de cuticula da formiga Azteca mulleri com seu
fungo simbionte (Chaetothyriales) e sua planta mirmecofita hospedeira (Cecropia
glaziovii) no intuito de entender se as duas principais fontes de alimento da formiga
poderiam influenciar em sua composi¢do cuticular. Além disso, ao compararmos o perfil
cuticular de A. muelleri com sua parente proxima ndo simbionte de Cecropia (Azteca
chartifex), testamos a importancia da filogenia sobre a determinacdo desse perfil quimico.
Coletamos um total de 34 plantas com colonias de Azteca muelleri, 33 com corpusculos
mullerianos, 22 com fungo e 5 colonias de 4. chartifex em trés fragmentos de Mata
Atlantica no municipio de Vigosa — Minas Gerais, Brasil. Para analisar os compostos de
cuticula realizamos extragcdes com hexano através do método de padronizagdo interna
(trans,trans-farnesol (C15H260) eliminando picos que estivessem presentes em menos de
50% das amostras. Nossos resultados demonstraram uma similaridade relativamente alta
entre o fungo Chaetothyriales e operarias de 4. muelleri, bem como uma relag@o positiva
de trés alcenos presentes no fungo sobre os mesmos presentes nas formigas. Ao contrario,
existe uma baixissima similaridade quimica entre 4. muelleri, A. chartifex, C. glaziovii.
Esses resultados demonstram que o fungo Chaetothyriales, principalmente por via tréfica,
parece ter influéncia crucial na formacao dos compostos cuticulares de A. muelleri. Dessa
forma, nossos resultados parecem indicar que os hidrocarbonetos de cuticula em formigas
sdo mais relacionados com o alimento ingerido do que outros aspectos ambientais ou
filogenéticos. No entanto, sdo necessarios mais estudos para melhor compreender a
influéncia dos fatores ambientais em detrimento da filogenia para a formacdo dos

hidrocarbonetos cuticulares em insetos.

Palavras-chave: Ecologia quimica. Semioquimicos. Simbiose.



ABSTRACT

DIAS, Marcondes Andrade, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2019.
Composition of cutaneous hydrocarbon chemical stocks in the tritrophic system
Azteca-cecropia-Chaetothyriales. Advisor: Eraldo Rodrigues de Lima.

Communication is important for the organization in social insects. Nevertheless, the
process of transmission and codification of these chemical compounds has been a major
challenge for ecologists. In this work we aimed to investigate the similarity of ant cuticle
chemical compounds with its symbiotic fungus (Chaetothyriales) and host plant
(Cecropia glaziovii), in order to understand if its two main food sources could influence
its cuticular composition. Furthermore, when comparing A. muelleri cuticular profile with
his non-symbiont close relative of Cecropia (Azteca chartifex), we tested the importance
of phylogeny in determining this chemical profile. We collected a total of 34 plants with
Azteca muelleri colonies, 33 with mullerian bodies and 22 with fungus and 5 colonies of
A. chartifex in three Atlantic Forest fragments in Vigosa - Minas Gerais, Brazil. To
analyze the cuticle compounds we performed hexane extractions using the internal
standardization method (trans,trans-farnesol (CisH260)) eliminating peaks that were
present in less than 50% of samples. Our results demonstrated a relatively high similarity
between the fungus Chaetothyriales and workers of A. muelleri, as well as a positive
relationship of three alkenes present in the fungus on the same ones present in the ants.
In contrast, there is very little chemical similarity between 4. muelleri, A. chartifex, C.
glaziovii. These results show that the fungus Chaetothyriales, mainly via the trophic
pathway, seems to have a crucial influence on the formation of 4. muelleri cuticular
compounds. Thus, our results seem to indicate that ant cuticle hydrocarbons are probably
more related to the food ingested than other environmental or phylogenetic aspects.
However, further studies are needed to better understand the influence of environmental

factors over phylogeny on the formation of cuticular hydrocarbons in insects.

Keywords: Chemical ecology. Semiochemicals. Symbiosis.
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1. Introducao

A comunicagdo ¢ fundamental para a organizagdo dos organismos. Em insetos, a
principal forma de comunicacdo ¢ a quimica e compreender como a transmissdo da
informagdo ¢ codificada ¢ um dos maiores desafios da atualidade para os ecologos
quimicos (MARTIN; DRIJFHOUT, 2009). O reconhecimento € principalmente
importante em insetos sociais pois envolve reconhecimento de individuos da mesma
coldnia, sendo ele em grande parte realizado pelos compostos de cuticula (FRIZZI et al.,
2015; GUILLEM, DRIJFHOUT, and MARTIN, 2016; FOURNIER et al., 2016).

Entre os compostos quimicos de cuticula estdo as ceras, alcoois, acidos graxos,
glicerideos, esterois, cetonas, aldeidos, ésteres, e hidrocarbonetos, sendo os ultimos a
maioria na cuticula e desenvolvem particular relevancia no papel de reconhecimento de
coespecificos (LOCKEY, 1988). Até o ano de 2007 cerca de 1000 hidrocarbonetos
cuticulares haviam sido descritos, entre eles os n-alcanos, monometil-alcanos, dimetil-
alcanos, alcenos, dienos, trimetil-alcanos, metil-alcanos, metil-alcadienos, trienos e
tetrametil-alcanos, sendo a maioria das cadeias carbonicas compreendidas entre Ci9 e C33
(MARTIN; DRIJFHOUT, 2009).

Os hidrocarbonetos de cuticula nao sao definidos de forma permanente, sdo hora
desgastados, hora repostos, podendo ser afetados ainda pelo sexo, sazonalidade, estagio
de desenvolvimento ¢ variagdes na dieta (ESPELIE; CHAPMAN; SWORD, 1994,
NATION, 2008). No entanto, parece nao haver concordancia na literatura sobre qual dos
fatores, genéticos ou ambientais, exercem maior papel na determinagdao do perfil de
hidrocarbonetos ou se sdo de fato contexto-dependente (SILVERMAN; LIANG, 2000;
BUCZKOWSKI et al., 2005; KATHER; MARTIN, 2012).

No intuito de entender como o perfil de hidrocarbonetos variam ambientalmente
Silverman & Liang (2000) estudaram como a formiga Linepithema humile captura os
hidrocarbonetos cuticulares. Encontraram que podem ser transferidos por via tréfica de
uma espécie a outra, alterando completamente o perfil da espécie predadora. Mais
especificamente, foi verificado que apés 56 dias se alimentando apenas de um tipo de
presa L. humile se tornou quimicamente similar as mesmas, sendo elas alternadamente as
baratas Blatella germanica e Supella longipalpa.

A notavel interacdo entre plantas mirmecofitas e formigas pode ser uma
alternativa interessante de estudo. Nesses sistemas as plantas costumam ser beneficiadas
pela protecdo contra herbivoros, enquanto as colonias obtém recurso como alimento e

abrigo (JANZEN, 1966; DEL-CLARO et al., 1996). No sistema Azteca-Cecropia as



plantas liberam um composto rico em carboidratos na forma de glicogénio que servem de
alimento para as formigas (RICKSON, 1971, 1976a, b).

Os corpusculos, no entanto, ndo sao a tnica fonte de alimento da coldnia. Durante
a colonizagdo a rainha carrega consigo uma cepa de fungo da ordem Chaetothyriales
(Ascomicota), um grupo de leveduras pretas caracterizadas por crescimento lento e hifas
melanizadas, que podem estar relacionadas com a alimentacdo da rainha, bem como das
primeiras operarias, uma vez que a coleta de corpusculos ainda nao tenha iniciado. Mais
ainda, a oviposi¢do ¢ posterior ao estabelecimento do indculo do fungo, demonstrando
seu papel do fungo para o sucesso da colonizacdo (MAYER et al., 2018).

Nao obstante, mesmo que o sistema Azteca-Cecropia seja amplamente estudado
em termos de sua ecologia (BERG; ROSSELLI, 2005), ndo ha trabalhos que foquem na
sua ecologia quimica entre a planta hospedeira (Cecropia) e seus simbiontes (Azteca e
Chaetothyriales). Apesar disso, pela natureza tri-trofica do sistema Cecropia-Azteca-
Chaetthothyriales o0 mesmo se torna um excelente modelo para estudo da origem de
variagdo do perfil dos hidrocarbonetos. Isso ocorre, pois 0 mesmo permite testar se a
natureza dos compostos quimicos cuticulares de uma espécie de Azfeca simbionte de
Cecropia é mais similar as suas fontes de alimento (corpusculo e fungo) ou a sua parente
proxima (eg. uma outra espécie de Azteca nao simbionte de Cecropia).

E nesta lacuna que esta dissertagio pretende se inserir, dando margem ao
entendimento do quio profunda essa interacdo inseto-planta-fungo pode estar
estabelecida e qual o papel da planta e do fungo, enquanto fatores ambientais, na
determinagao do perfil quimico de compostos cuticulares da formiga, em especial os
hidrocarbonetos.

Dessa forma, nosso objetivo geral foi realizar uma analise quimica do perfil de
compostos quimicos superficiais no sistema Azteca-Cecropia-Chaetothyriales. Como
objetivos especificos responderemos as seguintes perguntas: i) Qual a similaridade
quimica dos compostos quimicos superficiais de Azteca muelleri, sua planta hospedeira
(Cecropia glaziovii) suas duas fontes principais de alimento, o fungo Chaetothyriales e
os corpusculos mullerianos e finalmente sua parente préxima nao simbionte de Cecropia
(Azteca chartifex)? 1) A partir dos compostos similares entre A. muelleri e suas duas
fontes de alimento, existe um efeito das concentragdes dos compostos do fungo e

corpusculos sobre os compostos das formigas?



2. Material e métodos
2.1. Area de estudo

Coletamos em trés fragmentos de Mata Atlantica localizados na cidade de Vigosa,
Minas Gerais, sendo eles: Mata do Paraiso, Mata da Biologia e um fragmento florestal
particular localizado as margens da BR-120/356 (Mata do Seu Z¢) (Figura 1). A Estagdo
de pesquisa Treinamento e Educa¢do Ambiental Mata do Paraiso (20° 38' 07" S, 42° 51'
31" W) € uma reserva que possui aproximadamente 195 ha e pertence a Universidade
Federal de Vigosa (UFV), sendo administrada pelo Departamento de Engenharia Florestal
da universidade. A Mata da Biologia (20°45'29.8" S 42° 51'43.1" W) esta localizada no
campus da Universidade Federal de Vigosa e possui area de aproximadamente 75 ha de
mata sob protecdo permanente e em processo de regeneracdo natural. Por fim, o
Fragmento de mata as margens da BR-120/356, localizado entre Vigosa-MG e Coimbra-
MG (20° 49" 21.2" S 42° 48' 59.6" W), ¢ uma mata em regeneracdo de propriedade
privada. Os trés locais tém como vegetagao predominante a Floresta Atlantica Estacional
Semidecidual Montana (VELOSO, 1991), onde hé ocorréncia de espécies de Cecropia

associadas a formigas de Azteca.
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Figura 1. Localizagdo geografica dos pontos de coleta. MP — Mata do Paraiso, MB — Mata da
Biologia, SZ — Mata do Seu Z¢.
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2.2. Espécies estudadas

No6s utilizamos a planta mirmecofita Cecropia glaziovii, que na Floresta
Estacional Semidecidual se encontra em locais umidos e mais protegidos (BERG;
ROSSELLI, 2005), possuindo distribui¢do principalmente em regides de altitude entre
600-1.500 metros (BERG; ROSSELLI, 2005). As plantas de C. glaziovii geralmente
associam-se a formigas da espécie Azteca mulelleri, o que é explicado pela correlagdo
com o habitat em que vivem (DAVIDSON, 1991), o que inclui o fungo da ordem
Chaetothyriales que ¢ transportado pela rainha no momento da fundacdo da colonia
(MAYER et al., 2018). Para fins de comparagdo de similaridade com outra espécie do
mesmo género, utilizamos operarias de Azteca chartifex, que possuem habitos
contrastantes aos de A. muelleri como utilizagdo de outra planta como hospedeira e
formacao de ninho cartdo em forma de estalactite (DEJEAN et al., 2008). Identificamos
as plantas com base na caracteristica das folhas (BERG; ROSSELLI, 2005). Ja as
formigas de 4. muelleri foram identificadas morfologicamente pelo taxonomista Julio

Chaul. (Figura 2).

Figura 2. A — Planta de C. glaziovii. B — Corte longitudinal da regido apical do caule. C — Regido
axilar do peciolo da folha representando as triquilias com formagao de corpusculos mullerianos.
Circulo verde: fungo Chaetothyriales. Circulo amarelo: triquilia e corptsculo. Circulo vermelho:
operaria. Elipse azul: rainha.
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Coleta

Para a coleta plantas de C. glaziovii foi realizado corte do caule a
aproximadamente 10cm do solo. Fragmentos da por¢ao apical da planta foram levados a
laboratério onde mantivemos a temperatura a -6°C em freezer para posterior triagem dos
fungos e operarias. Removemos as folhas em ntimero de trés, observando o melhor estado
(herbivoria), seguido pela coleta de triquilias onde estao alojados os corpusculos.

As coldnias de Azteca chartifex estdo localizadas em frente ao PVA (Pavilhdo A)
no Campus da Universidade Federal de Vicosa-MG (20°45” 38.2> S 42°52° 3.61°W).

Coletamos um total de 34 plantas com coldnias de 4. muelleri (10 em MB, 9 em
MP e 15 em MZ), 33 com corpusculo (13 em MB, 5 em MP ¢ 15 em MZ) e 22 com fungo
(6 em MP, 3 em MP e 13 em MZ) e 5 colonias de Azteca chartifex.

2.4 Analise de compostos cuticulares

2.4.1 Extracao (protocolo)

Com excegao das folhas, todo o material foi mantido sob refrigeragao de -6 °C até
o momento da extra¢do. Enquanto o fungo foi submetido a secagem por meio de agente
dessecante (sulfato de magnésio) por 24 horas antes da extracdo. O protocolo de extracdo

segue abaixo:

e Operarias de A. muelleri — imergimos 5 operarias em 50ul de hexano com
padrdo interno (trans,trans-farnesol a 50ng/pl) por 2 minutos.

e Operarias de A. chartifex —imergimos 10 operarias em 50ul de hexano por
2 minutos.

e Corpusculos — imergimos 5 corpusculos 5ul de hexano com padrao interno
(trans,trans-farnesol a 50ng/ul) por 60 minutos.

e Folhas - um fragmento da folha foi parcialmente mergulhado em 50ul de
hexano por 30 minutos.

e Fungo - imergimos 0,010g de fungo (peso seco) em 50ul de hexano com

padrao interno (trans,trans-farnesol a 50ng/ul) por 20 minutos.

Injetamos os extratos de fungos, operarias de 4. muelleri e corpisculo em triplicata para
fins de obtencdo das médias de concentracdo (em nanogramas - ng) para os picos de
interesse
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2.4.2 Quantificacio

Injetamos os extratos resultantes (1 pl) em equipamento de cromatografia gasosa,
GC 17* (SHIMADZU) com coluna DB5 (RESTEK) de 30 metros e 0.25mm. Método de
injecdo: temperatura inicial de 100°C, rampa de aquecimento 10°C por minuto,
temperatura final de 280°C (mantido por 10 minutos), temperatura do injetor de 250°C.
Para quantificar a concentragdo dos perfis de compostos cuticulares de operarias de 4.
muelleri, corpusculo e fungo utilizamos o método de padronizacdo interna (trans,trans-

farnesol (Ci5sH260)) (FISCHER, 2006).

2.4.3 Qualificacao

Reutilizamos os extratos de fungos, operdrias (de A. muelleri e A. chartifex),
folhas e corptisculos utilizados para a quantificacdo seguindo o mesmo método de injegao,
em aparelho de cromatografia acoplado a espectometria de massas (GCMS SHIMADZU
QP2010 ULTRA/SE, coluna DB5 (RESTEK) de 30 metros e 0.25mm). Para a
identificacdo, contamos com o auxilio do professor Diogo Montes Vidal, do Grupo de
Ecologia Quimica do Departamento de Quimica a da Universidade Federal de Minas
(UFMG), que realizou o estudo dos componentes com base no Indice de Kovats,

derivatizacoes ¢ base de dados.

2.5 Analise estatistica

Para comparar a similaridade quimica de A. muelleri e de Chaetothyriales para os
trés locais realizamos andlise NMDS (Non-metric Multidimensional Scaling). A
ordenagcdo NMDS foi baseada no indice de dissimiliaridade de Bray-Curtis entre os locais.
Para comparar a similaridade dos corptsculos foi realizada ANOVA, sendo local variavel
explicativa (X) e os picos a variavel reposta (Y). Para avaliar a diferenca entre as médias
fizemos teste de Tukey. Utilizamos um Modelo Gaussiano para analise de residuos e
distribuicao dos erros. Todas as analises foram realizadas no R (TEAM, 2013).

Para investigar o efeito do ambiente (corpusculo e fungo) na determinacao do
perfil quimico de 4. muelleri utilizamos modelos de regressao linear entre a concentragao
de cada pico similar entre o par interativo formiga-fungo e formiga-corptsculo. Dado a

natureza dos dados utilizamos modelos Gaussianos para andlise de residuos e distribui¢ao
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dos erros. As concentragdes dos picos foram transformadas em log para obter a
normalidade e homocesdaticidade dos residuos.

3. Resultados

3.1. Analise qualitativa da similaridade quimica

Utilizamos como método de corte os picos que compreendiam compostos de
cuticula estando em pelo menos 50% das amostras injetadas.

As injecdes em aparelhos de cromatografia (GC e GCMS) dos extratos de hexano
para o corpo das operarias de A. muelleri resultaram em um total de 27 picos de compostos
cuticulares, que foram selecionados quando apareciam em pelo menos 50% das amostras.
Desses compostos 24 sdo hidrocarbonetos (8 alcanos lineares, 12 alcenos lineares e 4
metil-alcanos) e trés nao identificados. (Tabela 1).

As injegdes de extratos dos fungos Chaetothyriales em peso seco perfizeram 37
picos. Destes, 27 sdo 0os mesmos encontrados nas operarias de 4. muelleri. Ou seja, todos
os picos de compostos cuticulares de formiga estdo também nos fungos.

As analises de cromatografia de corptsculos mullerianos revelaram a presenga de
apenas dois picos, sendo ambos também componentes do perfil quimico das operarias de
A. muelleri e dos fungos, por conseguinte (Figura 3).

As anélises dos cromatogramas de operarias de Azteca chartifex resultaram em 16
picos que também sdo encontrados em A. muelleri. Um niimero menor do que os fungos

possucm.

—  Chaetothyriales
— A muelfert
—— A chartifex
—— Folha

— Corpusculo

Figura 3. Cromatograma de uma das amostras para fungo Chaetothyriales (27 picos similares),
operarias de A. muelleri (27 picos), operarias de A. Chartifex (16 picos similares), folhas de C.
glaziovii (10 picos similares) e corptisculos mullerianos (2 picos similares). Eixo Y = intensidade
do sinal em Volts, eixo X = tempo em minutos (Tempo de Retengdo - RT).
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Tabela 1. Relagdo dos picos de compostos cuticulares de Azteca muelleri. COD. = niimero do
pico. RT =tempo de retengdo, KI = indice de Kovats. * indica auséncia de informagao
(localizacdo da ramificag@o ou dupla ligagdo)

Cod. RT KI Cadeia GRUPO
carbonica

1| 12,7 | 1962 NI NI

2 14 | 2092 Ca Alcano linear

3 1442134 NI NI

4| 14,6 | 2155 NI NI

51 15,6 | 2263 C23-79 Alceno linear

6| 15,7 |2274 C23-E9 Alceno linear

71 159 | 2296 Cas Alcano linear

8| 16,6 | 2376 Cos-7* Alceno linear

91 16,9 | 2411 Cos Alcano linear
10| 17,4 | 2470 C25-29 Alceno linear
11| 17,5 2482 Cas-E9 Alceno linear
12 | 17,6 | 2494 Cas Alcano linear
13| 17,9 | 2531 (*Me)-Cas Metil-alcano
14| 19,1 | 2681 C27-79 Alceno linear
15 19,2 | 2693 Cy Alcano linear
16 | 19,5 | 2728 (*Me)-Cay Metil-Alcano
17 | 19,9 | 2775 C23-729 Alceno linear
18 20 | 2786 C23-E9 Alceno linear
29 20,1 | 2798 Cas Alcano linear
20 | 20,9 | 2879 C29-79 Alceno linear
21| 20,99 | 2888 C29-E9 Alceno linear
22 | 21,1 | 2900 Cao Alcano linear
23 | 21,4 | 2926 (*Me)-Cao Metil alcano
24 | 23,3 | 3078 C31-D9* Alceno linear
25| 23,4 | 3085 C31-D9* Alceno linear
26 | 23,6 | 3100 Csi Alcano linear
27 24,1 3130 (*Me)-Cs1 Metil-alcano

3.2. Analise quantitativa da similaridade quimica

3.2.1 Similaridade quimica entre sitios de coleta (operarias, fungo e corpusculos)

Uma ordenagdo de similaridade quimica baseada nos 27 picos de operarias de A.
muelleri demonstrou que nao existe uma clara separacao entre o perfil quimico das
operarias de formigas entre os trés locais analisados (Figura 4). O mesmo resultado foi

encontrado quando comparada a similaridade quimica dos 27 picos dos fungos entre os
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mesmos trés locais (Figura 5). Da mesma forma, os picos 12,7 (Figura 6 (A),
F230=1.1239; p=0.33) e 14,4 (Figura 6 (B), F230=1.9368; p=0.16) dos corptsculos
mullerianos também nao demonstraram diferenga entre suas médias de concentragdo para

as trés diferentes localidades (Figura 6 A e B).
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Figura 4. Resultado entre perfil quimico dos hidrocarbonetos de operarias de A. muelleri quanto
aos trés diferentes locais MP (Mata do Paraiso), MB (Mata da Biologia), SZ (Mata do Seu Z¢)
para os 27 picos (Tabela 1). N =22. A ordenag@o por NMDS nao demonstrou separacdo entre os
locais. (Strees=0.101)
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Figura 5. Resultado entre perfil quimico de fungos Chaetothyriales quanto aos trés diferentes
locais MP (Mata do Paraiso), MB (Mata da Biologia), SZ (Mata do Seu Z¢) para os 27 picos
(Tabela 1). N = 22. A ordenagdo por NMDS ndo demonstrou separacdo entre os locais.
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Figura 6. Comparacgdo entre as médias de concentracdo (log) dos picos 12,7 (A) e 14,4 (B)
corpusculos mullerianos quanto aos locais MP (Mata do Paraiso), MB (Mata da Biologia), SZ
(Mata do Seu Zg). As letras indicam diferenca entre as médias (Teste de Tukey). Nao houve
diferenca entre as médias de concentragdes dos picos entre os trés locais. (A) (N=33, F»3=1.1239;
p=0.33), (B) (N=33, F230=1.9368; p=0.16).



3.2.2 Similaridade quimica entre operarias, fungo e corpusculos

Nossos resultados demonstraram que ndo ha relacdo entre a concentragdo dos
picos 12,7 (Figura 7, F120=0.165; p=0.689; R?>=0.008) e¢ 14,4 (Figura 8, F120=0.0225,
p=0.882, R?>=0.001) provenientes dos corptisculos de Cecropia e A. muelleri. No entanto,
ao relacionarmos as concentragdes dos 27 picos similares entre o fungo e A. muelleri
encontramos uma relacdo positiva e significativa em trés deles: pico 15,7 (Figura 9,
F120=5.8712; p=0.025; R?>=0.227), pico 20 (Figura 10, F; 20=10.406; p=0.004; R?=0.342)
e pico 20,99 (Figura 11, F120=7.8745; p=0.045, R?=0.186).

Tabela 1. Tabela de significancia para analise de regressao linear para concentracdo (log) dos
picos de operarias em fun¢do do fungo (4. muelleri~Chaetothyriales) e operarias em funcao
corpusculo (4. muelleri~Corpusculo).

A. muelleri~Fungo A. muelleri~Corpusculo
Céd.| RT ValordeP  R? Valor de P R?

1 12,7 0,058 0,168 0,689 0,008
2 14 0,191 0,084 -- --

3| 144 0,558 0,017 0,8821 0,001
4 14,6 0,981 0,000 -- --
5] 15,6 0,337 0,046 -- -
6 15,7 0,025* 0,227 -- --
7 159 0,554 0,018 -- --
8| 16,6 0,450 0,029 -- --
9| 16,9 0,457 0,028 -- -
10 17,4 0,748 0,005 - -
11 17,5 0,164 0,095 -- --
12| 17,6 0,682 0,009 -- --
13 17,9 0,247 0,066 -- --
14 19,1 0,772 0,004 -- --
15 19,2 0,757 0,005 -- --
16 | 19,5 0,068 0,157 -- --
17 19,9 0,390 0,037 -- --
18 20 0,004* 0,342 - -
29 | 20,1 0,160 0,096 -- -
20 | 20,9 0,204 0,079 -- --
21 | 20,99 0,045* 0,186 - --
221 21,1 0,607 0,013 -- --
23| 21,4 0,126 0,113 -- -
24 | 233 0,075 0,150 -- --
25| 234 0,172 0,091 - --
26 | 23,6 0,736 0,006 -- --
27 | 24,1 0,568 0,017 -- --
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A. muelleri (pico 12.7)

Corplsculo (pico 12.7)

Figura 7. Relacdo entre a concentragdo (log) para o pico 12,7 de operarias A. muelleri e do pico
12,7 de corptisculos mullerianos. O pico 12,7 de corpusculos nao influenciam a determinagio do
pico 12,7 em A. muelleri (N=22, p=0.689, R=0.008).
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Corplsculo (pico 14.4)

Figura 8. Relagdo entre a concentragdo (log) para o pico 14,4 de operarias A. muelleri ¢ do pico
14,4 de corptsculos mullerianos. O pico 14,4 de corptsculos ndo influencia a determinagdo do
pico 14,4 em A. muelleri (N=22, p=0.882, R?=0.001).
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Chaetothyriales (pico 15.7)

Figura 9. Relagdo entre a concentragdo (log) para o pico 15,7 de operarias A. muelleri ¢ do pico
15,7 de fungo Chaetothyriales. O pico 15,7 de fungos influencia a determinacéo do pico 15,7 em
A. muelleri (N=22, p=0.025; R*=0.227).
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Chaetothyriales (pico 20)

Figura 10. Relacdo entre a concentracao (log) para o pico 20 de operarias A. muelleri e do pico
20 de fungo Chaetothyriales. O pico 20 de fungos influencia a determinagdo do pico 20 em A.
muelleri (N=22, p=0.004; R?>=0.342).
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Figura 11. Relacdo entre a concentragdo (log) para o pico 20.99 de operarias A. muelleri e do
pico 20.99 de fungo Chaetothyriales. O pico 20.99 de fungos influencia a determinagdo do pico
20.99 em A. muelleri (N=22, p=0.045, R?>=0.186).
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4. Discussao

Nesta dissertagdo focamos na similaridade quimica da formiga Azteca muelleri
com os seus simbiontes a planta Cecropia glaziovii e o fungo Chaetothiryales e uma de
suas parentes mais proximas Azteca chartifex. A partir disso, através das andlises
qualitativas e quantitativas de compostos cuticulares, detectamos que as folhas de C.
galziovii, seus corpusculos e também A. chartifex parecem apresentar menor similaridade
quimica com as operarias de A. muelleri do que seu fungo simbionte. Esse resultado, pode
indicar maior relevancia do fungo na determinagdo do perfil quimico das operarias de 4.
muelleri. Uma vez que além de possuirem todos os componentes presentes na cuticula
das operarias também tiveram picos que possuiram uma relacdo positiva com os da
formiga (figura 9, 10 e 11).

Dos compostos cuticulares encontrados, alcanos, metil-alcanos e alcenos, 24
correspondem a hidrocarbonetos que estdo associados ao reconhecimento quimico em
colonias (LOCKEY, 1988; MARTIN; DRIJFHOUT, 2009; FOURNIER et al., 2016;
NEUPERT et al., 2018). Os n-alcanos e metil-alcanos sdo amplamente distribuidos em
cuticulas de insetos estando relacionados a impermeabilidade a 4gua e agente
antidessecante, e talvez por essa razao sao encontrados em espécies de formigas mais
basais. J& os alcenos ainda carecem de informag¢ao devido auséncia de informagao sobre
a influéncia da posicao das duplas liga¢des no reconhecimento (MARTIN; DRIJFHOUT,
2009).

Esses resultados se tornam intrigantes quando consideramos de que forma esses
compostos cuticulares das operarias de A. muelleri podem ser influenciados pelo
corpusculo, fungo ou folhas da planta. Em primeira analise, formulamos a explicagdo de
que esses compostos poderiam estar sendo transmitidos por contato da superficie da folha,
do corpusculo ou do fungo. No entanto, essa ideia parece pouco vidvel quando
consideramos o processo de formagdo da cuticula. Em insetos, a cuticula ¢ formada por
via endogena através de células especializadas, os oendcitos (CHAPMAN, 2013). Uma
vez produzidos nessas células, os hidrocarbonetos podem ser transferidos por lipoforinas
através da hemolinfa dos insetos (CHAPMAN, 2013).

Outra explicacdo seria a de que os compostos cuticulares sdo transferidos
principalmente por via tréfica por meio da ingestao de fungos. A alimentagdo por fungo
¢ sugerida em espécies de formigas que se abrigam em domacia, pois os fungos
Chaetothyriales que vivem em neste local tendem a possuir parede celular menos espessa

facilitando a alimentacdo pelas formigas. Isto €, espécies de fungo em domadcias sdo
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recurso alimentar em potencial para formigas mirmecofitas ( VOGLMAYR et al., 2011;
PRINGLE; MOREAU, 2017). Um reforgo tedrico em favor da maior importancia da
alimentagdo sobre o perfil de hidrocarbonetos foi dado por Silverman e Liang (2000).
Nesse trabalho, foi demonstrado que a espécie de formiga Lineptema humile incorpora
seus hidrocarbonetos de cuticula principalmente de suas presas: duas espécies de baratas.

Essa transferéncia de hidrocarbonetos de fungos para as operarias parece fazer
ainda mais sentido quando observamos que na formigas cultivadoras de fungo Atta
sexdens também foi registrado que as operarias possuem perfil de cuticula similar ao do
fungo simbionte Leucoagaricus gonlylophorus (VALADARES; NASCIMENTO, 2015;
VALADARES; NASCIMENTO, 2016; VALADARES; NASCIMENTO, 2017).

Como no sistema Azteca-Cecropia o fungo participa da alimentacao das larvas na
fundacdo da coldnia, uma vez que as primeiras operdrias ainda ndo surgiram, (MAYER
et al., 2018), o corpusculo talvez atue tardiamente na alimentacao apos o estabelecimento
da coldnia, quando a coleta nas triquilias se torne possivel (MAYER et al., 2018). Desse
modo, € possivel que o corplisculo sirva de variacdo secundaria no perfil de
hidrocarbonetos, uma vez que a cuticula continua em processo de renovagao ao longo da
vida das operarias (MARTIN; DRIJFHOUT, 2009; MAYER et al., 2018).

O fato dos perfis de hidrocarbonetos poderem variar no tempo pode explicar
porque houve perda da relagdo entre os demais compostos que sao similares, admitindo
que talvez a alimentacdo pelo fungo s6 ocorresse no inicio da fundagdo da coldnia e que
depois esse perfil fosse aos poucos se distanciando do perfil do fungo Chaetothiryales
(ESPELIE; CHAPMAN; SWORD, 1994; NATION, 2008).

Mais ainda, o perfil de compostos cuticulares encontrados em Azteca chartifex
neste trabalho indicam que a histdoria filogenética pode ndo responder com muita
fidedignidade a origem dos perfis quimicos, podendo originar equivocos na formagao de
filogenias que levem em consideracdo apenas hidrocarbonetos como fator de
agrupamento, o que nao invalida, no entanto, essa ferramenta na separacao de espécies

cripticas (KATHER; MARTIN, 2012; BRAGA et al., 2013).

5. Conclusao

A espécie de formiga Azteca muelleri possui uma maior similaridade quimica com
seu fungo simbionte do que com sua planta hospedeira, e dessa forma o fungo parece ter
relacdo mais estreita na transferéncia de compostos de cuticulares para a formiga,

possivelmente por via trofica. Esse trabalho ¢ o primeiro estudo quimico no classico
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sistema entre formigas e plantas mirmecofitas (HEIL; MCKEY, 2003), e indica que os
hidrocarbonetos de cuticula em formigas sdo mais relacionados com o alimento ingerido
do que outros aspectos ambientais ou filogenéticos. No entanto, sdo necessarios mais
estudos para melhor compreender a influéncia dos fatores ambientais em detrimento da

filogenia para a formagao dos hidrocarbonetos cuticulares em insetos.
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