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VARIACAO DE MODELO ARQUITETONICO DE Acromyrmex balzani (EMERY,
1890): RELACAO QUIMICA E NIVEL DE TOLERANCIA INTERCOLONIAL COMO
PISTA PARA COMPORTAMENTO POLIDOMICO.

RESUMO GERAL

Os ninhos em formigas sdo de extrema mmportancia para manutencdo de sua sociedade,
e a arquitetura destes ninhos podem variar de acordo com as condicdes encontradas em cada
ambiente. Além disso, ha casos em que uma coldonia pode ocupar mais de um espago fisico,
estruturando ninhos polidomicos. Nestes casos, testes de agressividade que costumam serem
usados para delimitar fronteiras entre colonias, podem apresentar complicagdes, visto que este
comportamento pode sofrer influéncia de uma série de varidveis. Neste estudo, avaliamos o
modelo arquitetonico da formiga Acromyrmex balzani (Emery, 1890), nunca antes estudado na
regido, além de investigar arelagdo quimica entre as colonias e se o nivel de agressividade pode
ser um parametro confidvel para determinar se suas colonias se estruturam em ninhos
polidomicos. Apds escavar, medir e esquematizar as estruturas dos ninhos, um modelo 3D foi
gerado para melhor visualizagdo de todo o ninho. Todos os ninhos apresentaram chaminé e
monticulos de terra na superficie. A estrutura interna dos ninhos demonstrou variagdo no
nimero de tineis de ligacdo entre as camaras, nunca antes relatado para espécie. Nao houveram
comportamentos agonisticos em nenhum dos encontros intercoloniais, mesmo entre grupos que
apresentaram diferenca significativa em sua composicao quimica colonial. Além disso, grupos
quimicamente coesos continham mais de uma colonia em que a rainha estava presente. Portanto
deve-se utilizar o nivel de agressividade em encontros induzidos com cautela para avaliar se
esta espécie organiza suas colonias em ninhos poliddmicos.

Palavras-chave: Arquitetura de ninho, Agressividade, Acromyrmex balzani,

Hidrocarbonetos cuticulares.



VARIATION OF THE ARCHITECTURAL MODEL OF Acromyrmex balzani
(EMERY, 1890): CHEMICAL RELATIONSHIP AND LEVEL OF INTERCOLONIAL
TOLERANCE AS A TRACK FOR POLYDOMIC BEHAVIOR.

GENERAL ABSTRACT

Nests of ants are of extreme importance for the maintenance of their society and the
architecture of these nests can vary according to the conditions found in each environment. In
addition, there are cases where a colony can occupy more than one physical space, structuring
polidomic nests. In these cases, aggressiveness tests that are usually used to delimit boundaries
between colonies may present complications, since this behavior can be influenced by a series
of variables. In this study, we evaluated the architectural model of the ant Acromyrmex balzani
(Emery, 1890), never before studied in the region, besides investigating the chemical
relationship between colonies and whether the level of aggression can be a reliable parameter
to determine if its colonies are structured in polydomic nests. After excavating, measuring and
schematizing the nest structures, a 3D model was generated for better visualization of the whole
nest. All the nests presented chimney and mounds of lose soil on the surface. The internal
structure of the nests demonstrated mntraspecific variation in the number of connecting tunnels
between the chambers, never before reported for this specie. There were no agonistic behaviors
in any of the ntercolonial encounters, even between groups presenting a significant difference
in their colonic chemical composition. In addition, chemically cohesive groups contained more
than one colony in which the queen was present. Therefore, one should use the level of
aggressiveness in cautiously induced encounters to evaluate whether this species organizes its
colonies in polydomic nests.

Keywords: Nest architecture, Aggressiveness, Acromyrmex balzani, Cuticular

hydrocarbons.



INTRODUCAO GERAL

As formigas sdo insetos sociais dominantes na maioria dos ecossistemas terrestres
(Wilson 1987), além disso, sdo também o maior grupo dentre os insetos sociais, contando com
mais de 13.000 espécies descritas (Bolton 2012). As formigas desempenham fun¢do importante
em relagdo ao fluxo de nutrientes e energia na teia ecoldgica, ocupando varios nichos (Davidson
et al 2003, Hirosawa et al 2000, Tilberg et al 2006, Mehdiabadi & Schultz 2010), além do
grande numero de interagdes ecoldgicas em que participam, tanto com formigas de sua propria
colonia (Leonhardt et al 2016) como com outros insetos (Pierce et al 2002), fungos
(Mehdiabadi & Schultz 2010) e plantas (Weber & Keeler 2013).

A mteracdo ecologica entre formigas e fungos se evidencia entre as formigas da tribo
Attini e dentre estas, os géneros Atta e Acromyrmex (denominadas como “formigas
cortadeiras”) ganham destaque por serem as formigas mais derivadas em relagdo ao
comportamento de cultivo de fungo simbionte (Schultz et al 2005, Schultz & Brady 2008).
Estas formigas habitam uma grande variedade de habitats podendo ser encontradas em florestas
umidas, clareiras, savanas, cerrados e desertos (Mehdiabadi & Schultz 2010).

As formigas, apresentam a maioria das interagdes intra-coloniais dentro de seus ninhos,
estes ninhos possuem como fungdo principal a manutencao de condi¢des fisicas adequadas para
o desenvolvimento de seus imaturos, bem como protegem os individuos adultos (Starr 1991).
Estes ninhos podem ocorrer em diferentes locais, de acordo com os habitos de cada espécie,
sendo descritos espécies em que os ninhos ndo sio perenes e sao formados pelos proprios corpos
das formigas operarias, estruturas conhecidas como “Bivaques” (Silva 1977), além de espécies
arboreas e as que constroem seus ninhos no solo (Holldobler & Wilson 1990).

Os ninhos das espécies da tribo Attini podem apresentar uma grande variedade de
arquiteturas, em espécies do género Atta os ninhos sdo sempre construidos no solo, podendo
possuir mais de mil camaras subterraneas (Jonkman 1980, Moreira et al 2004a). J& espécies do
género Acromyrmex podem apresentar ninhos arboricolas, semi-subterraneos (Bollazzi et al
2008), subterraneos e em alguns casos, como em Acromyrmex coronatus, os trés habitos de
nidificagdo podem ocorrer (Gongalves 1961). Diferentemente das formigas do género Atta, as
espécies de Acromyrmex que nidificam no solo organizam seu jardim de fungos em uma duzia
ou mais de camaras subterraneas de profundidade wvariavel (Goncalves 1961, Fowler 1979,
Verza et al 2007, Bollazzi et al 2008).

Além disso, algumas espécies do género Acromyrmex podem se organizar em colonias
polidomicas (Caldato ef al 2016). A polidomia ¢ uma condi¢do especial que exige que formigas

discriminem entre companheiras do ninho residente, companheiras de sub-ninhos e ndo
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companheiras de ninho (Banschbach & Herbers 1996, Dahbi ef al 1996, Dahbi & Lenoir 1998)
e geralmente reagindo agressivamente em encontros mter-coloniais (Thurin & Aron 2008).

O reconhecimento entre formigas, bem como entre outros insetos sociais, ¢ mediado em
grande parte por meio de compostos quimicos presentes na camada lipidica que recobre a
cuticula dos insetos, cuja fungdo primaria € a de evitar a dessecagdo dos individuos (Lockey
1988). Além disso, estes compostos possuem a fungdo secundaria de mediadores na
comunicagdo quimica entre estes organismos (Gamboa et al 1996, Lenoir et al 1999, Martin &
Drijthout 2009, Blomquist 2010). A presenca e composicdo dos hidrocarbonetos cuticulares
podem ser geneticamente determmada (Van Zweden et a/ 2009), adquiridos do ambiente (Liang
& Silverman 2000, Buczkowski & Silverman 2006, Sorvari et al 2008) ou pela combinagdo de
ambos fatores (Jutsum et al 1979, Suarez et al 2002).

De fato, como consequéncia das variantes quimicas, a agressdo em encontros para
avaliar o reconhecimento entre colonias pode sofrer mnfluéncia do tempo (Ichinose 1991,
Provost et al 1993), da diferengas de tamanho entre oponentes (Nowbari et al 1999), experiéncia
(Jaisson 1991), presenga da rainha (Carln & Holldobler 1986), idade das operarias (Nowbari
& Lenoir 1989) além do contexto em que o encontro ocorre (Tanner & Adler 2009).

Exposto isso, a utilizagdo de comportamentos agonisticos para delimitar fronteiras
mtercoloniais deve ser adotado com cautela ao se estudar colonias polidomicas (Astruc et al
2001). Assim, avaliar o nivel de agressividade entre colonias e a relagdo quimica entre elas ¢

de grande importancia para elucidar as especificidades de cada espécie.

REVISAO BIBLIOGRAFICA

Arquitetura de ninhos subterraneos em Formicidae.

Os habitos de nidificagdo das formigas sdo bastante variados, ocorrendo formigas que
nidificam em madeira morta, em cavidades de plantas, em ninhos construidos por folhas
aderidas por meio de seda produzida por larvas (Holldobler & Wilson 1977), ninhos construidos
pela aderéncia dos corpos de operdrias conhecidos como “Bivaques” (Silva 1977) e ninhos
subterraneos, os quais sdo constituidos basicamente pela escavacao de tineis que ligam camaras
(Sudd 1982, Holldobler & Wilson 1977, Tschinkel 2015).

A arquitetura dos ninhos subterraneos ¢ altamente estruturada e tipica de cada espécie

em relacdo as suas dimensdes e morfologia, além disso, o ninho além de ser o local de abrigo,



funciona como um mecanismo de integragdo da colonia (Tschinkel 2003), mantendo também
as condigcOes fisicas adequadas para o desenvolvimento da colonia (Starr 1991) e ser resultado
do trabalho cooperativo entre os individuos, consumindo mais de 10% da energia gasta
diariamente pela colonia (Sudd 1982).

A arquitetura mais simples de ninho subterrdneo ¢é constituida de um tinel vertical
conectando uma e/ou varias camaras (Tschinkel 2003). Esta arquitetura aumenta em
complexidade a medida que ocorre a ramificacdo de tuneis e conexdes entre as galerias.
Algumas espécies podem possuir ninhos mais complexos com diversas camaras organizadas
horizontalmente e conectadas por mais de um tinel, como na formiga de fogo Solenopsis invicta
(Cassill et al 2002) e Odontomachus chelifer (Guimaraes et al 2018)

O volume dos ninhos subterraneos ¢ ajustado linearmente a quantidade de formigas
presentes na colonia, indicando que a medida que a colonia aumenta em nimero de individuos,
as operarias aumentam sua atividade de escavacao (Tschinkel 2004, Mikheyev & Tschinkel
2004, Guimaraes et al 2018).

Embora na maioria das espécies de formigas estudadas, as camaras tenham um formato
achatado verticalmente (Tschinkel 2015), em algumas formigas cultivadoras de fungos, a forma
das camaras foi convertida em um formato ovalado (Tschinkel 2003, Moreira et al 2004a,
2004b, Solomon et al 2004, Rabeling et al 2007), mostrando que mesmo este elemento ¢
mutavel, assim como o formato dos tineis, os quais sdo em sua maioria verticais (Caldato et a/
2016, Antonialli-Junior & Giannotti 2001, Tschinkel 2015), porém também podem ocorrer com
formatos variados, como em Pogonomyrmex badius, o qual possui formato helicoidal
(Tschinkel 2004) ou nas diferentes espécies de Acromyrmex, em orientacdes variando entre
vertical e horizontal (Gongalves 1961).

Dentre as arquiteturas de ninhos subterraneos de formigas, as formigas que cultivam
fungos tém sido relativamente bem estudadas (Mehdiabadi & Schultz 2010). Dentre estas, os
géneros Atta e Acromyrmex (denominadas como “formigas cortadeiras”) ganham destaque por
serem as formigas mais derivadas em relacdo ao comportamento de cultivo de fingo simbionte
(Schultz et al 2005, Schultz & Brady 2008), e também por possufrem uma ampla variedade de
arquitetura de seus ninhos (Gongalves 1961, Mehdiabadi & Schultz 2010), os quais devem
proporcionar condicdo adequada para manutencdo do fungo simbionte (Roces & Kleineidam
2000, Bollazzi & Roces 2002).

De fato, em espécies do género Atfa osninhos sdao sempre construidos no solo, chegando
a possuir mais de mil camaras subterraneas, com formato ovalado nas quais sdo mantidos seus

jardins de fungos (Jonkman 1980, Moreira et al 2004a). Na superficie, os ninhos de A¢fapodem
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se estender por grande area de terra escavada, com varios orificios de entrada/saida (Jonkman
1980, Moreira et al 2004a, 2004b), além de contarem com um sistema de ventilagdo
(Kleineidam et al 2001, Bollazzi et al 2012).

J& as espécies do género Acromyrmex podem apresentar maior variedade na arquitetura
e habito de nidificagdo, ocorrendo ninhos arboricolas, semi-subterraneos (Bollazzi et al 2008),
subterraneos e em alguns casos, como em Acromyrmex coronatus, os trés habitos de nidificacdo
podem ocorrer na mesma espécie (Gongalves 1961). As espécies deste género que nidificam no
solo, organizam seu jardin de fungos em uma duzia ou mais de camaras subterrdneas
(Goncalves 1961, Fowler 1979, Verza et al 2007, Bollazzi et al 2008).

Ninhos da espécie Acromyrmex balzani apresentam em sua estrutura externa apenas um
orificio de entrada/saida, podendo haver ou ndo uma chammné de palha seca e monticulos de
terra proveniente da escavacdo. Além disso seus ninhos sdo pouco profundos, podendo chegar
até¢ 210 cm, com camaras conectadas por um uUnico tinel, sendo registrado o nimero maximo
de 14 camaras (Silva et al 2010, Pimenta et a/ 2007, Ichinose et al 2007, Poderoso et al 20009,
Caldato et al 2016). Além disso, ja foi relatado para esta espécie, colonias organizadas em
ninhos polidomicos (Caldato et al 2016).

Colonias polidomicas surgem quando uma colonia se divide em mais de um sitio de
nidificacdo, ocupando outros sitios nas proximidades da colonia de origem, mantendo contato
entre sipela troca de operarias e imaturos (Holldobler & Wilson 1990), podendo conter uma ou
mais rainhas, que podem estar presentes em apenas um ninho ou em mais de um (Debout et a/
2007). Estas colonias podem ser constituidas por dois ninhos ou até mesmo por um complexo

de varios ninhos relacionados e com arquitetura similar (Giraud et a/ 2002).

Reconhecimento e hidrocarbonetos cuticulares entre formigas.

O reconhecimento entre individuos consiste basicamente em 3 componentes: expressao,
percepcao de sinais de reconhecimento e aresposta baseada na diferenga entre os sinais (Tsutsui
2004). Nos insetos sociais, o reconhecimento entre companheiras de ninho mantém a coesdo e
impede que as colonias sejam exploradas por invasores (Crozier & Pamilo 1996, Van Zweden
& D’Ettorre 2010).

Nas formigas, os principais sinais de reconhecimento estdo presentes em sua cuticula,
com énfase para os hidrocarbonetos cuticulares (HCs). A principal fungdo dos HCs ¢ evitar a
dessecacgdo e abrasdo da cuticula, infeccdo por patdgenos e secundariamente atuam no sistema

de reconhecimento (Lockey 1988). Na comunicagdao, os HCs sdo detectados por outro
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individuo, que por sua vez tem acesso a informagdes sobre o emissor, as quais sdo comparadas
com um padrao presente no sistema nervoso periférico e central da formiga (Leonhardt et al
2007).

Este padrao de reconhecimento ¢ uma representacdo interna das pistas de
reconhecimento dos companheiros de ninho (Lacy & Sherman 1983). Os individuos sao
reconhecidos como companheiros de ninho quando os sinais de reconhecimento de um receptor
estdo suficientemente proximos do modelo usado pelo emissor (Obin & Vander Meer 1989).

Alkm disso, Sherman et al (1997) apresentaram dois modelos de reconhecimento
baseados nas pistas apresentadas em encontros comportamentais, denominando-os de
“desejavel-presente” e o “Indesejavel-ausente”. Segundo o modelo desejavel-presente,
operarias ndao agridem individuos com pistas de reconhecimento desejaveis, estas pistas estdo
presentes em companheiras de ninho, entretanto podem estar presentes também em ndo-
companheiras, situagdo em que estas ndo sao rejeitadas. Ja o modelo de indesejavel-ausente,
supde que operarias rejeitam individuos que possuem pistas de reconhecimento indesejadas,
estas pistas tendem a estarem presentes em ndo-companheiras de nnho e em algumas
companheiras de ninho, neste caso, as operdrias rejeitam companheiras que possuam perfis
muito distantes da média colonial (Sturgis & Gordon 2012).

Entretanto, Van Zweden & D’Ettorre (2010) propuseram também o modelo
“indesejavel-presente” para explicar o reconhecimento e seu mecanismo neural, sugerindo que
a acdo tem como base a presenga de pistas indesejaveis, partindo do ponto que os individuos
estdo habituados a seu odor colonial e respondem apenas frente a perfis nao familiares. Como
consequéncia, as respostas sdo graduais com o aumento da dissimilaridade dos perfis de HCs.

Como agdo resultante de encontro entre formigas de diferentes colonias, ¢ comum a
ocorréncia de comportamentos agonisticos (Holldobler & Wilson 1990). Entretanto, Holzer et
al (2006) em estudos com seis populacdes da espécie Formica paralugubris, observaram que
ndo ocorrem agressoes entre formigas ndo companheiras de ninho provenientes da mesma
populacdo. Além disso, apesar da agressividade aumentar de acordo com o aumento da
distancia geografica e genética entre as colonias, as formigas sempre demonstraram maior
estranhamento em encontros interespecificos do que mntraespecificos.

De fato, Bjorkman-Chiswell et al (2008) ao estudar a formiga argentina mvasora
Linepithema humile, uma espécie poliginica, a qual possui alta variabilidade genética em suas
colonias e consequentemente baixo parentesco entre companheiras de ninho, nao observaram
agressividade entre ndo-companheiras de ninho em colonias distantes centenas de quildmetros

entre si.



Brown et al (2003) sugeriram que a distingdo entre companheiros e ndo-companheiras
de ninho ¢ pouco desenvolvida em colonias poliginicas de Formica exsecta. Contudo, nesta
espécie o nivel de tolerdncia pode variar ainda de acordo com a estagdo do ano e com a distincia
entre as colonias (Katzerke et al 2006).

De fato, onivel de agressividade deve ser tomado com cautela no intuito de servir como
indicativo de polidomia. Astruc et al (2001) estudando diferentes populagdes de Tetramorium
bicarinatum relatou que esta espécie apresentou alta tolerdncia coespecifica, mesmo em casos
que as formigas provenientes de colonias nidificadas em diferentes continentes (Brasil e Japao).

Além disso, Richard et al (2004) demonstraram que operarias de Acromrmex
subterraneus subterraneus de diferentes coldonias, mantidas sob mesma dieta se tornam mais
tolerantes umas com as outras, corroborando com os resultados obtidos por Jutsum et al (1979)
em experimento semelhante com a espécie Acromyrmex octospinosus.

Em estudo recente Teseo et al (2018) demonstraram que até mesmo a microbiota
mtestinal pode afetar no reconhecimento, ao estudar tal caracteristica em Acromyrmex
echinator. Neste trabalho os autores submeteram operarias a antibidticos e realizaram
teracdes para analisar o nivel de agressividade entre companheiras e ndo companheiras de
ninho. Em seus resultados os autores observaram que encontros entre companheiras de ninho
tratadas com antibidticos versus ndo tratadas, apresentaram maior agressividade em
comparagdo ao encontro realizado entre ndo companheiras de ninho. Além disso evidenciaram
esta diferenca na composigdo quimica nas formigas tratadas, indicando que a fauna intestinal
das formigas afeta indiretamente a composi¢do quimica da cuticula desta espécie, podendo
desencadear falhas de reconhecimento.

Outra condigdo que influéncia no reconhecimento entre formigas ¢ o efeito do mimigo
intimo, condigdo na qual operdrias apresentam comportamento menos agressivo frente a nao
companheiras de ninho, provenientes de colonias proximas. Este efeito provavelmente esta
relacionado a familiaridade entre os vizinhos, uma vez que interagem e compartiham um
mesmo territorio. Vizinhos podem representar uma ameaga menor em comparagao a individuos
de territorios distantes, os quais podem representar ameaga caso estejam a procura de um novo
territorio  (Temeles 1994). Além disso, interacdes agressivas podem ser dispendiosas
energeticamente uma vez que os encontros entre forrageiras tendem a serem frequentes no
territorio compartilhado (Ydenberg et al 1988).

Além dainteracdo entre formigas, o efeito do mimigo intimo pode ser explicado também
por meio da homogeneizacdo da composicdo quimica cuticular destes insetos. De fato,

mvestigagdes em espécies como Pachycondyla apicalis, Camponotus fellah e Aphaenogaster



senilis t€m mostrado que os hidrocarbonetos sofrem uma homogeneizagdo entre os membros
da colonia através de iteragdes sociais (Soroker et al 1998, Boulay et al 2000, Lenoir et al
2001, Boulay et al 2004). Portanto, a maior similaridade genética entre colonias vizinhas,
juntamente com a similaridade de recurso disponiveis as coldonias que habitam o mesmo
ambiente, podem aumentar a similaridade quimica e consequentemente diminuir o nivel de
agressividade entre estas colonias.

Alm disso, as evidéncias sugerem que o componente de acao e resposta pode depender
do contexto em que a interagdo ocorre (Buczkowski & Silverman 2005, Bos ef al 2010) nao
dependendo exclusivamente das pistas de reconhecimento.

De fato, o contexto e que se dd a iteragdo pode influenciar o comportamento
apresentado entre os competidores. Tanner & Adler (2009) ao investigar o efeito do contexto
nas interagdes entre Formica xerophila e Formica integroides observou que F. xerophila, nos
encontros realizados em arenas neutras, apresentaram menor agressividade em comparagdao aos
encontros realizados nos sitios de nidificacdo das espécies estudadas. No mesmo trabalho, os
autores observaram a maior tolerancia em encontros interespecificos quando as formigas eram
provenientes de colonias que possuiam sobreposicdo de territorio (vizinhas), em comparagdo
as que provinham de maior distdncia. Além disso, operarias de F. xerophila ndo forrageiras
(retiradas diretamente da entrada do ninho), foram agressivas independentemente da condicdo
de vizinha ou ndo da oponente, indicando que o contato interespecifico prévio entre as

forrageiras deve exercer influéncia na tolerancia interespecifica (Tanner & Adler 2009).

OBJETIVO GERAL
Analisar se o nivel de agressividade depende da condicdo de polidomia em Acromyrmex
balzani, descrever a arquitetura dos ninhos e avaliar a relagdo da composi¢do quimica entre as

colonias estudadas.

HIPOTESES
Ocorrem variagdes intraespecificas na arquitetura dos ninhos de Acromyrmex balzani.
A agressividade entre colonias de 4. balzani depende da condicdo de polidomia.

Coldonias com composicdo quimica similar sdo menos agressivas entre Si.
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RESUMO: Os ninhos de formigas sdao de extrema importdncia para manutencdo de sua
sociedade e a sua arquitetura pode variar de acordo com as condigdes encontradas em cada
ambiente. Além disso, ha casos em que uma coldonia pode ocupar mais de um espago fisico,
estruturando ninhos poliddmicos. Nestes casos, testes de tolerancia para delimitar fronteiras
entre colonias podem apresentar complicagdes, visto que este comportamento pode sofrer
mfluéncia de uma série de varidveis. Neste estudo, avaliamos o modelo arquitetonico da
formiga Acromyrmex balzani (Emery, 1890), além de investigar se os niveis de agressividade
relacionado a composicdo cuticular podem servir de parametros para determinar a ocorréncia
de ninhos poliddmicos na espécie. Foram escavadas 8 colonias e suas estruturas internas e
externas mensuradas. Realizamos encontros pareados entre as colonias para ter acesso ao nivel
de tolerancia entre as mesmas e em seguida estes resultados foram relacionados a analise
quimica de suas cuticulas. Os ninhos apresentam uma estrutura de chaminé em seu orificio de

entrada e saida, independentemente da época do ano. Suas galerias internas conectam camaras
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dispostas verticalmente, ¢ o numero de cdmaras varia de 2 a 6, correlacionando-se
positivamente com o nimero de individuos da colonia. Todas as colonias apresentaram alta
tolerancia umas com as outras, mesmo as mais distantes e, ndo foi encontrada uma relacdo do
nivel de tolerancia com a composicdo quimica da cuticula. Concli-se que os ninhos desta
espécie podem apresentar variagdes quanto a estrutura interna e externa. O nivel de tolerdncia
entre as colonias, correlacionado a composicdo quimica da cuticula ndo ¢ um parametro
confidvel, para se avaliar se colonias desta espécie se estruturam por meio de ninhos
polidomicos.

Palavras chaves: arquitetura de ninho, agressividade, formigas cortadeiras, hidrocarbonetos

cuticulares.

INTRODUCAO

Os ninhos de msetos sociais possuem como fungdo fornecer um microambiente
adequado para o desenvolvimento da prole, fornecer protecdo e abrigo para os adultos,
armazenamento de alimento, além de ser o local onde a maioria das interacdes entre membros
da mesma colonia ocorrem (Sudd 1982, Starr 1991).

O ninho ¢ o resultado do trabalho cooperativo em conjunto das companheiras de ninho,
além disso, ele também influencia no fluxo de informagdo que € necessario para a coesdo social
e eficiéncia na execucao de tarefas, como na sua propria construgdo (Perna & Theraulaz 2017).

A maioria das formigas constroem seus ninhos no solo, escavando tineis e galerias que
interconectam camaras onde ¢ abrigada toda a colonia (Holldober & Wilson 1990). No entanto,
ha espécies que constroem seus ninhos em arvores e também podem aproveitar cavidades pré-
estabelecidas (Wheeler 1942). Os ninhos subterraneos de formigas se caracterizam de forma
geral por serem constituidos de uma ou mais aberturas externas, com camaras internas

conectadas por tineis. Contudo, ainda que haja certo padrdo seguido pelas espécies, pode haver
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variagdo intra-especifica decorrente das condigdes enfientadas pelas coldonias em cada ambiente
(Tschinkel 2003, 2015).

Algumas espécies constroem ninhos polidomicos, quando uma colonia se divide em
mais de um sitio de nidificagdo, ocupando outros sitios nas proximidades da colonia de origem,
mantendo contato entre si pela troca de operarias e imaturos (Holldober & Wilson 1990). Estas
colonias podem ser constituidas por dois ninhos ou até mesmo por um complexo de varios
ninhos relacionados (Giraud et al 2002).

A biologia e arquitetura das formigas do género Afta sdo relativamente bem estudadas,
seus ninhos estdo entre os ninhos mais complexos apresentando um grande nimero de cAmaras
que podem chegar até 8 metros de profundidade (Fowler et al 1986, Moreira et al 2004a,
2004b).

Por outro lado, ninhos de espécies do género Acromyrmex sdo relativamente mais
simples, eles podem atingir at¢ 5 metros de profundidade ou serem estruturados
superficialmente no solo, possuem de 1 a 26 camaras e sdo geralmente cobertos por terra solta
(Gongalves 1961, Navarro & Jaffe 1985, Forti et al 2006, Verza et al 2007). Apesar de neste
género a maior parte dos ninhos serem subterrdneos, ndo se pode observar um padriao de
arquitetura entre as espécies, uma vez que ocorrem espécies com ninhos subterraneos, semi-
subterraneos e arboricolas (Gongalves 1961, Forti et al 2006). Em alguns casos os trés habitos
de nidificagdo ocorrem na mesma espécie, como por exemplo, Acromyrmex coronatus
(Fabricius, 1804) (Gongalves 1961). Por outro lado, algumas estruturas, sobretudo as externas,
como monticulos e “chaminés” sdo exclusivas de algumas espécies e podem, inclusive, auxiliar
na sua identificagdo (Forti et al 20006).

A espécie Acromyrmex balzani (Emery, 1890) ¢ uma espécie cortadeira de grama que
se encontra distribuida no Brasil nas regides Centro-Oeste, Sudeste e Sul, sendo encontrada

também no Paraguai e Argentina (Gongalves 1961). Ninhos desta espécie apresentam
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diferengas de acordo com a regido onde se encontram nidificados, podendo chegar até¢ 210cm
(Silva et al 2010). As camaras se encontram arranjadas verticalmente conectadas por um unico
tinel (Pimenta et a/ 2007, Ichinose et al 2007, Poderoso et al 2009, Silva et al 2010, Caldato et
al 2016), podendo haver ou ndo um apéndice diminuto entre a primeira camara e o solo
(Pimenta et al 2007). O nimero de camaras pode variar entre 5 camaras (Pimenta et al 2007,
Poderoso et al 2009, Caldato et al 2016) até 14 camaras (Silva ef al 2010).

Recentemente tem-se apontado a ocorréncia de ninhos polidomicos em A. balzani, com
base primariamente em ensaios comportamentais, o0s quais tentam determinar o nivel de
tolerancia entre operarias oriundas de ninhos proximos, além disso, nestas colonias foram
encontradas apenas uma rainha, fazendo de A. balzani uma espécie polidomica e monoginica
(Ichinose et al 2007, Caldato et al 2016).

Para manter a coesdo das colonias que se distrbuem em ninhos polidomicos, as
operarias além de reconhecer as companheiras do ninho residente, devem reconhecer
companheiras de ninho provenientes de outros sub-ninhos, bem como discrimind-las de ndo
companheiras de ninho (Banschbach & Herbers 1996, Dahbi et al 1996, Dahbi & Lenoir 1998),
apresentando no ultimo caso, atos agressivos como resultado de encontros intercoloniais, mas
ndo em encontros mtracoloniais (Thurin & Aron 2008).

Entretanto, devido influéncia da idade, dieta, fatores genéticos e da composi¢do quimica
cuticular similar (Jutsum et al 1979, Beye et al 1997, Vander Meer & Morel 1998, Richard et
al 2004, Thurm & Aron 2008, Dimarco et al 2010, Saar et al 2014), o nivel de agressividade
deve ser tomado com cautela no intuito de servir como indicativo de polidomia (Astruc et al
2001). De fato, ja foi demonstrado que operdrias provenientes de diferentes colonias e
alimentadas com a mesma dieta dimnuem comportamentos agonisticos entre si (Richard et al

2004, Jutsum et al 1979).
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Em vista do exposto, este estudo teve por objetivo descrever o modelo arquitetonico de
ninhos de A. balzani, mvestigar se o nivel de tolerdncia e a assinatura quimica colonial sdo
parametros confidveis para avaliar se as colonias sdo estruturadas em ninhos polidomicos.

MATERIAIS E METODOS

Foram escavados 8 ninhos de fevereiro a setembro de 2018 (ninhos 1 - 3 escavados na
estacdo quente e chuvosa, ninhos 4 — 8 escavados na estacdo fria e seca), sazonalidade
determinada como Cwa (clima mesotérmico Umido), seguindo classificacdo de Kottek et al
(2006), possuindo verdes umidos e invernos secos (Fietz & Fisch 2008). Todas as colonias
estavam nidificadas nos arredores do Centro de Estudos em Recursos Naturais — CERNA,
localizado no campus da Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul, Dourados-MS
(22°13°16S, 54°48°20”W). Os espécimes foram levados a laboratoério e identificados
previamente a nivel de espécie utilizando a chave dicotomica de Forti et al (2006). A
identificacdo da espécie foi confirmada pelo Prof Dr. Jacques H. C. Delabie da Comissao
Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira - CEPLAC, Centro de Pesquisa de Cacau - CEPEC,
Laboratério de Mirmecologia da Universidade Estadual de Santa Cruz UESC.

A escolha das colonias foi feita propositadamente baseada na distancia. Nenhuma das
colonias escolhidas estava em um raio menor que 5 metros uma da outra para minimizar a

possibilidade de ocorréncia de polidomia (adaptado de Caldato et a/ 2016).

Escavacdo e morfologia dos ninhos.

Na superficie do solo, a morfologia externa do ninho foi avaliada por meio da presenga
e tamanho do tubo de palha em sua entrada, na presenca de solo solto proximo a entrada e na
distincia do monte de terra solta a entrada do nimnho.

Os ninhos foram escavados de acordo com a metodologia proposta por (Antonialli-

Junior & Giannotti 1997). Inicialmente, escavamos uma vala circular de aproximadamente 100
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cm de profundidade a 15 cm do orificio de entrada com o formato de uma trincheira. Apds a
escavacao desta trincheira, foi realizado o fatiamento do solo até alcancar cada camara de forma
mndividual e/ou tineis. Todos os individuos imaturos e adultos dentro desta estrutura foram
coletados e armazenados em potes plasticos de 500 ml. Quando encontradas camaras com
fungos, foi utilizada uma colher e uma pinga para sua coleta (Sosa-Calvo et al 2015).
Registramos o nimero de ndividuos de cada sub-casta, a presenga ou ndo de rainha,
profundidade maxima do ninho, nimero de cdmaras, profundidade (da superficie do solo ao
teto da cAmara), comprimento (as duas bordas mais longas), largura (as duas arestas mais curtas)
e altura (do chdo da camara até o teto) de cada camara (Antonialli-Junior & Giannotti 2001,
Guimardes et al 2018). Estes dados foram utilizados para calcular o volume total das camaras
¢ volume médio das camaras. Todos os ninhos foram desenhados durante escavacdes e
posteriormente esquematizados em formato 3D com base nestes desenhos (Guimardes et al

2018).

Testes de agressividade.

A fim de avaliar o grau de tolerancia entre operarias das diferentes colonias, elas foram
mapeadas e suas distancias tomadas com auxilio de GPS.

ApOs a coleta em campo, estas operdrias foram transferidas para laboratdrio, onde
ficaram 24 horas para habituagdo em um recipiente plastico com 500 ml de volume, coberto
com celofane vermelho, mantidas durante este tempo com dgua e uma mistura de 4gua e mel
(1:2) que foram oferecidos em um eppendorf ad libitum. Para estes testes s6 foram utilizadas
operarias maiores, com largura maxima da cabega >1,9 mm (Caldato 2010) de cada colonia,
esta subcasta foi escolhida pois € a subcasta que realiza atividade de forrageamento (Poderoso
et al 2009) e estes individuos apresentam maior probabilidade de interagir com competidores

(Rao 2000).
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Ap0s habituagdo, 1 operaria de uma das colonias foi colocada em arena de 10 cm de
didmetro com suas bordas cobertas com vaselina liquida no intuito de evitar que a formiga
escalasse as bordas do recipiente. No iterior desta arena foi colocado um tubo plastico com 4
cm de diametro, no qual outra operaria proveniente de outra colonia foi adicionada e apos 2
minutos de aclimatacdo o copo separador foi retirado e s6 entdo o encontro entre as operarias
de colonias diferentes ocorreu (Adaptado de Ichinose et al 2007).

Foram realizadas 10 repeticoes de encontros entre operarias de cada colonia. Cada
encontro foi monitorado por 5 minutos, durante este periodo foi avaliado a execucdo de uma
lista de comportamentos para se defnir o nivel de agressividade entre as formigas. Cada
formiga foi utilizada apenas uma vez.

Os comportamentos exibidos para avaliar o nivel de agressividade entre as operarias,
receberam uma escala de pontuacdo modificada de Suarez et a/ (1999) de 0 a 2, sendo: 0 para
toque, fuga eignorar, 1 para tentativa de apreensdo, apreensao, boxe antenal, eleva¢ao do corpo
e elevacdo do abdomen, e 2 para luta. Para cada encontro foi compilada uma média aritmética
da pontuacdo relativa aos niveis de agressdao. Estes encontros foram realizados entre todas as 8
colonias envolvidas no experimento.

Encontros 10 entre formigas companheiras de ninhos de cada colonia foram realizados,

antes de cada teste, nas mesmas condigdes como forma de controle.

Perfil quimico colonial.

Para avaliar se os niveis de agressividade resultante das interacdes estavam
correlacionados com o seus perfis quimicos da cuticula das operarias, os perfis de
hidrocarbonetos cuticulares dos gasteres de operarias que interagiram nos encontros
comportamentais foram analisados pela técnica FTIR-PAS (Antonialli-Junior et al 2007,

Antonialli-Junior et al 2008, Neves et al 2013, Torres et al 2014, Sguarizi- Antonio et al 2017).
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A regido do gaster foi escolhida para andlise por ser a de maior concentragdo dos HCs nos
insetos (Cuvillier-hot ef al 2001). Utilizamos 10 operarias maiores por colonia, que foram
colocadas em estufas a vacuo por 48 horas para reduzir a contribuicdo da umidade relativa do
ar na leitura do espectro, e apos este procedimento, os gasteres foram dissecados com auxilio
de pinga e tesoura microcirurgica. Apds colocar o gaster na célula fotoacustica, o
espectrofotometro foi purgado com ar seco durante todo o experimento, para minimizar o vapor
de 4gua e CO2 do ambiente.

O perfil quimico da cuticula foi obtido por um Espectrofotometro Thermo-Nicolet
Nexus 670, combinado com um detector fotoacustico (MTEC-300). Na leitura foi utilizada a
regido espectral do infravermelho médio que compreende de 4000 a 400 cm! (Silverstein &
Webster 2000, Skoog et al 2002). Esta regido ¢ sensivel as vibragdes e rotacdes de grupos
quimicos moleculares e, sendo assim, ¢ capaz de identificar e distinguir radicais moleculares e
os tipos de ligacdes quimicas presentes nos compostos quimicos da cuticula dos gasteres (Smith
1999).

A célula fotoacustica foi purgada com gas hélio durante a aquisicdo do espectro de cada
amostra e o espectro resultante de cada andlise foi obtido pela média de 128 varreduras
(“scans™) com resolugdo espectral de 16 cm!. Posteriormente, os principais picos de absor¢do
referentes as vibragdes de hidrocarbonetos foram identificados, e suas intensidades foram

separadas para interpretagdo estatistica.

Andlises estatisticas.
Foram realizados testes de Correlagdo de Pearson para avaliar se hd uma relacdo
significativa entre o volume total de camaras e o nimero de camaras, volume total de camaras

e numero de operarias.
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Para avaliar se hda uma relacdo entre o nivel de agressividade e a distancia das colonias
foi utilizada a andlise de correlagdo de Pearson. As andlises foram realizadas no programa R.

Para avaliar as diferencas do perfil quimico cuticular entre as colonias, os valores de
mtensidade dos picos dos espectros de absor¢ao obtidos pelo FTIR-PAS foram identificados, e
as intensidades foram utilizadas para a andlise de fungdo discriminante (DFA — Discriminant
Function Analysis). Esta andlise ¢ indicada porque revela um conjunto de varidveis que melhor
diferenciam as colonias analisadas (Qumn & Keough 2002).

A diferenca entre os grupos avaliados foi indicada pelo valor de Wilks’s Lambda, sendo
que valores proximos a zero indicam que os grupos nao se sobrepdem, e valores proximos a um
mndicam elevada sobreposi¢do entre os grupos, com mexisténcia de diferenga significativa entre
eles. Adicionalmente o teste de Distancia de Mahalanobis (Squared Mahalanobis Distances)
foi realizado para identificar quais as distdncias quimicas entre cada colonia. As andlises foram

realizadas com o auxilio do programa Systatl1.

RESULTADOS

Arquitetura

Todos os ninhos escavados apresentavam um uUnico orificio de entrada/saida coberto
com uma estrutura na forma de chaminé composta por material vegetal seco com altura média
de 2.5cmt1.0cm e o diametro médio de 0.87cm*0.2cm (Tabela 1). Ao redor desta estrutura
sempre havia no minimo um monticulo de terra solta no formato semi-circular de 5.9cm+1.8cm
de raio com exce¢do do ninho 5 que apresentava dois monticulos dispostos em lados opostos
ao entorno da entrada do ninho (Figuras 1).

Os ninhos variaram de 2 a 6 camaras e atingiram a profundidade média de 61.9+43.9

cm, o ninho menos profundo foi o ninho 1, com 2 cAmaras e 18 cm de profundidade, enquanto
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o ninho mais profundo foi o ninho 7, que apresentava 6 camaras e atingiu a profundidade
maxima de 122 cm.

A estrutura nterna era composta por camaras de formato elipsoide, dispostas
verticalmente uma sob as outras e variam em suas dimensdes (Tabela 2 e figuras 3 e 4). Estas
camaras estavam interconectadas por um Unico tinel, exceto o ninho 08, no qual a cdmara 1
conectava-se a camara 2 por 2 tineis paralelos (Figura 2A, 2B e Figura 4). Nas cAmaras numero
01 dos ninhos 1 e 2 havia uma estrutura na forma de apéndice (AP), que consistia em uma
estrutura ovaldide, de tamanho reduzido ligado diretamente a camara, cujo volume médio foi
de 8.63%1.11 cm?® (Figura 3).

Nosninhos 6 ¢ 7 entre a camara 01 e a superficie do solo foi observado um alargamento
do timel, diferente do padrdo das outras cAmaras com volume médio de 7.854+2.22 ¢cm? (Figura
4).

Em todos os ninhos foram encontradas camaras contendo jardins de fungo, o qual se
encontrava suspenso na camara aderido a raizes ou em contato direto com o solo (Figura 5A e
B respectivamente), as cadmaras nas quais o fungo estava presente nio apresentaram diferencas
do padrao geral das demais camaras, sendo todas de formato elipsoide.

As populagdes nos ninhos variaram de 621 a 1662 operarias, apresentando em média
287+63.6 operarias menores, 210+£92 médias e 488+215.7 maiores (Tabela 3). Nas colonias 4,
6, ¢ 7 ndo foram encontradas nem rainhas, nem imaturos (Tabela 1). Quando presente,
encontramos apenas uma rainha por ninho, sempre encontradas nas camaras de fungos e
imaturos. Camaras com jardim de fungos foram encontradas em todos os ninhos escavados,
entretanto sua localizagdo variou entre os ninhos podendo estar presente em todas as cdmaras
(Nmhos 2, 3 €5), ou em apenas algumas (Tabela 1). A rainha quando presente, estava presente

na primeira, segunda e terceira camara, como observado na Tabela 1.
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De acordo com o teste de correlagdo de Pearson houve correlagdo positiva entre volume
do ninho e o nimero de operarias (1*=0,796 p<0,05), assim como entre volume e o nimero de
camaras (1*=0,796 p<0,05) (Figura 6). Ha correlacao positiva e significativa entre as operarias
maiores com o volume total do ninho e nimero de camaras (r*=0,836, r20.808, p<0.05, figuras
7E e TF, respectivamente). O nimero de operdrias menores € médias apresentaram correlagao
positiva e significativa como niimero de camaras (1>=0,935, 120.859, p<0.05, figuras 7B e 7D,
respectivamente). Nao ha correlagdo significativa entre o niimero de operdrias menores e
médias com o volume total do ninho (1*=0,582, 10.608, figuras 7A e 7B, respectivamente).

Testes de agressividade.

No total foram realizados 360 encontros induzidos e um total de 30 horas de
observagdes. Em todos os encontros os tnicos atos observados foram de se antenar e ignorar.
Portanto, o nivel de agressividade em todos os encontros pareados foi de 0, ndependentemente
da distancia entre os ninhos, que foi minima de 7 metros (Ninho 4 € Ninho 6) e maxima de 111
metros (Ninho 1 e Ninho 8) (Tabela 4). O mesmo resultado foi encontrado em todos os testes
controles.

Perfil quimico colonial

Observamos diferengas significativas entre os espectros, notadamente para os picos
indicados pelas setas correspondentes aos modos vibracionais dos hidrocarbonetos (Figura 8)
distribuidos entre 07 grupos funcionais referentes aos hidrocarbonetos cuticulares utilizados
para as andlises estatisticas (Tabela 5).

A andlise discriminante demonstra diferengas significativas entre os perfis quimicos das
diferentes colonias de A. balzani (Wiks' lambda=0,077, F=6,801, p<0.05). Entretanto, ¢
possivel observar a separacao de 4 grupos distintos (colonias 1, 3, 4 e 5; colonias 7 e 8; colonia
2 e colonia 6) (Figura 9). A primeira raiz candnica explicou 53% da separa¢dao dos grupos ¢ a

segunda 31,8% e os picos significativos para a separagdo foram 1157, 1380, 1457 e 2923.
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Observamos que as colonias 1 e 3,1 e4,3¢e4,3¢e5 e ascolonas 7 e 8 sdo as mais

proximas, e as colonias 2 e 6,6 e 7 e colonias 6 e 8 sdo as mais distantes (Tabela 6).

DISCUSSAO

As disposicoes das estruturas externas descritas aqui, também foram observadas em
outros estudos com A. balzani (Pimenta et al 2007, Silva et al 2010, Caldato et al 2016, Verza
et al 2007). No entanto, diferente do que foi encontrado neste estudo, no qual, os ninhos,
independentemente da época do ano, sempre apresentavam uma estrutura em forma de chaminé,
recobrindo os orificios de entrada e saida, em ninhos desta mesma espécie, a chaminé de palha
ndo ocorre nos periodos mais secos do ano (Pimenta et al/ 2007, Silva et al 2010, Caldato et a/
2016), ou a presenga ou auséncia desta chaminé em ninhos de A4, balzani que varia de acordo
com a populagdo (Gongalves 1961).

Esta estrutura em forma de chamin¢ ¢ construida por formigas de diferentes subfamilias
e tem funcdo de evitar a entrada de 4gua no ninho nos periodos chuvosos do ano (Espina &
Timaure 1977, Navarro & Jaffe 1985, Antonmialli-Junior & Giannotti 1997). Além de evitar a
entrada de 4dgua, a chaminé auxilia na regulagdo da temperatura ¢ umidade interna além de
proteger a entrada do ninho contra invasdo por predadores (Perdomo 2008). Contudo, nossos
resultados, quando comparados com trabalhos realizados com outras populagdes, reforgam que
hd uma variacdo intraespecifica do padrio de construgdo desta estrutura (Silva et a/ 2010).

Os monticulos de terra encontrados ao redor da chaminé, também foram encontrados
em todos os ninhos. Estes monticulos sao constituidos de solo proveniente da escavagao
subterranea do ninho, e deposicdo de fragmentos de folhas exauridas utilizadas para cultivo do
fungo simbionte, portanto sua deposicdo pode variar de acordo com a atividade do ninho (Verza

et al 2007, Caldato et al 2016). Em condigdes de seca e frio as colonias de 4. balzani podem
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diminuir suas atividades para resguardar energia devido a escassez de recurso, diminuindo o
nimero de viagens a superficie (Verza et al 2007, Caldato et al 2016). Portanto, € possivel
mferr que, no ambiente em que as colonias estavam nidificadas ha condicdes para que,
independente do periodo do ano, haja atividade de escavacgao.

Outra diferenca no padrdo de construgdo dos ninhos, encontrados neste estudo, ¢ a
presenca de dois tuneis de ligacdo ligando duas cdmaras. Diferentemente de trabalhos anteriores
que estudaram a arquitetura dos ninhos de A. balzani (Pimenta et al 2007, Verza et al 2007,
Silva et al 2010, Caldato et al/ 2016) cujos ninhos apresentam apenas um tinel de ligacdo entre
camaras subterraneas. De fato, a forma como estas estruturas se organizam no interior dos
ninhos, podem variar de forma interespecifica e intraespecifica (Tschinkel 2015).

O numero de camaras encontrado nos ninhos aqui escavados variou de 2 a 6. O nimero
maximo de cadmaras encontradas em outros estudos com A. balzani varia de 5 (Pimenta et al
2007, Verza et al 2007, Poderoso et al 2009, Caldato et al 2016) até o maximo de 14 camaras
(Silva et al 2010).

A variacdo dos parametros estruturais dos ninhos desta espécie, dependendo da
populagdo, pode estar relacionada com condi¢des especificas encontradas em cada ambiente de
nidificagdo, como caracteristicas fisicas do solo, clima, bem como a idade da colonia (Bollazzi
et al 2008, Van Gils & Vanderwoude 2012), além, provavelmente de fatores intrinsecos.

De fato, a presenca de estruturas localizadas entre as primeiras camaras dos ninhos 6 e
7, que consideramos como um alargamento de tinel, talvez tenha sido descrito por Pimenta et
al (2007) em A. balzani como subcamaras. Porém, diferente do presente estudo, estes autores
ndo encontraram fungos nesta estrutura. Além disso, a presenca de fungos aderidos a raizes que
se projetavam do teto das camaras ja foram relatados em A. balzani e em Acromyrmex

subterraneus brunneus (Forel, 1912) (Caldato 2010, Camargo et al 2004). Este comportame nto
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ocorre para evitar contaminagdo por patdgenos encontrados no solo, como mnvestigado por
Fernandéz-Marin et a/ (2007) na espécie Acromyrmex octospinosus (Reich, 1793).

A auséncia de ranhas em 3 dos ninhos escavados pode ser em consequéncia da
ocorréncia ja relatada de ninhos polidomicos para esta espécie (Ichinose et al 2007, Caldato et
al 2016). Além disso, apesar da auséncia de imaturos nestes ninhos, a similaridade quimica da
cuticula observada entre as colonias 7 e 8 (Figura 15) reforca esta hipdtese (Caldato et al 2016).

A propor¢do da sub-casta de operarias maiores encontrada nas colonias foram sempre
maiores do que as propor¢des das sub-castas menores e médias, com a populacdo total das
colonias variando de 621 a 1662 operarias. No entanto, Caldato et al (2016) observaram uma
maior propor¢do de operarias menores em ninhos polidomicos desta mesma espécie, com a
populacdo total das colonias variando de 337 a 2832 individuos. Esta propor¢ao de sub-castas
de operarias esta relacionada ao desenvolvimento da colonia, tendo em vista que a necessidade
de realizagdo de tarefas diferentes flutua com o decorrer do desenvolvimento colonial (Wilson
1983). Operarias maiores desta espécie além de executarem fungdes extra-nidais, como
forragear, também executam uma variedade de atividades internas (Lopes 2014).

A diferenciacdo de operarias em sub-castas esta relacionada a sua especializagdo na
realizacdo de diferentes fungdes na colonia (Holldober & Wilson 1990). Além disso, a taxa de
ocorréncia das sub-castas € ajustada para maximizar aeficiéncia ergonémica da colonia (Wilson
1963) e esta taxa pode se alterar ao longo do tempo de acordo com suas necessidades (Wilson
1968, Hasegawa 1997).

Os resultados mostram que a medida em que a colonia aumenta em numero de
individuos, as operarias aumentam o nimero de camaras e seu volume total Além disso, o
volume das camaras estd intimamente relacionado com o numero de camaras, o que indica que
o tamanho do ninho cresce em grande parte pela escavacdo de mais camaras de tamanho padrio,

de modo que o volume parece depender do niimero total de formigas na colonia, assim como ja
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descrito para os ninhos de Odontomachus brunneun (Patton, 1894) (Cerquera & Tschinkel
2010), Odontomachus chelifer (Latreille, 1802) (Guimardes et al 2018).

Ainda que haja indicios de que as colonias estudadas estruturem suas colonias em
polidomia, um dos parametros primordiais analisados para se determinar este comportame nto
¢ o nivel de agressividade mtercolonial Como as distincias entre as colonias estudadas eram
maiores do que aquelas em que diferentes autores (Ichinose et al 2007, Caldato et al 2016)
descreveram ser a distancia média entre ninhos satélites (5 metros), € presumivel que, por este
fator, as colonias ndo se estruturam em ninhos polidomicos.

Durante os encontros induzidos, ndo houve a execugdo de qualquer ato agressivo entre
operarias de diferentes colonias. Entretanto, apesar de a agressividade mntercolonial ser um
critério importante na delimitagdo das fronteiras de uma coldnia (Breed 2003, Roulston et al
2003, Ichinose et al 2007, Caldato et al 2016), atos agressivos podem nio ocorrer nestes
encontros, uma vez que o reconhecimento entre insetos sociais estd fortemente relacionado com
a composicdo quimica de sua cuticula (Astruc et al/ 2001), e esta composicdo pode sofrer
nfluéncia de fatores enddgenos (Ross et al 1987, Provost et al 1991, Nehring et al 2011) e
exogenos (Buczkowski & Silverman 2006, Michelutti ef al 2018).

Houve diferengas intercoloniais entre os perfis quimicos cuticulares das colonias
avaliadas, com os picos mais significativos para a distingio das colonias (Figuras. 8 e 9)
relacionados com os hidrocarbonetos identificados. Estes grupos funcionais ja demonstraram
mportancia em trabalhos prévios na separacdo entre géneros e espécies de vespas sociais
(Sguarizi-Antonio et al 2017), definicdo de castas em Ectatomma vizottoi (Antonialli-Junior et
al 2007) e status fisioldgico em vespas sociais (Torres ef al 2014). De fato, os HCs tém papel
immportante na separagcdo também entre colonias, principalmente devido a suas diferengas

quantitativas na composicdo dos perfis coloniais (Howard 1993, Vander Meer & Morel 1998).
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No caso de colonias polidomicas, o nivel de variagdo intracolonial do perfil quimico
pode ser maior, visto que cada ninho satélite pode diferir em seu microambiente, além de que
operarias podem transferr HCs de forma ndo aleatoria entre os ninhos satélites, o que pode
ocasionar maior variacdo de pistas de reconhecimento na colonia, ¢ consequentemente maior
tolerdncia entre formigas de colonias polidomicas frente a formigas ndo companheiras de ninho
(van Wilgenburg et al 2000).

Em um dos grupos que possuem perfis quimicos mais similares, sendo composto pelas
colonias 1, 3,4 e 5, apenas na colonia 4 a rainha estava ausente. Ja no grupo composto pelas
colonias 7 e 8, apenas na colonia 8 a rainha estava presente. Diferentemente dos nossos
resultados, Ichinose et al (2007) e Caldato ef al (2016) observaram que colonias em que suas
operarias nio apresentaram comportamentos agressivos, era encontrada apenas uma rainha, ja
encontros entre colonias contendo rainha, comportamentos agressivos eram observados.
Entretanto estes autores ndo analisaram o perfil quimico das colonias estudadas.

De fato, colonias polidomicas podem ndo apresentar agressividade entre ndo-
companheiras de ninho, mesmo em encontros alocoloniais entre individuos provenientes de
colonias distantes centenas de quilometros entre si (Bjoerkman-Chiswell et al 2008). Nossos
resultados também corroboraram os de Holzer et al (2006) em estudos com seis populagdes da
espécie Formica paralugubris (Seifert, 1996), no qual observaram que ndo ocorre agressao
entre formigas ndo-companheiras de ninho, provenientes da mesma populagao.

Apesar da condicdo de monogmnia proposta para 4. balzani (Ichinose et al 2007, Caldato
et al 2016), a similaridade do perfil quimico e a auséncia de comportamentos agonisticos entre
as colonias com rainhas presentes, ndo corroboram esta hipotese. Além disso, a composi¢do
genética desta espécie, necessita de maior investigacdo para esclarecer questoes relacionadas
ao grau de parentesco entre seus individuos, uma vez que ja foi descrito para o género casos de

polidndria (ie. ranhas que foram fecundadas por mais de um macho). De fato, o nivel de
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parentesco entre as operarias de uma mesma colonia polidndrica pode ser baixo (Reichardt &
Wheeler 1996, Boomsma et a/ 1999, Bekkevold et al 1999, Sturup et a/ 2014). Neste caso, o
baixo grau de parentesco intracolonial pode ocasionar menor agressividade entre ndo
companheiras de ninho, semelhante ao observado por Bjoerkman-Chiswell et al (2008) em
colonias de L. humile e por Brown et al/ (2003) em colonias de Formica exsecta.

De fato, onivel de agressividade deve ser tomado com cautela no intuito de servir como
mndicativo de polidomia. Espécies como Tetramorium bicarinatum (Nylander, 1846)
apresentam alta tolerancia coespecifica, mesmo em casos em que as colonias estdo nidificadas
em sitios e em populagdes geograficamente distantes (Astruc ef al 2001). Além disso, ja foi
descrito em colonias de A. lobicornis evidéncias da ocorréncia do efeito do mnimigo intimo,
sittagdo em que operarias apresentaram comportamento menos agressivo frente a nao
companheiras de ninhos provenientes de colonias proximas, e este comportamento tende a
aumentar, de acordo com o aumento da distancia entre as colonias (Dimarco et al 2010).

Além dainteracdo entre formigas, o efeito do mimigo intimo pode ser explicado também
por meio da homogeneizacdo da composicdo quimica cuticular destes insetos. Investigagdes
em espécies como Pachycondyla apicalis (Latreille, 1802), Camponotus fellah (Dalla Torre,
1893) e Aphaenogaster senilis (Mayr, 1853) tém mostrado que compostos cuticulares podem
sofirer uma homogeneizacdo entre os membros da colonia por meio de interagdes sociais
(Soroker et al 1998, Boulay et al 2000, Lenoir et a/ 2001, Boulay et al 2004).

Entretanto, as colonias no presente estudo, apesar de em alguns casos apresentarem
diferengas significativas em sua composicdo quimica cuticular, ndo apresentaram atos
agressivos. Este resultado indica que pode ocorrer habituagdo entre as forrageiras destas
colonias. Neste caso, operarias forrageiras aprendem a reconhecer a composicdo quimica de
colonias vizinhas e respondem menos agressivamente a estas (Langen et a/ 2000, Grangier et

al 2007).
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CONCLUSAO

Os ninhos descritos neste estudo, apesar de segur um padrdo geral ja descrito
anteriormente, demonstra que a arquitetura nesta espécie pode variar em alguns aspectos. Neste
caso, a ocorréncia das estruturas externas, chaminé¢ e monticulos, independente da época do
ano, bem como camaras conectadas por mais de um tinel, merecem destaque.

O nivel de agressividade, isoladamente, ndo ¢ um pardmetro confidvel para avaliar se
nesta espécie as colonias sdo estruturadas em ninhos polidomicos, visto a baixa agressividade
entre colonias na populacdo estudada, independentemente da distincia entre elas e da
similaridade de sua composicdo quimica. Portanto, ¢ coerente sugerir que testes de
agressividade realizados para avaliar a ocorréncia de ninhos polidomicos devem ser adotados
com cautela.
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Tabela 1. Dimensodes de estruturas externas (em centimetro) e alocag@o de fungos e imaturos de 8 ninhos de Acromyrmexm balzani.

Ninho chaminé (cm) Diametro da entrada(cm) Distancia da entrada ao monticulo de terra (cm) Camaras com fungo Camaras com imaturos Camara com rainha

1 1.0 0.8 5.0 2° 2° 2?
2 23 1.0 4.8 192232 192232 1
3 34 0.7 5.0 1422 142? 1?
4 3.0 1.2 10.0 2232472 - -
5 3.6 1.5 5.0 1422 1 1?
6 2.0 0.6 6.0 324495° - -
7 33 0.8 4.4 3 - -
8 2.7 1.0 7.0 1222324* 3 3
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Tabela 2. Tamanho e profundidade (cm) das camaras dos ninhos de Acromyrmex

balzani.
Camara  Camara Camara Camara Camara Camara
Ninho 1 2 3 4 5 6
Profundidade 3 10.9
1 Largura 16 6
Altura 7.9 7
Comprimento 10.5 10
Profundidade 4 11.6 17.6
2 Largura 6 5 11
Altura 3.5 4 5
Comprimento 5 6 10
Profundidade 4 15.5
3 Largura 6 11
Altura 4.5 6
Comprimento 7 8
Profundidade 6 14.5 32 62
4 Largura 6 9.5 12 10
Altura 4.5 7 9 6.5
Comprimento 6 13 12.5 10
Profundidade 6 14.5
5 Largura 4 6
Altura 3 4.5
Comprimento 6 7.5
Profundidade 5 11.5 32.5 62 100
6 Largura 2 8 12 13 12
Altura 3 6 7 7 5
Comprimento 3 8 11 10 10
Profundidade 4 15 32 62 79.5 116
7  Largura 13 13 14.5 16 10 6
Altura 6 7 9 7 5.5 9
Comprimento 6 10 11 9 10 8
Profundidade 2.5 8 24 46.5 68.5
8  Largura 7 11 10 6.5 10
Altura 3 6.5 7.5 5 7.5
Comprimento 7 11 10 6 10
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Tabela 3. Numero total e relativo de operarias de cada uma das 3 sub-castas de Acromyrmex balzani,

encontradas nas 8 colonias.

Numero de operarias

Propor¢ao de sub-castas

Ninho Maior Média Menor Maior Média Menor Total
1 404 68 237 57% 10% 33% 709
2 525 216 284 51% 21% 28% 1025
3 228 184 209 37% 30% 34% 621
4 452 176 283 50% 19% 31% 911
5 322 146 217 47% 21% 32% 685
6 576 297 351 47% 24% 29% 1224
7 948 369 345 57% 22% 21% 1662
8 448 230 373 43% 22% 35% 1051
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Tabela 4. Distancia entre os sitios de nidificagdo das 8 colonias em metros.

Ninho 1 Ninho 2 Ninho 3 Ninho 4 Ninho 5 Ninho 6 Ninho 7 Ninho 8

Ninho 1 - - - - - - - -
Ninho 2 22 - - - - - - -
Ninho 3 74 53 - - - - - -
Ninho 4 80 55 12 - - - - -
Ninho 5 79 61 21 11 - - - -
Ninho 6 74 55 11 7 10 - - -
Ninho 7 100 82 35 23 21 28 - -

Ninho 8 111 95 52 40 35 88 17 -




Tabela 5. Relagdo dos 07 principais picos dos grupos funcionais, modos vibracionais e raizes canonicas dos picos de

absor¢do identificados nos espectros das cuticulas de operarias maiores das colonias de Acromyrmex balzani

Picos | Numero de onda (cm!) Grupo Funcional Modo vibracional | Raiz canonica 1 | Raiz canonica 2
1 1157 No plano C-H Dobra 0.368 1.366
2 1380 C-CH3 Dobra simétrica 1.755 1.051
3 1457 C-CH2 Tesoura -0.921 1.382

Estiramento - -
4 2854 -CH2
simétrico
Estiramento - -
5 2877 -C-H (CHs) ' '
SIMétrico
Estiramento 1.279 1.986
6 2923 -CH> . _
assimétrico
Estiramento
7 2962 ' .
assIMmEtrico
-C-H(CHa)

49



Tabela 6. Distincia de Mahalanobis (Squared Mahalanobis Distances) entre as colonias.

Colomnia 1 Colonia 2 Colonia 3 Colona 4 Colonia 5  Colonia 6 Colonia 7
Colonia 1 - - - - - - -
Colonia 2 6.65411 - - - - - -
Colonia 3 1.02921 7.65155 - - - - -
Colonia 4 1.21938 9.35208 1.369182 - - - -
Colonia 5 3.12793 14.08076 2.322366  3.567998 - - -
Colonia 6 10.08574 23.74995 7.805685  5.245886 7.07584 - -
Colonia 7 6.59054 12.97515 8.495470  8.385486  13.71207 16.02051 -
Colonia 8 5.54735 12.87655 6.966642  7.630586  13.28378 17.58129 1.27304
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Figura 1- Vista de cima da estrutura em forma de chammné e monticulos de terra do ninho 05.
Setas indicam 2 monticulos de terra de formato semi-circular e no centro estrutura na forma de

chaminé.

Figura 2 — A= Perfil vertical dos tiineis e cdmaras do ninho 8 B= Visdo superior do piso da

camara 1 do ninho 8. Setas brancas indicam os dois tineis entre as camaras.
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Figura 4. Perfil 3D dos ninhos 05 a 08.
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Figura 5. Jardim de fungos encontrado na camara 3 do ninho 7. A:parte superior em suspensao

aderido araiz. B: parte inferior em contato com substrato.
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Figura 6. Correlagdo de Pearson entre nimero de camaras e Volume total das cAmaras (A) e

entre Volume total de cAmaras e Numero de operarias (B).
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Figura 8. Espectros médios do perfil quimico de colonias de Acromyrmex balzani gerados pela técnica de FTIR-PAS e obtidos a partir da leitura

de operarias presentes em 8 colonias. 1= 1157, 2=1380, 3=1457, 4=2854, 5=2877, 6=2923 e 7= 2962.
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Figura 9. Diagrama de dispersdao dos resultados das andlises discriminantes mostrando

as duas raizes canonicas de diferenciacdo e
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