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MENDONCA, Cindy Anne Ferreira. Mirmecofilia e mirmecofagia de Attacobius sp.
(Araneae: Corinnidae) sobre Solenopsis saevissima (Hymenoptera: Myrmicinae). 2017.
Dissertacdo de mestrado. Programa de Pos-Graduacéo stricto sensu em Ambiente e Sociedade
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RESUMO
Alguns animais conhecidos como mirmecofilos desenvolveram estratégias de mimetismo por
biossintese ou camuflagem. No municipio de Morrinhos, regido sul do estado de Goias, foi
descoberta uma espécie nova de aranha do género Attacobius associada as colbnias de
Solenopsis saevissima. Este estudo tem como objetivo determinar os mecanismos e
adaptacdes que permitem a mirmecofilia da aranha Attacobius sp. com S. saevissima. Cinco
colbnias de S. saevissima contendo Attacobius sp. foram coletadas em campo, identificadas e
mantidas vivas dentro de bandejas plasticas com alimento e agua para a realizacdo de testes
comportamentais e de predagdo. Attacobius sp. foi encontrada em 42% dos 12 locais de coleta
e em média 47% das colbnias nos locais em que aranha ocorreu. Ndo houve predacéo sobre
adultos (operérias e sexuados). Apesar de ndo quantificado, as aranhas consumiram ovos via
cleptoparasitismo. Cada aranha consumiu em média, aproximadamente cinco larvas ou trés
pupas por dia. Considerando que a abundancia média foi de aproximadamente sete aranhas
por colbnia (amplitude 1-23), é previsto um impacto médio de 28 larvas e/ou pupas por dia
sobre a coldnia. Analises dos hidrocarbonetos cuticulares (HCCs) de Attacobius sp. e de S.
saevissima ndo demonstraram diferenca quimica significativa entre operarias e aranhas
(PERMANOVA). A constante perseguicdo e contato com as operarias e 0 comportamento de

limpeza indicam camuflagem quimica das aranhas.

Palavras-chave: mimetismo, lava-pés, hidrocarbonetos cuticulares, cleptoparasitismo,

inquilinismo.



MENDONCA, Cindy Anne Ferreira. Myrmecophily and myrmecophagy of Attacobius sp.
(Araneae: Corinnidae) on Solenopsis saevissima (Hymenoptera: Myrmicinae). 2017.
Masters dissertation. Environment and Society Pos-Graduate Program - State University of
Goias, 2017.

ABSTRACT

Some animals known as myrmecophiles evolved strategies of mimicry by biosynthesis or
camouflage. In the municipality of Morrinhos, southern region of the state of Goias, a new
species of spider of the genus Attacobius associated to the colonies of Solenopsis saevissima
was discovered. This study aims to determine the mechanisms and adaptations that allow the
mimicry of the Attacobius sp. with S. saevissima. Five colonies of S. saevissima containing
Attacobius sp. were collected in the field, identified and kept alive inside plastic trays with
food and water for conducting behavioral and predation tests. Attacobius sp. was found in
42% of the 12 collection sites and on average 47% of the colonies in the places where the
spider occurred. There was no predation on adults (workers and sexual castes). Although not
quantified, the spiders consumed eggs via Kleptoparasitism. Each spider consumed on average
five larvae or three pupae per day. Considering that the average spider abundance was
approximately seven spiders per colony (range 1-23), an average impact of 28 larvae or pupae
per day on the colony is predicted. Analysis of cuticle hydrocarbons (HCCs) of Attacobius sp.
and S. saevissima showed no significant chemical difference between workers and spiders
(PERMANOVA). The constant persecution and contact with the workers and the grooming
behavior indicate the chemical camouflage of the spiders.

Keywords: chemical mimicry, fire ant, cuticular hydrocarbon, kleptoparasitism, inquilinism.
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INTRODUCAO

As formigas sdo insetos eussociais conhecidos por apresentarem uma casta operaria
responsavel pela defesa da coldnia dentro de um territério de forrageio e assim garantir que a
casta reprodutora cumpra com sua funcdo de deixar descendentes para a proxima geracao
(WILSON, 2008). Dessa forma, a eussocialidade pode ser considerada como uma eficiente
relacdo custo-beneficio dentro do conceito de sistemas de reproducéo, pois os desvios de parte
do investimento reprodutivo para a producdo da casta operaria sdo compensados pelo
aumento da longevidade da casta reprodutora. De fato, essa relagdo de dependéncia entre
castas foi documentada quantitativamente através de um modelo linear positivo entre o
investimento na producdo de operarias e 0 retorno em sexuados dentro de colbnias de
Cardiocondyla obscurior Wheeler (KRAMER et al., 2015).

A utilizacdo de uma casta operaria para defender a col6nia contra o ataque de inimigos
contribui com a aptiddo da col6nia. Esse comportamento altruistico é justificado pelo alto
grau de parentesco entre os membros da colénia (HAMILTON, 1964). Dessa forma, qualquer
organismo estranho que se aproximar da colbnia € considerado uma ameaca e deve ser
combatido, tornando a colénia um ambiente hostil. Entretanto, muitas espécies de artrépodes,
principalmente insetos de variadas ordens, conhecidas como mirmecdfilos, tém conseguido
transpor essa barreira biologica beneficiando-se de todas as vantagens que uma col6nia pode
oferecer, tais como abrigo, alimento e protecdo contra predadores (HOLLDOBLER;
WILSON, 1990).

A estratégia utilizada pelas formigas para distinguir suas irmas de outros organismos,
e mesmo dentre as irmds, € a comunicacdo quimica, a qual se estabelece através de 6rgaos
sensoriais localizados nas antenas que captam sinais quimicos especificos presentes nos
tegumentos, conhecidos como hidrocarbonetos cuticulares (HCCs), que sdo moléculas
compostas por cadeias de carbonos lineares e hidrogénio (alcanos lineares e metilados e
alcenos) (VAN ZWEDEN; D’ETTORRE, 2010). Muitas espécies mirmecofilas,
especialmente os parasitas, utilizam a estratégia do mimetismo quimico para integracdo a vida
dentro das col6nias, quer seja por camuflagem e/ou biossintese de HCC da col6nia hospedeira
(LENOIR et al., 2001). Apesar dos riscos da convivéncia com um grupo de animais
agressivos (VON BEEREN et al., 2011, 2012), a existéncia de uma alta taxa de mirmecofilia
indica que os beneficios devem superar os custos, do contrario a selegdo ndo teria favorecido
esse comportamento (CECCARELLI, 2013).
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Dentro do grupo das aranhas, a mirmecofilia ocorre em 41 espécies pertencentes a 12
das 112 familias descritas, que vivem proximas ou dentro das colbnias de formigas
(CUSHING, 1997, 2012). Das 46.778 espécies reconhecidas (WSC, 2017) apenas uma
pequena parte (~0,1%) convergiu para a mirmecofilia. Cushing (2012) declara que a maioria
dos estudos concentra-se em aranhas mirmecomorfas e mirmeco6fagas e chama atencéo para o
pouco conhecimento produzido até entdo sobre a mirmecofilia, principalmente o0 modo de
integracdo e 0 impacto das aranhas a aptiddo da col6nia. Enquanto algumas espécies parecem
ser hospedeiras oportunistas, outras estabelecem relacfes obrigatorias, utilizando variadas
estratégias morfoldgicas, comportamentais e quimicas para integracdo a vida da col6nia
hospedeira (CUSHING, 1997, 2012).

Essas relacfes sdao mais facilmente compreendidas quando analisamos a proximidade
filogenética entre as espécies, que é considerada um facilitador do inquilinismo (EMERY,
1909). De fato, 240 espécies de formigas (~2,7% das 8.800 espécies descritas em 1990) séo
parasitas sociais de outras espécies de formigas, sendo 130 parasitando espécies do mesmo
género, 105 parasitando espécies da mesma subfamilia e apenas 5 parasitando espécies de
outra subfamilia (HOLLDOBLER; WILSON, 1990). Nesses casos, a espécie inquilina deve
produzir feromonios de superficie semelhantes ao da espécie hospedeira, 0 que explicaria a
Regra de Emery. Em casos mais raros, a convergéncia quimica pela biossintese pode ocorrer
com organismos ndo relacionados as formigas, tais como insetos das ordens Coleoptera,
Lepidoptera e Diptera (ver DETTNER; LIEPERT, 1994; LENOIR et al., 2001; THOMAS et
al., 2005).

Nenhum caso de mimetismo quimico por biossintese tem sido atribuido as aranhas
mirmecofilas. Nesse grupo, a integracdo as coldnias das formigas ocorre através da
camuflagem quimica adquirida pelo contato com o material do ninho, contato com as
operarias ou pela predacao de larvas e pupas (CUSHING, 2012). Para os parasitas sociais, a
camuflagem quimica pode ser mais vantajosa do que a biossintese a medida que permite
explorar uma maior variedade de espécies hospedeiras (paradigma generalista-especialista,
DENNIS et al., 2011). As aranhas Mastigusa arietina (Thorell), Acartauchenius scurrilis (O.
Pickard-Cambridge), Evansia merens O. Pickard-Cambridge, Thyreosthenius biovatus O.
Pickard-Cambridge (CUSHING, 1997, 2012) e Attacobius luederwaldti (Mello Leitdo)
(PLATNICK; BATISTA, 1995; ICHINOSI et al., 2004) sdo conhecidas ter estreita relacéo
com mais de uma espécie de formiga hospedeira.

O género Attacobius Mello-Leitdo (Corinnidae) € composto de 10 espécies

reconhecidas (WSC, 2017), ocorrendo desde a regido central da Argentina até o nordeste
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brasileiro (BONALDO, 2000). Das 10 espécies descritas, apenas Attacobius luederwaldti
(Mello Leitdo) e Attacobius attarum Roewer sdo confirmadas como mirmecéfilas
(PLATNICK; BATISTA, 1995; ERTHAL; TONHASCA, 2001; ICHINOSI et al., 2004). A
falta de registro de associacdo com formigas para as outras oito espécies descritas pode ser
devido a coleta com armadilhas de queda (BONALDO; BRESCOVIT, 2005). O nimero de
espécies do grupo Attacobius deve crescer com o investimento em coletas, principalmente na
regido centro-oeste do Brasil, onde, no municipio de Morrinhos (GO), foram registradas mais
trés espécies de Attacobius ainda ndo descritas (SANTANA, 2015).

Nessa mesma regido de estudo de Santana (2015) encontramos adultos (machos e
fémeas) e jovens de uma nova espécie de Attacobius dentro das coldnias de Solenopsis
saevissima Smith. Conhecidas como “lava-pés” no Brasil, Solenopsis invicta Buren e S.
saevissima sdo caracterizadas pela ampla distribuicdo no continente americano (TRAGER,
1991). A ocorréncia local desse grupo de formigas estd associada a solos imidos e vegetacdo
baixa que permite a forte incidéncia de luz solar (LOFGREN et al., 1975). Na regido de
Cerrado, o clima sazonal Aw com longo periodo seco deve limitar a ocorréncia regional de S.
saevissima e, consequentemente, a distribuicdo de Attacobius sp. Entretanto, S. saevissima é
considerada comum em areas abertas e Umidas (PESQUERO; DIAS, 2011; PESQUERO;
VAZ; ARRUDA, 2013). Thomas et al. (2005) quantificaram os padrdes de infestagdo por
parasitas sociais em alta infestacdo, mas baixa transmissao, ou seja, uma espécie mirmecéfila
é encontrada em muitas colonias em determinados locais, mas ndo em outros locais; baixa
infestacdo e alta transmissdo, uma espécie mirmecdfila é encontrada apenas dentro de
algumas colénias, mas em qualquer localidade em todo o territério onde ocorre o hospedeiro;
e baixa infestacdo e baixa transmissdo, onde a espécie mirmecofila é sensivel e por isso é
encontrada em poucas coldnias e ndo ocorre em todo o territério do hospedeiro.

A descoberta da mirmecofilia de Attacobius sp. com S. saevissima favorece estudos
sobre histdria de vida e modo de integracdo das aranhas as coldnias, como as formigas reagem
a esses invasores, quais adaptacOes permitem que as aranhas possam viver dentro das
colbnias, e em que medida essa espécie de aranha afeta a vida da coldnia hospedeira. O
conhecimento sobre 0os mecanismos e adaptacdes envolvidos na mirmecofilia de Attacobius é
escasso na literatura cientifica (ERTHAL; TONHASCA, 2001). Dessa forma, nosso objetivo
é descrever 0s mecanismos que permitem a mirmecofilia de Attacobius sobre S. Saevissima e
0 impacto causado na coldnia hospedeira. NO0s propomos quatro hipéteses: 1- Tendo como
premissas a alta ocorréncia local e a baixa distribuicdo regional da espécie hospedeira (S.

saevissima), a ocorréncia de Attacobius sp. adequa-se ao modelo de distribuicdo de alta
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infestacdo local e baixa transmissdo regional; 2- Tendo como premissas a distancia de
parentesco entre parasita (Attacobius sp.) e hospedeiro (S. saevissima) e a auséncia de
biossintese no grupo das aranhas mirmecoficas, Attacobius sp. utiliza-se da camuflagem
quimica para integrar-se a colonia hospedeira; 3- Tendo como premissa a utilizacdo da
camuflagem quimica dentro do grupo das aranhas e a utilizacdo de mais de uma espécie de
formiga hospedeira por algumas espécies de aranhas, Attacobius sp. possui plasticidade na
utilizacdo de espécies de formigas hospedeiras; 4- Tendo como premissa 0 grande risco da
mirmecofilia e que ela ndo é necessaria aos predadores de formigas adultas, Attacobius sp.

utiliza-se apenas de individuos jovens como alimento.

MATERIAIS E METODOS

Distribuicéo local e regional

As coletas foram realizadas na regido sul de Goids, durante a transicdo do periodo
chuvoso e seco (fevereiro a abril) de 2016 e 2017, em 12 locais no municipio de Morrinhos
dentro de uma area aproximada de 59.673 ha (Figura 1). Os locais de estudo escolhidos
estavam préximos a pequenos cursos de agua, com relevo plano e solo Umido com
predominio de vegetagdo baixa (gramineas e herbéceas) (LOFGREN et al. 1975). As col6nias
de S. saevissima encontradas nos locais de estudo foram coletadas com pé e gradualmente
transferidas in loco para bandejas plasticas brancas (50x30x7 c¢cm), revestidas com talco nas
bordas internas para evitar a fuga das formigas, para verificar a presenca de aranhas
mirmecofilas. Quantificamos as areas de coleta (ha), o nimero de colénias encontradas e 0
namero de adultos (machos e fémeas) e jovens de Attacobius sp. presentes nas coldnias para
estimar a ocorréncia local e regional das formigas e aranhas. Utilizamos a revisdo de Trager
(1991) para identificacdo das formigas “lava-pés” e Bonaldo (2000), Platnick e Baptista
(1995) e Bonaldo e Brescovit (2005) para identificagdo da aranha inquilina.
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Figura 1. Localizacdo dos pontos de coleta de Solenopsis saevissima e Attacobius sp. no
municipio de Morrinhos, Goids. 1. 17°44'52.46"S, 49°7'8.71"0; 2. 17°39'18.12"S, 49°8'30.71"0; 3.
17°50'33.51"S, 49°9'23.81"0; 4. 17°44'18.45"S, 49°0'6.81"0; 5. 17°48'49.01"S, 49°4'45.76"0; 6.
17°48'26.68"S, 48°55'35.68"0; 7. 17°43'52.56"S, 49°13'50.79"0; 8. 17°43'31.55"S, 49°5'47.40"0; 9.
17°48'40.83"S, 49°17'45.93"0; 10. 17°42'37.85"S, 49°12'10.00"0; 11. 17°37'37.96"S, 49°1'5.53"0; 12.
17°30'16.26"S, 49°4'10.60"0.

&6

A
N

20 km

Fonte: Google Earth Pro, 2017.

Perfil quimico cuticular parasita-hospedeiro

Os espécimes de Attacobius sp. e S. saevissima foram colocados individualmente em
frascos de vidro e mantidos no freezer a -20°C até 0 momento da extragdo dos compostos
cuticulares (MARTIN; DRIJFHOUT, 2009). Utilizamos 10 aranhas de duas colonias de S.
saevissima para as analises de HCC, sendo que trés foram imediatamente mortas por
congelamento apds serem retiradas de cada coldnia e duas foram mantidas isoladas das
col6nias por 48h antes de serem congeladas para verificar se ouve perda de alguns compostos
cuticulares. Utilizamos trés e seis operarias de variados tamanhos de cada col6nia,
respectivamente, para comparagdo com o perfil quimico da col6nia hospedeira.

Para a extracdo dos compostos, cada individuo foi imerso no solvente apolar hexano
(Macron - 95% n-Hexane) por 2 minutos e logo retirados e preservados em alcool 70%. Apds
a extracdo, os extratos foram deixados na capela para a evaporagdo dos compostos volateis e
concentracdo dos compostos cuticulares. Depois de evaporados, 0s extratos foram
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suspendidos em 5Sul de hexano e injetados manualmente 2 pl do composto no GCMS
(cromatdgrafo de géas acoplado a um espectdmetro de massa) (MARTIN; DRIJFHOUT,
2009).

As analises foram realizadas em um sistema de cromatografia gasosa (Shimadzu -
modelo GCMS QP2010), com coluna Rtx: 5MS de 30 m. O método da corrida iniciou-se a
uma temperatura de 50°C, subindo para 300°C a uma taxa de 5°C/min, sendo mantida a
temperatura maxima por 10 min. O injetor permaneceu a uma temperatura de 280°C e a
injecdo foi realizada no modo Splitless, recomendado para amostras de baixa concentracdo
devido ao pequeno tamanho dos espécimes. O inicio da leitura dos compostos comegou a
partir dos 4 minutos para evaporagdo do hexano e outros compostos volateis.

Analisamos os espectros de massa produzidos por ionizacdo de impacto eletrdnico
para determinar os compostos cuticulares de operarias de Solenopsis saevissima e aranhas
Attacobius sp. Os valores dos compostos cuticulares obtidos através da cromatografia gasosa
foram tabelados e os grupos de formigas e aranhas foram comparados segundo as colonias de
origem através da analise multivariada ndo paramétrica PERMANOVA (9999 permutacdes),
uma andlise conservativa em relacdo a heterogeneidade dos dados e que consegue capturar
pequenas diferencas entre os grupos (ANDERSON; WALSH, 2013). As quatro aranhas
mantidas isoladas das col6nias por 48h foram incluidas nas comparagdes para avaliar se
ocorre mudanga nos compostos cuticulares em situacdo de ndo contato com o hospedeiro. A
contribuicdo de cada composto cuticular na diferenciacdo dos grupos foi verificada em
porcentagem por meio da analise exploratoria de SIMPER (9999 permutacdes). As analises
foram realizadas com o Programa R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2017).

Plasticidade de hospedeiro

Cinco coldnias de S. saevissima contendo as aranhas inquilinas Attacobius sp. foram
coletadas em cinco diferentes locais de estudo e transferidas para bandejas plasticas
(30x15x10 cm) revestidas internamente com fluon®, mantidas em laboratério e alimentadas
com agua e insetos ad libitum. Uma pequena porcdo de formigas jovens, adultas (200-300
operarias coletadas aleatoriamente) e adultas mortas (lixo) de cada col6nia foi transferida para
outras cinco bandejas mantidas sem aranhas por uma semana nas mesmas condic¢oes
laboratoriais para verificar se as aranhas procuram contato com operarias vivas ou mortas para
adquirir feromdnios de superficie. Trinta e trés aranhas foram mantidas isoladas em tubos de
ensaio contendo algoddo com agua por 48 horas antes de serem reintroduzidas nas coldnias

reduzidas. A plasticidade das aranhas em colonizar outras col6nias da mesma espécie e de
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uma espécie aparentada foi testada utilizando-se das mesmas coldnias reduzidas e de uma
colonia reduzida de Solenopsis invicta coletada em S&o Carlos (SP). Observamos e
quantificamos o tempo gasto nos comportamentos exibidos pelas aranhas introduzidas
individualmente nas colbnias reduzidas durante 30 minutos ou até que a aranha fosse aceita

pelas operérias.

Mirmecofagia

Utilizamos 10 machos e 10 fémeas de Attacobius sp. nos testes de predacdo em
laboratdrio. A predagdo de Attacobius sp. sobre S. saevissima foi avaliada por meio da oferta
isolada de 10 larvas, 10 pupas e 40 adultos (operérias, machos e rainhas virgens) para uma
aranha adulta (macho ou fémea) por placa-de-petri com tampa (10x1 cm) durante um periodo
de 24 horas. Devido a dificuldade de contagem e sensibilidade a manipulagéo, os ovos foram
oferecidos as aranhas por meio de uma rainha fértil junto com 10 operérias. Dessa forma, a
andlise da predacdo sobre ovos foi quantificada em frequéncia de ocorréncia do evento

durante 1h de observacdo para cada aranha (n=20).

RESULTADOS

Distribuicéo local e regional

Foram inspecionadas um total de 103 colbnias de S. saevissima. A densidade de
coldnias encontradas nos 12 locais estudados foi 12,95 + 6,48/ha. Das 108 aranhas coletadas
dentro das coldnias, 17 foram identificadas como machos, 54 fémeas, 31 jovens e seis que
fugiram néo foram sexados. Attacobius sp. ocorreu em cinco (42%) dos 12 locais visitados,
em 47,4 + 25,68% das coldnias nos locais em que ela ocorreu, e em 25 (24,3%) das 103
coldnias encontradas. Encontramos até 23 individuos dentro de uma coldnia, sendo
encontradas em média sete aranhas/colonia (n = 25). Os adultos de Attacobius sp. medem

aproximadamente 3,26 + 0,15 mm de comprimento (n = 17).

Perfil quimico cuticular

Ao contrario do que foi observado nas aranhas, os alcenos contribuiram com a maior
quantidade de HCC das formigas (~56%) e os alcanos responderam por ~78% dos compostos
das aranhas (Tabela 1). A analise de PERMANOVA detectou diferenca significativa do perfil
guimico dentre os grupos de formigas e aranhas analisados (F = 11,42 R2 = 0,83 P < 0,0001).
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A andlise a posteriori entre pares de grupos demonstrou que apenas a coldnia 4 diferiu dos
demais grupos (formigas e aranhas) (Tabela 2).

Tabela 1. Compostos identificados nos tegumentos de operarias de Solenopsis saevissima e
Attacobius sp. segundo a proporcdo média em porcentagem. TR: tempo de retencdo em
minutos.

TR Forma Formigas Aranhas
Compostos Cuticulares Molecular Média £ DP Média £ DP
(n=9) (n=10)

Heneicosano 33.249 n-C21 - 0,688 + 0,305
Docosano 35.048 n-C22 0,941+0,745 1,347 £0,582
Tricosano 36.750 n-C23 1,442 + 0,657 3,047 + 0,668
8-; 5-Metil-tricosano 37.140 8-; 5-MeC23 - 0,371 + 0,680
Tetracosano 38.381 n-C24 1,328 £ 0,720 4,085 + 1,455
Pentacoseno 39.621 Z-C25 7,042 +3855 0,357 +1,014
Pentacosano 39.960 n-C25 12,580 +5,102 11,777 £5,268
13-Metil-pentacosano 40.375 13-MeC25 - 0,171 +£0,325
Hexacoseno 41.152 Z-C26 0,434+0,160 0,670+ 1,272
Hexacosano 41.465 n-C26 1,955+£0,801 7,396 + 2,496
Heptacoseno 42.651 Z-C27 20,054 +5,648 0,919 + 2,601
Heptacosano 42.929 n-C27 7,655 +3,089 13,765 £ 2,677
13-; 11-Metil-heptacosano 43.382 13-; 11-MeC27 1,178 + 0,273 0,649 + 0,459
3,15-; 11,17-Dimetil-heptacosano  43.787 13,15-; 11,17DiMeC27 0,805+0,278 0,558 0,343
3-Metil-heptacosano 43.960 3-MeC27 0,368 £0,325 0,872 + 0,998
Octacoseno 44.064 Z-C28 0,452 £ 0,170 -

Octacosano 44.330 n-C28 1,339+£0,709 8,073 £ 3,088
3-Metil-octacosano 45.310 3-MeC28 - 3,492 + 8,898
Nonacoseno 45.457 Z-C29 24,191 +5,440 0,322 + 0,638
Nonacosano 45.693 n-C29 4,884+1942 12,614 + 3,062
15-; 13-Metil-nonacosano 46.098 15-; 13-MeC29 1,093 + 0,621 1,134 + 0,502
15-; 13-Dimetil-nonacosano 46.463 13,15-DiMe; 11,13-DiMeC29 1,518 0,746 0,581 £0,415
Triacontano 47.004 n-C30 0,773 £ 0,462 5,462 + 2,428
Hentriaconteno 48.073 Z-C31 5120+1,692 0,871 £2,545
Hentriacontano 48.269 n-C31 1,545 + 1,109 7,458 + 5,521
15-; 13-Metil-hentriacontano 48.640 15-, 13-MeC31 0,743 £ 0,403 2,139 + 0,899
15-; 13-Dimetil-hentriacontano 48.958 15,17-; 13,15-DiMeC31 0,630+0,400 0,581 + 0,383
Dotriacontano 49.508 n-C32 0,418 £ 0,321 3,003 + 1,396
Tritriacontano 50.756 n-C33 0,187+ 0,156 2,453 + 1,653
17-, 15-Metil-tritriacontano 51.112 17-, 15-MeC33 0,639+0,490 1,893 +1,956
15; 17-Dimetil-tritriacontano 51.417 15,17-DiMeC33 - 1,260 £ 1,033
5, 17-Metil-tritriacontano 51.650 5,17-DiMeC33 - 0,745 + 0,855
Tetratriacontano 52.100 n-C34 - 1,129 £ 0,633

Tabela 2. PERMANOVA dos hidrocarbonetos cuticulares de Solenopsis saevissima e
Attacobius sp.

R® p p
ajustado
0.201 0.176 1.000

Contrastes F

Colbnia 2 vs Colb6nia 4 1.760384




Coldnia 2 vs Aranha C2

Colbnia 2 vs Aranha C4

Colbnia 2 vs Aranha C2 isolada
Colonia 2 vs Aranha C4 isolada
Colodnia 4 vs Aranha C2

Colbnia 4 vs Aranha C4

Colobnia 4 vs Aranha C2 isolada
Colonia 4 vs Aranha C4 isolada
Aranha C2 vs Aranha C4
Aranha C2 vs Aranha C2 isolada
Aranha C2 vs Aranha C4 isolada
Aranha C4 vs Aranha C2 isolada
Aranha C4 vs Aranha C4 isolada

43.338195
43.496094
7.015041
18.063171
27.380776
19.776727
10.167172
16.624315
2.087923
1.670505
1.784215
1.300699
1.085319

Aranha C2 isolada vs Aranha C4 isolada 1.231708

0.915
0.935
0.700
0.857
0.796
0.767
0.629
0.735
0.410
0.358
0.373
0.394
0.352
0.381

0.100
0.100
0.100
0.100
0.011
0.026
0.035
0.043
0.200
0.100
0.100
0.333
0.667
0.333

1.000
1.000
1.000
1.000
0.165
0.390
0.525
0.645
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
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A convergéncia de hidrocarbonetos cuticulares entre formigas e aranhas foi

predominantemente de alcanos, sendo n-C25, n-C27 e n-C29 os mais frequentes nos trés

grupos avaliados (formigas, aranhas e aranhas isoladas) (Figura 2). No entando, os principais

compostos na diferenciacdo entre os grupos das formigas e aranhas (em contato e isoladas)

foram o alcenos Z-C27 (~16%, em média) e Z-C29 (~19%, em média), que ocorreram em

maior quantidade nas formigas e foi quase que insignificante nas aranhas (Tabela 3). O alcano

ramificado 3-Metil-octacosano (3-MeC28) s6 ocorreu nas aranhas quando associadas com a

colbnia, mas esse composto nao foi encontrado nas formigas e nas aranhas isoladas (Figura

2). Da mesma forma, os alcanos 8-; 5-Metil-tricosano (8-; 5-MeC23) e 13-; 11-Metil-

heptacosano (13-; 11-MeC27), pouco menos expressivos, também s6 ocorreram nas aranhas

associadas com as colonias (Tabela 3).
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14,90

Ai X Ai

A XAI
2,70
9,28 + 4,70
3,44 + 6,50

550+1,15

3,39
4,80

AXA

42 43 44 45 46 47 48 49 50 51

Tempo de Retencéo (min)
F x Ai
5,65+1,13
7,54 £ 0,50

FxA
3,80
590+1,10

14,19 4,60+0,40

FxF

32 33 34 35 36 37 38 39 40 41
9,70

30 31
8-; 5-MeC23

Compostos
n-C24
Z-C25
n-C25
Z-C26

Tabela 3. Andlise de SIMPER. Contribuicdo de cada composto, em porcentagem média, para
a diferenciacdo entre os pares de grupos. F: formiga, A: aranha, Ai: aranha isolada da col6nia
de origem.
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n-C26 550+1,10 390+060 835 680+150 4,74
Z-C27 13,33 16,26 +1,70 15,50 +2,10 6,60+0,30 5,80
n-C27 915 522+130 690+164 808 620+223 6,23
3;13; 11-MeC27 2,70+ 0.13

n-C28 6,60+£090 515+08 790 6,71+140 6,60
3-MeC28 6,60 4,20+1,50

Z-C29 18,10 18,22+2,50 19,00+ 2,80

n-C29 464 6,70+120 6,20+090 830 910+293 5,65
n-C30 484+080 460+020 6,77 480+160 4,90
Z-C31 535 450+0,01 3,70+0,30 6,43+0,30 570
n-C31 3,90 8,44 + 3,20 22,93+1,07 13,60
n-C32 480 3,30+0,60

n-C33 460 830+220 3,60
17-, 15-MeC33 9,24 5,70+1,90

Apesar de menor expressdao nas formigas, os alcanos n-C26 e n-C28 formaram o
segundo grupo com maior proporc¢ao relativa nas aranhas, seguido dos alcanos n-C31, n-C30,
n-C24 e n-C23. Os alcenos foram os compostos que mais contribuiram para diferenciar as
colonias entre si, sendo os alcenos Z-C29 (18,10%), Z-C27 (13,33%), Z-C25 (9,7%) e Z-C31
(5,35%), que juntos somam 46,5% (Tabela 3). Por outro lado, os alcanos n-C25 (14,19%), n-
C27 (9,15%) e n-C29 (4,64%) contribuiram para convergir as col6nias e as aranhas,
explicando 28% da variacdo. Dentro do grupo das aranhas em contato com as col6nias
hospedeiras, ndo houve destaque dentre os compostos, sendo que a maior parte deles
contribuiu de forma semelhante. Os principais compostos responsaveis pela diferenciacao
entre as aranhas isoladas e entre as aranhas isoladas das aranhas em contato com as colonias
foram os alcanos n-C31 (18,3% * 6,6) e 0 n-C25 (12,9% + 3,97), compostos que ndo

apareceram no grupo das aranhas em contato.

Plasticidade de hospedeiro

Das 22 aranhas adultas que foram introduzidas em bandejas contendo diferentes
coldnias reduzidas de S. saevissima, 13 foram aceitas dentro de um periodo de 30 min de
observacao e nove ndo foram aceitas. Das 11 aranhas introduzidas na coldnia de S. invicta,
nove foram aceitas e duas ndo foram aceitas. A proporcdo média de aranhas que ndo foram
aceitas nas colonias foi de 33% e ndo diferiu entre as duas espécies de formigas “lava-pés”
(Teste Exato de Fisher, p = 0,26). O tempo médio decorrido para as aranhas serem aceitas
pelas colonias foi de 9 = 6 min (n = 22) e nao diferiu entre as espécies de formigas “lava-pés”
(Mann-Whitney U = 53, p =

comportamentos de perseguicdo as formigas (Figura 2). As aranhas utilizaram todos o0s

0,71). Dentro das bandejas, as aranhas exibiram o0s
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apéndices durante o contato com as formigas, mas principalmente os primeiros pares de
pernas e 0s pedipalpos, que constantemente eram levados as queliceras (Figura 3).

Figura 2. Attacobius sp. perseguindo e tocando as operarias de Solenopsis saevissima.

Figura 3. Macho de Attacobius limpando o segundo par de pernas.

Mirmecofagia

N&o houve predacao sobre as operarias adultas (4,15 + 1,41 mm de comprimento, n =
200) e os machos e rainhas virgens de S. saevissima oferecidos as aranhas durante um periodo
de 24h. Por outro lado, as aranhas predaram larvas e pupas, utilizando mais larvas do que
pupas como alimento (4 larvas/dia e 3 pupas/dia, n = 20. Mann-Whitney, U = 20, p = 0,004).
As larvas e pupas oferecidas as aranhas mediram 1,82 + 0,7 mm e 2,75 + 0,45 mm de

comprimento (n = 200), respectivamente, sendo que as pupas foram maiores que as larvas (t =
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-3,74; gl = 398; p < 0,001). As aranhas roubaram os ovos das operarias em 16 das 20
observagdes (Figura 4), sendo que trés machos e uma fémea n&o ingeriram ovos, apesar de

manterem contato com a coldnia reduzida.

Figura 4. Fémea de Attacobius sp. se alimentando de ovos de S. saevissima em laboratorio.

DISCUSSAO

A densidade de colbnias encontradas (12,95 + 6,48/ha) ¢ inferior as encontradas na
América do Sul, 50 + 8/ha (PORTER et al., 1997), em S&o Paulo, 38,2 + 6,44/ha
(PESQUERO; DIAS, 2011), em Goiés, 37,5 * 3,0/ha (PESQUERO; VAZ; ARRUDA, 2013)
e no Mato Grosso do Sul, 30 £ 37/ha (PORTER et al., 1992). O fato de Attacobius sp. ter
infestado 48% das coldnias nos locais onde ela ocorreu e em apenas 24,3% de todas as
colbnias encontradas na regido, indica que a grande densidade local de colbnias garante uma
alta infestacdo, mas a dispersao desta aranha para col6nias distantes deve seguir um processo
mais lento, evidenciando um padrdo de “alta infestagdo local e baixa transmissdo regional”
(THOMAS et al., 2005). De fato, o grande tamanho de Attacobius sp. adulto em relacéo ao
tamanho das rainhas de S. saevissima (8,08 £ 0,58 mm, n = 15) representa um limite a
dispersédo regional desta espécie através da forésia como observado em Attacobius attarum
sobre Atta sexdens (Linnaeus) (PLATNICK; BAPTISTA, 1995). Entretanto, nenhum estudo
foi realizado para testar o possivel efeito da forésia de A. attarum sobre a taxa de transmissdo
regional. Segundo Cushing (1998), a dispersdo das aranhas para novas colénias € um processo
importante para evitar a depressdo endogamica e 0 aumento da competicdo por recursos

dentro de uma coldnia.
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A presenga de jovens e adultos (machos e fémeas) indica que Attacobius sp. se
reproduz dentro coldnia hospedeira. Cushing (1995) encontrou todos os estagios de
desenvolvimento de Masoncus pogonophilus dentro dos ninhos de Pogonomyrmex badius
(Latreille) e Noonan (1982) observou Camponotus inca Emery cuidando dos ovos da aranha
Eilica puno (Gnaphosidae) dentro das galerias do ninho. Entretanto, a reproducdo dentro da
colonia hospedeira pode trazer riscos para a aranha inquilina, tais como ser identificada
durante o acasalamento e ter os ovos destruidos pelas formigas (EDMUNDS, 1978). A
espécie de aranha mirmecofila de S. saevissima aqui estudada ainda ndo consta como descrita,
mas apresenta proximidade com Attacobius tucurui Bonaldo & Brescovit por partilhar de um
espordo no lobo ventral da apdfise tibial retrolateral (RTA), diferindo-se pela forma do lobo
dorsal de RTA (BONALDO; BRESCOVIT, 2005). O pequeno tamanho dos adultos de
Attacobius sp. (3,26 + 0,15 mm) é uma das caracteristicas gerais de aranhas mirmecofilas (< 5
mm) e tem sido considerado como uma das principais vantagens de integracdo a vida da
col6nia hospedeira (CUSHING, 2012).

Com excecéo da col6nia 4, provavelmente devido a contaminacdo durante a extracdo
dos compostos, os resultados dos HCCs demonstram uma similaridade quimica entre a aranha
Attacobius sp. e a formiga hospedeira S. saevissima. Essa similaridade permite a aranha
permanecer dentro da coldnia hospedeira e se beneficiar da utilizacdo da prole como recurso
tréfico. A variabilidade do perfil colonial de S. saevissima parece ter favorecido o
comportamento cleptoparasita de Attacobius sp. uma vez gque as formigas ndo desenvolveram
mecanismo para detec¢do e remocdo da aranha.

O fato dos metilados 8-; 5-MeC23, 13-; 11-MeC27 e 3-MeC28 ocorrerem apenas nas
aranhas quando associadas com a col6nia hospedeira e ndo ocorrerem nas formigas e nas
aranhas isoladas pode ser explicado pela predacdo dos individuos jovens. No entanto, esta
hipbtese precisa ser testada atraves da analise dos HCCs dos ovos, larvas e pupas de S.
saevissima. A aranha Salticidae Cosmophasis bitaeniata vive dentro dos ninhos da formiga
Oecophylla smaragdina, alimentando-se das larvas de formigas (ELGAR; ALLAN, 2004,
2006). Através de analises, 0s autores sugerem que as caracteristicas dos perfis de HCCs sédo
mais proximas ao das formigas trabalhadoras menores e das larvas.

Estudos prévios destacam a relevancia dos hidrocarbonetos cuticulares para o
reconhecimento intraespecifico em diferentes espécies de insetos sociais (LOCKEY, 1988;
BONAVITA-COUGOURDAN et al., 1987; SINGER, 1992; COTONESCHI et al., 2009;
BLOMQUIST; BAGNERES, 2010). Estes HCCs séo utilizados como feroménios primarios

para a discriminacdo entre companheiros de ninho durante breve contato entre os individuos,
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cujas variagdes qualitativas e quantitativas podem fornecer informacgdes sobre espécies,
género, colonia, tarefa, fertilidade, etc e, dessa forma séo considerados como uma assinatura
quimica, ou espécie de “identidade quimica” particular de cada individuo (PROVOST et al.,
2008; BLOMQUIST; BAGNERES, 2010). Estudos com a espécie de vespa social de clima
temperado Polistes biglumis bimaculatus ja relataram que essa espécie parasita pode adquirir
parte da assinatura quimica da coldnia hospedeira ap6s os primeiros contatos, especialmente
com o substrato dos ninhos, acarretando uma diminui¢do nos comportamentos agonisticos que
ocorrem no inicio das interagdes (TURILLAZZI et al., 2000).

A constante procura por contato entre a aranha e as formigas sugere que a renovagao
ou recomposi¢do do perfil quimico cuticular pela aranha ndo é regulado via biossintese, mas
por transferéncia exdgena continua (DETTNER; LIEPERT, 1994). Erthal e Tonhasca (2001)
observaram semelhante comportamento de contato entre Attacobius attarum e Atta sexdens.
Essa relagdo entre um inseto social e um artropode ndo social foi recentemente estudada entre
Varroa destructor e Apis mellifera (LE CONTE et al., 2015). Estudos prévios mostram que
Varroa pode mimetizar os hidrocarbonetos cuticulares e previne o parasita de ser eliminado
via comportamento higiénico das abelhas (FRIES et al., 1986).

A utilizacdo da camuflagem quimica como estratégia de integracdo a col6nia de S.
saevissima foi corroborada pela convivéncia entre Attacobius sp. e S. invicta durante o teste
de plasticidade de hospedeiro. Quando o acaro V. destructor foi experimentalmente
introduzido em uma colbnia de espécie de abelha diferente (Apis cerana), 0 mesmo adquiriu
perfil quimico semelhante a nova espécie hospedeira demonstrando a camuflagem quimica do
acaro parasita (KATHER et al., 2015). As estratégias utilizadas pelos mirmecofilos para se
integrarem a col6nia hospedeira ainda foram pouco estudadas (CUSHING, 1998). A autora
sugere, através de observacdes em campo, que a aranha usa 0s rastros de feroménios das
formigas para localizar a col6nia hospedeira.

Considerando que a abundancia média foi de aproximadamente sete aranhas por
colbnia (amplitude 1-23) e cada aranha consumiu em média, cinco larvas ou trés pupas por
dia, € previsto um impacto médio de 28 larvas e/ou pupas por dia sobre a coldnia, além dos
ovos que ndo foram quantificados. Baseando-se nas taxas de crescimento de S. invicta e S.
richteri, apenas uma aranha seria suficiente para impedir que a rainha de uma coldnia de S.
saevissima de até cinco meses de idade produzisse as aproximadamente sete operarias/dia
(MARKIN; DILLIER, 1971; MARKIN et al., 1973). Erthal e Tonhasca (2001) também

observaram A. attarum se alimentando de pupas de A. sexdens.
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CONSIDERACOES FINAIS

Attacobius sp. € uma espécie de aranha mirmecofila obrigatdria de S. saevissima. A taxa
de parasitismo demonstra alta infestagcdo e baixa transmissdo. A presenca de machos e jovens
dentro da colénia indica que ela utiliza a coldnia para se reproduzir. Os perfis quimicos dos
tegumentos da aranha inquilina e formiga hospedeira convergiram, e o frequente
comportamento de perseguicdo e contato com as operarias adultas de S. saevissima mais a
plasticidade de hospedeiro observada indicam um mimetismo quimico por camuflagem como
esperado para o grupo das aranhas mirmecofilas. As aranhas utilizam ovos, larvas e pupas das
operérias para se alimentarem, podendo claramente reduzir a aptiddo da col6nia, ingerindo

inclusive jovens destinados a casta reprodutora.
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