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Resumo

A influéncia do campo geomagnético em seres vivos vem sendo estudada através de
fendmenos naturais, como migracdo, volta ao lar, etc. H& cerca de trés décadas cristais
magnéticos foram observados em bactérias magnetotacticas, com a evidéncia fisica do
fendmeno de magnetotaxia através do alinhamento passivo destas bactérias por um campo
magnético (Blakemore 1975). Estudos comportamentais posteriores tém mostrado que o
campo magnético terrestre € mais uma fonte de informacdo do meio ambiente para orientacédo
e navegacao de um grande nimero de animais.

Magnetorecepcdo em animais € um mecanismo complexo, ainda pouco compreendido,
que consiste em detectar o campo geomagnético, transferir a informacgdo recebida para o
sistema nervoso, que é levada ao cérebro onde € processada e utilizada para distintos
propdsitos. Entre as hipdteses e modelos que discutem a natureza dos receptores magnéticos,
atualmente, a ferromagnética, que sugere nanoparticulas magnéticas biomineralizadas como
transdutores da informacdo, e um compasso quimico baseado num par de radicais sdo as mais
discutidas.

A analise da migracdo de formigas Pachycondyla marginata, mostrou uma orientacdo
significativa de um angulo de 13° com relagdo ao eixo norte-sul geomagnético. Medidas
magnéticas de partes do corpo (antena, cabega, térax e abddémen) sugeriram antenas como
orgdos magnetoreceptores. Neste trabalho, a verificacdo deste resultado foi feita atraves de
medidas a temperatura ambiente por ressonancia paramagnética eletrénica (RPE) de
individuos, partes e conjuntos de individuos, além de medidas de variacdo térmica para
caracterizacdo do material magnético presente nas amostras. Medidas de microscopia
eletronica de transmissdo e varredura (MET e MEV) dos extratos magnéticos obtidos do
material medido anteriormente por RPE identificou compostos contendo Al, Si, Fe, O e Ti
foram encontrados, porém ndo se obteve nenhuma indicacdo da presenca de material
biomineralizado em qualquer uma das partes. A Unica maneira possivel de se constatar a
presenca de material biomineralizado em um animal é através da analise destas regides
dentro de tecidos.

Para identificar regides contendo Fe**/Fe** no tecido antenal, microscopia dptica foi
utilizada em tecidos contrastados através da reacdo do azul da Prassia ou de Turnbull.



Anélises posteriores, utilizando microscopia eletrnica de transmissdo para imagem e
obtencdo de padrbes de difracdo de elétrons, combinada com analise elemental, revelaram a
presenca de grdos cristalinos ultrafinos (20-100 nm) de magnetita/maghemita (Fe3Os, v-
Fe,0O3), hematita (a-Fe,03), goetita (a-FeOOH) além de (alumo)silicatos e compostos de
Fe/Ti/O em distintas partes da antena, que sdo, as juncles entre o terceiro segmento e 0
pedicelo, pedicelo e escapo e escapo e cabeca, respectivamente. A presenca de
(alumo)silicatos e compostos de Fe/Ti/O sugerem que a maior parte, se ndo toda, dos minerais
encontrados no tecido sejam particulas incorporadas do solo e ndo biomineralizadas pelas
formigas. No entanto, ja que as particulas foram observadas dentro de tecidos elas nédo
representam contaminacdo. A quantidade de material magnético associado ao 6rgdo de
Johnston e outras juncgdes parece ser suficiente para produzir um output mecanosensorial
modulado pelo campo magnético, que pode portanto ser a base do sensor magnético desta

formiga migratoria.



Abstract

The influence of the geomagnetic field on the behaviour of living beings has been
studied in phenomena like migration, homing, etc. Magnetite crystals were observed in
magnetotactic bacteria at about 30 years ago. It was the first physical evidence of a passive
mechanism, magnetotaxis, through the alignment of magnetotactic bacteria with a magnetic
field (Blakemore 1975). Behavioural studies have shown that the geomagnetic field is also an
environmental information used for orientation and navigation by a great number of animals.

Magnetoreception is a complex mechanism, yet poorly understood, that involves the
detection of the geomagnetic field and a subsequent transduction of the signal to the nervous
system. The information is transferred to a specific brain area and used for different
proposals. For magnetoreception, two hypotheses are currently discussed, one proposing a
chemical compass based on a radical pair mechanism, the other postulating processes
involving magnetite particles, named ferromagnetic hypothesis.

Migration of the Pachycondyla marginata ant is significantly oriented at 13° with
respect to the geomagnetic north—south axis. On the basis of previous magnetic measurements
of individual parts of the body (antennae, head, thorax and abdomen), the antennae were
suggested to host a magnetoreceptor. Electron Paramagnetic Resonance (EPR) measurements
on individuals, parts or groups of insects at room temperature and a temperature dependence
for the characterization of the magnetic material in the samples were done. Magnetic
extraction of the samples measured by EPR identified particles containing Al, Si, Fe, O and
Ti. However, there was no indication for biomineralized material in any of the body parts
analysed. The only possible way to find out biomineralized material is through identification
of such particles within the tissue.

Light microscopy was used to identify Fe**/Fe’* sites in antennae tissue through
Prussian/Turnbull’s blue staining methods. Further analysis using transmission electron
microscopy imaging and diffraction, combined with elemental analysis, revealed the presence
of ultra-fine-grained crystals (20—100 nm) of magnetite/maghemite (Fe3O,, y-Fe,03), hematite
(a-Fe203), goethite (o-FeOOH) besides (alumo)silicates and Fe/Ti/O compounds in different
parts of the antennae, that is, in the joints between third segment/pedicel, pedicel/scape and
scape/head, respectively. The presence of (alumo)silicates and Fe/Ti/O compounds suggests
that most, if not all, of the minerals in the tissue are incorporated soil particles rather than

biomineralized by the ants. However, as the particles were observed within the tissue, they do



not represent contamination. The amount of magnetic material associated with the Johnston’s
organ and other joints appears to be sufficient to produce a magnetic-field-modulated
mechanosensory output, which may therefore underlie the magnetic sense of the migratory

ant.
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Lista de figuras:

Capitulo |

Figura I.1: (@) Micrografia obtida de um microscépio eletrénico de varredura (MEV) de uma
cabeca com uma antena da formiga P. Marginata . S € escapo e p o pedicelo. (b) diagrama da
antena de uma himenoptera (abelha Apis mellifera) mostrando os graus de liberdade de
rotacdo das juncgdes entre cabeca e escapo (HS) e escapo e pedicelo (SP). A jungéo entre
cabeca e escapo possui trés graus de liberdade de rotacéo (Staudacher et al. 2005).

Figura I..2: tipos de antenas encontradas em insetos. Exemplos: filiforme (gafanhotos),
moniliforme (cupins e alguns besouros), claviforme (alguns besouros), serreada (alguns
machos de louva-a-deus), pectinada (vaga-lumes), capitada (borboletas), geniculada
(formigas), plumosa (machos de mosquitos), lamelada (Drosophila).

Figura 1.3: 6rgao de Johnston em Formica rufa. A parede dorsal do pedicelo é removida para

mostrar o arranjo dos escolopideos dentro do pedicelo (Vowles 1954).

Figura 1.4: diagrama, representando a maior parte do segmento antennal de uma abelha
operaria (Apis mellifera) em uma secdo longitudinal e em perspectiva e uma pequena secao do
terceiro segmento (longitudinal, transversal e em perspectiva) mostrando o 6rgdo de Johnston
que consiste de dois grandes grupos de células sensoriais (SC) cujas fibras nervosas (NP)
correm para dois nervos antenais (N) e cujas fibras sensoras (SF) estdo ligadas a botdes (K) na
membrana articular. Dois botdes sdo cortados no sentido de seus comprimentos, mostrando a
cavidade em forma de cone que se abre para o exterior, enquanto 0s outros estdo inseridos na
membrana articular. Tr, traqueia, Hyp, hipoderme, Ch, quitina dura, Chl, faixas de quitina
macias e flexiveis que mantém o segundo e terceiro segmentos firmemente ligados (Mclndoo
1922).

Figura 1.5: diagrama de uma sensila mecanoreceptora (Chapman 1998).

Figura 1.6: Pelos de Boehm no bulbo articular da formiga Odontomachus bauri. Barra de

escala: 10 um . (Ehmer & Gronenberg 1997).
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Figura 1.7: (a) Vista da parte distal do escapo e inicio do pedicelo obtido por MEV. Setas

mostram sensilla chaetica. (b) diagrama da sensila gustativa (Chapman 1998).

Figura 1.8: (a) Vista de cima de sensilla campaniforme no bulbo articular da antena de
formiga Odontomachus bauri (Ehmer & Gronenberg 1997). Barra de escala: 10 um. (b)

Diagrama de um sensillum campaniforme.

Figura 1.9: (a) Micrografia obtida de um MEV mostrando uma sensila basiconica (seta
verme-
Iha) circundado por varias sensilas trichodea em um segmento da antena de formiga

Pachycondyla marginata. (b) diagrama da sensila olfativa (Chapman 1998).

Figura 1.10: sensilla trichodea distribuidas ao longo do 3° segmento da antena de formiga
Pachycondyla marginata. Na parte mais distal deste segmento algumas sensilla chaetica
podem ser observadas.

Figura 1.11: MEV do flagelémero antennal 11 de um macho africanizado (Apis mellifera)
mostrando detalhes das sensilla campaniforme (seta pequena), sensilla ampulacea (seta
media), sensilla coeloconica (seta longa). SP é um sensillum placodea. (Stort & Moraes-
Alves 1999).

Figura 1.12: Representacdo esquematica de uma sensila sem poro com encaixe ndo-flexivel

capaz de perceber variacdo térmica e de umidade (Altner & Loftus 1985).

Capitulo 11

Figura 11.2.1: (a) Diagrama ternario TiO, — FeO — Fe,O3 mostrando as linhas de solucdes
sOlidas das titanomagnetitas e titanohematitas e o campo das titanomaghemitas. Durante a
oxidacdo de alta e baixa temperatura das titanomagnetitas, a composi¢do volumétrica segue as
linhas tracejadas horizontais. (b) Linhas de mesma temperatura de Curie para titanomagnetitas
sintéticas (Dunlop & Ozdemir 1997).

Figura 11.2.2: Célula unitaria do espinelio mostrando a localizagcdo dos ions em dois dos oito

octantes. Os ions de ferro dos sitios A e B da magnetita ddo origem a uma subestrutura
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magnética na qual o0 momento magnético de rede da subrede A é antiparalelo ao momento

magnético de rede da subrede B.

Figura 11.2.3: estrutura cristalina da hematita (Moskowitz 1991). As setas indicam a dire¢do
do momento magnético dos fons Fe**. Acima de -10° C, os momentos magnéticos s&o
paralelos ao plano-c embora ndo estejam completamente alinhados, mas ligeiramente
obliquos, 0 que produz uma magnetizacdo espontanea fraca de os=0,4 emu/g. Abaixo de -10°
C a direcdo do antiferromagnetismo muda e se torna paralela ao eixo ¢ e a hematita torna-se

um antiferromagneto perfeito.

Figura 11.3.1: Espectro de RFM derivada (a) e absor¢do (b) mostrando alguns parametros

relevantes que podem ser obtidos.

Figura 11.4.1: Particula encontrada na camada dorsal, ventral ou frontal da abelha Apis
mellifera. A autora menciona a visualizacdo da membrana ja na figura (a). A mesma figura,
com outra magnificacdo, esta mostrada em (b) e a seta indica a regido onde a possivel

membrana € visualizada. Barra de escala: 0,1 um.

Capitulo 111

Figura 111.1.1: Orientacdo do inseto com o eixo longo do corpo (y) perpendicular ao campo

magnético (H, paralelo ao eixo z).

Figura I11.5.1: comparacdo entre amostras preparadas por distintos métodos observadas no
microscopio optico. (a) e (b) correspondem a cortes transversais do 3° segmento enquanto (c)
e (d) do escapo. (a) desidratado em acetona e incluido em EPON. (b) e (c) desidratados em
etanol, seguido de acetona e incluidos em kit Agar de baixa viscosidade(d) desidratados em
etanol, seguido de acetonitril e incluidos em kit Agar de baixa viscosidade. Em (b) setas
pretas apontam para nervos antenais, enquanto em (c) e (d) setas brancas apontam para regido

de musculos. Barra de escala = 20 um.

Fig. 111.6.1: MEV de uma cabeca com antena de formiga Pachycondyla marginata mostrando

as direcdes de corte. Setas brancas indicam o sentido dos cortes transversais para escapo e



flagelo e as setas vermelhas dos longitudinais. Cortes obliquos também sdo obtidos

dependendo do alinhamento do flagelo em relacéo ao escapo.
Figura I11.8.1: O microscépio eletrénico como uma simples camera de difracdo de elétrons.
Capitulo IV

Figura 1V.1.1: Espectros de RFM (a) de solo: comparagdo de diferentes amostras de 1g
posteriormente dividida em amostras de 0,500g, 0,250g, 0,125¢g e 0,100g e extrato magnético
0,01 g (linha tracejada) (pmw 2mW). (b) 5 amostras de solo, m = 0,0016g (pmw 4mW).
Intensidade em (b) dividida por 14,1.

Figura IV.1.2: Diagrama dos parametros obtidos dos espectros de RFM, segundo Weiss et al.

2004 das amostras de terra medidas a temperatura ambiente.
Figura IV.1.3: variacdo térmica dos espectros (a) T3 e (b) T4.

Figura 1V.1.4: Variacdo térmica dos parametros dos espectros de RFM. (a) campo de
ressonancia, Hr (b) largura de linha, AHpp (c) fator de assimetria, Aw, seta aponta para

temperatura de transicdo (T = 210 K) (d) 22 integral ou area do espectro de absorcao, S.

Figura IV.1.5: Variacdo da largura de linha com o inverso da temperatura para a componente
CA1 da amostra T3 e da amostra T4. Linha cheia ajuste da eqg. 1.3.9, com KV= (2,7+0,2)*10
4 erg e pré-fator = 725433 Oe e KV= (7,640,2)*10™ erg e pré-fator = 1370+7 Oe, para CAl

de T3 e T4 respectivamente.
Figura IV.1.6: Espectros a temperatura ambiente de 3 formigas P. marginata “mortas”.

Figura I1\V.1.7: Distribuicéo dos parametros de RFM: (a) Hr, (b) AHpy, (c) S para4 mW e (d)
10 mW.

Figura 1V.1.8: Espectros a temperatura ambiente de formigas P. marginata “mortas” (a) e

“vivas” (b).



Figura IV.1.9: variacdo térmica dos espectros de (a) 88 escapos, (b) 92 flagelos. pmw: 20mW,
ganho: 1*10° e 4 varreduras. () extratos magnéticos de antena. pmw: 20mW, ganho: 6,3*10*

e 1 varredura.

Figura IV.1.10: Variagdes térmicas dos parametros dos espectros de RFM de escapos, flagelos
e extratos de antena. (a) campo de ressonancia — Hr, (b) largura de linha — AHpp (c) fator de

assimetria — Aw (d) 22 integral ou &rea do espectro de absorcéo.

Figura 1VV.1.11: Variacdo da largura de linha com o inverso da temperatura para (a) escapos,
(b) flagelos e (c) extratos de antenas. Linha cheia é o ajuste com a eq. 1.3.9, AHy = 1313428
Oe, 1238+18 Oe e 1519425 Oe e KV= (6,940,8)*10 erg, (7,6+0,4)*10™* erg, e

(6,640,5)*10™ para escapos, flagelos, e extratos de antenas, respectivamente.

Figura 1V.1.12: variacdo térmica dos espectros de (a) cabecas, (b) abdomens e (c) torax.
Pmw: 20mW, ganho: 6,3*10* e 1 varredura.

Figura 1V.1.13: Variagdes térmicas dos parametros de RFM de extratos de cabeca, abdémen,
torax e antena de formiga. (a) campo de ressonancia, (b) largura de linha AHpp Hr, (c) fator

de assimetria Aw e (d) 22 integral da derivada da absorcédo S obtida pelo winepr.

Figura 1V.2.1: (a) Solucéo de solo e seu respectivo padrdo de difracdo (b). Micrografias de
particulas de térax obtidas pelo método de extracdo magnética (Set/06) (c) e seu padrdo de
difracdo (d).

Figura 1V.2.2: (a) imagem de campo claro obtida por MET de particulas Fe/O de 50 nm
encontradas nos extratos magnéticos de antena da amostra de maio/07 identificada como
hematita a partir de seus padrdes de difracdo. (b) padrdo de difracdo de um unico cristal de

6xido de ferro.

Figura 1V.2.3: (a) Dados de EDS obtidos a partir de um unico cristal contendo Fe e O. (b)

padrdo de difracdo de um destes cristais.
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Figura 1V.3.1: corte longitudinal ao escapo de uma amostra emblocada em SPURR
mostrando a presenca de Fe®* na conexdo entre a cabeca e 0 escapo. Seta aponta para uma das

regibes azuis encontradas.

Figura 1V.3.2: conexdo entre escapo e pedicelo. (a) corte obliquo para microscopia oOtica,

barra de escala: 200 um e (b) para MET. Escapo (E) e pedicelo (P), barra de escala: 60 um.

Figura 1V.3.3: semi-sec¢Oes transversais de segmentos (10 um) do flagelo de formiga P.
marginata. (a) amostra emblocada em EPON. (b) amostra desidratada em alcool e acetona
emblocada em kit de baixa viscosidade da agar. Setas apontam para nervos antenais. Barra de

escala: 20 pum.

Figura IV.4.1: (a) um diagrama de parte da antena. seta aponta para o bulbo, S é o escapo. (b)
MEV de parte do bulbo articular, ou juncdo bola, de uma operéria de formiga Pachycondyla

marginata. Observe parte da distribuicdo dos pelos de Boehm (setas brancas).

Figura 1V.4.2: (a) Diagrama da conexdo entre cabeca e escapo (S). Seta indica regido
observada em (b) MEV dos pelos de Boehm (seta) e sensilas campaniforme (seta pontilhada)

podem ser observadas.

Figura 1V.4.3: (a) Micrografia obtida por MEV do pedicelo (centro), parte do terceiro
segmento (a esquerda) e parte final do escapo (a direita). Setas apontam para sensilas
chaetica. O outro tipo de sensila, largamente distribuida sobre a supeficie dos dois segmentos
vistos na micrografia sdo as sensila trichodea (b) Micrografia obtida por MEV de um
segmento antenal mostrando o socket de uma sensila chaetica (circulo em volta da estrutura).
Compare com a sensila trichodea (seta branca aponta para um destas sensilas) onde nenhum

socket é observado.

Figura 1V.4.4: (a) Diagrama de antena de formiga mostrando escapo, pedicelo e flagelo. A
seta aponta para o segmento pedicelo. (b) MEV da regido de conexao entre escapo e pedicelo
e pedicelo e 3° segmento. Na parte mais distal do pedicelo, a seta aponta para uma sensila
chaetica. Observe que vaérias sensila chaetica estdo presentes nesta linha formando uma

espécie de anel nesta regido.
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Figura IV.4.5: (a) diagrama mostrando flagelo antenal. Seta aponta para o Ultimo segmento.

(b) MEV de parte deste segmento. Seta aponta para sensila basiconica.

Figura 1V.4.6: Micrografias obtida por MET de cortes longitudinais de sensilas do escapo
contendo particulas de solo (setas). Através da andlisa qualitativa por EDS foi possivel

detectar a presenca de Al, Si, Fe, O e Ti.

Figura IV.4.7: MET de sensila mecanoreceptora do escapo. Seta preta: material eletrondenso.
Seta branca dendrito sob a forma de um cilio.

Figura 1V.5.1: Imagens obtidas por MET de cortes transversais ultrafinos da juncdo entre o
terceiro segmento e o pedicelo. (a) botdo quitinoso (didmetro, 4-5 um). A seta branca aponta
para um longo processo sensorial (diametro, 1 um). Insercdo: MEV da antena de P.
marginata, mostrando o terceiro segmento (3° e o pedicelo (P)). (b) Outro botdo quitinoso
contendo particulas. (¢) Regido aumentada do botdo quitinoso na qual cristais de hematita e
goetita (seta) além de silicatos / alumosilicatos foram identificados. (d) Padrao de difragdo do
cristal de goetita (seta em c). d = 0,338; 0,256 e 0,257 nm . (e) EDS da regido da figura (b)

Figura 1V.5.2: (a) Imagens obtidas por MET de cortes transversais ultrafinos da juncao entre o
pedicelo e o0 escapo mostrando parte de uma estrutura com particulas circundando-a. Os eixos
do elipsdide sdo mostrados. Insercdo: imagem de MEV mostrando a regido da juncdo onde as
particulas foram encontradas, parte do escapo (S) e pedicelo (P). (b) EDS das particulas da
insercdo (regido similar de outra grade) mostrando uma grande quantidade de ferro. Insercéo:
seta aponta para uma particula identificada como magnetita/maghemita pelo seu padrdo de
difracéo de elétrons. d = 0,37, 0,264 nm.

Figura 1VV.5.3: Torque magnético atuando na estrutura proprioceptora encontrada na juncéo
entre escapo e pedicelo, em unidades de energia térmica, como funcdo da susceptibilidade
magnética , k, e da espessura da camada de particulas, t, para campo magnético local de 0,3
Oe. A estrutura do tipo célula é considerada como um elipséide com eixos (2c¢ = 35 um, 2a =

2b =7 um).
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Figura IV.5.4: Imagens obtidas por MET de particulas na juncao entre escapo e cabeca. ()
dois cristais grandes formados por Fe, Ti e O e o padrdo de difracdo da particula (seta branca)

(b). (c) cristal grande de Fe e O. (d) EDS da particula apontada em (c).
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Tabela 1V.2.1: Comparacdo das distancias interplanares experimentais (d), em nanometros
(nm), dos extratos do corpo da formiga e solugdes do solo e trés Oxidos de ferro. As
porcentagens entre parénteses sdo as intensidades relativas medidas a partir de difracdo de
raios-X de amostras policristalinas e estdo diretamente relacionadas a probabilidade na qual
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Introducao

A influéncia do campo geomagnético em seres vivos vem sendo estudada através de
fendmenos naturais, como migragdo, volta ao lar, etc. Ha cerca de trés décadas cristais
magnéticos foram observados em bactérias magnetotacticas, com a evidéncia fisica do
fendmeno de magnetotaxia através do alinhamento passivo destas bactérias por um campo
magnético (Blakemore 1975). Estudos comportamentais posteriores tém mostrado que o
campo magnético terrestre ¢ mais uma fonte de informa¢dao do meio ambiente para
orientagdo e navegagao de um grande niimero de animais.

Magnetorecep¢do em animais € um mecanismo complexo, ainda pouco
compreendido, que consiste em detectar o campo geomagnético, transferir a informagao
recebida para o sistema nervoso, onde ¢ processada e utilizada para distintos propositos.
Entre as hipoteses e modelos que discutem a natureza dos receptores magnéticos,
atualmente, a ferromagnética, que sugere nanoparticulas magnéticas biomineralizadas como
transdutores da informag¢ao, e um compasso quimico baseado num par de radicais sdo as
mais discutidas.

Particulas magnéticas foram encontradas em tecidos especificos ou em extratos de
partes do corpo de animais (O'Leary et al. 1981, Vilches-Troya et al. 1984, Mann et al.
1988, Walker et al. 1997, Diebel et al. 2000, Hanzlik et al. 2000), mas somente na truta
rainbow Oncorhynchus mykiss (Walker et al. 1997) e nos pombos correio (Hanzlik et al.
2000, Fleissner ef al. 2003) a magnetita encontrada parece ter uma conexao neural direta.
Estudos comportamentais com insetos sociais tais como cupins, abelhas e formigas
mostraram respostas orientacionais ¢ navigacionais ao campo geomagnético (Wiltschko &
Wiltschko 1995, Véacha 1997, Walker et al. 1997). A observacao de particulas de magnetita
superparamagnéticas (SPM) no abdomen de abelhas Apis mellifera levou a proposta de um
sistema magnetoreceptor baseado nestas particulas (Gould et al. 1978), que supostamente
também foram observadas como granulos nos trofécitos destas abelhas ( Hsu et al. 2007).

As formigas, ou pelo menos a maior parte das espécies, sdo reconhecidas como
animais “quimicos”. Os feromdnios, principais mediadores da comunicag@o destes animais,
sao usados por forrageadoras para transferir informagdes a outras operarias sobre fontes de

alimentos ou para alertar outras formigas em relacdo a um ataque iminente. Marcas do meio



ambiente e luz polarizada sdo também importantes fontes de informagdo utilizadas para o
processo de retorno ao ninho. A influéncia do campo geomagnético em diferentes espécies
de formigas foi demonstrada para Formica pratensis (Camlitepe et al. 2005), Solenopsis
invicta (Anderson & Vander Meer 1993), Formica rufa (Camlitepe & Stradling 1995) e
Atta colombica (Riveros & Srygley 2008), sendo pioneiro o trabalho feito com a formiga
Myrmica ruginodis mostrando que a antena responde a campos magnéticos, com o pedicelo
sendo a parte mais influenciada (Vowles 1954).

A migragdo da formiga Pachycondyla marginata ¢ significativamente orientada em
um angulo médio de 13°, em relagdo ao eixo norte-sul magnético (Acosta-Avalos et al.
2001). Medidas magnéticas de partes do corpo (cabeca, antena, torax e abddmen)
mostraram que a antena apresenta o sinal magnético mais intenso (Wajnberg et al. 2004).
Baseando-se nestes resultados e nas medidas anteriores em formigas Pachycondyla
marginata (Acosta-Avalos et al. 1999, Wajnberg et al. 2000, Wajnberg et al. 2004),
utilizou-se ressondncia ferromagnética (RFM), microscopia oOptica (MO), microscopia
eletronica de transmissdo (MET) e varredura (MEV) para caracterizar o material magnético
destas formigas e identificar um possivel sensor magnético na antena, um 6rgao sensorial

promissor para magnetorecepcao.



Capitulo |
Orgaos sensoriais na antena dos insetos e seu possivel uso

como magnetoreceptores

As antenas nos insetos funcionam como sensores multimodais para o monitoramento do
ambiente fisico e quimico e, portanto, possuem mecanosensores € uma variedade de
receptores capazes de perceber estimulos olfativos, de contato quimico, de umidade, de
temperatura. Quimioreceptores na antena sdo importantes para busca, reconhecimento e
discriminagdo de alimentos apropriados, acasalamento e habitats, enquanto os
mecanoreceptores na antena desempenham papéis criticos ao evitar subitos ataques de
predadores e sdo também importantes na percepcao de objetos fisicos que estdo em torno de
um animal. O sensor ttil da antena pode ser especialmente importante em insetos noturnos,
que freqiientemente tem que reconhecer o ambiente fisico em condigdes de completa
escuriddo. Um comportamento particularmente interessante ¢ o movimento antenal
exploratério durante uma busca em um ambiente (Bell 1991). Este movimento ativo pode
fornecer informacao tatil sobre o ambiente fisico mais efetivamente do que aquela obtida
com antenas imoveis.

Existem dois tipos principais de antenas: as segmentadas ¢ as flageladas (Schneider
1964). A primeira possui segmentos com aproximadamente a mesma forma e musculos em
todos os segmentos, exceto o mais distal, enquanto a segunda possui dois segmentos
basais, o escapo e o pedicelo, e um flagelo geralmente composto de muitos segmentos de
formas similares. As jungdes, que conectam os segmentos flagelares, sdo flexiveis, mas
podem mover-se somente passivamente, enquanto que as jungdes entre o escapo € o
pedicelo e entre a cabega e o escapo possuem musculos que permitem que eles se movam
ativamente. Deste modo, mecanoreceptores no flagelo fazem contato com objetos,
enquanto aqueles presentes nos dois segmentos basais (escapo e pedicelo) podem
desempenhar uma fungdo proprioceptiva para monitorar a orientagdo antenal. A deteccao
da posicao de um objeto pode ser calculada quando os sinais de saida tateis do flagelo e dos
mecanoreceptores no escapo e pedicelo sdo combinados no sistema nervoso central (Okada

& Toh 2001). Veja na Figura I.1a uma micrografia obtida por microscopia eletronica de



varredura (MEV) da formiga Pachycondyla marginata mostrando sua antena flagelada. Na
Figura [.1b temos o diagrama de uma antena de HimenoOptera mostrando os graus de
liberdade de movimento deste 6rgdo. O escapo estd conectado a cabeca por uma juncao
monocondilica e, este segmento basal pode ser movido por quatro musculos extrinsecos
que estdo localizados dentro da cabega, que dao a este, e, portanto, a toda antena uma
grande liberdade de movimentos. Ja o pedicelo esta conectado ao escapo através de uma
jungdo articulada. Ele pode mover-se em um unico plano por um par de musculos
confinados dentro do escapo, conhecidos como musculos antenais intrinsecos (Figura I.1b).
Todos estes musculos juntos controlam os movimentos antenais (Ehmer & Gronenberg

1997b).

> SP

- CEL ST o

=== = ==

HS

Apis

Figura [.1: (a) Micrografia obtida de um microscopio eletronico de varredura
(MEV) de uma cabe¢a com uma antena da formiga P. Marginata . S é escapo € p o
pedicelo. (b) diagrama da antena de uma himendptera (abelha Apis mellifera) mostrando os
graus de liberdade de rotag@o das jungdes entre cabega ¢ escapo (HS) e escapo e pedicelo
(SP). A juncdo entre cabega e escapo possui trés graus de liberdade de rotagdo (Staudacher

et al. 2005).



Os segmentos que compdem o flagelo sdo os flageldmeros e, o nimero destes, e a
distribuicao de sensilas, variam sendo ambos os fatores freqiientemente utilizados para
identificagdo de género. Em antenas mais uniformes, como os da classe Diplopoda, todos
os segmentos sdo chamados antendmeros. Algumas antenas, por exemplo, possuem pelos
subapicais ou modificagdes apicais chamadas arista, que ¢ bem desenvolvida em varios

Dipteros. Veja na Figura [.2 um diagrama mostrando estas subdivisoes :

Filiforme Moniliforme Claviforme

Serreada

,___:‘—,‘(;:\-'“{—'3,':.‘ .
e e

Figura [.2: tipos de antenas encontradas em insetos. Exemplos: filiforme
(gafanhotos), moniliforme (cupins e alguns besouros), claviforme (alguns besouros),
serreada (alguns machos de louva-a-deus), pectinada (vaga-lumes), capitada (borboletas),

geniculada (formigas), plumosa (machos de mosquitos), lamelada (Drosophila).

Sdo quatro os tipos basicos de estruturas mecanosensoras existentes: os pelos,
sensilas campaniformes, orgdos cordotonais e os receptores de tensdo. Estas sao

encontradas em varios segmentos das antenas de insetos, € podem, em principio, funcionar



como proprio- e exteroreceptores. Podem ser encontrados sozinhos ou em grupos, para
formar, por exemplo, placas ou laminas de pelos (pelos de B6hm) e o 6érgdo de Johnston,
um dos mecanosensores mais estudados devido a crescente constatacdo de sua importancia
funcional. O 6rgao de Johnston esta localizado no segundo segmento antenal (pedicelo) de
insetos de diferentes ordens, como, Orthoptera, Coleoptera, Himenoptera, Diptera,
Lepidoptera e Ephemeroptera (Field & Matheson 1998).

Morfologicamente o 6rgdo de Johnston ¢ caracterizado pela presenga de conjuntos
de unidades sensoriais que consistem de neurdnios sensoriais e células de suporte chamadas
escolopideos, simetricamente distribuidos dentro do pedicelo. A principal caracteristica dos
escolopideos ¢ o espaco escolopoforo, uma cavidade em forma de fuso, que envolve os
dendritos ciliados dos neurdnios. Veja na Figura [.3 o diagrama do 6rgdo de Johnston
(Vowles 1954) obtido a partir de observagdes da formiga Formica rufa.

Nos himendpteras, as partes distais dos escolopideos se ligam a uma série de botdes
quitinosos, que sao cavidades conicas, presentes na membrana articular entre o pedicelo e o
3° segmento, distribuidos em forma de anel. A membrana articular intersegmentar (ArtM),
que sustenta os botdes quitinosos (K), ¢ desprotegida e esta totalmente exposta ao ar. A
Figura [.4 mostra um diagrama desta regido (McIndoo 1922).

A percepcao do movimento da antena pelo 6rgdo de Johnston, foi previamente
associada a audigdo, percepcao da gravidade e controle de voo (Sandeman 1976). Abelhas
Apis mellifera forrageadoras, por exemplo, utilizam a “waggle dance”, para comunicar as
outras forrageadoras a direcdo e distancia das fontes de alimento (Frisch 1967). O som e os
fluxos de ar gerados pela asa e vibragdes abdominais da abelha sdo percebidos pela antena
de uma outra abelha e o 6rgdo de Johnston funciona como detector para decodificagdo das
mensagens da danca (Tsujiuchi et al. 2007). No caso de Diptera, o 6rgao de Johnston foi
associado a detec¢dao de sons de campo proximo, que permite detectar a vibracao das asas
de um macho de moscas Drosophila melanogaster (Eberl et al. 2000, Gopfert & Robert
2002) e de uma fémea do mosquito Aedes aegypti (Cator et al. 2009). No entanto, trabalho
recente (Eatock 2009) sugere que o 6rgdo de Johnston ¢ mais do que um simples detector
de sons e gravidade, sendo considerado como um ouvido complexo, com fungdes
compartimentalizadas, nas quais aglomerados de neurdnios especializados possuem

distintas fun¢des mecanosensoras.
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Figura [.3: o6rgdo de Johnston em Formica rufa. A parede dorsal do pedicelo ¢

removida para mostrar o arranjo dos escolopideos dentro do pedicelo (Vowles 1954).

A mosca Drosophila melanogaster, por exemplo, pode distinguir estimulos causados por
vento, som e gravidade (Yorozu et al. 2009; Kamikouchi et al. 2009), ativando diferentes
conjuntos de neurdnios. Assume-se que a percepcao de gravidade estd associada a presenca

de agregados cristalinos que se sedimentam sobre receptores, estatolitos, capazes de



perceber a gravidade em plantas, peixes (O'Leary et al. 1981), lulas e humanos, que nao

haviam ainda sido encontrados em insetos.
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Figura 1.4: diagrama, representando a maior parte do segmento antenal de uma

abelha operéria (Apis mellifera) em uma secdo longitudinal e em perspectiva e uma
pequena se¢do do terceiro segmento (longitudinal, transversal e em perspectiva) mostrando
o o6rgao de Johnston que consiste de dois grandes grupos de células sensoriais (SC) cujas
fibras nervosas (NP) correm para dois nervos antenais (N) e cujas fibras sensoras (SF) estao
ligadas a botdes (K) na membrana articular. Dois botdes sdo cortados no sentido de seus
comprimentos, mostrando a cavidade em forma de cone que se abre para o exterior,
enquanto os outros estdo inseridos na membrana articular. Tr, traqueia, Hyp, hipoderme,
Ch, quitina dura, Chl, faixas de quitina macias e flexiveis que mantém o segundo e terceiro

segmentos firmemente ligados (McIndoo 1922).



Além do 6rgdo de Johnston, o 6rgao de Janet, também um 6rgao cordotonal, esta
associado aos movimentos da antena. E encontrado na cabega da abelha Apis mellifera e em
formigas, conectando o tentério com a membrana da jungdo cabega-escapo. Este 6rgao esta
ligado a parte dorsal da membrana da juncdo, sugerindo que o mesmo responde a
movimentos ascendentes do escapo. O 6rgao de Janet foi encontrado somente na ordem
himenoptera.

Uma grande variedade de sensilas pode ser encontrada nas antenas de insetos e o
estudo adequado de sua morfologia e estrutura permitem que suas func¢des sejam
determinadas. A sensila compreende um conjunto completo de estruturas cuticulares, que
podem ou ndo serem externas, células sensoriais e outras estruturas necessarias a obtengao
de uma unidade funcional, que responde a estimulos mecanicos, quimicos, de contato, etc.
As células sensoriais bipolares apresentam o dendrito com uma regido ciliar que se
transforma num cilio. O cilio transformado, que esta presente na conexao com a estrutura
cuticular, pode apresentar especializagdes dependendo da sua funcao. Trés, ou em alguns
casos quatro, células envelopes envolvem as células sensoriais (Keil 1997). A célula
envelope externa (tormodgena) secreta a cuticula da base do pelo sensorial durante a
ontogénese (conjunto de processos que ocorrem durante o desenvolvimento do individuo),
a célula do meio (tricogena) forma o pelo propriamente dito, enquanto que a mais interna
(tecogena) forma a bainha dendritica.

As sensilas podem, em geral, ser classificadas como multiporosas, uniporosas e
aporosas (Zacharuk 1985). Sensilas que possuem poros sao associadas a quimiorecepcao
(olfato e gustacdo). Neste caso, os poros podem ser numerosos e distribuidos sobre toda a
parede da sensila (sensilas multiporosas) ou restritas a sua ponta (sensila uniporosa)
(Zacharuk 1985). Em alguns casos, sensilas aporosas podem ser associadas a glandulas
exdcrinas, conhecidas como glandulas acessorias (Isidoro ef al. 1996, Isidoro et al. 2001).
As sensilas ndo-porosas estdo associadas a mecano- (tato), termo- e higrorecepcao (Mclver
1975).

A terminologia usada para as sensilas encontradas na literatura ¢ muitas vezes
confusa e inconsistente, e, por esta razao, as sensilas neste texto sdo classificadas a partir

das sugestoes de distintos autores, identificados em cada sensila a ser descrita.



Algumas sensilas que possuem uma parte externa na forma de um pelo, escama,
cerda ou pino funcionam como mecanoreceptores. As sensilas mecanoreceptoras em forma
de pelo sdo normalmente chamados de pelos de Bohm e sensilla chaetica, que podem
funcionar somente como mecanoreceptores ou também como quimioreceptores (Mclver
1975). Em insetos as sensilas mecanoreceptoras ndo possuem poros ou aberturas na parede
do pelo e sdo inervadas por um neur6nio. O pelo estd ligado a base do encaixe através de
uma membrana articular. Estruturas do encaixe, bem como a altura e didmetro da base
restringem o movimento do pelo. O dendrito esta ligado através da capa cuticular ao centro
ou a um lado da base do pelo e este ultimo continua para além do final do dendrito e se
insere na parede do pelo a diferentes distancias da base (Figura [.5). Durante a estimulacao,
a ponta sensivel do dendrito se mantém aparentemente firme em sua posi¢cdo, enquanto
alavancas cuticulares auxiliares, que s3o invagina¢des do revestimento cuticular,

transmitem a for¢a mecanica para a ponta do dendrito, quando o pelo ¢ movido.
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Figura [.5: diagrama de uma sensila mecanoreceptora (Chapman 1998).
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As caracteristicas correspondentes a cada uma destas sensilas mecanoreceptoras sao

descritas abaixo:

Pelos de Bohm ou lamina de pelos (Thurm 1963, Thurm 1964): sdo sempre
encontrados em areas opostas a membrana articular intersegmental entre a cabeca € o
escapo, entre o escapo e o pedicelo, no escapo e no pedicelo, organizados em arranjos
distintos com pelos similares estando mais proximos entre si. A localizagdo exata do
conjunto de pelos reflete o arranjo especifico das jungdes nas diferentes espécies e indicam
como o movimento antenal pode ser modulado pela ativagdo de uma ou mais ldminas de
pelos (Okada & Toh 2001). Estudos em formigas e outras himenopteras mostraram que
cada conjunto de pelos encontrado nestas areas sao sensiveis a gravidade quando todas as
outras jungdes estdo fixadas mecanicamente (Schneider 1964). Também funcionam como
proprioreceptores percebendo o movimento da antena (Schneider 1964).

O escapo da abelha Apis mellifera se insere na cabecga através de uma jungdo
monocondilica, encontrada em outras himenopteras. O estimulo apropriado para estes pelos
¢ o movimento do escapo em sua base, quando as paredes do encaixe ou as membranas
intersegmentais desviam os pelos. A deflexao livre deste pelo esta restrita a uma diregao, ja
que estes pelos estdo posicionados assimetricamente dentro de uma depressao do tipo calice

e proximos a parede deste (Figura 1.6) (Ehmer & Gronenberg 1997a).

Figura 1.6: Pelos de Boehm no bulbo articular da formiga Odontomachus bauri.

Barra de escala: 10 um . (Ehmer & Gronenberg 1997a).
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A dire¢dao na qual a antena aponta deve ser sinalizada proprioceptivamente pela subarea
especifica onde este conjunto de pelos ¢ defletido. Okada e Toh (2000) mostraram que os
pelos de Bohm no escapo da barata Periplaneta americana sao importantes para a detecgao

tactil de objetos no plano horizontal.

Sensila chaetica (cerdas sensoriais) (Dumpert 1972a, Schneider 1964, Altner &
Prillinger 1980): sdo semsilla trichodea que se diferenciam desta pela presenca de uma
membrana circular especializada e flexivel na base. Estas cerdas sdo ligeiramente afiladas,
possuem sulcos longitudinais profundos e emergem de um encaixe bem definido que na
superficie tem a forma de um anel cuticular (Figura [.7a). Um poro cuticular ¢ algumas
vezes encontrado proximo a base. O pelo € reto ou levemente curvado e forma um angulo
de aproximadamente 60° com a superficie antenal. Funcionam como mecanosensores ou

quimiosensores de contato (Hashimoto 1990, Isidoro et al. 1998).

dendritos
llistais

cuticula

cavidade linfatica

célula epidérmica

3 . 7 . 1 | Ul
57 um ‘_I)

Figura [.7: (a) Vista da parte distal do

célula tricdgena

regiiio

escapo e inicio do pedicelo obtido por MEV. ciiar =%

célula tormége

Setas mostram sensilla chaetica. (b) diagrama dendritos ____

proximais célula tecage:

da sensila gustativa (Chapman 1998).

A sensilla chaetica do besouro Psylliodes chrysocephala L., foi investigada
ultraestruturalmente e, descobriu-se, que a mesma ¢ inervada por 5 ou 6 neurdnios (Isidoro
et al. 1998). O dendrito de um destes neurdnios termina em um corpo tubular na base do

pelo, enquanto que dendritos dos outros neurdnios chegam, sem ramificagdes, a ponta
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deste. Tal estrutura € tipica de uma sensila com fungdes gustativas (veja diagrama na Figura
1.7b) e mecanosensoras, resultado confirmado por estudos de eletrofisiologia (Isidoro et al.
1998). Esta sensila estd presente em distintos flageldomeros, distribuidos de maneira
irregular. A intensidade da resposta desta sensila a um estimulo mecénico ou quimico
depende da sua posi¢do na antena do inseto. As sensilas chaetica encontradas no escapo e
pedicelo de formigas possuem fun¢do mecanoreceptora (Isidoro et al. 1998), enquanto as
presentes nos segmentos apicais do besouro P. chysocephala respondem a compostos
quimicos presentes na superficie de folhas (Isidoro ef al. 1998).

Outro tipo de mecanoreceptor encontrado e descrito em varias partes do corpo de
muitas espécies de insetos sdo as sensilas campaniformes (Thurm 1964, Dumpert 1972a).
Esta estrutura possui uma forma de cupula, eliptica ou circular, que algumas vezes possui
uma pequena fenda central localizada no meio de uma indentagdo cuticular suave (Figura
[.8a2). A forma eliptica da estrutura cuticular fornece a base para sensibilidade direcional
(Heinzel & Gewecke 1979, Staudacher et al. 2005) estando o eixo de maior sensibilidade
alinhado ao longo do eixo menor do elipsodide (Staudacher et al. 2005). A sensila
campaniforme contém uma célula receptora do tipo bipolar. O segmento mais externo esta
localizado dentro de um espago linfatico, e a ponta, que contém o corpo tubular, esta
fechado por uma capa (Figura [.8b). Localizam-se proximas as jungdes presentes nos
membros, e sao mais numerosas nas bases dos halteres nas Dipteras. Os halteres batem em
sincronia com as asas durante o voo, desenvolvendo um momento angular tal que, uma
mudancga no vo6o, altitude ou dire¢do induz um torque em suas bases que sao detetadas por
trés arranjos de sensilas campaniformes, cada uma orientada de forma a sentir a forga
resultante da rotagdo em um plano diferente (Dickinson 1999). No caso dos himenopteras
estas sensilas sdo encontradas na base do escapo e medem a deformacdo da cuticula,
estimuladas pela indentacdo desta. Em formigas Odontomachus estas sensilas estao
presentes no escapo, no pedicelo e, também no bulbo articulatério, que liga o escapo a
cabega e, estdo organizadas de modo a sentir o mais alto grau de estresse causado pela
retracdo antenal, o movimento mais rapido das antenas destas formigas (Ehmer &
Gronenberg 1997a). Em besouros Bembidion properam as cipulas destas sensilas sdo mais
circulares, maiores, enquanto que no pedicelo e escapo os segmentos sao menores,

possuindo freqiientemente forma irregular (Merivee ef al. 2002). A variagdo de tamanho e
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estruturas das porgdes cuticulares esta normalmente relacionada a caracteristicas

especificas do estimulo percebido em uma localizagdo particular da sensila (Mclver 1975).

capa do sensilo

Jung o
membrana

... cuticula porosa

corpo tubular

cuticula fibrosa

exocuticula

dendrito distal

capa dendritica

\ e endocuticula

i = cavidade
linfatica

Figura 1.8: (a) Vista de cima de sensilla campaniforme no bulbo articular da antena
de formiga Odontomachus bauri (Ehmer & Gronenberg 1997a). Barra de escala: 10 pum.

(b) Diagrama de um sensillum campaniforme.
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Odores sdo especialmente importantes para insetos, ja& que muitas espécies usam o
olfato como primeira modalidade sensorial. A antena e os palpos sdo os 6érgaos envolvidos
na deteccao destes. Diferentes tipos de sensilas olfativas estdo presentes na antena de

insetos e algumas delas serdo descritas a seguir:

Sensilla basiconica (pinos sensoriais ou cones) (Altner & Prillinger 1980): Este
tipo de sensila sempre consiste de duas partes, um pino e um encaixe (Figura 1.9 a). Quando
estd presente junto com a sensilla trichodea na antena, elas sdo relativamente menores e
usualmente possuem uma parede mais fina. A cuticula do pino possui muitos poros,
inclusive na parte distal, e por este motivo elas sdo consideradas sensilas olfativas (Masson

1972, Martini 1986). Veja um esquema de uma sensila olfativa na Figura 1.9b.

dendriios .
distais s

Figura 1.9: (a) Micrografia obtida

de um MEV mostrando uma

hase do pelo
sensila basiconica (seta verme-
lha) circundado por varias sensilas exocuticula
trichodea em um segmento da tomdeite - eodocuticula
f . d_ishiss capa dendritica
antena de formiga Pachycondyla ) cavidade linfitica
. . regiio
marginata. (b) diagrama da cililar célula tecégena
. . dendritos
sensila olfativa (Chapman 1998).  proximais célula tricégena
| célula tormogena
célula epidérmica

Sensila trichodea (Dumpert 1972b, Martini & Schmidt 1984): sdo encontradas na

maioria dos insetos ¢ sdo pelos que ndo possuem anel cuticular basal que serve como uma
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membrana articular (Figura 1.10), como no caso das sensilas chaetica. As sensilla trichodea
de mariposas macho respondem a compostos relacionados a feromdnios sexuais de fémeas
(Keil & Steinbrecht 1984, Zacharuk 1985, Hansson et al. 1986, Hallberg et al. 1994).
Existem diferengas importantes no numero destas sensilas entre machos e fémeas de varias
espécies de besouros, o que sugere esta mesma funcao (Merivee et al. 2002). A Figura .10
mostra o 3° segmento da antena de formiga Pachycondyla marginata com uma grande

distribuicao deste tipo de sensila.

Antenna

Figura 1.10: sensilla trichodea distribuidas ao longo do 3° segmento da antena de
formiga Pachycondyla marginata. Na parte mais distal deste segmento algumas sensilla

chaetica podem ser observadas.

Sensilla coeloconica (fendas-pinos sensoriais) (Dumpert 1972a, Waldow 1970,
Altner & Prillinger 1980): sdo cones na base de depressdes na cuticula antenal (Figura
I.11). Nas Lepidoptera, os sulcos relativamente largos sdo protegidos por microtriquias.
Estas sensilas sdo inervadas por 4 ou 5 fibras nervosas que formam um aglomerado e
terminam na ponta do cone. A funcdo desta sensila deve ser olfativa porque os cones

possuem poros nas bases dos sulcos (Hashimoto 1990).
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Sensilla placodea (discos olfativos): sdo estruturas ovais transparentes € com a
superficie externa lisa ou podendo também ser perfurada (Gongalves 2007),
desenvolvendo-se quase ao nivel da superficie da cuticula antenal (Figura 1.11). Segundo
(Slifer 1970), as sensilla placodea podem também se apresentar um pouco elevadas em

relacdo a superficie antenal ou se originar acima dela, formando uma pequena ctpula.

Sensilla ampullacea (Kleineidam & Tautz 1996): Estas sensilas parecem-se com as
coeloconica, mas sdo distintas pelo fato de que o pelo da segunda estd mais profundamente
situada dentro da cdmara e também devido a aparéncia na superficie do pelo sensor (Figura

L11).

Figura 1.11: MEV do flagelomero antennal 11 de um macho africanizado (Apis
mellifera) mostrando detalhes das sensilla campaniforme (seta pequena), sensilla
ampulacea (seta media), sensilla coeloconica (seta longa). SP é um sensillum placodea.

(Stort & Moraes-Alves 1999).
Sdo provavelmente receptores de temperatura, umidade ou didxido de carbono

(COy), ja que os pelos sensores nao possuem poros (Jaisson 1969, Masson & Friggi 1971).

Para insetos sociais o registro e monitoramento dos niveis de CO, ¢ de vital importancia, ja
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que esta substancia ¢ letal em altas concentragdes e, tais concentragdes podem ocorrer, por
exemplo, em ninhos de formigas. Na figura [.12 mostra-se um esquema com a estrutura de

um higroreceptor.

cuticula
pino

dendiitos dos
7

— neuronios
ligrosensiveis

dendrito do
neuronio
termosensivel
capa
dendritica

célula tecogena
célula tricogena

célula tormdgena

neuwrdnio
soIna

axonio

Figura [.12: Representacdo esquematica de uma sensila sem poro com encaixe nao-

flexivel capaz de perceber variacao térmica e de umidade (Altner & Loftus 1985).
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Capitulo 11
Revisao

1. Orientagdo e navegagao

O deslocamento de grupos de animais em busca de nichos ecoldgicos que garantam
uma nutricdo adequada, desenvolvimento e reproducdo ¢ uma conduta freqiiente no reino
animal. Embora a restri¢cao de recursos ecoldgicos parega ser o estimulo mais importante na
promocao da migracdo animal, condutas instintivas geradas por fatores genéticos ou
adquiridas também influenciam este comportamento (Ridley 2003).

Outro aspecto da conduta migratoria esta relacionado aos elementos que direcionam
o animal durante este processo de busca de uma meta especifica. A orientacdo ¢ entendida
como o ato de estabelecer, mediante um processamento de informagao ativa funcional, a
correlagdo do movimento com uma direcdo de referéncia. Ja a navegacao pode ser definida
como o processo pelo qual um animal primeiro determina sua posi¢do em relagdo a uma
meta e, posteriormente, estabelece um curso para alcanca-la. Estes dois passos sdo
consistentes com o processo de “bussola” e “mapa”, respectivamente propostos por
(Kramer 1953). Quando se relaciona a obtengdo destas informagdes ao campo magnético
terrestre, o processo tipo “bussola” pode estar baseado na componente horizontal do campo
geomagnético, comumente chamado de polaridade e no sentido da componente vertical,
chamado de inclinagdo. Enquanto o primeiro distingue o norte e sul magnético, usando a
polaridade do campo magnético, o segundo distingue entre a dire¢do aos pdlos quando a
componente vertical dirige-se para baixo do plano horizontal (positiva, hemisfério Norte)
e a direcdo ao equador quando estas dirigem- se para cima (negativa, hemisfério Sul)
(Wiltschko et al. 1993, Wiltschko & Wiltschko 2005).

No grupo de insetos sociais, a casta de forrageadores possui multiplas ferramentas e
estratégias para orientacdo que podem ser divididas em duas categorias basicas: sugestdes
egocéntricas que incluem movimento medido pelas células sensoriais proprioceptoras e
visdo, que o inseto utiliza como referéncia (Wehner ez al. 1996, Collet & Collet 2000).
Entre as sugestdoes geocéntricas estdo as marcas do meio ambiente e odores que permitem

ao inseto determinar sua posicdo em relagdo ao ninho ou a outros locais (Wehner et al.
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1996). As abelhas Apis mellifera e as formigas do deserto, Cataghyphis spp., integram a
distancia e direcdo na qual elas se movem através do espago para se orientar na dire¢do do
ninho (Wehner 1997). Sugestdes celestiais, incluindo o azimute (Santschi 1911) e luz
polarizada (Frisch 1967), fornecem a abelhas e formigas referéncias direcionais (Labhart
1986, Rossel & Wehner 1986, Labhart & Meyer 2002). O horizonte ¢ as copas das
arvores também podem fornecer sugestdes geocéntricas as formigas (Holldobler 1980,
Fukushi 2001, Fukushi & Wehner 2004, Andel & Wehner 2004).

O campo magnético terrestre tem sido considerado como uma pista importante para
orientagdo de animais, sendo os migratorios os mais estudados. Experimentos
comportamentais em distintos grupos de animais (Gould 2008, Lohmann et al. 2008,
Wiltschko et al. 2008), inclusive com insetos (Esquivel ef al. 2007) suportam esta hipodtese.
Algumas formigas sdo capazes de retornar a seus ninhos mesmo quando o céu esta nublado
indicando que elas ndo necessitam de informagdo celestial ou marcas no ambiente para
realizar este trajeto (por exemplo, Ronacher ef al. 2001). A influéncia do campo magnético
em formigas também foi mostrada em Formica rufa (Camlitepe & Stradling 1995) e
Oecophylla smaragdina (Jander & Jander 1998). Banks & Srygley (2003) mostraram que
as formigas sauvas, Atta colombica, respondem a reversdo de polaridade do campo
magnético local, com um desvio de 75° da posicdo prevista em relacdo as formigas
controle, quando o céu estd nublado. Sugeriu-se que o campo geomagnético ¢é o
responsavel pela orientacdo em um angulo de 13°, na média, em relacdo ao eixo norte-sul

magnético na migragao da formiga Pachycondyla marginata (Acosta-Avalos et al. 2001).

No entanto, o estudo da magnetorecepcao estd restrito a estudos comportamentais
em uma variedade de grupos de animais, poucos anato-fisioldgicos em peixes, pombos e
abelhas (Walker et al. 1997, Fleissner et al. 2003, Hsu & Li 1993, Hsu et al. 2007) e
modelos tedricos (Wiltschko & Wiltschko 2005). A compreensdao do mecanismo depende
de uma abordagem multidisciplinar, onde também ¢ importante identificar receptores
especializados, associados a estrutura nervosa que transmitam as informagdes recebidas a
centros de processamento no cérebro dos animais. Até o momento, nenhum destes
elementos foi identificado ou caracterizado com um alto grau de certeza em grupos de
animais pertencentes a distintas espécies. De qualquer forma, existem alguns estudos que

estabelecem diretrizes, a serem discutidas posteriormente, que permitem propor a existéncia
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de magnetoreceptores nos olhos (Ritz et al. 2000, Ritz et al. 2004), na glandula pineal
(Semm & Demaine 1986) ou no bico do pombo (Hanzlik ez al. 2000, Fleissner et al. 2003,
Davila et al. 2003). Medidas magnéticas da antena de formiga Pachycondyla marginata
(Wajnberg et al. 2004), associadas aos experimentos comportamentais nesta (Acosta-
Avalos et al. 2001) e em outras duas espécies de formiga (Vowles 1954), estimularam a
proposi¢do da antena deste inseto como um 6rgdo magnetoreceptor. Tanto as particulas que
seriam os possiveis magnetosensores, quanto as estruturas sensoriais presentes neste 0rgao

sao discutidas a seguir.

2. Oxidos de ferro e titAnio

Oxidos de ferro, hidroxidos e dxidos hidréxidos consistem de arranjos de ions Fe e
jons O e OH, enquanto os minerais magnéticos de titinio sdo obtidos a partir da
substituicdo de Ti*" nos sitios de ferro, medidas a partir de um pardmetro de composi¢io
denominado x. Ambas as composi¢cdes sdo convenientemente representadas em um
diagrama ternario Ti*"-Fe*"-Fe’" (Figura I1.2.1).

Tils (e 75 7%
Rutise, (Anatase) b Y
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A
Lrerio K
T Fe T, /

Ulvospindlio /™
/
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Figura I1.2.1: (a) Diagrama ternario TiO, — FeO — Fe,O3; mostrando as linhas de
solugdes solidas das titanomagnetitas e titanohematitas e o campo das titanomaghemitas.
Durante a oxidacdo de alta e baixa temperatura das titanomagnetitas, a composi¢ao
volumétrica segue as linhas tracejadas horizontais. (b) Linhas de mesma temperatura de

Curie para titanomagnetitas sintéticas (Dunlop & Ozdemir 1997).
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s 4 ~ + 2+
Da esquerda para a direita h4 um aumento na razdo Fe’/ Fe**, enquanto que da base
. , . /s
para o topo do diagrama ha um aumento na quantidade de Ti" .
As propriedades cristalograficas e magnéticas de alguns minerais estio mostradas

na tabela I1.2.1

Mineral  (sistema | Composi¢io M, (emu/cm?) Tc (K) K, (erg/cm?) a(A)

cristal.)

Magnetita Fe;0, 480 850 T¢ -1,35%10° 8,396

(cubica) -0,28*10° (K2)

Maguemita v-Fe,0; 380 820-986 T¢ -4,65*10" 8,337 (a,)

(ctbica ou 24,99 (c,)

tetragonal)

Titanomagnetita Fe, 4Tig 604 125 423 T 2,02%10° 8,482

(ctbica)

Hematita a-Fe,04 ~2,5 956 T¢ 1,2*10° (eixoc) | 5,034 (a,)

(trigonal) 260 Ty 13,749 (c,)

Goetita a-FeOOH ~2 400 Ty 4,596 (a,)

(ortorrdmbica) 9,957 (b,)
3,021 (c,)

Tabela 11.2.1: propriedades gerais de alguns minerais magnéticos. My ¢ a
magnetizagdo de saturagdo a temperatura ambiente, Tc ¢ a temperatura de Curie e Ty a
temperatura de Néel, acima das quais os materiais tornam-se paramagnéticos, Ty a
temperatura de Morin na qual hd uma transicdo do alinhamento antiferromagnético da
hematita de perpendicular para paralelo ao eixo-c, K;, sdo as constantes de anisotropia

o

magnetocristalina de 1* e 2* ordem a temperatura ambiente e “a” a dimensdo da célula

unitaria.

A magnetita ¢ um oOxido férrico que apresenta uma forte magnetizagdo e € mais
comumente encontrada em rochas. A magnetita tem uma estrutura espinélio inversa e difere
.. , . , . 2+ . 3+ .

da maioria dos 6xidos de ferro por conter ions divalentes, Fe™', e trivalentes, Fe', e possui

formula estrutural Fe’ [Fe*"Fe’]04. Os fons de ferro octaédricos (sitios B) estdo indicados
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entre colchetes e o ion de ferro tetraédrico (sitios A)-fora do colchete. A célula unitaria ¢é

uma rede cubica de face centrada (Figura 11.2.2).
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Figura I1.2.2: Célula unitaria do espinélio mostrando a localizagdo dos ions em dois
dos oito octantes. Os ions de ferro dos sitios A e B da magnetita ddo origem a uma
subestrutura magnética na qual o momento magnético de rede da subrede A ¢ antiparalelo

ao momento magnético de rede da subrede B.

A baixas temperaturas ocorre uma transicdo de fase da magnetita, que foi
primeiramente observada através de medidas do calor especifico, resisténcia elétrica e
outras propriedades deste mineral. Dependendo da impureza e da estequiometria da
amostra, esta transicao ocorre entre 100-120K. Belov (1993) sugeriu que existem dois tipos
de transicao distintas nesta faixa de temperatura, a primeira entre 100 e 120 K, chamada

temperatura de transi¢cao (Tt), que foi relacionada a uma transicao estrutural eletronica que

gera uma anisotropia magnetoestritiva espontdnea com uma variagdo brusca no valor de K1

e, a segunda, entre 130 e 135 K, a temperatura de ordenamento (T ), uma transicao
or

associada a magneto-orientacao
Em 1941, Verwey supOs que esta transformagdo era uma transi¢do de fase
estrutural-eletronica. Acima de 100-120K (Ty), os ions Fe'* e Fe*" estdo randomicamente

distribuidos nos sitios B, tornando o salto de elétrons entre os ions de Fe deste sitio
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energeticamente favordvel. Na temperatura de transicdo surge um arranjo ordenado,
definido classicamente como o arranjo peridodico dos ions com diferentes estados de
valéncia, dos cations Fe*'e Fe'™ nas posi¢des octaédricas da rede espinel de magnetita. O
ordenamento destes ions abaixo de Ty provoca um aumento de resistividade elétrica, de até
cem vezes em relagdo ao valor a temperaturas acima da transicdo. Além disso, o
ordenamento de carga produz uma transi¢do de fase estrutural de ctbica para ortorrombica
(Garcia & Subias 2004). Cristais ultrafinos de magnetita se transformam em maguemita,
apds anos, mesmo a temperatura ambiente (Murad & Schwertmann 1993).

A maguemita (y-Fe,Os) possui estrutura similar a magnetita, e difere desta por
possuir todos os ions Fe no estado trivalente e vacancias. Entre os fatores que favorecem a
oxidacdo da magnetita estdo imperfeigdes cristalinas (Colombo et al. 1964), grande area
superficial (Gallagher et al. 1968) e agua adsorvida. A maguemita ¢ ferrimagnética a
temperatura ambiente, mas sua temperatura de Curie ¢ dificil de ser estimada, pois este
mineral transforma-se em hematita em temperaturas acima de 700 K. Os momentos
atdmicos nos sitios tetraédricos (A) e octaédricos (B) sdo paralelos, mas antiparalelos

quando se compara um sitio em relagdo ao outro.

As titanomagnetitas (Fe;TixO4) sdo espinélios inversos. A temperatura de Curie
diminui a medida que o parametro x aumenta. Esta temperatura ¢ determinada através da
comparacao dos dados de difragdo de raios-X e medidas magnéticas. A nao concordancia
entre os dados pode indicar a presenga de impurezas tais como Al e Mg. Os valores da
magnetizagao de saturagdo variam dependendo da composi¢ao deste mineral. A transigdo

de Verwey ¢ suprimida para x > 0,1 (Dunlop & Ozdemir 1997).

A hematita (a-Fe,O3;) romboédrica cristaliza-se na estrutura mostrada na Figura
I1.2.3 com os ions oxigénio em uma estrutura hexagonal compacta. Os momentos
magnéticos dos fons Fe’" estio ferromagneticamente acoplados dentro de seus planos-c
especificos, mas antiferromagneticamente acoplados entre os planos (Moskowitz 1991).

A hematita ¢ paramagnética acima de T = 965 K (T¢), fracamente ferromagnética a
temperatura ambiente e, a 260K (temperatura de Morin) sofre uma transi¢ao de fase para o

estado antiferromagnético (Moskowitz 1991).
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T>-10°C T<-10°C

Figura I1.2.3: estrutura cristalina da hematita (Moskowitz 1991). As setas indicam a
dire¢io do momento magnético dos ions Fe'*. Acima de -10° C, os momentos magnéticos
sao paralelos ao plano-c embora ndo estejam completamente alinhados, mas ligeiramente
obliquos, o que produz uma magnetizacao espontanea fraca de 6,=0,4 emu/g. Abaixo de
-10° C a direcdo do antiferromagnetismo muda e se torna paralela ao eixo ¢ e a hematita

torna-se um antiferromagneto perfeito.

A goetita (a-FeOOH) ortorrdmbica € um constituinte comum de solos e sedimentos.
A estrutura da goetita ¢ baseada no arranjo dos atomos de oxigénio em um arranjo
hexagonal compacto com os fons de Fe** ocupando metade dos sitios octaédricos. E um
mineral antiferromagnético com temperatura de Neel, Ty, de 393K, porém a presenca de
impurezas pode diminuir este valor consideravelmente. Assim como a hematita, a goetita
possui um ferromagnetismo superposto cuja temperatura de Curie coincide com Ty embora

seja mais fraco que o da hematita (Moskowitz 1991),
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3. Ressonancia Ferromagnética e material magnético em insetos

socilais

A ressonancia paramagnética eletronica (RPE) ¢ uma ferramenta poderosa para o
estudo de fons paramagnéticos, como o Fe’™ (Meads & Malden 1975, Angel & Vincent
1978). Uma descricdo detalhada da técnica pode ser encontrada em (Wertz & Bolton
1972). Em sistemas que possuem magnetizagao remanente, as interagdes dipolo-dipolo ou
acoplamentos magnéticos podem levar a sinais intensos e largos a temperatura ambiente
que ndo podem ser associados a uma fase magnética especifica sem que haja ambigiiidade
(Griscom 1980, Gehring & Karthein 1990). Estas linhas largas sdo produzidas pela
ressonancia ferromagnética (RFM). Os principios basicos da RFM sdo similares aos da
RPE, onde o momento magnético da amostra interage com o campo aplicado (Kittel 1948,
Bickford 1950). Uma descricdo detalhada destes experimentos pode ser encontrada, por
exemplo, em (Kittel 1948, Vonsovskii 1966). Na presenca de um campo magnético, 0s
momentos magnéticos precessam em torno da dire¢do do campo com uma freqiiéncia ®. A

freqiiéncia aumenta com o campo, de acordo com a lei de Larmor:
w=yH (I1.3.1)

com y sendo a razdo giromagnética e H o campo aplicado. As diferengas de energia
observadas por RPE sdo predominantemente devido a interacao de elétrons nao pareados na
amostra com um campo magnético aplicado (efeito Zeeman). O momento magnético do
elétron interage com o campo que pode gerar dois estados de energia, um minimo quando
este momento esta alinhado com o campo (= -uH) e um méaximo quando este momento ¢
antiparalelo ao campo (= uH). A absor¢do ocorre quando esta freqiiéncia se iguala a da

radiacao de microondas (v). A condi¢ao de ressonancia resultante pode ser escrita como:

hv = gugHMg = (+1/2) gugH (I1.3.2)
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hv = gugH (I1.3.3)

supondo que ndo existe contribuicdo de campos de anisotropia. h € a constante de Planck, g
(= yh/2mug) é o fator giromagnético e pug 0 magneton de Bohr. A RFM ¢ similar a RPE onde
0 momento magnético total da amostra interage com o campo aplicado, mas depende da
forma do material ¢ da orientagdo devido a contribui¢do do campo externo, Hg, campo de

desmagnetizacao, Hp, e do campo de anisotropia, Ha (eq. 11.3.4):

hv= g}.LBHef = guB (HE + HD + HA) (1134)

Ja& que as anisotropias na fase ferromagnética criam campos internos que se adicionam ao
externo, o campo efetivo (He) € a soma do campo aplicado e dos campos internos.

Na ressonancia, Hqs= H;

Hr = h(V/g],LB ) - HD - HA (H35)

Griscom (1980) descreve as energias de anisotropia principais que podem
influenciar Her. A anisotropia magnetocristalina € resultado da estrutura cristalografica,
enquanto a anisotropia de forma ¢ causada pela interagdo do vetor magnetizacdo com o
campo de desmagnetizagdo do grao. Para magnetita, a anisotropia de forma ¢ dominante em
particulas nao esféricas com tamanho menor do que 20 um, enquanto que para particulas
grandes, a anisotropia magnetocristalina é dominante (Dunlop & Ozdemir 1997). Para
graos de magnetita maiores a informagdo espectroscOpica se origina das regides da
superficie e proximas a esta (Fischer ef al. 2007, Griscom 1974). O espectro obtido nos
espectrometros ¢ a derivada da curva de absor¢ao. O campo de ressonancia, H;, € o valor do
campo quando a absor¢do ¢ maxima (derivada é nula). O valor de g.r ¢ definido como ger =
hv/pugH;. AH;; € a largura a meia altura e AH,, a largura pico-a-pico na derivada Ay ¢ a
razdo entre as larguras obtidas a direita (AHca) e a esquerda (AHcg) da curva de absor¢ao.
Ambos sdo obtidos de ymsx/2 no espectro integrado (Figura I1.3.1). Os valores de gcr, AH,,p €

Aw podem dar informagdo sobre a intensidade e orientacdo de campos de anistropia na
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amostra, tamanho do cristal e composi¢do para graos monodomino ndo interagentes (Weiss

et al. 2004).

(a) H (b) AH

aH_| H/'_ o
N

Figura I1.3.1: Espectro de RFM derivada (a) e absor¢ao (b) mostrando alguns

parametros relevantes que podem ser obtidos.

Um modelo para a dependéncia linear do H; com a temperatura foi proposto para
particulas de magnetita dispersas em uma matriz copolimera mesoporosa (Morais et al.
2000) e magnetopolissomas e ferrofluidos de magnetita (Morais et al. 2005) na faixa de
temperatura entre 100K e 250K. A dependéncia com a temperatura do H; ¢ principalmente
associada a Ha, Hy = 2K¢/M;, onde K¢ € a densidade de energia de anisotropia efetiva e

possui duas componentes: a macica (Kg) e a de superficie (Ks)

Ker=Kp + Ks (I13.6).

A componente de superficie € relacionada a razdo surpeficie-volume por Ky =
(6/D)*ks, onde D ¢ o didmetro da nanoparticula e k, € a anisotropia de superficie. Em geral,
Ker € Mg dependem da temperatura. No entanto, considerando que os dados foram obtidos
abaixo de T¢ (850K), M ~ 470 Oe. A constante de anisotropia magnética efetiva pode ser

representada empiricamente como:
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Ker= Ko + ker*T (11.3.7)

Ko € uma constante e ke € um coeficiente dependente do didmetro da particula
expresso em erg/cm’K.

A variagdo térmica de H; foi analisada considerando na eq I1.3.5 para magnetita y =
1,87%107 Oe’ls™, g =212 e o ¢ a freqiiéncia de ressonancia (~2n*9,4GHz) e, para

particulas esféricas Hp = (4n/3)M;. A dependéncia linear observada experimentalmente,
H.=A +BT (I1.3.8)

¢ relacionada empiricamente a A = /7y - 2Ko/Ms - (4n/3)Mg e B = 2ker / M. A
comparacao entre (1.3.7) e (1.3.8), identifica Ko = Kp e kefT = (6/D)ks. Logo, ker o (6/D).

A variagdo térmica da largura de linha de ressonancia (AH,,) dada pela equacdo
I1.3.9 foi proposta para particulas de magnetita superparamagnéticas dispersas em uma

matriz ndo magnética para temperaturas de 100K a 290K (Morais et al. 1987):
AH,, = AH,,"*tanh (AE/2kgT) (11.3.9)

onde AprO = 5gusSn/D’ ¢ AE = KV ¢ principalmente associada a altura da barreira de
energia magnética onde V € o volume da particula. O pré-fator, Apro, na equagdo 11.3.9, é
o produto do spin associado a cada centro magnético dentro da nanoparticula (S), o nimero
de centros magnéticos por particula (n) e a distancia particula-particula na matriz. Esse
modelo foi aplicado a larguras de linha obtidos por estudos de RPE em abdomens de
abelhas Apis mellifera (Esquivel et al. 2001), cupins Neocapritermes opacus (Alves et al.
2004, Oliveira et al. 2005, Oliveira et al. 2008), e formigas Pachycondyla marginata
(Wajnberg et al. 2000).

Esquivel et al. (1999) utilizaram a RFM a temperatura ambiente no estudo de
materiais magnéticos em formigas Solenopsis sp. coletadas em Citrolandia, Rio de Janeiro e
Venda Nova, Espirito Santo. Os espectros obtidos sdo compostos de diferentes linhas. A
maioria dos espectros apresentou uma linha na regido de g = 4.3 caracteristica de ions de

Fe" magneticamente isolados, spin S = 5/2, com vizinhanga de baixa simetria (Yahiaoui et
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al. 1994). Também foram observadas trés linhas na regido em torno de g = 2. Uma dessas
linhas, estreita, estd em geral relacionada a radicais livres resultantes de processos
bioldgicos. A linha com uma estrutura de seis picos, foi associada a presenga de ions de
manganés ( Mn®"). Foi sugerido que a linha, mais intensa e mais larga, estaria relacionada a
presenca de particulas de magnetita de diferentes tamanhos.

As propriedades do material magnético encontrado no abddémen de formigas
Pachycondyla marginata foram estudadas analisando-se a variacdo térmica das trés
componentes dos espectros de RFM (Wajnberg et al. 2000). A primeira, chamada de campo
alto (CA), uma linha de ressonancia larga na regido de g = 2, foi relacionada a presenca de
nanoparticulas magnéticas isoladas. A segunda, chamada de campo baixo (CB),
identificada em valores de g>4, foi relacionada a presenca de cadeias lineares de
nanoparticulas magnéticas, agregados ou particulas maiores ndo esféricas. A terceira linha
foi chamada de envoltéria do Mn. Assumindo que o campo de anisotropia ¢ 0 mesmo para
as particulas associadas as linhas de campo alto e baixo e, que o valor do campo de
desmagnetizacao (Hp) ¢ dado pela diferenga entre os campos de ressonancia das linhas CA
e CB, Hp = 2033 Oe, o campo de anisotropia Hy em fun¢do da temperatura foi obtido. O
comportamento da largura de linha com a temperatura foi analisado, utilizando a eq I1.3.9
para temperaturas acima de 70 K, e obteve-se para os resultados associados a linha HF,
AHR’= 1373 + 10 Oe e AE/2kg =272 + 7 K. Como a variagio de K a altas temperaturas é
desprezivel, estimou-se um volume médio de (1,2 + 0,1)x103 nm’ e didmetro de 13 + 0.4
nm, supondo particulas isoladas de magnetita.

De forma semelhante, abdomens macerados de abelhas da espécie Apis mellifera
foram estudados, porém a linha chamada de envoltoria do Mn foi sugerida como associada
ao oxido férrico FeOOH, um possivel precursor de magnetita. Foram estimados volumes de
1x10° nm® para as particulas isoladas em abdémens e¢ 3x10° nm’ para as de abdomens
liofilizados. Alves et al. (2004) estimou um didmetro de 18,5 = 0,3 nm para as particulas
presentes em cupins da espécie Neocapritermes opacus, com K entre 2,1, 2,6 ¢ 3,2 x 10°*
erg/cm’ para cabega de cupins, e cupins orientados paralelamente e perpendicularmente ao
campo aplicado. A correlagdo entre a segunda integral do espectro de RFM deste cupim,

que ¢ proporcional a quantidade de material magnético, e a magnetizacao de saturagao,
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apos 4 dias de dieta a base de celulose foi mostrada indicando a eliminagdo do material
magnético ingerido (Oliveira et al. 2005).

Estudos mais recentes de RFM e magnetometria SQUID foram realizados para
identificar a parte do corpo que possuiria um possivel magnetoreceptor, baseado em
particulas magnéticas, como descrito na hipotese ferromagnética. Curvas de histerese a
300K das partes do corpo de formigas Pachycondyla marginata (Wajnberg et al. 2004)
indicam que a maior contribuicdo na magnetizacdo de saturagdo vem da antena, assim
como foi encontrado nas abelhas sem ferrdo Schwarziana quadripunctata (Lucano et al.
2006). Medidas das partes maceradas de formigas Solenopsis interrupta também
identificaram maior quantidade de material magnético em cabecas com antenas (Abracado
et al. 2005). O estudo de material magnético por RFM nas trés partes do corpo da formiga
Solenopsis substituta, mostrou que a quantidade deste ¢ maior na cabega com antenas do
que no abdémen com peciolos (Abragado ef al. 2008). Por outro lado, em abelhas Apis
mellifera (Chambarelli et al. 2008), e em cupins (Maher 1998, Alves et al. 2004) a maior
quantidade de material foi encontrada no abdomen. De qualquer forma, mais importante do
que a quantidade de material encontrado ¢ saber de que forma este material estd organizado
dentro de uma estrutura sensorial de maneira a funcionar como um magnetoreceptor.
Apesar das diferencas encontradas entre estas quantidades nas diferentes espécies, €
provavel que a cabeca e/ou a antena sejam partes onde ¢ possivel encontrar
magnetoreceptores e sugerem que estudos mais detalhados devem focar estas partes do

corpo nestes insetos.
4. Uso da microscopia para identificagdo de magnetoreceptores

Sensibilidade geomagnética e orientacio magnética tém sido intensivamente
estudadas em todos os grupos de animais (Gould 2008, Lohmann et al. 2008, Wiltschko et
al. 2008), mas os mecanismos pelos quais os animais podem perceber o campo magnético e
transduzir este sinal para o sistema nervoso ainda ndo foi identificado. A pesquisa em
magnetorecepgdo estd relacionada a duas hipdteses principais que se apdiam em dois
principios fisicos fundamentalmente diferentes, mas ndao mutuamente exclusivos. A
hipétese de pares de radicais supde que a base para o sensor magnético estd em uma classe

especial de moléculas, os criptocromas, que sofrem reagdes quimicas magneticamente
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anisotropicas (Ritz et al. 2000, Ritz et al. 2004, Maeda et al. 2008). Passaros migratorios,
por exemplo, parecem utilizar o mecanismo de par de radicais para a bussola de inclinagao
(veja 1.1) e adicionalmente um sistema baseado em magnetita para o mapa navigacional
(Wiltschko e al. 2008). Esta ultima, conhecida como hipotese ferromagnética, postula o
envolvimento de material ferromagnético, isto ¢, magnetita biogénica acoplada a estruturas
mecanosensiveis que transmitem a informac¢do do campo geomagnético na forma de um
torque ou forca no sistema nervoso (Kirschvink &  Gould 1981, Shcherbakov &
Winklhofer 1999). A partir da observagdo de particulas superparamagnéticas outros
modelos foram desenvolvidos (Davila ef al. 2003, Davila ef al. 2005). O primeiro passo
para confirmar esta hipdtese ¢ através da demonstragdo da presenca de nanoparticulas
magnéticas dentro ou em torno de estruturas inervadas dentro dos tecidos animais (Diebel
et al. 2000, Fleissner et al. 2003).

A descoberta da bactéria magnetotactica (Blakemore 1975) foi um marco para a
hipotese da magnetita. Cadeias intracelulares de cristais de magnetita monodominio
biomineralizadas e arranjadas em cadeias paralelas ao eixo de motilidade destes
microorganismos fazem com que estas bactérias se orientem passivamente ao longo das
linhas de campo geomagnético, levando-as a ambientes ricos em nutrientes e pobres em
oxigénio. Particulas magnéticas foram encontradas em tecidos especificos ou em extratos
de partes do corpo de animais (O Leary et al. 1981, Vilches-Troya et al. 1984, Mann et al.
1988, Walker et al. 1997, Diebel et al. 2000, Hanzlik et al. 2000), mas somente na truta
rainbow Oncorhynchus mykiss (Walker et al. 1997) e nos pombos correio (Hanzlik et al.
2000, Fleissner et al. 2003) a magnetita encontrada parece ter uma conexao neural direta. O
estudo dos efeitos do campo magnético no comportamento de insetos, inicialmente e
extensivamente na abelha Apis mellifera e a posterior deteccio de uma remanéncia de
1,2*10° emu em abdoémens deste inseto (Gould ef al. 1978) motivaram a busca de um
sistema magnetoreceptor baseado na presenga de particulas de magnetita (Gould et al.
1978, Schiff 1991, Hsu et al. 2007). Diversos autores demonstraram que o ferro se
deposita dentro de trofdcitos (células) do corpo gorduroso de abelhas (Kuterbach &
Walcott 1986, Hsu & Li 1993, Hsu & Li 1994, Hsu et al. 2007), e vespas (Walcott 1985,
Hsu 2004). De acordo com (Kuterbach & Walcott 1986), os graos de ferro encontrados

diferem em sua estrutura e composi¢do daqueles encontrados em outros sistemas
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bioldgicos: ndo sdo cristais de magnetita, mas particulas que contém ferro, oxigénio, calcio
e fosforo em um arranjo ndo-cristalino. Além disso, os graos estdo aparentemente
randomicamente distribuidos dentro do citoplasma das células e, ndo estdo associados a
nenhuma organela em particular. Posteriormente, Hsu e Li (1993, 1994) observaram a
mesma regido ja analisada por Kuterbach e Walcott (1986) e afirmaram terem encontrado
magnetita superparamagnética dentro dos trofocitos, e argumentaram que estas células
eram inervadas e estavam ligadas ao citoesqueleto. No entanto, alguns autores criticaram
seus resultados: Kirschvink e Walker (1995) e Nesson (1995) discordaram do fato dos
autores terem encontrado magnetita superparamagnética, enquanto Nichol e Locke (1995)
ndo encontraram inervagdes ou ligagdes citoesqueléticas associadas as células do corpo
gorduroso e acreditaram que Hsu e Li negligenciaram o papel do metabolismo do ferro em
suas analises. O corpo gorduroso ¢ conhecido por ser um 6rgao responsavel pela estocagem
de comida, intermediando o metabolismo em insetos (Cruz-Landim & Mello 1981) e tem a
habilidade de acumular e seqiiestrar ferro provavelmente trabalhando na manutencdo da
homeostase deste elemento (Kuterbach & Walcott 1986). As criticas aos resultados
encontrados por Hsu e Li (1994) ndo favorecem a hipotese do abdomen de abelha Apis
mellifera, especificamente na regido do corpo gorduroso, como magnetosensor. Keim et al.
(2002) observaram estes mesmos graos ricos em ferro do corpo gorduroso de Apis
mellifera e Scaptotrigona postica e encontraram os mesmos resultados obtidos por
Kuterbach e Walcott (1986). Os autores propuseram neste trabalho uma origem para as
particulas contendo Fe, Ca e P encontradas. Para eles as particulas sdo compostas por
formas degradadas de holoferritina e o foésforo e célcio sdo componentes do meio dentro do
reticulo endoplasmatico que precipita com os componentes do nucleo da ferritina. O artigo
de Hsu et al. (2007) reafirma a existéncia de magnetita superparamagnética nos graos de
ferro encontrados nos trofocitos da Apis mellifera. Um dos argumentos utilizados para
assegurar esta afirmacdo ¢ a presenca de uma possivel membrana circundando alguns dos
graos de ferro purificados dos trofécitos que foi associada & membrana de bicamada
lipidica encontrada nos magnetossomos de bactérias magnéticas. Existe a possibilidade, no
entanto, de que o material encontrado circundando as particulas encontradas seja
provavelmente um artefato, provavelmente resto de matéria orgénica oriunda do processo

de extragdo. Distintas técnicas foram utilizadas para caracterizar os graos puros obtidos, no
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entanto um padrdo de difragdo de elétrons ndo foi obtido, impossibilitando a identificacao
de magnetita como cristal presente na amostra. Ao invés disso, medidas magnéticas e
espectroscopicas foram utilizadas para confirmar os resultados obtidos em (Hsu & Li
1993, Hsu & Li 1994). De qualquer forma ¢ importante destacar que, Hsu et al. (2007)
observaram que, sob aplicagdo de campos magnéticos, mudangas no tamanho dos graos
magnéticos nos trofdcitos e liberacao de ions de célcio ocorriam, sugerindo que os graos
presentes nos trofocitos estdo envolvidos no processo de magnetorecepcao.

O efeito da mudanca de polaridade da componente horizontal do campo magnético
na freqiiéncia de disparo dos neurdnios do abdomen de abelhas foi mostrado atraves do
registro da atividade espontinea de neurdnios no segundo ganglio abdominal (Schiff 1991).
Material elétron-denso foi encontrado nos pelos duros e, foram denominados como
provaveis magnetita monodominio (SD) e superparamagnética (SPM). Com base nestes
resultados, foi proposto que estas particulas poderiam atuar como um amplificador das
mudancgas da inducdo magnética externa que influenciariam elementos neuronais restritos
as regides proximas as particulas presentes. Estes granulos elétron densos de 10-20 nm de
diametro, sugeridos como de magnetita SPM, foram encontrados ao longo de um lado e na
base de pelos formando anéis em torno dos dendritos, presentes em um grande nimero em
abelhas. No entanto, para a confirmagao de que o material encontrado ¢ mesmo magnetita,
seria necessario verificar a presenga de ferro e oxigénio através da analise por
espectroscopia de raios-x dispersiva em energia (EDS) ou espectroscopia por perda de
energia de elétrons (EELS) e o célculo dos espacamentos interplanares, obtidos através de
um padrao de difragdo. Além das particulas pequenas, estruturas cristalinas hexagonais com
300 nm de comprimento foram observadas, espalhadas através dos tecidos cuticulares e
camadas abaixo. Foi sugerida a presenca de uma membrana circundando estas particulas
maiores, mas a imagem mostrada (Figura I1.4.1) sugere um efeito de imagem “super
focada” (overfocused). A presenga de contaminantes, especialmente na regido proxima a
superficie, pode ser considerada.

A busca por um sistema magnetoreceptor foi estendida a outros insetos. Partes do e
todo o corpo de duas espécies de cupins (Nasutitermes exitiosus ¢ Amitermes meridionalis)
foram medidos. Medidas magnéticas indicaram a presenca de concentragcdes muito

pequenas de material magnético, com maior quantidade encontrada no térax e abdomen
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quando comparada a cabeca. Antes das medidas, os cupins foram alimentados com celulose
pura, por pelo menos trés dias, para eliminar material magnético ingerido de seus intestinos.
Os cupins também foram lavados em agua duplamente destilada, para eliminar material
magnético aderido do solo. Os extratos magnéticos de ambas espécies foram utilizados para
analises por microscopia eletronica (Maher 1998). O cupim Neocapritermes opacus
também foi submetido a uma dieta de celulose e observou-se um decréscimo na quantidade

de material através dos dias (Oliveira et al. 2008).

Figura 11.4.1: Particula encontrada na camada dorsal, ventral ou frontal da abelha
Apis mellifera. A autora menciona a visualizacdo da membrana ja na figura (a). A mesma
figura, com outra magnificacdo, estd mostrada em (b) e a seta indica a regido onde a

possivel membrana ¢ visualizada. Barra de escala: 0,1 um.

Os cupins ndo puderam resistir mais de quatro dias fora de seu ambiente natural sob esta
condicdo de dieta e ndo foi possivel concluir se o material ingerido foi completamente
excluido. A melhor possibilidade de se ver livre da contaminag@o do trato digestivo seria,
neste caso, a remocgao do sistema digestivo deste inseto e a comparacao destas medidas com
insetos com sistema digestivo intacto. Mesmo o processo de limpeza também nao garante a
remocao completa das particulas do solo.

Maher (1998) utilizou microscopia eletronica de transmissao (MET) para identificar
o tamanho e forma das particulas extraidas magneticamente, sugeridas como magnetita.
Aglomerados de material elétron-denso ultrafino foram encontrados nestes extratos e
particulas com diametros de 10 nm, em média, com morfologias ctibicas e hexagonais com

distribuicdo estreita de tamanhos dos cristais. Baseada nestas caracteristicas e na
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distribuicao larga de particulas do solo, concluiu sobre a biogenicidade das particulas
extraidas do cupim, embora tenha analisado as particulas do solo Rendzina, UK e ndo do
local de coleta dos cupins. Nenhuma anélise espectroscopica, para identificar os elementos
Fe e O, ou difragdo de elétrons de area selecionada, para identificar a fase cristalina, foram
feitos.

Slowik e Thorvilson (1996) aplicaram o método de contrastacdo do azul da Prussia
para identificar regides de concentracao de Fe(Ill) nos abdomens de operarias pequenas,
médias e grandes, rainhas e alados da espécie de formiga Solenopsis invicta. Particulas
contendo ferro ndo foram consistentemente encontradas em cabecas, térax, rainhas e
alados. A consisténcia e quantidade de ferro encontrados em cada casta foram associadas as
atividades desenvolvidas por cada grupo. As operarias grandes, que possuem a maior
quantidade de ferro encontrado, desenvolvem tarefas do lado de fora e longe do ninho.
Portanto, um sistema magnético sensor poderia ser utilizado para sua orientacdo. Nao foi
verificada a distribuicdo destes graos de ferro na regido subcuticular do abdomen nem
discutida a possibilidade do material encontrado ser resultado de metabolismo.

Acosta-Avalos et. al (1999) extrairam particulas magnéticas das partes do corpo
(cabega, térax e abdomen) da formiga Pachycondyla marginata usando métodos de
precipitagdo magnética. O procedimento de isolamento consistiu na macera¢ao em presenga
de hipoclorito de sédio (NaOCl) 5%, para remover a matéria organica, ¢ passos de
centrifugacdo, sonicacdo e concentragdo magnética com um imd Sm-Co. Particulas
contendo ferro foram identificadas através de imagens elétron espectroscopicas e padroes
de difragdo de elétrons foram obtidos. Uma distribui¢do de tamanhos bimodal na cabeca e
torax foi sugerida pelos autores. Foi encontrada maior quantidade de material no abdémen
do que em outras partes, provavelmente devido a acumulagdo de minerais ingeridos no trato
digestivo, enquanto as nanoparticulas extraidas da cabega podem ser derivadas de processos
de biomineralizagao e/ou contaminagao cuticular (Acosta-Avalos ef al. 1999).

Analises espectroscopicas mostraram que alguns cristais eram compostos de Fe e O.
Os padroes de difracdo foram obtidos de alguns destes cristais agregados, no entanto, a
identificacdo de uma tUnica fase cristalina ndo foi possivel. Foi considerada a presenca de
mistura de oxidos, magnetita/maghemita, além de hematita (0,366) ou goetita (0,259;

0,253; 0,249; 0,245; 0,230). Como sugerido para maguemita, a presenca de hematita e
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goetita pode também ter origem pela agdo do oxidante NaOCl na magnetita (Towe 1985),
dependendo do tempo de reagdo. Nao se pode descartar a possibilidade de contaminacao
por particulas magnéticas do solo. Nao ¢ possivel determinar se as particulas sdo
biomineralizadas e se elas estdo envolvidas na magnetorecep¢do, também devido as
restricdes do método de extragdo. No entanto, este método pode ser utilizado como uma
primeira aproximacao na detecg@o de particulas magnéticas em um organismo.

Outras hipdteses para possiveis 0rgdos magnetoreceptores em insetos vém surgindo
através dos anos. Slowik e Thorvilson (1996) sugerem que as particulas encontradas em
cabecas de formigas podem estar envolvidas na magnetorecep¢ao de maneira similar ao do
modelo proposto para abdomen de abelhas (Gould ez al. 1978). Medidas magnéticas nas
partes individuais (cabeca, antena, abdomen e torax) da formiga Pachycondyla marginata
mostrou que a antena apresenta o sinal magnético mais intenso (Wajnberg ef al. 2004).
Além disso, experimentos comportamentais feitos com a formiga Myrmica ruginodis
mostraram que a antena responde a campos magnéticos com o pedicelo sendo a parte da
antena mais influenciada (Vowles 1954). Baseado nestes resultados, neste trabalho,
microscopia Optica (MO) e microscopia eletronica de transmissao (MET) e varredura
(MEV) foram usados, pela primeira vez, para identificar um possivel magnetosensor na
antena, um orgdo sensorial promissor para magnetorecep¢ao. Ressonancia ferromagnética
foi utilizada para identificar diferengas individuais e/ou entre as partes do corpo da formiga
e variacdo térmica foi feita para verificar as propriedades magnéticas do material e

compara-los, quando possivel, com os resultados obtidos anteriormente.
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Capitulo 111

Material e métodos

Formigas operarias P. marginata foram coletadas na mata de Santa Genebra,
Campinas, Sao Paulo (22 © 49' S, 47 © 06' W). As coletas foram realizadas em diferentes

datas e analisadas por técnicas distintas, conforme mostrado na tabela III.1.

Coleta RFM Extragdo Azul da|Azul de | MEV Cortes
magnética | Prassia Turnbull ultrafinos
para MET
Abril/06 X X X X
Set/06 X X X X X
Maio/07 X X
Fev/08 X X X

Tabela II1.1 : todos os tipos de medidas realizadas em amostras de coletas distintas.
RFM - ressonancia ferromagnética, MEV — microscopia eletronica de varredura, MET —

microscopia eletronica de transmissao.

As formigas foram identificadas através de suas caracteristicas morfologicas e
habitos alimentares. Este inseto alimenta-se exclusivamente da espécie de cupim
Neocapritermes opacus, ¢ as operarias que foram coletadas para este trabalho estavam
atacando ninhos ou transportando estes insetos para seus proprios ninhos, exceto na coleta
de Abril06 onde operarias que limpavam o ninho também foram coletadas.

Os métodos e técnicas utilizadas para cada uma das coletas sdo descritos abaixo:

1. Medidas de Ressonancia ferromagnética (RFM)

Os espectros foram obtidos com o espectrometro banda-X, modelo ESP 300E
(Bruker). Para medidas de variagdo térmica utilizou-se um criostato de fluxo de hélio

liquido ESR 900 (Oxford) com um controlador de temperatura ICT4 (Oxford). As
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temperaturas foram medidas com um termopar AuFe versus Cromel localizado abaixo da
amostra.

A cavidade e os tubos de quartzo sdo medidos a fim de identificar possivel
contaminagdo. O sinal de fundo, ou o sinal caracteristico da cavidade ¢ subtraido do sinal
das amostras.

Os parametros H;, AH,, (1.3) foram obtidos usando o programa Origin®. A segunda
integral da derivada da absorcdo (drea da absor¢do), S, foi calculada utilizando-se o
programa WINEPR. Este programa considera o primeiro ponto do espectro com
intensidade nula. O espectro das antenas, dependendo da quantidade medida apresenta uma
componente que se estende a campo zero, resultando em valores negativos da integral.
Portanto, para fins de comparagdo somente os espectros de antena sem contribuicao
negativa para a intergral do winepr foram utilizadas. Para estas medidas, formigas que
atacavam um ninho do cupim Neocapritermes opacus, provavelmente forrageadeiras (60
individuos), foram coletadas, transportadas vivas, em caixas contendo solo da vizinhanga e
do proprio ninho. Esta coleta foi realizada em setembro de 2006 (Set06). As formigas

foram mantidas em uma caixa contendo solo até o o momento das medidas.
1-i) medidas do solo

Dois grupos de amostras de solo obtidos da caixa ( ~ 15 cm x 20 cm ) onde as
formigas estavam vivendo, dentro do laboratdrio de biofisica do CBPF foram medidos em
dias distintos. O primeiro grupo (G1) consistiu de uma amostra de 1g de solo retirado da
caixa, que foi medido e, sucessivamente dividido em 4 amostras de 0,5g, 0,250g, 0,125¢g ¢
0,100 g e, 0,01 g de extrato magnético foi obtido da amostra de 0,100 g utilizando-se um
ima Sm-Co. O segundo grupo (G2) consistiu de outras cinco amostras de 0,0016 g retiradas
de distintas regides da caixa. Medidas a temperatura ambiente foram feitas com os dois
grupos de amostras ¢ as de variacdo térmica, de 5 a 300K, foram feitas em duas amostras de
solo, do segundo grupo, utilizando os seguintes parametros: poténcia de microondas (pmw)

de 4 mW e amplitude de modulacdo (Am) de 2,02 G.

1-ii) Diferencas individuais
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Duas medidas a temperatura ambiente de cada uma das 47 formigas que foram
encontradas mortas em seu “novo” ninho e das quatro formigas vivas (i.e, mortas minutos
antes das medidas) foram realizadas para avaliar as diferencas na intensidade e parametros
dos espectros de cada individuo, totalizando 102 medidas. H;, AHy, € S foram utilizados
como parametros de comparagdo. As formigas foram orientadas com o eixo longo do corpo

perpendicular ao campo magnético (Figura I11.1.1).

i

Figura III.1.1: Orienta¢do do inseto com o eixo longo do corpo (y) perpendicular ao

campo magnético (H, paralelo ao eixo z).

Os espectros foram obtidos com pmw de 4 e 10 mW, 1 e 3 varreduras (s) e Am de
2,01 G. Algumas amostras foram remedidas em um intervalo de dois dias para verificar a
estabilidade da intensidade do sinal.

1-iii) Remocao de contaminantes da cuticula das formigas

As formigas coletadas foram divididas em dois grupos, vivas e mortas. Cada grupo
foi dividido em quatro: lavados com agua, com etanol 70%, com e sem sonicagdo (total: 8
grupos). O pardmetro S foi utilizado para avaliar a eficiéncia da limpeza dos 4

procedimentos.

1-iv) Medidas das partes
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Apo6s 1-i1) e 1-ii1) todas as formigas foram separadas em cabeca, antenas, térax,
abdomen e pernas e submetidas a nova sonicacdo em etanol 70%. Estas partes, foram
mantidas agrupadas de acordo com o método de lavagem anterior ¢ medidas, desde uma
unidade até o numero maximo possivel na altura da cavidade. Mediu-se o total de 52
abdomens, 48 cabegas, 55 torax e 312 pernas, com pmw de 4mW e com 1 varredura. 92
antenas foram medidas com 4, 10 ou 20 mW e com 1 ou 4 varreduras. Estas antenas foram
divididas em escapos (88) e flagelos (92) que foram medidos separadamente, utilizando-se
os mesmos parametros das antenas. A diferenca na quantidade de partes deve-se a perda de
amostras durante o processo de corte.

Foram realizadas medidas de variacdo térmica, de 5 a 300K, de escapos, flagelos,

pernas e seus respectivos extratos.

2. Extracdo magnetica

Extracdo magnética foi realizada em amostras coletadas em setembro de 2006 (Set06) e
maio de 2007 (Maio07). Existem algumas diferencas no processo de preparagdao dos dois
grupos de amostras que foram otimizadas para o segundo grupo. As amostras Set06 foram
coletadas e medidas conforme descrito em “medidas de ressonancia ferromagnética”, neste
capitulo. Apos as medidas de RFM, partes do corpo da formiga P. marginata foram
utilizadas para extracdo magnética. A extragdo foi feita segundo o protocolo descrito em
Acosta-Avalos et al. (1999): cada parte das formigas foi macerada, separadamente na
presenca de NaOCl 5% com separagdo visual da cuticula quando possivel. Quantidades
aproximadamente iguais de cada parte isolada foram postas em tubos de eppendorf até a
metade destes (~1.5mL). A outra metade foi preenchida com NaOCl 5% e a mistura foi
deixada na geladeira por uma noite. Apos este periodo, as amostras foram centrifugadas a
15700g por 8 minutos para precipitar o material insolivel. O sobrenadante, constituido de
matéria organica dissolvida, foi descartado e adicionou-se mais 0,75 mL de NaOCI.
Posteriormente, o precipitado foi ressuspendido com ultra- som por 15 minutos, seguido da
colocagdo de um ima samario-cobalto (Sm-Co) na parede do eppendorf por 10 minutos,
onde o material magnético fica, entdo, concentrado. O precipitado vermelho/laranja

resultante ¢ parcialmente removido com o sobrenadante e concentragdes magnéticas
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sucessivas sdo feitas para reduzir o precipitado a um minimo de material. O material
isolado pode conter quantidade consideravel de gordura, visivel como uma massa branca,
portanto, todo o procedimento foi repetido, utilizando-se cloroférmio ao invés de NaOCl,
até que esta massa ndo fosse mais observada a olho nu. O material insolivel foi lavado em
agua destilada e precipitado por centrifugacdo e mantido a 4°C. Os mesmos procedimentos
de centrifugagdo, sonicacdo, e concentracdo magnética foram aplicados a duas amostras de
solo. A concentragdo magnética do solo resultou em um material negro concentrado na
parede do eppendorf. Somente o solo, livre de parte do material magnético, foi analisada no
MET.

Para as amostras Maio07, 50 formigas livres de solo foram coletadas e imersas em
etanol 70%. Estas amostras foram divididas em cabeca, torax, abdomen, antena e pernas e
sonicadas, 4 vezes, em intervalos de 15 minutos. O procedimento de extragdo descrito para
a coleta Set06 foi realizado utilizando-se somente hipoclorito de sddio e dgua destilada e, o
processo, repetido trés vezes cada.

Imediatamente antes das medidas as solugbes foram sonicadas e concentradas
magneticamente. Nas amostras obtidas de partes de inseto, uma pipeta foi colocada na
posicdo do ima, na lateral do eppendorf, para retirar o material acumulado naquela regido.
Uma gota de cada uma destas amostras foi depositada em grades de cobre, mesh 300,
recobertas com filme de carbono (hidrofobicas). Para torna-las hidrofilicas, elas foram
expostas a um plasma de Argdnio em um metalizador por 30 s. O precipitado da antena nao
foi observado a olho nu, portanto utilizou-se uma ponta magnética para misturar a solugao
e, a gota aderida a esta ponta foi posta na grade. Os cristais de NaCl que porventura
estivessem presentes foram eliminados pela imersao desta mesma grade em uma seqiiéncia
de gotas d’agua.

As imagens de campo claro e os padroes de difracdo de elétrons de area selecionada
foram obtidos a 100 kV com um microscopio eletronico de transmissdo (MET) Jeol JEM

100 CX (Universidade Técnica de Munique).

3. Preparacgdo de amostras para microscopia eletrénica de varredura (MEV)
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2 cabecas de operarias com antenas (Set06) e 1 cabeca com antena e 1 antena
(Fev08) de formigas Pachycondyla marginata em etanol 70% foram secas a temperatura
ambiente e recobertas por ouro em um metalizador. As amostras Set06 foram medidas em
um MEV JSM-5800 LV equipado com um sistema EDS Noran para espectroscopia de
raios-X por energia dispersiva (Instituto Militar de Engenharia, IME), enquanto as amostras

Fev08 em um MEV JSM-5900 (Technische Universitact Muenchen).

4. Preparacdo de amostras para microscopias Optica e eletrénica de

transmissao (MET)

Os procedimentos utilizados para cada uma das coletas foram sendo aperfeigoados
até que se chegasse a melhor condigdo possivel para observacdo destas amostras. As
formigas possuem um exoesqueleto extremamente duro que dificulta a penetragdo dos
reagentes normalmente utilizados em MET. Por esta mesma razio, optou-se pelo protocolo
de MET para as amostras a serem observadas em microscopia Optica ao invés da técnica de
inclusdo em parafina (Haddad et al. 1998). Preparagoes distintas foram utilizadas para
amostras coletadas em abril/06 (Abril06), setembro/06 (Set06), maio/07 (Maio07) e

fevereiro/08 (Fev/08) e as mesmas serdo descritas a seguir:

- Coleta de formigas e fixacéo

Abril06: formigas que estavam limpando o ninho foram imediatamente imersas e
permaneceram 70 horas em uma solucdo fixadora glutaraldeido (GA) 2,5% +
paraformaldeido 4% em tampao cacodilato de s6dio (CACO) 0,1 M. As cabegas com
antenas das amostras imersas na solu¢do fixadora foram separadas do corpo e cortadas
longitudinalmente. Logo ap6s foram lavadas 3x em intervalos de 15min em tampao CaCO

0,1 M, e mantidas nesta solu¢ao por uma semana (CBPF).
Set06: cinco formigas forrageadoras vivas foram postas no congelador e, quando

nenhum movimento foi observado as mesmas foram retiradas, as cabecas foram separadas

do corpo e, divididas longitudinalmente em 'z cabeca + escapo e flagelo. Estas partes foram
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lavadas em etanol 70% postas no ultrasom por 5 minutos para eliminar particulas de solo
que poderiam estar presentes na superficie da cuticula. As amostras foram secas a
temperatura ambiente por 3 horas e foram posteriormente fixadas em solugdo de
Karnovsky, (paraformaldeido 4%, glutaraldeido 2% em tampao CaCO 0,1 M), por 48
horas. Foram lavadas trés vezes em tampao CaCO 0,1, tendo as lavagens intervalos de 24,

12 e 30 horas, respectivamente.

Maio0O7: Amostras que foram imersas em glutaraldeido 2,5% em tampao CaCO 0,1
M desde maio07 foram divididas, em dezembro deste mesmo ano, em trés partes: cabega +
"2 do escapo, a outra '2 do escapo + pedicelo + 3° ou 4° segmentos e o resto do flagelo que
foram mantidos a 4° C, por 12h em tampao cacodilato de sdédio. Apds estes periodo, cinco
lavagens de 10 minutos em tampao CaCO 0,1M foram feitas. O protocolo utilizado para
estas amostras ¢ o descrito para o nematoide C. elegans (Hall 1995), sem incluir o passo

intermedidrio, ap6s a desidratagdo, com 6xido de propileno.

Fev08: formigas foram coletadas e trazidas vivas para o laboratério em um pote de
plastico sem terra. As formigas foram lavadas em etanol 70% e foram sonicadas por 5 ou
10 min. Apos a lavagem a cabeca foi separada do resto do corpo e dividada em duas partes.
Y% cabega + parte do escapo, parte do escapo+pedicelo+3° segmento e o resto do flagelo,
foram imersos, logo apds os cortes, em solucao paraformaldeido 4% + glutaraldeido 2,5%
em tampao CaCO 0,1M. Seguiu-se o protocolo de preparagdo para nematdides C. elegans,
descrito em (Hall 1995).

- Pos-fixagdo em tetroxido de 6smio (OsO4 ) 1% em tampdo CaCO 0,1 M e

lavagens em tampéo CaCO 0,1 M

Abril06, Set06: O tempo de pds-fixacdo das amostras foi de 40 minutos seguidos de
trés lavagens em intervalos de 15 minutos.
Maio07, Fev08: o tempo de pds-fixagdo foi o mesmo utilizado para as amostras

preparadas anteriormente, seguida de trés lavagens em intervalos de 20 minutos.
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- Desidratacao e inclusdo em resina

Abril06: a desidratacdo das amostras foi feita com concentragdes crescentes (v/v) de
etanol em séries de 15 min, a partir de 35% (v/v). Apds as duas ultimas séries de 15
minutos a uma concetracao de etanol de 100% (v/v), utilizou-se resina spurr para inclusao.
O etanol nao ¢ imediatamete substituido pela resina, mas em propor¢des crescentes do spurr
em relacdo ao etanol. As proporgdes utilizadas de etanol: spurr foram de 3:1, 2:1, 1:1 e
100% de resina spurr em intervalos de 24h. Logo ap0s, a resina foi colocada em uma forma
de silicone, € as amostras orientadas e mantidas em estufa a 70°C por 48h (UFRJ). Algumas
amostras emblocadas foram submetidas a trimagem, utilizando-se uma lupa com uma base
e uma lamina de barbear. Cortes semi-finos (0,5 um) foram feitos no microtomo RM 2165
da Leica e cortes ultra-finos (90 nm) para microscopia eletronica de transmissdao no
ultramicrétomo Ultracut UCT da Leica, com faca de diamante. A trimagem, os cortes € as
medidas em MET (Phillips CM 100) foram feitas no centro de microscopia eletronica na
UNESP/Botucatu.

O mesmo procedimento foi aplicado a um grupo de amostras, com data de coleta
desconhecida, para familiarizagdo dos métodos de processamento para MET. Estas
amostras ndo foram pos-fixadas em tetroxido de 6smio e '% cabegas + antenas ou somente
antenas foram emblocadas em resina epoxy, comumente chamada de EPON. Cortes semi-

finos destas amostras foram obtidos para observagao em microscopia optica.

Set06: O procedimento de desidratacdo e inclusdo ¢ o mesmo utilizado para as
amostras Abril06, sendo distintos os intervalos de infiltracdo da resina. Os intervalos
etanol:SPURR para esta amostra foram: 2:1 (24h), 1:1 (48h), 1:2 (24h) e 100% spurr por
18h.

Maio(7: Para evitar que as antenas fossem emblocadas coladas na parede da resina
spurr, ou mesmo, para uma melhor orientagdo das mesmas, cubos de agarose de baixo
ponto de fusdo, solugdo 2,5%, foram preparados e as amostras foram inseridas no mesmo.
Este método também evita que amostras sejam pipetadas nos passos posteriores. Apds a

obtencdo dos blocos de agarose contendo as amostras, seguiu-se o procedimento de
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desidratacao e inclusdo das amostras de Abril06, sendo o Ultimo passo da desidratagdo, em

etanol 100%, feito trés vezes.

Fev08: as amostras foram inseridas em cubos de agarose desidratadas como
descritas em MaioO7. No estagio de pds-desidratacao substituiu-se o solvente de transigao,
oxido de propileno, por acetona, acetonitril ou acetonitril+vacuo (dessecador). O acetonitril
possui as mesmas propriedades do oxido de propileno com a vantagem de ndo ser

extremamente toxico.

Apos a desidratacdo em etanol em séries de 30, 50, 70, 90 e 100% (duas vezes), em
intervalos de 15 minutos, as amostras foram separadas em grupos e colocadas em acetona
ou acetonitril 100% (trés vezes) em séries de 10 minutos. Se seguiu a infiltragdo com
acetona/acetonitril: kit de baixa viscosidade da AGAR (substituto do SPURR): 2:1 (24
horas), 1:1 (24 horas), 1:2 (72horas) e 100% de resina por 24h. As amostras foram entdo
colocadas em uma forma de silicone e postas na estufa a 60° C por 48 horas.

Para se evitar a perda de tecidos, que poderiam ser observaveis, utilizou-se grades
com uma unica fenda, que permite a observacao de cortes em série.

Apos a trimagem, as amostras foram posicionadas no ultra micrétomo (Ultracut
UCT da Leica / UNESP-Botucatu ou Reichert Jung/TUM-Munique) para a realizagdo de
cortes ultra-finos. Para que isso fosse possivel a amostra ¢ a faca deveriam estar
corretamente alinhadas uma em relagdo a outra. Primeiramente, a faca e a base inferior da
face da amostra que sera cortada sdo posicionadas paralelamente. Quando se movimenta a
amostra € a mesma se encontra proxima a faca é possivel observar uma linha (sombra) que
se movimenta no sentido contrario ao da amostra. Quando a amostra esta corretamente
orientada, toda a sombra se move sem que a largura da mesma se altere, o que garante
cortes completos e uniformes sem o risco de danificar a faca e/ou a amostra.

Cortes ultrafinos seriais (100-200 nm) foram obtidos das seguintes amostras, nas
seguintes orientagdes:

e Set/06: )2 cabega + escapo + pedicelo + 3° segmento (1) orientada

transversalmente a antena.

46



e Maio/07: Y5 escapo + pedicelo + 3° segmento (2) orientadas longitudinalmente ao
escapo e obliquo aos segmentos

e Fev/08: /2 escapo + pedicelo + 3° segmento (4), sendo:
- 2 em acetona, orientadas transversalmente aos segmentos
- 1 em acetonitril, orientadas obliquamente aos segmentos

- 1 em acetonitril + vacuo, orientadas transversalmente/obliquamente aos segmentos.

Padrdes de difragdo de elétrons de area selecionada (SAED, em inglés) e imagens
de campo claro do 3° segmento até a cabeca a 100 kV com um MET Jeol 100 CX ou a 120
kV com um Jeol 2000 FX equipado com um sistema EDAX Phoenix para espectroscopia
de raios-x dispersiva em energia (EDS), com resolucao de 128-130 kV foram feitos. A
abertura minima disponivel que permitiu calcular um padrao de difracdo de um unico
cristal ¢ de 20 pm, no Jeol 2000 FX, enquanto a abertura méxima disponivel era de 300
um. Os dois microscopios possuem sistemas distintos de gravagdo de imagens: a revelagao
em filmes fotograficos com resolucdo de 300 linhas/mm ¢ utilizada no Jeol 100 CX,
enquanto uma camera CCD com resolugdo de 1024 X 1024 ou 512 X 512 pixels no Jeol
2000 FX.

5. Otimizacéo do protocolo de preparacao de amostras

A preparacdo de amostras biologicas para microscopia oOtica e eletronica,
especialmente transmissdo, ¢ extremamente importante. Durante todo o periodo em que
amostras foram sendo observadas pequenas mudangas no método de preparacdo foram
sendo implementadas, devido a extrema especificidade da amostra. Tentativas para
conservagao do tecido biologico foram feitas primeiramente para manter a matriz biologica,
que sustentaria as particulas de oOxidos de ferro, intactas, garantindo assim a
reprodutibilidade das medidas magnéticas. Tal método ndo pode assegurar tal efeito, ja que
a quantidade de material magnético encontrada em cada individuo e sua distribuicdo
parece variar, especialmente quando se leva em consideragao fatores como a casta.

Para fixacdo das amostras glutaraldeido 2,5% em tampao cacodilato de s6dio 0,1 M

e solucao fixadora de Karnovsky foram testadas. Uma dificuldade no processo de
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conservacao do tecido estd relacionada a penetracdo destas substidncias nas amostras de
formigas, que possuem cuticula extremamente resistente. Protocolos (Isidoro et al. 1998,
Isidoro et al. 2000) mencionam o uso de KOH para remog¢do do exoesqueleto de insetos.
No entanto, tal método nao foi utilizado devido ao risco de perda de tecidos da regiao
proxima a cuticula. As antenas da formiga estdo cobertas de pelos sensores e as células
sensoriais localizam-se logo abaixo da cuticula, na epiderme. Portanto, optou-se por uma
otimizagdo do método de preparagdo de amostras através da mudanga ou controle no uso
das substancias quimicas e tempo de permanéncia maior ou menor nestas solugdes, entre
outras adaptacdes. Procedimentos para preparagao de amostras biologicas estdo descritos,
por exemplo, em (Haddad et al. 1998, Bozzola & Russel 1999). O fixador visa garantir a
preservagdo dos tecidos, como se 0 organismo estivesse vivo, portanto, as amostras devem
ser imersas tao rapidamente quanto possivel na solucao fixadora. Para as formigas, pedacos
pequenos, com tamanhos em torno de 1 mm?®, como recomendado em (Bozzola & Russel
1999) devem ser utilizados e, para antenas, dois cortes em duas extremidades, quando
possivel, devem ser feitos para facilitar a entrada do fixador. Sabe-se que o
paraformaldeido penetra mais rapidamente nos tecidos do que o glutaraldeido (Haddad et
al. 1998, Bozzola & Russel 1999) e, por esta razao o fixador de Karnovsky foi utilizado. O
tempo de fixagdo das amostras foi prolongado para 72 horas. Os protocolos usuais de MET
para amostras bioldgicas recomendam um tempo de 1 a 12 horas de fixagdo, devido ao
risco de extracdo de material bioldgico que ocorre devido a agdo destas substancias. Os
aldeidos reagem com determinados sitios de biomoléculas, como por exemplo os
grupamentos amino (NH;) que ocorrem nas proteinas, estabilizando as mesmas. A
exposi¢cao exagerada dos tecidos ao glutaraldeido poderia gerar artefatos, embora o tempo
de exposicao necessario para causar tal dano ou mesmo a existéncia do mesmo ainda seja
um assunto controverso (Bozzola & Russel 1999). Nenhuma alteracdo ou perda de tecido
observada em amostras de antenas de formiga Pachycondyla marginata foi causada pelo
tempo de exposi¢ao, curto ou longo, destas amostras nestas substancias.

Outra parte critica do processo de preparagao ¢ a desidratagdo e posterior infiltracao
da resina. Apods a desidratagdo a amostra deve ser incluida em um material que permita a
obtencdo de cortes ultrafinos. Se dgua ou as outras substancias quimicas utilizadas durante

o processo de preparagdo nao forem totalmente removidas buracos no tecido serdo
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observados. A resina a ser utilizada deve ter boa estabilidade quando submetida ao feixe de
elétrons, além de permitir uma contrastagdo adequada. Quanto menor a viscosidade, melhor
a infiltragdo da mesma nos tecidos, especialmente os de dificil penetragcdo, que ¢ o caso
desta formiga. Como exemplos de resina de baixa viscosidade t€m o SPURR e o substituto
deste, o kit Agar de baixa viscosidade.

O protocolo usual para utilizagdo da resina SPURR recomenda a desidratacdo em
etanol a concentragcdes v/v crescentes. Por outro lado, sugere-se que a acetona provoca
menor retracdo dos tecidos, embora seja mais hidrofilica (Haddad et al. 1998). Nas
amostras estudadas, observou-se que o uso da acetona melhorava consideravelmente a
infiltragdo da resina nos tecidos.

Em alguns casos, recomenda-se o uso do 6xido de propileno como agente de
transi¢do, que ndo foi utilizado devido a sua alta volatilidade e toxidade. O uso do
acetonitril (http://www.emsdiasum.com/microscopy/technical/techtips/Acetonitrile.aspx) ¢
recomendado, ja que esta solugdo ¢ menos toxica e tao efetiva quanto o 6xido de propileno.
Um outro protocolo, utilizado para a preparacdo de tecidos do nematdide C. elegans (Hall
1995) sugere o uso de banhos de acetona apds o alcool. Um terceiro método, muito
aplicado a tecidos vegetais, sugere o uso de baixo vacuo para melhorar a penetracdo de
fixadores e resinas. Portanto, quatro distintos métodos foram testados: banhos de acetona e
acetonitril com e sem vacuo com o mesmo intervalo de tempo entre as lavagens e
infiltracdo em resina Agar de baixa viscosidade. A Figura III.5.1 mostra imagens de
microscopia Optica de amostras de antenas de formiga obtidas a partir de distintas
preparagdes. Um corte transversal do flagelo da formiga esta mostrado na Figura II1.5.1a.
Esta antena foi imersa muito tempo depois apds a morte, sem cortes nas extremidades, na
solucdo fixadora de GA 2,5% em tampao CaCO 0,1M, infiltrada em EPON. Podemos
constatar que seu interior estd completamente vazio, estando presente somente a cuticula
(Figura II1.5.1a), mostrando que o processamento ndo foi adequado. A Figura II.5.1b
mostra um outro corte transversal do flagelo de antena e, pode-se constatar que a amostra
encontra-se bem preservada e, pode-se visualizar os nervos antenais e o epitélio. As Figura
II1.5.1c e Figura II1.5.1d mostram um corte transversal do escapo e as estruturas encontram-
se relativamente bem preservadas, embora ainda apresentem regides sem tecido. Os nervos

antenais e os musculos presentes na regido do escapo sao observados.
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Para resolver o problema de orientagdo e fixagdo no centro do bloco das amostras
cubos de agarose envolvendo as amostras foram preparados, conforme descrito em Hall
(1995) apos a pos-fixagdo com tetroxido de 6smio (OsOy). Por Gltimo, uma boa trimagem e
o uso da faca de diamante puderam garantir se¢des ultrafinas entre 100 e 200 nm,

adequadas para observacao em MET.

Figura III.5.1: comparacdo entre amostras preparadas por distintos métodos
observadas no microscopio optico. (a) e (b) correspondem a cortes transversais do 3°
segmento enquanto (c) e (d) do escapo. (a) desidratado em acetona e incluido em EPON.
(b) e (c) desidratados em etanol, seguido de acetona e incluidos em kit Agar de baixa
viscosidade(d) desidratados em etanol, seguido de acetonitril e incluidos em kit Agar de
baixa viscosidade. Em (b) setas pretas apontam para nervos antenais, enquanto em (c) e (d)

setas brancas apontam para regido de musculos. Barra de escala =20 pum.
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6. Reacdo do azul da Prassia /Turbull e microscopia optica

As reagdes do azul da Prussia (AP) para Fe’" e do azul de Turnbull (AT) para Fe**
foram realizadas em seg¢des histologicas seriadas de cabeca e antenas, inspecionadas ap6s10
minutos da aplicagdo do reagente, com o objetivo de verificar a presenca de ferro. Na

2+

+ . . . , .
presenca de HCl, Fe’* e Fe*" reagem com ferrocianeto e ferricianeto de potassio,

respectivamente, dando origem ao ferrocianeto férrico e ferricianeto ferroso,

AP : K4[Fe*"(CN)g] + Fe’"Cl; <> KFe*"Fe*" (CNy)- + 3KCl
(L1)

AT: K3[Fe"(CN)g] + Fe*'Cl, <> KFe*'Fe (CNg)- + 2KCl

As solugdes reagentes devem ser preparadas imediatamente antes do uso, pois, apos
o armazenamento por alguns dias surge um filete azulado dentro desta solugao.

Foram analisadas se¢des de amostras emblocadas para MET com 5 ou 10 um de
espessura (cortes semi-finos) feitos com facas de vidro confeccionadas em um
“knifemaker”. Estas amostras foram cortadas em orientacao transversal ou longitudinal em
relacdo a antena: longitudinal ao flagelo e transversal ao escapo e longitudinal ao escapo e
transversal ao flagelo (Figura I11.6.1).

Quando possivel, a presenca de Fe em cortes consecutivos da mesma amostra ou nas
mesmas regides de outra amostra foram analisados, para descartar a presenga de
contaminantes. Magnetita ¢ o 6xido de ferro mais freqlientemente encontrado em animais e,
estd associado 4 magnetorecep¢do. A magnetita contém (em 1.2) ions Fe*" e Fe’’, no
entanto, como ferro férrico esta presente em proteinas de estocagem de ferro, consideramos
a reagdo ferrosa (AT) como mais apropriada para a detec¢do de magnetita. A reagdo do AP
também foi utilizada. As seguintes amostras, preparadas conforme descrito em 11.4, foram

utilizadas:

Coleta desconhecida, preparada em Abril06: 2 cabeca com antena (3, AT) ou

antenas inteiras (1, AP) emblocadas em EPON.
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Figura II1.6.1: MEV de uma cabe¢a com antena de formiga Pachycondyla
marginata mostrando as diregdes de corte. Setas brancas indicam o sentido dos cortes
transversais para escapo ¢ flagelo e as setas vermelhas dos longitudinais. Cortes obliquos

também sao obtidos dependendo do alinhamento do flagelo em relacdo ao escapo.

Set06: quatro amostras de 2 cabeca + escapo e flagelo emblocadas em SPURR
foram analisadas, duas pela reagdo do azul da Prussia e duas pelo azul de Turnbull. Foram
realizados cortes transversais e longitudinais ao escapo € ambas amostras com cortes

longitudinais aos segmentos do flagelo.

Fev08: o reagente foi aplicado as amostras emblocadas em kit AGAR de baixa
viscosidade por 1 hora e os cortes foram lavados com écido acético 1% para a remogdo do
excesso de ferrocianeto de potassio. Quatro amostras de %2 cabeca + escapo e flagelo foram
analisadas, duas pela reacdo do azul da Prassia ¢ duas pelo azul de Turnbull. Foram
realizados os seguintes cortes:

e infiltragdo em acetona:kit agar de baixa viscosidade:
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escapos: transversal (1) e longitudinal (6); outros segmentos: transversal (3).
e infiltragdo em acetonitril+vacuo:kit agar de baixa viscosidade:

escapos: longitudinal (2); outros segmentos: transversal/obliquo (2).

e infiltragdo em acetonitril:kit agar de baixa viscosidade:

escapos: transversal (1).

7. Revelacéo dos filmes fotograficos — Negativos

A caixa metalica fechada contendo os negativos (méaximo: 48) foi retirada do MET
(Jeol 100-CX) e levada para uma sala escura onde os mesmos foram revelados através da
passagem de cada um dos filmes por imersdao em solucdo reveladora (4 minutos), no banho
de parada (stop bad), que consiste de 4gua misturada com algumas gotas de acido acético
1%, por alguns segundos para remover a primeira solugdo e, posteriormente, em fixador,
por 10 minutos. Para a remocao de qualquer residuo quimico os negativos foram deixados
em em agua por 30 minutos e imersos no banho anti-estdtico, para evitar posterior

acumulacdo de poeira. Os negativos permaneceram na estufa, a 40° C, por 3 horas.

8. Calibragdo da constante de camera (CC) e obtencdo dos espacamentos

interplanares dos padrdes de difracédo de elétrons

A constante de camera (CC) ¢ definida como AL, onde L é o comprimento da
camera, usualmente expressa em mm, como mostrado na Figura II1.7.1. Quando CC ¢
conhecida, os espacamentos do cristal podem ser calculados, a partir da medida de R, onde
R ¢ a distancia do ponto ou anel do padrao medido a partir do centro. Da Figura II1.7.1
verifica-se que R/L = tan20, para 0 pequenos, tan20 ~ sen20 ~ 26 , entdo R = 216, ¢, da lei
de Bragg para 0 pequeno, 26 = nA/d e entdo, d = nAL/R = CC/R.

Distintos valores do comprimento de cadmera sdo possiveis e os valores que
permitirdo a observagdao completa do padrao de difracao dependem do cristal. O método de
calibracdo usual ¢ aquele descrito em (http://em-outreach.ucsd.edu/web-course/toc.html ) e

consiste no uso de uma substancia difratante cuja estrutura ¢ conhecida.
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Figura II1.8.1: O microscopio eletrdnico como uma simples camera de difragdo de

elétrons.

O o6xido de ferro magnetita foi utilizado como elemento de calibracdo, e o valor de
L, obtido foi 76 mm para o microscopio Jeol 100-CX e 330 mm para o Jeol 2000-FX. Para
se obter CC, os espacamentos interplanares de magnetita policristalina e de um cristal de
grafite utilizados foram consultados em uma base de dados de difragdo de raios-X e os
diametros e, portanto, os raios foram obtidos a partir dos padrdes de difragdo obtidos para
os dois materiais . A média dos dois valores foi utilizada como padrdo. Para o microscopio
Jeol 100-CX, CC = 27,80 mm. (negativo) e para o Jeol 2000-FX, CC = 74,43 mm. Para
imagens digitais (camera CCD) CC foi sempre alterada, dependendo do monitor utilizado
para o calculo do espagamento, utilizando o padrao de difracdo da magnetita policristalina e
o programa ImageJ. Os espagamentos interplanares d sdo conhecidos e o didmetro do anel
de maxima intensidade (d = 2,532 A, I = 100) foi medido, e seu raio calculado de forma
que uma “nova” CC foi obtida. No programa ImageJ este mesmo r foi colocado como um

fator de escala para todas as outras amostras medidas sob as mesmas condigdes.
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Capitulo IV

Resultados e discussao

1. Ressonancia ferromagnética

Os espectros de RFM de materiais magnéticos, sdo sensiveis ao tamanho das
particulas, a distancia entre elas, a fase cristalina, composi¢do e anisotropia magnética. O
campo de ressonancia (Hr), a largura de linha (AH,,), o fator g.r. € a razdo de assimetria
(Aw) dos espectros de formigas inteiras e material extraido magneticamente das partes do
corpo foram comparados aos do solo do ninho onde estes insetos vivem. Embora alguns
dos espectros sejam claramente compostos por mais de uma linha, ndo foram realizados

ajustes visando a separacao das componentes.

1-i) medidas do solo

A amostra de solo do primeiro grupo (G1, 1g), que foi posteriormente dividida em 5
amostras G1 (0,5g, 0,250g, 0,125g e 0,100 g e 0,01 g de extrato magnético), coletada da
caixa na qual as formigas estavam, foram medidas. A Figura IV.1.1a mostra espectros das
amostras de solo do grupo G1 medidas & temperatura ambiente. Os espectros de RFM
apresentam uma linha larga, (AHpp >1000 Oe) na regido de g =2 (CA). Observa-se que a
intensidade e AHp, do espectro da amostra de 0,250g ¢ maior do que as das outras amostras
(curva verde na Figura IV.1.1). Hr mantém-se aproximadamente constante independente da
massa, com gefe = 2,17+0,02 (m = 1g), gere = 2,15+0,01 (m = 0,250 g e 0,500 g) € Zefe =
2,13+0,01 (m=0,1g e 0,125¢g ). O valor de ges. do extrato magnético ¢ 2,12+0,01. O solo da
mata de Santa Genebra ¢ constituido basicamente de argila, silte, areia fina e areia grossa
(Aguiar & Espindola 1995). Na composi¢do quimica deste solo encontram-se quartzo,
Si0,, compostos de alumosilicatos, ferro, 6xidos de titdnio, de ferro e de ferro-titanio.

Nas camadas mais superficiais, onde matéria organica também ¢ encontrada,
potassio (K), fosforo (P), manganés (Mg) e calcio (Ca) também estdo presentes a uma
profundidade de até 100 cm (Aguiar & Espindola 1995). Entre este componentes, materiais

que possuem magnetizagdo remanente, tais como magnetita e maghemita, podem dar

55



origem a sinais largos de RFM (AH, = 1190-1220 Oe) a temperatura ambiente devido as
fortes interagdes dipolo-dipolo ou acoplamento magnético. No entanto, estes sinais nao

podem ser relacionados a uma fase magnética especifica (Fischer et al. 2007).

—1 g
—0,500¢

0,250 g
—0,125¢
—0,100¢g

ext. magn. 0,01 g

0 2000 4000 6000 ; 2000 4000 6000
H (Oe) Hr (Oe)

Figura IV.1.1: Espectros de RFM (a) de solo: comparagdo de diferentes amostras de
lg posteriormente dividida em amostras de 0,500g, 0,250g, 0,125g e 0,100g e extrato
magnético 0,01 g (linha tracejada) (pmw 2mW). (b) 5 amostras de solo, m = 0,0016g (pmw
4mW). Espectros foram corrigidos para mesma condi¢do de ganho e poténcia. Escala

vertical de (b) 2,5 vezes maior que em (a).

Como a intensidade da absor¢@o € proporcional a susceptibilidade, em geral, o sinal
de RFM de uma mistura de 6xidos de ferro, contendo por exemplo goetita, hematita e
magnetita ¢ dominado pela magnetita ou maghemita. Os valores de g observados na faixa
de 2,12 a 2,17 sugerem a presenga de magnetita para a qual g = 2,12 (Bickford 1950). O
mesmo resultado foi encontrado para solos tropicais formados por magnetita dispersa na
matriz do solo, que consiste basicamente de quartzo (SiO,) e montmorillonita (composigao:
silicato de aluminio, magnésio e calcio hidratado; formula:
(Na,Ca)o3(Al,Mg),S140,9(OH),.nH,0) (Fischer et al. 2007). A variagdo do valor de g
indica a presenga de misturas de materiais magnéticos, na composi¢ao ou no tamanho das
particulas (Fischer et al. 2007).

Os espectros das amostras do grupo 2 ( 0,0016 g ) sdo mostrados na Figura [V.1.1b.

Quatro espectros apresentam linha larga, similar aquelas da Figura IV.1.1a com valores de
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g entre 2,13+0,01 e 2,16+£0,01 e AHpp na faixa de 1050 a 1200 Oe. Somente uma amostra
possui forma de linha caracterizada pela presenca de duas contribui¢des, indicadas na
Figura IV.1.1b, com gcaiere = 1,86 € gcazere = 2,87 € AHpp aparente de 1300 Oe.

Weiss et al. (2004) propuseram um diagrama no qual se plota a Aw em relagdo a g
somente para valores a temperatura ambiente. Os valores de Aw e g.. obtidos estdo
mostrados na Figura [V.1.2. O extrato magnético de solo (grupol, ext 0,01g) possui Ay, €
gefc Mais proximos dos valores de diversos tipos de magnetita, de acordo com as amostras
analisadas por Weiss et al. (2004) (Figura IV.1.2). Entre estas amostras encontram-se
particulas de magnetita biologicamente induzidas, ou seja, de origem extracelular
produzidas por seis microorganismos (Weiss et al. 2004). Estas particulas sdo pouco
cristalinas, possuem impurezas e se apresentam na forma de grios extremamente finos,
normalmente superparamagnéticos com tamanhos menores do que 30 nm. Dos resultados a
temperatura ambiente pode-se afirmar que a distribui¢do das particulas magnéticas no solo

da mata de Santa Genebra ¢ heterogénea.

1,2- G2 -0,0016g
(b) o oT1
[ J X T2
v m T4
g T5
Gl
| E 0,19
<§ 0,125¢g
< 0,250g
0,59
< ® ext0,01g
v m0125¢g
1,0 : : :
2,12 2,16
gef

Figura 1V.1.2: Diagrama dos parametros obtidos dos espectros de RFM, segundo

Weiss et al. (2004) das amostras de terra medidas a temperatura ambiente.

O desvio dos valores de g e variagdes em AH,, para as outras amostras de solo

podem estar relacionadas a dispersao destes graos de magnetita, encontrados nos extratos,
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em uma matriz rica em outros minerais magnéticos. Espectros das amostras terra 3 (T3) e

terra (T4) de 5K a 300K, sdo mostrados na Figura [V.1.3.

—'/’/\\ CAZ

- E 50K
: 50K
| — 70K
E 100K

/j 120K
i A\ 170K
L_{ o 260 K
g=2,87
CAl
0 2000 4000 6000
H (Oe)

\ 240K
i\

290K
g=2,13
0 2000 4000 6000
H (Oe)

Figura IV.1.3: variagdo térmica dos espectros (a) T3 e (b) T4.
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Os espectros de T3 sdo compostos de duas linhas, uma larga (AHp,~ 1200G) em
torno da regido de g = 2,48 e outra cujo maximo se desloca de 2250 Oe (g= 2,99) a baixas
temperaturas para H ~ 2360 Oe (g=2,87), com um minimo em 2160 Oe na faixa de 70 a
100K (Figura IV.1.3a).

Os espectros de T4 podem ser descritos como uma linha larga (1400 Oe) na regido
de g = 2,25 a baixa temperatura que se desloca para campo alto (g = 2,13) diminuindo a
largura até 1000 Oe a 280K. Em campo baixo um sinal em g = 4,3, relacionado a presenca
do fon Fe’" em sitios de coordenagdo octaédricos distorcidos, cuja intensidade diminui com
a temperatura, ¢ observado nos espectros na faixa de temperatura de 5 a 40K (na Figura
IV.1.3b).

A variagdo térmica dos parametros espectrais de T3 e T4 s@o comparados na figura
Figura IV.1.4. O comportamento qualitativo das duas componentes de Hr da amostra T3,
sdo mostrados na Figura IV.1.4a, juntamente com o Hr da amostra T4. Hr para uma das
componentes de T3 e de T4 mantém-se constantes entre 5 ¢ 60K, decrescendo para valores
menores entre 70K e 140K e aumentando linearmente com a temperatura a partir de 150K
(Figura IV.1.4a). J4 o Hr de campo alto da amostra T3 mantém-se constante em toda a faixa
de temperatura.

Nenhuma subita alteragdo de valores de qualquer um dos parametros, que pudesse
ser sugestivo da transi¢do de Verwey para magnetita foi observado. A varia¢do térmica dos
parametros de T3 e T4 confirmam a presenca de particulas superparamagnéticas com A ~
1. Especialmente para a amostra T4 uma transicdo a 230K ¢ observada para os valores de
Aw, indicando uma mudanga de linha de simétrica para assimétrica. No entanto, nenhuma
alteragdo nesta temperatura para os outros parametros de RFM foram observados. A
auséncia de variagdao do pardmetro S com a temperatura pode ser um indicativo de uma
forte contribuicdo da constante de anisotropia de superficie, como foi observada em
amostras de magnetita de 2,5 nm (Vargas et al. 2008).

Um sistema de particulas de magnetita superparamagnéticas apresentam AHp, € gere
que aumentam com o decréscimo da temperatura (Abe et al. 1976, Muxworthy &
McClelland 2000). Ja sistemas de particulas MD possuem AH,, grande ( > 2000 Oe para

magnetita e 1600 Oe para maghemita), g.r. bem acima do valor de elétron livre (gere >> 2) €
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A > 1 (informagdo suplementar, Weiss et al. 2004). Os dados de variagdo térmica estdo em

concordancia com os resultados ja discutidos a temperatura ambiente.
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Figura IV.1.4: Variacao térmica dos parametros dos espectros de RFM. (a) campo
de ressonancia, Hr (b) largura de linha, AHpp (c) fator de assimetria, Aw, seta aponta para

temperatura de transicao (T =210 K) (d) 2* integral ou area do espectro de absorcao, S.

A variacdo térmica de Hr da amostra T4 ¢ linear em toda a faixa de temperaturas
medida, de 7 a 300K, enquanto da componente CA1 da amostra T3 ¢ linear a partir de 70K
(Figura 1V.1.4a), com A = 30054, B=0,63+0,02 e A= 2078%7, B=0,95%0,05,
repectivamente na eq. 1.3.8 (Morais et al. 2005), com estimativas de K. de (8,4+0,2)*10*
erg/em’ e de (6,6£0,2)*¥10* erg/cm’, respectivamente . Estes valores (Morais et al. 2000)
sdo uma ordem de grandeza maiores do que o da magnetita macica (Kimacica = 1,1-1,3* 10°
erg/cm’). O maior valor de Ker de T4 em relagio a componente CAl de T3 sugere a

presenca de particulas menores na primeira amostra, devido ao aumento da contribui¢do de
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superficie (Bodker et al. 1994) ou a contribuicdo da superficie de particulas

pseudomonodominio (PSD) ou multidominio (MD) (Griscom 1974, Fischer et al. 2007).
Para obtermos os diametros magnéticos médios das particulas, utilizamos a eq.

1.3.9. A Figura IV.1.5 mostra a variagdo de AHp, com o inverso da temperatura para a

componente CA1 da amostra T3 e da amostra T4.

900
800 i

700
600
500

pp

400 —
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300

T4

1200 +

1T (KY

Figura IV.1.5: Variagdo da largura de linha com o inverso da temperatura para a
componente CA1 da amostra T3 e da amostra T4. Linha cheia ajuste da eq. 1.3.9, com KV=
(2,7£0,2)*107* erg e pré-fator = 725433 Oe e KV= (7,6+0,2)*10™"" erg e pré-fator =
1370£7 Oe, para CAl de T3 e T4 respectivamente.

Os dados de T3 se ajustam razoavelmente, enquanto os de T4 se ajustam bem em
toda faixa de temperatura, com pardmetros KV= (2,7+0,2)*10™* erg e pré-fator = 725+33
Oe e KV= (7,640,2)*10"* erg e pré-fator = 1370+7 Oe, respectivamente. Utilizando os
valores de K. obtidos, diametros médios de 9,0+0,2 e 15,1+0,1 nm, foram obtidos para a

componente CA1 de terra 3 e terra 4, respectivamente.
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1-ii) Diferencas individuais

A Figura IV.1.6 mostra alguns espectros de RFM de formigas “mortas”. A forma de
linha dos espectros a temperatura ambiente (TA) de 47 formigas “mortas” e 4 formigas
“vivas” orientadas perpendicularmente ao campo sdo similares, apresentando somente uma
variagdo de intensidade. Os espectros sdo compostos de uma linha larga, (AHpp ~1000 Oe
na regido de g = 2 (campo alto, CA) usualmente associadas a presenca de nanoparticulas

isoladas (Wajnberg et al. 2000).

P. marginata - individuos
-~ PML
— Pm5

— —
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000
H (Oe)

Figura IV.1.6: Espectros a temperatura ambiente de 3 formigas P. marginata

“mortas”.

As distribuigdes dos parametros espectrais obtidas para as pmw de (4mW e 10 mW)
sdo mostradas na Figura [V.1.7. A regra de Sturge , k =1 + 3,322*log N, foi utilizada para
se estimar o numero k de classes dos histogramas, onde N ¢ o nimero de medidas. O
campo de ressonancia médio ¢ de 3283 £16 Oe (média +desvio padrao). As larguras médias
sdo 1027443 Oe (4 mW) e 1038 + 24 Oe (10 mW). As médias das areas sdo (5,4+2)*10’
ua. (4dmW)e (7,9ﬂ:2)"‘108 u.a. (10 mW),
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Figura IV.1.7: Distribui¢do dos pardmetros de RFM: (a) Hr, (b) AH,,, (¢) S para 4
mW e (d) 10 mW.

Os parametros espectrais apresentam uma distribuicao estreita e ndo dependem do
numero de dias entre a coleta e o dia de morte da formiga. As medidas de algumas formigas
“mortas”, foram repetidas um dia apds a primeira medida, com variacdes temporais de
intensidade, de aproximadamente 2%.Uma variagdo angular grosseira (0°, 90°, 180° e 270°)
foi feita em somente uma amostra ¢ a maior variacdo de intensidade encontrada foi de
1,3%.

Os valores de Hr e AHp, das amostras “vivas” estdo dentro do intervalo de
referencia (£ 2x desvio padrdo) da distribuicdo de “mortas”. A quantidade de material
magnético, proporcional ao pardmetro S (10 mW), ¢ maior nas amostras “mortas” do que
nas amostra “vivas” e, isso provavelmente ocorre devido a agregacao de solo a cuticula das

formigas, observada em individuos mortos encontrados no ninho.
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1-iii) Remocao de contaminantes da cuticula das formigas

As 47 formigas “mortas” e 10 formigas

3

‘vivas” (as 4 utilizadas anteriormente e

mais outras 6 retiradas da caixa no dia da medida) foram divididas em 4 grupos. Cada

grupo foi submetido a diferentes tratamentos para retirada de material da cuticula: imersos

em etanol 70% (et), etanol 70% + ultrasom (et-US) , 4gua (H,O) e agua + US (H,O-US).

As médias dos parametros espectrais de cada grupo de formigas “mortas” medidas

individualmente sdo mostradas na Tabela IV.1.1. Os valores de cada grupo de formigas

“vivas” sao mostrados individualmente, o nimero entre parénteses indica a repeticdo do

valor encontrado.

Mortas Vivas
Me¢dias: | Hr (Oe) | DHpp S (u.a.) Hr (Oe) DHpp (Oe) | S (u.a.)
4 mW (Oe)
Et70% | 3275+48 | 998437 | (4+2)* 107 | 3289; 1095;1013; | 1,1*10'(2x);
3303(2x) | 1102 1,4%10’
Et+US | 3290+14 | 1102453 | (3£1)*10’ 3303(2x); | 925;990; | 1,5%10%5%10°;
3330 1095 7,2%10°
H>0 3293411 | 1035469 | (3£1)*10’ 3268:3303 | 860:1218 | 6,5%10%1,6%10’
H,O+US | 3275414 | 105674 | (2,30,6)*107 | 3070;3296 | 1143;1245 | 4,7*10°,
De i) 3283+16 | 1027+43 | (5+2)*10’ 3267415 1035449 | (2+0,6)*107
Médias: | Hr (Oe) | DHpp S Hr (Oe) DHpp (Oe) | S
10 mW (Oe)
Et70% | 328519 | 1033433 | (6+3)*10° 3303 992:999; | 1,6%10%;2,2%10°
1026 2,3*%10°
Et+US | 3296412 | 1042442 | (4+2)*10° 3289:3309; | 917;960; | 1,2*10";7,2*10’
3316 966 1,5%10°
H,0 329749 | 1043440 | (4+1)*10° 3255;3268 |920;1033 | 8,3*107;2,3*10°
H,0+US | 3270+16 | 1076+52 | (3,3£0,9)*10° | 3084;3289 | 1033;1220 | 1,4*10%;7,4*10’
De i) 3284 1038+ | (7,9¢2)*10° | 3262422 | 1064433 | (2,7+0,9)*10°
+16 24

Tabela IV.1.1: valores e média dos parametros Hr, AH,, e S para 4 ¢ 10 mW de

formigas vivas e mortas, respectivamente, imersas em quatro substancias distintas.

64




Com os dados da tabela ¢ possivel verificar que os valores de Hr e AH,, das
amostras mortas e imersas em substincias, ou mesmo amostras vivas estdo dentro do
intervalo de referéncia (+ 2x desvio padrao) da distribuicao de “mortas” originais.

A eficiéncia da limpeza de contaminantes da superficie do corpo dos insetos foi
avaliada através dos valores de S. Uma comparagdo entre os valores de S de amostras
“mortas”, dentro do intervalo de referéncia, antes e depois da lavagem mostra que nao ha
diferenga relevante na quantidade de material magnético presente. Observagdes em
laboratério mostraram que formigas mortas que permanecem em contato com o solo
passam a agregar grande quantidade de terra que ¢ visivel a olho nu. O processo de
lavagem, portanto, ndo ¢ eficiente para amostras nestas condi¢des. A reducao na quantidade
de material magnético das amostras “vivas” pela lavagem, ¢ de até¢ 2 vezes em H,O-US e
de 1 a 5 vezes para amotras lavadas em H,O ou et-US. As formigas vivas agregam menos
contaminantes, que sdo mais facilmente removidos do que nas formigas mortas. A presenca
de maior volume de material precipitado na lavagem de formigas “mortas” foi observada a

olho nu nas solugdes utilizadas.

1-iv) Medidas das partes do corpo

As formigas imersas nas distintas solugdes foram divididas em antenas, cabegas,
torax, pernas ¢ abdomens. Durante o processo de divisdo algumas partes foram perdidas.
Na Tabela IV.1.2 estdo mostradas as médias e o erro padrdo, sempre normalizadas para um
individuo, das areas obtidas a partir das medidas de uma unidade de cada parte até o valor
maximo possivel, que depende do volume desta parte e da regido homogénea de campo
magnético para o RFM. Para as amostras vivas, onde poucas quantidades foram utilizadas,
misturou-se as amostras que foram lavadas com e sem sonicagdo em agua.

S média da soma da area das partes foi comparada com a S média de formigas
inteiras, € obtivemos o mesmo resultado para amostras mortas indicando que nao houve
perda de material magnético durante os procedimentos de corte. J& que as quantidades
individuais podem variar muito, o0 mesmo resultado ndo foi obtido para amostras vivas,

onde somente 4 amostras foram utilizadas.
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(a) area S (*10°)

Et+Us Et+US | Agua+US | Et70% | Et70% | Agua Agua ou
M) V) M) M) %) M) AguatUS
[max] [max] [max] [max] [max] [max] (V) [max]
Cabegas 18+2 1,540,4 | 17+4 20+10 6+3 14+2 [4] | 3+1
[11] (2] [16] [6] (2] (4]
Par de | 03£0,2 | 2+0,2[4] | 0,38+0,08 | 1,8£0,3 | 0,45% [4] | 2,2£0,6 | -
Antenas [4] [34] [8] [6]
Abdémens | 3,1+0,9 | 9+4 4+2 4+2 7.4%* 6+1 5,9+0,2
[11] [2] [16] [6] [1] [4] (2]
3 pares de | 1,8+0,4 1,4* 5+3 6+4 [18] | 5,6* - 2,2%
Pernas [60] [6] [24] (6] (6]
Torax 4+3 2,8% 3+2 7£2 2,9+0,8 4+1 1,3+£0,2
[11] [3] [16] [6] [3] [4] (4]
Soma das | 27+7 1745 27+11 39+18 2344 26+5 12,4+1,4
partes
individuo 30+10 5+3 2346 40420 1342 30+10 5%
(b) fracdo de material magnético(%)
Et+Us (M) | Et+US (V) | Agua+US (M) | Et 70% (M) | Et 70% (V)
Cabecas 66+7 9+2 58+14 52426 27+13
2 Antenas | 1+1 12+1 1,3+0,3 5+1 2%
Abdomens | 11£3 54+24 14+7 10+5 33%*
6 Pernas 7+1 8* 17+10 15+10 25%
Torax 15+11 17* 10+7 18+5 13+4

Tabela IV.1.2: (a) area S obtida pelo programa winepr e, (b) fragdes de material
magnético (M) corresponde ao grupo de amostras mortas, enquanto (V) ao grupo de
amostras vivas. [max] refere-se ao nimero méaximo de partes medidas de uma s6 vez. (*)
amostras para quais somente um valor pode ser obtido, portanto ndo ha desvio padrao

calculado.
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Observa-se que enquanto as cabecas das formigas mortas possuem a maior fracao
de material magnético, para as formigas ‘“vivas” os abdomens apresentam a maior
quantidade. Esta diferenca deve estar relacionada a estatistica, ja que a quantidade de
individuos “vivos” utilizada para esta medida é pequena. Por outro lado, é possivel que as
amostras de formigas “mortas” acumulem mais particulas do solo na cabega.

O resultado de formigas “vivas” estd de acordo com a relagdo de 3:1:2 no
abdomen, térax e cabega, encontrada, através de medidas de MET, para o nimero relativo
de particulas magneticamente extraidas de formigas P. marginata “mortas” (Acosta-Avalos
et al. 1999). Por outro lado, medidas de curvas de histerese mostraram que a maior
contribuigdo é das antena destas formigas (Wajnberg et al. 2004), em contraste com o
presente resultado. A magnetizacdo de saturagdo (Js), que € proporcional a quantidade de
material magnético presente na amostra, foi utilizada na estimativa desta quantidade.
Embora os pardmetros S e Js sejam determinados por técnicas diferentes, podem ser
correlacionados (Oliveira et al. 2005). Como S ¢ proporcional a suscetibilidade magnética,
um parametro anisotropico, a diferenca entre os resultados pode estar associada a diferenca
na orientagdo da amostra, variagdes individuais devido as diferencas de casta e/ou idade
(Abragado et al. 2009). A outra possibilidade pode estar vinculada a contaminagdo, tanto
através da ndo-lavagem, como métodos de conservagdo (Chambarelli et al. 2008) como
observado em outras especies de insetos sociais (Abragado et al. 2009). No entanto o
resultado de formigas “mortas” estdo de acordo com o observado em formigas Solenopsis
mortas (Abragado et al. 2005, Abragado et al. 2008) e abelhas Swarziana quadripunctata
mortas (Lucano et al. 2006) se considerarmos a soma do material na cabega e antena.

Ao final, (47) formigas “mortas” e (12) “vivas” foram misturadas. Os espectros da
amostra com a quantidade maxima de cada parte do corpo foram normalizados para uma
unidade (Figura [V.1.8).

Os valores médios de Hr, g e AH,,, das amostras foram obtidos a partir de medidas,
desde 1 unidade até um maximo de partes possivel. Quando mais de uma unidade foi
medida, estes valores foram normalizados para uma unidade e a média foi obtida. Estes
resultados estdo mostrados na Tabela IV.1.3. Hr (gcr) € AHp, sd@o os mesmos, dentro do

erro padrao, que os encontrados para os extratos de terra e para as amostras de solo.

67



antena
cabeca
térax
abdomen
—— pata

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000
H (Oe)

Figura IV.1.8: Espectros a temperatura ambiente de formigas P. marginata “mortas”

Os espectros de solo, exceto a amostra T3, ndo podem ser distinguidos dos das partes do
corpo da formiga, a temperatura ambiente (veja Figuras II.1.1b, 1I1.1.6 e II1.1.8). Os
valores de g.r. de todas as partes estdo proximos a g=2,12 , associado a magnetita (Bickford
1950).

MORTAS Quantidade Hr (Oe) = dp g+ dp AH,, (Oe) £ dp
max. medida

Cabecgas 16 3287+4 2,120+0,003 1028+46
Antenas* 78 3297+47 2,11+0,03 1022+36
Escapos** 88 3300 2,11 958
Flagelos** 92 3306 2,11 999

Torax 16 3295+25 2,11+0,02 1029+39
Abdbémen 12 3334422 2,09+0,01 1073+61
Pernas 60 329949 2,14+0,04 1028+16
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VIVAS Quantidade Hr (Oe) = dp g+dp AH,, (Oe) £dp
max. medida

Cabegas 12 3293+16 2,12+0,01 1002+28

Antenas* 20 3293+34 2,12+0,02 100638

Escapos* - - - -

Flagelos* - - - _

Torax 10 3307+16 2,11+0,01 976+91

Abdomen 8 3318430 2,10+0,02 1129453

Pernas 24 3308+6 2,108+0,005 1016+12

TERRA (T) Quantidade Hr +erro(Oe) | g+erro AHpp=erro (Oe)

T3 - CB* 0,0016g 2358 +7 2,870 + 0,004 342 +£20

T3 - CA* 0,0016g 3638 £ 7 1,860 + 0,004 1291 £20

Médias T1-T4* 0,0016g 3244+14 (dp) 2,15+0,01 (dp) 1071+10 (dp)

T* 0,1g 3268+19 2,13+0,01 1136+38

T* 0,125g 3268+19 2,13+0,01 1191+38

T* 0,250¢g 3241422 2,15+0,01 1327+44

T* 0,5g 3243420 2,15+0,01 1252440

T* g 3208+25 2,17+0,02 1037£50

Extrato T* 0,01g 3282+7 2,120+0,005 1081+7

Tabela IV.1.3: valores médios de Hr, g e AH,,, para as partes do corpo de formiga P.

marginata e amostras de solo. (*) valores individuais (**) somente uma amostra contendo

88 escapos e 92 flagelos de mistura de formigas “mortas” e “vivas”.

S dos espectros de cabegas, torax e abdomens crescem linearmente com a

quantidade de partes individuais, embora nao tenha sido possivel fazer esta observagao: no

caso das pernas onde ndo houveram medidas relacionadas ao aumento da quantidade de

pernas e, no caso da antena onde a presenga da componente de campo baixo nao permite a

obtenc¢do do valor correto de S a partir do programa winepr.

1-v) variacao térmica
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Espectros de RFM das partes de formigas e seus extratos foram obtidos de 5K a 300
K, congelando sem campo (ZFC). A variagdao térmica de 88 escapos e 92 flagelos, esta

mostrada na Fig. [II.1.9a e b.
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Os espectros sao compostos de uma linha larga na regido de campo alto (CA) , em torno de
g ~ 2 e outra na regido de campo baixo (CB) que tem sido usualmente associadas a
presenca de nanoparticulas isoladas e aglomeradas, respectivamente. A linha estreita em g
= 2 esta associada a radicais livres. Um alteragdo abrupta na intensidade da linha ¢
facilmente observada a 70K. A variacdo térmica dos espectros dos extratos magnéticos
destas antenas sdo mostrados na Fig. III.1.9c. A componente de CB ndo ¢ observada, mas

entre 5 e 230K o sinal em g = 4,3 associado ao ion de Fe(Ill) esta presente.

g=4,3
CA
5K
20K

60K

WWMW%WMNMM%
120K

) STl
| i ) NM I W,
Wt by e i

NWW“ At i ;I-?OK
Wujw,w'ywMWMM‘MWL“M”N”‘N“’“ A 'Wéwyém
0 2000 4000 6000
H (Oe)

Figura IV.1.9: variagdo térmica dos espectros de (a) 88 escapos, (b) 92 flagelos.
pmw: 20mW, ganho: 1*¥10° e 4 varreduras. (c) extratos magnéticos de antena. pmw:

20mW, ganho: 6,3”‘104 e 1 varredura.

A variagdo térmica de Hr da linha CA dos espectros de escapos, flagelos e extratos
de antena estdo mostrados na Figura IV.1.10. Os comportamentos das curvas do flagelo e
escapo sdao similares,exceto entre 5 e 40 K, onde os valores de Hr sdao maiores para o
escapo. Hr do escapo possui um pico em T= 40K e aumenta linearmente com a temperatura
acima de 150K, enquanto para o flagelo, a partir de 60K (Figura [V.1.10a). Os valores de

Hr dos extratos de antena aumentam com a temperatura entre 5 ¢ 30K e entre 210K e 300K,
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mantendo-se constante no intervalo entre estas duas faixas de temperatura (Figura
IV.1.10a). Do ajuste linear para estas trés amostras obtém-se A = 3015+22 ¢ B=0,8+0,1 (T
> 150K), A =3028+5 e B=0,6940,03 (T > 60K) e A =3046+51 e B=1,3+0,2 (T > 210K),

respectivamente na eq. 1.3.8 (Morais et al. 2005).

—&— 88 escapos
@) —m— 92 flagelos

extrato de antenas b
3450+ 18004 (b)

3400
3350 1600
3300+
3250
3200
3150+
31004
3050

Hr (Oe)
(Oe)

1000+

0 5 100 150 200 250 300 0 50 100 150 200 250 300
T (K) T (K)

Figura IV.1.10: Variagdes térmicas dos parametros dos espectros de RFM de
escapos, flagelos e extratos de antena. (a) campo de ressonancia — Hr, (b) largura de linha —

AHpp (c) fator de assimetria — Aw (d) 2* integral ou area do espectro de absorcao.

Os valores de K¢ obtidos para as duas partes da antena, escapo e flagelo, ndo
diferem, sendo de (1,0+1)*10° erg/cm’ e (9,3+0,3)*10* erg/cm’, respectivamente. Ja para
os extratos de antenas, K = (1,840,3)*10° erg/cm’. Este valores sio maiores do que
aquele obtidos para as amostras de terra e o valor de K.s dos extratos ¢ maior do que a de

magnetita macica (Kimacica = 1,1-1,3%10° erg/cm’). Esta diferenca pode ser causada pelo
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processo quimico de extracdo. Towe (1985) sugeriu que o NaOCI era capaz de degradar
magnetita e produzir maghemita, hematita ou outros 6xidos de ferro, dependendo do tempo
de reacdo. Portanto, o NaOCl também pode ter causado o aumento do valor de K nos
extratos devido a provavel alteracdo de oxidos de ferro. Extragdo magnética utilizando-se
ditionito citrato bicarbonato (DCB) foi aplicado a amostras de solos tropicais . E conhecido
que esta substincia dissolve Oxidos de ferro como hematita e maghemita, além de
magnetita superparamagnética (SPM) ou monodominio (SD) ou pode provocar
modificagdo quimica parcial de magnetita multidominio (MD) ou pseudomonodominio
(PSD) (Hunt et al. 1995, Oorschoot & Dekkers 1999). O aumento da K.s foi observado
para amostras de magnetita extraidas do solo através do processo quimico que incluia o uso
de DCB, relacionado a dissolucdo de maghemita e remog¢do da superficie oxidada de
cristais de magnetita (Fischer et al. 2007).

O fator de assimetria para os escapos decresce com o aumento da temperatura entre
5 e 30K (Ay = 2,2-1,4) mantendo-se constante a partir de entdo (Ay = 1,2-1,4) (Figura
IV.1.10c). Para o flagelo o mesmo comportamento de Ay, ¢ observado, exceto em 150K
quando ha um aumento deste valor (Aw = 1,80) (Figura IV.1.10c). Os valores de Aw
encontrados para os extratos sao menores indicando um linha mais simétrica que das partes
inteiras, ¢ que aumenta com a temperatura (Figura [V.1.10c). O valor > 1 para escapos ¢
flagelos pode ser um indicativo da presenca de magnetita ou maghemita SD e MD. AH,,
decresce quando a temperatura aumenta nas trés amostras, ¢ um pico a T = 30K ¢
observado para escapos (Figura IV.1.10b). S, normalizado para 2 antenas, do escapo ¢
menor do que o do flagelo, possuindo valores que variam entre 1*10° a 1*10°. Na curva
observa-se um aumento entre 5 e 30 K, a partir do qual estes valores comecam a decrescer.
S mantém-se constante entre 60 e 90K aumenta até 110 K e decresce at¢ 300 K. Ja os
valores do flagelo variam entre 5-8%10°. A curva se mantém constante entre 5-30K,
decresce até 50K, quando comeca a aumentar com a temperatura, quase linearmente. Ja no
extrato os valores de S variam de 4-6*10° decrescendo com o aumento da temperatura a
partir de 20K.

Os valores de Hr e AH,, para todas as faixas de temperaturas entre as partes das
antenas e seus extratos revelam o alargamento das linhas do extrato, apds tratamento com

NaOCl (extracdo), e um deslocamento da linha CA para campos maiores o que sugere
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particula de didmetro magnético menor. Estes didmetros médios das particulas, foram
estimados utilizando a expressao dada na (eq. 1.3.9). A Figura [V.1.11 mostra a variagdo de

AH,,, com o inverso da temperatura para escapos, flagelos e extratos de antenas.

18004(a) 1(b) 1(c)
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0,01 0,1 0,01 0,1 0,01 0,1

1T (KY

Figura IV.1.11: Variag¢ao da largura de linha com o inverso da temperatura para (a)
escapos, (b) flagelos e (c) extratos de antenas. Linha cheia ¢ o ajuste com a eq. [.3.9, AH, =
1313428 Oe, 1238418 Oc e 1519425 Oe e KV=(6,9+0,8)*10™" erg, (7,6+0,4)*10™* erg, e

(6,60,5)*107'* para escapos, flagelos, e extratos de antenas, respectivamente.

Os dados que melhor se ajustam em toda a faixa de temperatura sdo os de extratos
de antena. Utilizando os valores de K. obtidos, diametros médios de 14,5+0,6, 14,8+0,2 ¢
11,440,4 nm, foram obtidos para escapos, flagelos e extratos de antena, respectivamente.

Os extratos magnéticos de 37 cabegas, 49 térax e 50 abdomens foram medidos. E
importante mencionar que os parametros obtidos podem ser diferentes dos obtidos para
partes intactas. A varia¢do térmica dos espectros destes extratos estd mostrada na Figura

IV.1.12a,b e c, respectivamente.
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Figura IV.1.12: variagdo térmica dos espectros de (a) cabecas, (b) abdomens e (c)

torax. Pmw: 20mW, ganho: 6,3*104 e 1 varredura.

Os espectros sdo compostos de uma linha larga na regido de campo alto, em torno
de g ~ 2. A intensidade da linha nos extratos da cabeca ¢ maior do que a do abdémen que ¢
maior do que a do térax. O sinal em g = 4,3 associado ao Fe(IIl) esta presente a baixas
temperaturas (5 —230K) . Um ombro é observado em um campo em torno de 5000 Oe nos
espectros de térax no intervalo de 5 - 40K e desaparece subitamente a partir de 50 K
(Figura IV.1.12c¢).

A variagdo térmica dos parametros de RFM dos extratos de cabega, torax, abdomen
e antenas, para fins de comparagao, estdo mostrados na Figura IV.1.13. Hr de antenas esta
na regido de campos mais altos em comparagdo com os extratos de outras partes do corpo
da formiga, que apresentam comportamentos similares. AHp, decresce quando a
temperatura aumenta para todos os extratos (Fig I1I.1.13b), enquanto o comportamento de S

(Fig II1.1.13d) ¢ similar entre eles, com valores de S das cabegas 4 a 8 vezes maior que
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das outras duas partes para temperaturas menores do que 190K. O fator de assimetria para
os todos os extratos indica que as curvas obtidas sdo assimétricas (A maior ou menor que 1)

para quase toda a faixa de temperaturas medida (Figura [V.1.13c).

Extratos
—&— cabeca
—B— térax

abdomens
—&— antenas

Hr (Oe)

N

LS

w0 —ug

B —u

T

T T T T 1 0 . . Y
0 50 100 150 200 250 300 0 100 200 300
T (K) T (K)

Figura IV.1.13: Variagdes térmicas dos parametros de RFM de extratos de cabeca,
abdomen, térax e antena de formiga. (a) campo de ressonancia, (b) largura de linha AHpp
Hr, (c) fator de assimetria Aw e (d) 2* integral da derivada da absorcdo S obtida pelo

winepr.
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Microscopia

2. Extracdo magnética

Os extratos de Set/06 de todas as partes do corpo da formiga consistiram de diferentes
quantidades de um material concentrado vermelho alaranjado localizado no fundo dos
eppendorfs, com o abdomen possuindo o maior e a antena o menor volume de material. A
Figura IV.2.1 mostra exemplos de micrografias de extratos de cada uma das partes do corpo
da formiga e de uma amostra de solu¢do de solo (veja materiais e métodos). Em todos os
casos, exceto antenas, particulas com distintas morfologias, tais como esferoidal, ctbica,
hexagonal e agulha, além de aglomerados foram observados.

Observam-se particulas com tamanhos entre 50 e 6000 nm e aglomerados com
tamanho de 14000 nm ou menores. A andlise de dados de espectroscopia de energia
dispersiva em elétrons (EDS) das particulas mostradas na Figura IV.2.1 identificaram
Fe/O, Si/Al/O, Fe/Ti/O e Ti/O como sendo componentes destes materiais. Padroes de
difragdao destas particulas e das encontradas na solucdo de solo foram obtidas e seus

espacamentos interplanares foram calculados e mostrados na Tabela IV.2.1 junto com

valores de alguns o¢xidos ferro (Joint Commitee for Powder Diffraction Standards

(JCPDS)).
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Figura 1V.2.1: (a) Solucdo de solo e seu respectivo padrdo de difragdo (b).
Micrografias de particulas de torax obtidas pelo método de extragao magnética (Set/06) (c)

e seu padrao de difracao (d).

Os espacamentos da solugdo de solo sdo comuns a muitos compostos de Al/Si/O ou
misturas destes com outros elementos tais como Mn, Na e Ca (AMCSD) além de Fe/O,
assim como os extratos das partes das formigas. Nao foi possivel identificar 6xidos de ferro
presentes nos extratos porque a abertura minima disponivel (100 um) do microscopio Jeol
JEM 100 CX nao era suficiente para obter padroes de difragdo de uma tUnica particula. O
indicativo da presenca de particulas contendo ferro e oxigénio vem somente das medidas de
EDS. NaCl foi identificado nos extratos de antena (Sep/06) através dos padrdes de difragdo
de elétrons obtidos.

Para reduzir a quantidade de material vindo do solo, uma nova coleta (Maio/2007)
foi feita e 0 mesmo protocolo de extragdo foi aplicado. Observou-se uma forte reducao na
quantidade do precipitado laranja observado no primeiro grupo de amostras e a auséncia, a

olho nu, do mesmo nos extratos de antena. Seguidas lavagens em agua destilada
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eliminaram os cristais de NaCl devido a contaminagdo por NaOCI, embora

organico nao tenha sido completamente removido.

0 material

Magnetita | Hematita | Goetita Solo Abdomen |Térax | Cabega | Antena
d (nm) d (nm) d (nm) (solugdo) | (Sep06) (Sep06) | (Sep06) | (Sep06)
dmm) |dmm) |dmm) |d@mm) |d(®mm)
4.85(8) 4.18 4.28 4.28 4.28 4.28
3.67 3.38
2.97 (30) 3.09 2.97
2.69 2.69 2.65
2.53 2.51 2.58/2.53 2.53
(100)
2.42 (8) 2.48/2.45 2.42 242 242
2.23 2.30 2.32 2.32
2.20 2.25/2.19 2.14 2.14
2.01 (20) |2.07 2.09/2.01/1.92 1.97
1.71 (10) | 1.84 1.80/1.77/1.72
1.62 (30) |1.69/1.63 |1.69/1.66/1.60 | 1.64 1.64

Tabela IV.2.1: Comparacdao das distdncias interplanares experimentais (d), em

nanometros (nm), dos extratos do corpo da formiga e solucdes do solo e trés oxidos de

ferro. As porcentagens entre parénteses sdao as intensidades relativas medidas a partir de

difracdo de raios-X de amostras policristalinas e estdo diretamente relacionadas a

probabilidade na qual cada ponto de difragdo aparega em qualquer padrao de difracdo. Estes

dados foram obtidos do Joint Commitee for Powder Diffraction Standards (JCPDS). Os

numeros correspondentes aos oxidos de ferro sdo 19-629 para magnetita, 13-534 para

hematita e 29-713 para goetita.
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Uma grande quantidade de particulas de Fe/O com tamanhos de 50 nm (Figura
IV.2.2a) foi observada nos extratos magnéticos de antena de maio/07 com um decréscimo
significativo na quantidade de particulas Si/Al/O, quando comparado com os extratos de
outras partes do corpo. Do conjunto de padrdes de difracao obtidos somente dois puderam
dar informagdes sobre os espagamentos interplanares. O primeiro, mostrado na Figura
IV.2.2b possui espacamentos de 0,25 nm e 0,1485 nm. Estes valores sdo comuns a quase
todos os oxidos de ferro e a Unica forma de diferencia-los seria através da simetria. Neste
caso, 3 oxidos de ferro se adequam: hematita (Fe,Os, trigonal), ferroxita (y-FeOOH,
hexagonal) e ferrihidrita (5Fe,03.9H,0, hexagonal). Estes trés o6xidos sdo facilmente
encontrados em solos. A ferrihidrita comumente tem estrutura esférica pobremente
cristalina, de até 50 um, em agregados globulares. A maioria das ferridritas contém silicio,
quimicamente adsorvido. A ferroxita forma-se pela rapida oxidacdo de compostos ferrosos,
aparece em agregados com particulas de argila e transforma-se em goetita na presenca de

ar.

Fe, O

Figura [V.2.2: (a) imagem de campo claro obtida por MET de particulas Fe/O de 50
nm encontradas nos extratos magnéticos de antena da amostra de maio/07 identificada
como hematita a partir de seus padrdes de difracdo. (b) padrao de difracio de um unico

cristal de 6xido de ferro.
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EDS identificando estas particulas como Fe/O estdo mostradas na Figura [V.2.3a. O
segundo padrdo de difragdo mostra simetria hexagonal na (Figura [1V.2.3b). Os
espagamentos de 0,25 nm junto com o dngulo medido (0 = 60° ) entre duas diregdes, isto &,
o angulo entre dois planos cristalinos, foram utilizados para identificar o cristal como de

hematita.

a

Al
Cu g

2.00 4.00 6.00 g.00 10.00

Figura IV.2.3: (a) Dados de EDS obtidos a partir de um tnico cristal contendo Fe e

O. (b) padrao de difracdo de um destes cristais.

Ja4 que particulas provenientes do solo podem estar presentes nos extratos
magnéticos, a origem biogénica dos monocristais s6 pode ser mostrada através da deteccao

deste material dentro de tecidos bem preservados.

3. Reacdo azul da Prussia e de Turnbull

A reagdo do azul da Prassia (PB) ou de Turnbull (TB) permite a identificagdo de
regides de tecido que contém ferro através da reagao de ferro(i)cianeto de potdssio com os
ions Fe(Ill) e Fe(Il), respectivamente. O produto resultante desta reacdo ¢ analisado por
microscopia optica. O aumento minimo de 20x (lente objetiva) foi necessario para se

detectar as regides azuis das amostras, regides com tragos da ordem de micra. Aumentos
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maiores sao necessdrios para visualizar melhor a regido contrastada e seu entorno. O
aumento real (com a contribucao da binocular e objetiva) foi obtido tirando-se uma foto da
barra de escala.

Nas primeiras medidas os cortes foram observados logo apods a aplicacdo do
reagente. Estas mesmas laminas foram observadas apos 10 min, 1 hora, 3horas e 4 dias.
Em alguns casos, apareceram pontos azuis apos um determinado intervalo de tempo em
locais onde anteriormente ndo havia nada . Excesso de reagente favorece a formagdo de
cristais de ferri(o)cianeto de potassio que dificultam ou até inviabilizam a observagao das
amostras.

Tecidos adequadamente fixados garantem que sitios de reacdo ndo se moverao
através do liquido reagente. A fixagdo dos cortes a lamina do microscopio deve ser
garantida e a lavagem da lamina apds aplicagdo do reagente deve ser feita para evitar a
formacao dos cristais de ferri(o)cianeto de potassio.

A reprodutibilidade da reagdao para a mesma regido de outras amostras foi testada.
Para este fim, cortes de amostras com a mesma orientagao, transversal ou longitudinal a
antena, das amostras, ¢ fundamental. Do total de amostras de cabegatantenas observadas
(8), com distintas orientagdes, somente em duas, foram encontradas regides de Fe(Ill) e

Fe(Il): na cabeca e na jung¢do entre a cabeca e o escapo (Figura [V.3.1).

Figura IV.3.1: corte longitudinal ao escapo de uma amostra emblocada em SPURR
mostrando a presenca de Fe’" na conexdo entre a cabeca e o escapo. Seta aponta para uma

das regides azuis encontradas.
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Aproximadamente a mesma regiado, mas nao um corte com a mesma orientagao, foi

identificada em outras 6 amostras de cabecas com antenas, mas Fe(I) foi identificado em
111 3+

somente uma amostra. Sitios de concentracao de Fe’ foram encontrados em algumas
regides da cabeca. No entanto, como estes pontos estdo em regides distintas de corte em
diferentes amostras podem ser considerados como artefatos.

Uma mesma regido de algumas amostras foram observados através de microscopia
otica e eletronica. A conexao entre o escapo e o pedicelo estd mostrada como exemplo na

Figura IV.3.2.

B a0 L [—

i

Figura IV.3.2: conexdo entre escapo e pedicelo. (a) corte obliquo para microscopia

oOtica, barra de escala: 200 um e (b) para MET. Escapo (E) e pedicelo (P), barra de escala:
60 pum.

Na microscopia Otica nenhuma reagdo que indicasse a presenca de Fe®' foi
observada para a regido de conexdo entre o escapo e o pedicelo. Diferentes 6xidos de ferro
foram encontrados nesta mesma regido € em cortes subsequentes por MET e a ndo
observagao da reagao pode ter sido devido a um aumento insuficiente para observacgao desta
regido ou auséncia de magnetita.

Melhoras significativas no método de preservag¢do das amostras foram observadas a
partir de mudangas implementadas no método de preparagdo, como no exemplo do corte

transversal de um segmento do flagelo (Figura 1V.3.3). Nota-se que o tecido, ou seja, toda
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regido interna a cuticula estd preservada na amostra emblocada em kit de baixa viscosidade
da Agar (Figura 1V.3.3b) sendo possivel observar os nervos antenais e a epiderme,
localizada logo abaixo da cuticula. No entanto, sitios de reacdo ndo foram encontrados

neste grupo de amostras.

Figura IV.3.3: semi-se¢Oes transversais de segmentos (10 um) do flagelo de formiga
P. marginata. (a) amostra emblocada em EPON. (b) amostra desidratada em alcool e
acetona emblocada em kit de baixa viscosidade da agar. Setas apontam para nervos

antenais. Barra de escala: 20 um.

O método de identificacdo de ferro através da reacdo azul da Prussia/Turnbulls em
cortes semi-finos realmente ajudaria a determinar a regido que deve ser posteriormente
observada por microscopia eletronica de transmissao, no entanto, problemas no processo de
preparagdo de amostras, tais como ma fixagdo ou infiltragdo, uso da quantidade adequada
do reagente por tempo limitado podem prejudicar ou ndo permitir a observagao da reacao
nos cortes. Também a perda de material bioldgico no momento do corte pode também estar
implicada na perda de 6xidos de ferro.A falta de reprodutibilidade para a maior parte das
amostras também dificultaram uma analise mais precisa das imagens obtidas.

Um outro fator importante que afetaria reprodutibilidade dos dados ¢ a casta a que
pertence o inseto. Slowik e Thorvilson (1996) aplicaram o método de contrastacao do azul
da Prussia para identificar regides de concentracdo de Fe(Ill) nos abdomens de operarias
pequenas, médias e grandes, rainhas e alados da espécie de formiga Solenopsis invicta. Eles
verificaram que a consisténcia e quantidade de ferro encontrados em cada casta foi

associada as atividades desenvolvidas por cada grupo e o grupo que possui a maior
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quantidade de ferro encontrado ¢ o das operarias grandes, que desenvolvem tarefas do lado

de fora e longe do ninho.

4. Pelos sensores

4-i) Identificacao de sensilas

A morfologia da antena foi analisada através de (MEV) e (MET). Sensilas de seis
antenas foram classificadas e, sensilas trichodea, encontradas em maior nimero estdo
presentes em todos os segmentos e a quantidade aumenta a medida em que se aproxima das
partes mais distais da antena. Os tamanhos destas sensilas variam de 9 a 43 um. Sensilas
basiconica, coeloconica, chaeticum, campaniforme, poros e pelos de Boehm foram também
observados.

Oito regides de conexdo entre a cabega e escapo foram observadas. Na regido que
forma o bulbo articular, ou a jungdo monocondilica (Figura IV.4.1a), grupos de pelos de
Boehm sao visiveis. Nao ¢ possivel determinar a quantidade exata de pelos presentes ja que
esta juncao estd inserida na cabeca do inseto. Uma tentativa de remover-se esta jungdo

resultou em perda de parte dela, mas, pode-se ainda observar a distribui¢do de grupos de

pelos de Boehm com diferentes orientagdes e tamanhos (Figura [V.4.1b).

Figura IV.4.1: (a) um diagrama de parte da antena. seta aponta para o bulbo, S ¢ o
escapo. (b) MEV de parte do bulbo articular, ou jun¢ao monocondilica, de uma operaria de
formiga Pachycondyla marginata. Observe parte da distribuigdo dos pelos de Boehm

(setas brancas).
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Em outra regiao da jung¢ao entre escapo e cabega (Figura [V.4.2 a) foram observados
10 pelos de Boehm com comprimentos, que variam de 7 a 10 micra e didmetro de 1 micron
(Figura IV.4.2 b), formando uma placa. Além disso, 11 sensilas campaniforme sao

visiveis.

Figura 1V.4.2: (a) Diagrama da conexdo entre cabeca e escapo (S). Seta indica
regido observada em (b) MEV dos pelos de Boehm (seta) e sensilas campaniforme (seta

pontilhada) podem ser observadas.

A distribui¢do de pelos no escapo e na jungdo entre este e o pedicelo ¢ mostrada a
seguir: proximo a conexao com a cabega sensilas chaetica com comprimentos variando de
30 a 93 micra e didmetro de 4 um sdo visiveis, e sdo identificadas através da presenga de
um socket (Figura IV.4.3). O diametro deste socket varia entre 9 e 11 um. Além destas,
sensilas trichodea também foram observadas com comprimentos entre 9 e 48 um e
diametros entre 1 e 4 um. Uma sersila basiconica e poros foram observados na parte
proximal do escapo.

A regido do escapo e jungdes de uma unica operaria muito maior do que as outras
analisadas foram observadas por MEV. Nestas formigas, duas sensilas basiconica foram
observadas na superficie do escapo, com comprimento de 14 micra e didmetro de 3 micra.
Mais de 80 sensilas trichodea com comprimentos entre 20 e 43 micra e didmetros de 3

micra foram observadas.
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Poros foram observados em regides nas quais quase nao havia pelos. Estes poros podem

\

estar relacionados a presenca de glandulas exocrinas (Isidoro et al. 2000), sensilas

coeloconica ou ampulacea (Renthal et al. 2003).

Figura 1V.4.3: (a) Micrografia obtida por MEV do pedicelo (centro), parte do
terceiro segmento (2 esquerda) e parte final do escapo (a direita). Setas apontam para
sensilas chaetica. O outro tipo de sensila, largamente distribuida sobre a supeficie dos dois
segmentos vistos na micrografia sdo as sensila trichodea (b) Micrografia obtida por MEV
de um segmento antenal mostrando o socket de uma sensila chaetica (circulo em volta da
estrutura). Compare com a sensila trichodea (seta branca aponta para um destas sensilas)

onde nenhum socket é observado.

Em todas as antenas, na conexdo entre o escapo ¢ pedicelo, algumas sensilas
trichodea e chaetica sdo observadas. Além destas, observa-se na parte distal do escapo
poros, sensila campaniforme e sensila coeloconica. Em uma amostra, 12 pelos de Boehm
foram observados, com comprimentos entre 6 € 12 micra e didmetro entre 2 e 3 micra.

Sensilas trichodea estdo largamente distribuidas por toda a superficie do pedicelo e
flagelo. Uma estimativa da quantidade de sensilas trichodea presente nos segmentos foi
feita dividindo a superficie do segmento considerado como um cone de didmetro igual ao
da regiao central dividido pela densidade de sensilas na area central do segmento.

Foram estimadas 182-210 sensilas trichodea no pedicelo e poros e sensilas

basiconica também foram observadas neste segmento. Na parte distal do pedicelo um anel
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de sensilas chaetica pode ser observado (Figura 1V.4.4). Um anel de sensilas
campaniforme, frequentemente observado em outras especies de formigas e abelhas
(McIndoo 1922, Masson & Gabouriaut 1973, Tsujiuchi et al. 2007) néo foi observado, mas

um um par estava presente.

Figura IV.4.4: (a) Diagrama de antena de formiga mostrando escapo, pedicelo e
flagelo. A seta aponta para o segmento pedicelo. (b) MEV da regido de conexdo entre
escapo e pedicelo e pedicelo e 3° segmento. Na parte mais distal do pedicelo, a seta aponta
para uma sensila chaetica. Observe que varias sensila chaetica estdo presentes nesta linha

formando uma espécie de anel nesta regido.

Na operaria cujo tamanho ¢ muito maior que as demais, sensilas tricodea constituem
a maior parte dos pelos encontrados em todos os segmentos no flagelo . Os tamanhos
variam entre 13 e 17 pm e o diametro ¢ de 1 um. As sensilas chaetica estdo em menor
quantidade e localizam-se principalmente na parte distal dos segmentos. Sensilas
basicOnicas misturam-se as trichodea na propor¢ao estimada de > 50 entre o segundo tipo e
o primeiro. Aparentemente estas sensilas estdo regularmente distribuidas na superficie deste
segmento antenal (Figura IV.4.5).A sensila coeloconia, que aparece como um pelo cortado,
esta presente nas partes distais de alguns segmentos flagelares. Poros também estdo
presentes.

Diferencas de casta, incluindo diferencas entre machos e fémeas, podem ser
detectadas através de estudos da morfologia da antena. Um estudo prévio realizado por

Cassill e Tschinkel (1999) com formigas Solenopsis invicta mostraram uma correlagdo
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entre o tamanho destes insetos e a tarefa atribuida a eles: as maiores operdrias se
especializam no forrageamento enquanto as menores cuidam dos ovos e pupas. Assim,
formigas de diferentes tamanhos seriam sensiveis a diferentes estimulos olfatorios. No
entanto, apesar da diferenca de tamanho entre este individuo em particular, da espécie
Pachyconcyla marginata, e o resto das amostras observadas, ndo se observou qualquer

caracteristica nas antenas desta formiga que a distinguisse das demais.
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Figura IV.4.5: (a) diagrama mostrando flagelo antenal. Seta aponta para o ultimo

segmento. (b) MEV de parte deste segmento. Seta aponta para sensila basiconica.

Todos os tipos de sensila, exceto a campaniforme e os pelos de Boehm, estdo
presentes em cada segmento antenal e quanto maior a distancia do segmento em relagdo a
cabeca, maior o numero ¢ a densidade de pelos no segmento. Especialmente, no caso das
sensilas trichodea observa-se o aumento da quantidade de pelos de algumas unidades no
escapo para algumas centenas e até milhares quando nos aproximamos da parte mais distal
da antena. As sensilas trichodea e basiconica possuem fung¢des basicamente olfatorias.
Estudos eletrofisioldgicos com mariposas mostram que as sensilas trichodea sao fortemente
especializadas na deteccdo de moléculas volateis (Hallberg et al. 1999). Ja as sensilas
chaetica, dependendo da posi¢ao na qual sdo encontradas, podem responder mais ou menos
a estimulos mecanicos ou quimicos. Supde-se que as sensilas presentes no escapo e

pedicelo exercem exclusivamente fungdes mecanosensoras, como as chaetica encontradas
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no escapo e pedicelo de formigas (Isidoro et al. 1998), enquanto as presentes nos
segmentos apicais de  Psylliodes chrysocephala respondem a compostos quimicos
presentes na superficie de folhas (Isidoro et al. 1998). Outros tipos de mecanoreceptores
presentes no escapo e pedicelo sdo os pelos de Boehm, distribuidos na forma de placas de

pelo e as sensilas campaniforme.

4-ii) Particulas contendo ferro nas sensilas

Uma possivel relagdo entre sensilas, especialmente mecanoreceptores, € a
magnetorecepgao pressupoe a presenca de oxidos de ferro que poderiam ser detectados por
neuronios presentes dentro da estrutura sensorial destas sensilas, mas que traria resultados
dubios devido a alta possibilidade de contaminacao destas estruturas com material advindo
do solo, especialmente para sensilas do tipo pelos. Veja exemplo de contaminagdo de

sensilas da antena de formiga Pachycondyla marginata na Figura IV.4.6.

Figura IV.4.6: Micrografias obtida por MET de cortes longitudinais de sensilas do
escapo contendo particulas de solo (setas). Através da andlisa qualitativa por EDS foi

possivel detectar a presenga de Al, Si, Fe, O e Ti.
Medidas de MET da regido mais distal do escapo, logo ao final do pedicelo

mostram somente a parte cuticular de uma sensila, provavelmente mecanoreceptora, onde

particulas eletrondensas sdo observadas. A andlise elemental por EDS revelou a presenca
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de particulas contendo ferro, além de outras contendo (alumo)silicatos. A regido analisada
indica a presenca de um denditro sob a forma de um cilio (seta branca, Figura 1V.4.7) (C.
Cruz-Landin comunicacdo pessoal). Esta estrutura estaria de acordo com a fungdo desta
regido da antena, servindo como estatocisto.

A analise elemental por EDS revelou a presenga de particulas que contém ferro,
além de outras contendo (alumo)silicatos. As particulas estdo localizadas dentro de uma
possivel regido de juncdo dentro da sensila ou ainda na parte mais distal do escapo, ao

contrario das particulas mostradas na Figura [V.4.6.

Figura IV.4.7: MET de sensila mecanoreceptora do escapo. Seta preta: material

eletrondenso. Seta branca dendrito sob a forma de um cilio.

Nao foi possivel determinar a composi¢ao ou obter padroes de difragdo de cada
particula isoladamente, ja que estas se encontravam muito proximas uma das outras, exceto
quando o corte estava parcialmente danificado. Neste caso, particulas contendo ferro, com
tamanhos entre 70-300 nm foram encontradas. Foi possivel somente obter espagamentos d=
0,25-0,26 nm para a maior parte das particulas contendo ferro, e por esta razdo nenhum

oxido de ferro foi identificado. Um outro espagamento, d = 0,379 nm caracteristico
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somente do ferridroxido bernalita (Fe(OH);) (Joint Commitee for Powder Diffraction
Standards (JCPDS), foi encontrado para uma unica particula. A presenga de
(alumo)silicatos sugere que os minerais encontrados no tecido sdo provavelmente particulas

de solo incorporadas.

5. cortes ultra-finos - MET

Cortes ultrafinos (100-200 nm) foram analisados por MET para obter a localizacao,
dentro de tecidos, de possiveis particulas magnetoreceptoras. Particulas contendo Fe/O
foram detectadas nas trés jungdes da antena da formiga P. marginata: 3°
segmento/pedicelo, pedicelo/escapo, mesmo nao tendo sido observados em cortes semi-
finos por microscopia 6tica, e escapo/juncao da cabega. Imagens de campo claro de cortes
ultrafinos obtidos a partir de segdes transversais a jun¢do do 3° segmento com o pedicelo
(insercao da Figura IV.5.1a) sdo mostradas na Figura IV.5.1 a e b. Na Figura IV.5.1a,
observa-se uma estrutura conhecida como botdo quitinoso € um pequeno anel cuticular
(seta na Figura IV.5.1 a), inserido dentro do botdo quitinoso propriamente dito, onde os
longos processos sensoriais terminam. Particulas foram encontradas dentro de invaginagdes
cuticulares (Masson & Gabouriaut 1973) ou botdes quitinosos (Tsujiuchi et al. 2007), nos
quais longos processos sensoriais do escolopideo chegam (Hallberg 1981) . A Figura
IV.5.1b mostra um botdo quitinoso com particulas presentes em seu interior cujo espectro
de EDS indica a presenga de Fe, Al Si, e O (Figura IV.5.1e). A regido com particulas na
Figura IV.5.1b estd aumentada na Figura IV.5.1c. Diversos padrdes de difracdo foram
obtidos das particulas que continham ferro em sua composi¢ao e os resultados encontrados
sugerem a presenca de goetita e/ou hematita. A maior parte das particulas Fe/O nao
puderam ser identificadas, pois os padrdes de difracdo obtidos se originaram de misturas de
cristais, impossibilitando a identificacio. Como exemplo, o padrao de difra¢do (Figura
IV.5.1d) da particula de goetita indicada pela seta na Figura IV.5.1c ¢ mostrado. Tal
distribuicdo de particulas variou entre os diferentes botdes, entre diferentes amostras e,
provavelmente € causada pelo desconhecimento da distribuicdo das mesmas por toda a

estrutura.
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Figura IV.5.1: Imagens obtidas por MET de cortes transversais ultrafinos da juncao
entre o terceiro segmento ¢ o pedicelo. (a) botdo quitinoso (didmetro, 4-5 um). A seta
branca aponta para um longo processo sensorial (didmetro, 1 um). Insercdo: MEV da
antena de P. marginata, mostrando o terceiro segmento (3° e o pedicelo (P)). (b) Outro
botdo quitinoso contendo particulas. (c) Regido aumentada do botdo quitinoso na qual
cristais de hematita e goetita (seta) além de silicatos / alumosilicatos foram identificados.
(d) Padrao de difragdo do cristal de goetita (seta em c). d = 0,338; 0,256 ¢ 0,257 nm . (e)
EDS da regido da figura (b)
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O o6rgao de Johnston consiste de grupos de células sensoriais cujas fibras nervosas
correm em dois nervos antenais e cujas fibras sensoras estdo ligadas a botdes cuticulares na
membrana articular entre o pedicelo e o 3° segmento. Localizado no pedicelo, o 6érgio de
Johnston funciona como um 6rgdo mecanosensor, percebendo alteragdes do flagelo em
relacdo a este segmento antenal. Ja que 6xidos de ferro foram encontrados nestes botdes
quitinosos e distintas fung¢des sdo atribuidas a este 6rgdo, uma fun¢do magnética pode ser
considerada. Vowles (1954) mostrou que o o6rgdo de Johnston € capaz de perceber
gravidade e campos magnéticos que funcionam como um estimulo para orientacdo em
formigas M. ruginodis ¢ M. laevinodis.

Oxidos de ferro, (alumo)silicatos e particulas de Ti/O também foram encontrados
em cortes ultrafinos de se¢des tranversais da juncao entre o pedicelo (P) e o escapo (S)

(insercao da Figura [V.5.2a)

8.00 10.00

Figura 1V.5.2: (a) Imagens obtidas por MET de cortes transversais ultrafinos da
juncdo entre o pedicelo e o escapo mostrando parte de uma estrutura com particulas
circundando-a. Os eixos do elipsdide sao mostrados. Inser¢@o: imagem de MEV mostrando
a regido da juncdo onde as particulas foram encontradas, parte do escapo (S) e pedicelo (P).
(b) EDS das particulas da inser¢ao (regido similar de outra grade) mostrando uma grande
quantidade de ferro. Insercdo: seta aponta para uma particula identificada como

magnetita/maghemita pelo seu padrao de difragdo de elétrons. d = 0,37, 0,264 nm.
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Particulas circundando uma estrutura cuja fun¢do ¢ desconhecida foram observadas
em cortes continuos por uma extensdo de 35 pum, portanto ndo pode ser considerada um
artefato. A constrastacdo obtida sugere que a estrutura ¢ rica em lipidios. A imagem 3D
desta estrutura pode ser associada a um elipsdide com um semi-eixo a que varia de 7,5 a
12,5 um e um semi-eixo b que varia de 3 a 4 um (Figura IV.5.2a). EDS e difragdo de
elétrons de area selecionada foram obtidos e permitiram a identificacdo de cristais de
hematita, goetita e magnetita/maghemita. A seta na inser¢ao da Figura IV.5.2b indica um
cristal de magnetita/maghemita.

Devido a sua localizagdo, supds-se que esta estrutura € um proprioceptor. A funcao
desconhecida desta estrutura motivou a utilizagdo do modelo de ferromembrana
(Winklhofer, 1999) para testa-la como possivel magnetosensor do campo geomagnético. Ja
que esta estrutura composta de particulas ¢ alongada, o comportamento magnético ¢
anisotropico e logo, um torque ira surgir se a ferromembrana ¢ magnetizada em um angulo
obliquo em relagdo ao eixo maior da estrutura de particulas. A sensibilidade magnética
desta estrutura depende da susceptibilidade magnética, que por sua vez depende do
tamanho, da concentracdo e dos pardmetros intrinsecos das particulas magnéticas. Como
uma conseqiiéncia desta anisotropia magnética, um torque ird surgir se a estrutura esta
magnetizada em um angulo obliquo em relagdo ao eixo maior. O torque tenta girar a
estrutura de forma que esta se alinhe com o campo magnético externo, mas a rotagao
mecanica ndo ¢ necessdria para o processo de magnetorecep¢do. A detec¢do do torque
magnético pode ser similar ao proposto como detector nulo de magnetita (Edmonds 1992),
que considerou a resultante do torque em células de pelos hipotéticos contendo ou nao
magnetita. A diferenca entre estes dois torques, isolaria a componente do torque magnético.

A sensibilidade magnética desta estrutura em um campo magnético pode ser
estimada, supondo a susceptibilidade magnética intrinseca k, que depende do tamanho e da
concentracao das particulas magnéticas. Particulas de hematita SPM fracamente magnética
comparada com magnetita, tais como as observadas na Figura IV.2.2a, possuem
susceptibilidades que chegam a 0,01 G/Oe (Bodker et al. 1994, Raming et al. 2002). Para
susceptibilidades maiores que 0,03 G/Oe e uma espessura de particulas magnéticas maior
que 2,5 um (regido acima da estrutura de células, veja Figura IV.5.1a), o torque ¢

suficiente para balancear a energia térmica a temperatura ambiente (Figura 1V.5.3). Este
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célculo da um limite inferior para a estimativa do torque, se considerarmos a presenca de
uma pequena quantidade de 6xidos de ferro, em torno de 5%, incorporados com magnetita

ou maguemita, o torque seria significativamente amplificado.
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Figura IV.5.3: Torque magnético atuando na estrutura proprioceptora encontrada na
juncdo entre escapo e pedicelo, em unidades de energia térmica, como fun¢do da
susceptibilidade magnética, k, e da espessura da camada de particulas, t, para campo
magnético local de 0,3 Oe. A estrutura do tipo célula é considerada como um elipsoide

com eixos (2¢ =35 um, 2a=2b =7 um).

De acordo com o modelo tedrico desenvolvido uma pequena quantidade de, por
exemplo, hematita incorporada seria sensivel o suficiente na detec¢do do campo
geomagnético. Este modelo ndo considera a presenca de compostos ferromagnéticos fortes,
como magnetita e maghemita. A presenga de particulas magnéticas, provavelmente
incorporadas durante o processo de crescimento, encontradas dentro do tecido proximas a
estruturas mecanosensoras em areas muito especificas ao longo das partes da antena, sugere
uma possivel fungdo magnetoreceptora.

As areas contendo ferro observadas por microscopia Otica na jungdo entre a cabega e
o escapo em duas amostras (capitulo III, item 3) foram analisadas por MET, a partir de
outra amostra, usando EDS e difracdo. Os dados de EDS das particulas desta area

indicaram a presenca de silicatos/alumosilicatos, Fe/O e Fe/Ti/O (Figura IV.5.4d). Imagens
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de campo claro destas regides revelaram uma grande quantidade de particulas pequenas (5-
20 nm) circundando particulas grandes (de 500 nm a 2 mm) de Ti/Fe/O (Figura I[V.5.4a ) ou
Fe/O (Figura 1V.5.4 c¢). A Figura IV.5.4d mostra o padrdo de difracdo da particula
mostrada pela seta branca na Figura IV.5.4a. Os espacamentos de 0,257, 0.272, 0,277 nm
obtidos dos padrdes de difragdo e as propor¢des de Ti:Fe:O de 1:1:3 em (a) encontradas a
partir da analise quantitativa por EDS identificam esta particula da Figura IV.5.4a como
ilmenita. Outras propor¢des de Fe:Ti:O e Fe:O também foram encontradas em outras

particulas sugerindo que outros compostos, além de ilmenita estdo presentes.
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Figura 1V.5.4: Imagens obtidas por MET de particulas na jungdo entre escapo e
cabeca. (a) dois cristais grandes formados por Fe, Ti e O e o padrido de difragdo da

particula (seta branca) (b). (c) cristal grande de Fe e O. (d) EDS da particula apontada em
().
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Uma comparagdao entre as fracdes de Fe, O, Al, Si e Ti obtidas da analise
quantitativa por EDS nas particulas de amostras de solo e de cortes ultrafinos das 3

jungdes da antena estudadas sdo mostradas na tabela I1.5.1.

Porcentagem atomica (%)
Amostra (magn.) | O Al Si Fe Ti Outros
elementos

Solo (6,8 kx) 455 7,3 6,3 48 - 36
Solo a (25 kx) 445 6,3 6,2 8,1 - 34,9
Solo b (25 kx) 30 49 4,1 7,1 - 53,9
JE/P1@®8,5kx) | 12,5 0,7 0,8 0,4 - 85,7
JE/P2(25kx) | 15,5 1,3 1,3 0,9 - 81
JE/P1(25kx) |21,9 3.4 3 1,9 - 69,8
JE/P 1a(25kx) |20,5 2,9 2,6 1,6 - 72,3
J C/E 1(2,5x%) 383 6,1 4,8 2,9 - 479
JC/E 1 (25kx) | 43,3 7,3 5.4 53 - 38,7
JC/E la (25kx) | 45,7 8,6 6,6 3,6 - 35,5
JC/E2(1,7kx) | 35,7 44 4 2,3 - 51
JC/E2(25kx) | 43,7 6,7 5,6 3,2 - 40,7
JC/E 2a (1,7 kx) | 36,9 3,7 34 54 3,9 46,7
JC/E 2a (25 kx) | 45,5 7,3 5,9 33 - 38
JC/E 2b(1,7 kx) | 31,8 3,9 3,1 1,7 - 59,5
JC/E 2b (25 kx) | 42,7 7 5,7 2,8 - 41,8
JC/E 2¢ (1,7 kx) | 20 1,7 1,8 0,8 0,1 75,6
JC/E 2¢ (25 kx) | 43,7 7.4 5,5 3,7 - 39,3
JC/E 2d(1,7 kx) | 31,9 3,5 3,6 2,7 - 58,3
JC/E 2d (25 kx) | 42,7 5,5 4,9 5,5 - 41,4
Botdo (25kx) 20,5 2,9 2,7 2,3 - 71,7

Tabela I1.5.1: Comparagdo de porcentagens atdmicas obtidas por EDS em particulas
do solo e das jungdes: entre o escapo e pedicelo (J E/P), cabeca e escapo (J C/E) e num
botdo quitinoso entre o pedicelo e 3° segmento. Entre parénteses estdo os aumentos

utilizados para cada medida. Na coluna outros elementos incluem-se C, Cu, Na, K ¢ Os.

No geral as quantidades de Al, Si e Fe encontradas tanto no solo quanto nas
amostras sdo proporcionais.

C, Cu, Na, K ¢ Os sdo os clementos considerados na coluna “outros” da tabela. C
¢ constituinte do filme de formvar da grade de microscopia e Cu € o material da grade. Na,

K e Os foram encontrados em quantidades (< 1%). Estes elementos podem estar presentes
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na propria amostra ou sao contaminantes que nao foram completamente removidos durante
o processo de preparagao. C possui a maior porcentagem entre os elementos da coluna
“outros elementos”, variando de 30 a 86 %.

Os resultados encontrados sugerem que as formigas podem nao biomineralizar
particulas magnéticas, mas poderiam incorporé-las do solo. A distribuicdo do tamanho de
graos nas 3 jungdes da antena € larga e a composi¢do mineralogica varia.

Embora as estruturas identificadas sejam diferentes dos candidatos
magnetoreceptores em pombos, trutas ou bactérias magnéticas, ainda podem ser eficientes.
Interessante notar que existem também diferencas entre os diferentes organismos.
Interessante notar que existem também diferencas entre pombos e trutas no que se refere a
estrutura dos possiveis magnetoreceptores. As particulas de magnetita no nariz da truta sdo
magneticamente similares aquelas encontradas em bactérias magnéticas, enquanto as
particulas de magnetita da parte superior do bico do pombo sdo muito menores, (3- Snm) e

formam aglomeradas (em graos de diametro de 1 um).
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Capitulo V

Consideracdes finais

Medidas magnéticas (Acosta-Avalos et al. 1999, Wajnberg et al. 2000, Wajnberg et
al. 2004) sugeriram a presenga de magnetita biogénica nas partes do corpo, especialmente
antenas, de formigas Pachycondyla marginata. Neste trabalho, MET foi utilizada pela
primeira vez para localizar e caracterizar regioes com particulas que contém ferro dentro do
tecido antenal.

Diversos métodos e critérios baseados nos dados obtidos a partir de bactérias
magnetotacticas em cultura, mutantes ou selvagens, t€ém sido desenvolvidos para distinguir
cristais de magnetita biogénicos de inorganicos (Guyodo et al. 2006, Kopp & Kirschvink
2008). Os cristais de magnetita (magnetossomos), sintetizados intracelularmente nas
bactérias magnéticas, possuem caracteristicas tinicas em termos de tamanho da ordem de
monodominio, morfologia cubo-hexagonal e mineralogia. Métodos de identificacdo de
magnetofosseis em solos envolvem a utilizagdo de varias técnicas, entre elas
magnetometria, MET, MEV e medidas de ressonancia ferromagnética de forma a
determinar caracteristicas e propriedades magnéticas que diferenciariam ambos os tipos de
cristais (Kopp et al. 2006). Todos estes critérios estdo baseados nas caracteristicas
encontradas em magnetossomas bacterianos. Com o crescente interesse na magnetorecpcao
em outros organismos, a localizacdo de paticulas magnéticas como sensores ganhou
importancia, sendo a busca inicialmente dirigida para sistemas semelhantes ao das
bactérias. No entanto, ¢ importante mencionar que as caracteristicas cristalinas ndo sao
necessariamente as das bactérias, j4 que o mecanismo envolvido, a magnetorecepgao, ¢
mais complexo do que o mecanismo passivo observado para bactérias quando sob acdo de
um campo magnético. Em pombos, por exemplo, arranjos de magnetita superparamagnética
(SPM) foram encontrados na parte superior do bico destes animais (Hanzlik et al. 2000,
Fleissner et al. 2003). Portanto, o problema da determinagdo da biogenicidade para cristais
de magnetita em animais ainda nao foi resolvido (Fortin & Langley 2005).

Minerais de ferro de origem externa (do solo e até do ar) podem aderir a cuticula
e/ou podem ser ingeridos e encontrados no térax e abdémen. Medidas de RPE de formigas

Pachycondyla marginata mostrou uma redugio da presen¢a de contaminantes na superficie
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destes insetos. Para obter-se uma amostra parcialmente livre de contaminantes superficiais
e, apropriada para distintas medicdes, deve-se utilizar somente amostras que sejam
recolhidas ainda vivas do ninho. Estas amostras devem ser armazenadas em recipientes
livre de solo e 2 a 3 lavagens em etanol 70% + US devem ser feitas.

A distribui¢ao dos dados obtidos a partir de medidas individuais indicou uma distribuicao
estreita de S e Hr e, uma distribuigdo larga de AH,,.

As eqs 1.3.8 e 1.3.9 foram utilizadas para ajustar as curvas de Hr e AH,,, e estimar os
diametros e as constantes de anisotropia destas amostras. Diametros magnéticos médios de
15,9403 nm, 14,3+0,4 nm e 14,840,3 nm e K de (7,5+0,5)*¥10%, (1,1£0,1)*10° e
(8,9+0,8)*10* erg/cm’ foram obtidos para as particulas dos extratos de cabeca, abdémen e
torax, respectivamente. Veja na Tabela 1V.1.4 K e os didmetros obtidos para todas as

amostras medidas.

amostras T (K) Kese (300K) D (nm)
T3 -1 70-290 (6,6+0,2)*10" | 9,240,2
T4 7-290 (8,4+0,2)*10" | 15,4+0,1
escapos 140-220 (1,0+0, 1)”‘105 14,5+0,6
flagelos 60-260 (9,3£0,3)¥10* | 14,8+0,2
Extratos - - -
Antenas 210-300 (1,8+0,3)*10° 11,4+0,4
Cabecas 5-240 (7,5+0,5)*10° | 15,9403
Torax 130-260 (8,9+0,8)*10" | 14,8403
Abdomen 60-210 (1,140,1)*10° | 14,3+0.4

Tabela IV.1.4: estimativas de didmetros e as constantes de anisotropia das partes de
formigas obtidas a partir dos modelos de (Morais et al. 2005, Morais et al. 1987) para Hr e
AH,; .

Os diametros estimados para as extratos magnéticos de cabega, torax, abdomen e T4
sdao aproximadamente os mesmos, enquanto o valor encontrado para antenas aproxima-se

daquele da componente CA1 de T3. A partir dos dados de RFM nao ¢ possivel diferenciar
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os resultados de solo com as amostras. O aumento no valor de K¢, para os extratos
provavelmente se deve ao uso do NaOCl. Os modelos utilizados pressupdem a existéncia
de particulas superparamagnéticas, mas nao consideram a presenca de uma distribuicao de
tamanhos de particulas nem a mistura de materiais magnéticos.

Nos extratos magnéticos da cabega, antena, térax e abdomen destas formigas
particulas contendo Fe/O puro e Al/SiO, em maior quantidade, foram encontradas. Além
da composi¢do, estas particulas possuem distintas formas e tamanhos, resultados distintos
dos encontrados por RFM, devido as proprias restricoes dos modelos utilizados e a
suposicao de que no sistema estudado s6 havia magnetita, desprezando-se entdo a
contribuicdo de outros constituintes magnéticos. Magnetita ndo foi identificada nos
extratos, mas mesmo que tivesse sido encontrada a atribuicao biogénica nao seria possivel,
j& que a observacdao destas particulas nos tecidos ¢ condigdo necessaria, embora nao
suficiente, para esta atribui¢dao. Portanto, se as particulas estdo envolvidas em uma fun¢ao
fisiologica elas devem estar localizadas dentro de um tecido, provavelmente proximas a
estruturas nervosas. A reagao PB/TB utilizando o microscopio Optico ¢ um método rapido
para localizar regides que contém ferro dentro do tecido. Cristais de Fe/O foram
identificados por MET em trés jun¢des da antena, mas nenhuma regido azul esteve visivel
nas regides correspondentes, exceto na jungdo entre a cabeca e o escapo, quando
observados por microscopia optica.

Fe/O puros (ou o0xidos de ferro) foram detectados em diferentes partes da antena da
formiga Pachycondyla marginata: jungdo do 3° segmento/pedicelo, pedicelo/escapo e
cabeca/escapo. Estas trés jungdes principais sdo ricas em estruturas sensorais comuns aos
individuos da classe Insecta e abrem uma nova perspectiva em relacdo a fun¢do de 6xidos
de ferro incorporados como possiveis sensores de campo magnético.

Na superficie cuticular do escapo e pedicelo, existem dois tipos de
mecanoreceptores: sensila campaniforme e chaeticum. O primeiro responde a deformagdes
na cuticula (Ehmer & Gronenberg 1997a) enquanto o segundo possui fungdes tateis e
gustativas (Zacharuk 1980). Além disso, nas duas jungdes, pedicelo/escapo e
escapo/cabeca, grupos de placas de pelos e também sensilas campaniforme foram
observadas. As placas de pelo sdo compostas de pelos de Boehm, que ¢ um proprioceptor,

capaz de perceber mudangas na posi¢ao antenal (Sane et al. 2007).
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O o6rgao de Johnston, que esta localizado no pedicelo, funciona como um 6rgao
mecanosensor percebendo alteragcdes do flagelo em relagdo ao pedicelo. Por esta razdo, ele
deve atuar como Orgdo gravireceptor, auditivo, além de auxiliar no controle do voo
(Sandeman 1976). Este 6rgao ¢ composto de unidades sensoriais chamados escolopideos,
que estdo simetricamente distribuidos dentro do pedicelo. Diferentes fungdes sao atribuidas
a este orgdo e, se os Oxidos de ferro presentes nos botdes quitinosos estdo ligados ao
receptor, uma fun¢do magnetoreceptora também ¢ possivel. Kamikouchi et al. (2009)
mostraram que o 6Orgdo de Johnston em moscas Drosophila (ordem Diptera) sdo
responsaveis por gravirecep¢ao, mas até o momento se supunha que estatolitos nao estavam
presentes (Eatock 2009). Os resultados aqui apresentados mostram que o 6rgao de Johnston
em uma espécie de formiga (ordem Hymenoptera) possui particulas minerais densas
incorporadas, que também poderiam servir como estatolitos para gravirecepgdo. A
distribuicdo inomogénea de particulas entre os botdes quitinosos provavelmente é causada
pelo desconhecimento da distribuicdo das mesmas por toda a estrutura. Estudos recentes
mostraram que alguns aglomerados de neurdnios no 6rgdo de Jonston nas moscas de fruta
respondem preferencialmente a gravidade/vento, enquanto outros preferencialmente ao
som (Kamikouchi et al. 2009, Yorozu et al. 2009). Se as fungdes no 6rgdo de Johnston sdo
compartimentalizadas,, ¢ razoavel que a presenca de particulas magnéticas associada a
magnetorecepgdo também esteja restrita a alguns botdes quitinosos. Vowles (1954) mostrou
que o o6rgdo de Johnston ¢ capaz de perceber gravidade e campos magnéticos, que
funcionam como estimulos para orientacdo nas formigas M ruginodis e M laevinodis.

Na jun¢do do escapo e pedicelo, uma estrutura do tipo celular circundada por
diferentes tipos de particulas com e sem ferro, cuja fun¢ao ¢ desconhecida, foi encontrada
(Figura IV.5.1a). Assumiu-se que toda a estrutura ¢ um proprioreceptor, devido a sua
localizagdo especial. A estrutura elongada implica em um comportamento magnético
anisotropico (Figura IV.5.1a). O modelo de ferromembranas (Winklhofer, 1999) d4 um
limite inferior para o torque magnético atuando nesta estrutura, para uma pequena
quantidade de 6xidos de ferro.

Em formigas, o escapo estd conectado a cabega através de uma jungdo
monocondilica. Ela pode ser movida por quatro musculos extrinsecos que estdao localizados

dentro da capsula da cabeca. Isso da ao escapo, e logo a toda antena, uma grande liberdade
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de movimentos. O segundo segmento antenal, o pedicelo, estad conectado ao escapo por
uma juncao do tipo dobradigca e s6 pode ser movido no plano por um par de musculos
confinados dentro do escapo e chamados de musculos antenais intrinsecos. Todos estes
musculos controlam os movimentos antenais (Ehmer & Gronenberg 1997a, Ehmer &
Gronenberg 1997b). Dentro da céapsula da cabeca encontra-se o oOrgdo de Janet.
Escolopodfaros e dendritos, que compdem este orgdo, formam um conjunto eldstico que €
distendido pelo movimento antenal. A parte final do escolopdfaro insere-se dentro de
processo internos na base do escapo (Ehmer & Gronenberg 1997a, Ehmer & Gronenberg
1997b). As particulas contendo ferro, encontradas dentro da jun¢do monocondilica e
regides circunvizinhas, sugerem que esta parte pode estar envolvida, junto com as outras
estruturas ja mencionadas, na detec¢do do campo magnético terrestre.

A quantidade de material magnético ndo deve ser importante quando se considera
um sistema magnetoreceptor. Mais importante ¢ que a quantidade de material existente
esteja relacionada a uma determinada estrutura sensorial para transdugdo e propagagao da
resposta magnética. Regides como torax e abddmen sdo ricas em material ingerido,
enquanto as pernas estdo em contato direto com o solo que pode ser mais dificilmente
removido do que sujeiras em outras partes.

(Okada & Toh 2001) sugeriram que a detec¢dao da posicdo de um objeto pode ser
calculada centralmente quando os sinais de saida tateis do flagelo e dos mecanoreceptores
no escapo e pedicelo sdo combinados no sistema nervoso central. De maneira semelhante,
os sinais relacionados a percepgdo de gravidade e/ou campos magnéticos pelos diferentes
proprioceptores € mecanoreceptores presentes nas jungdes da antena estudadas e sensilas
também podem se combinar gerando um sinal de saida que ¢ fonte de informacao para a
orientagdo gravitaiconal e/ou magnética destas formigas. No entanto, a forma pela qual os
orgaos sensores detectam o sinal devido o efeito do campo magnetico sobre as particulas
nao esta clara. O sistema de detec¢dao proposto por (Edmonds 1992), ou o amplificador de
campos magnéticos (Schiff 1991) ou a rotagdo de cristais de magnetita monodominios
atuando diretamente em estruturas nervosas (Schiff 1991), parecem adequados, mas
nenhum destes modelos foram verificados experimentalmente. De qualquer maneira, a
presenca de particulas magnéticas, provavelmente incorporadas durante o processo de

crescimento, encontradas dentro do tecido proximo a estruturas mecanosensoras, em areas
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muito especificas ao longo da antena de formigas P. Marginata, sugerem este 6rgdo como

um possivel magnetoreceptor.
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