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1 Resumo

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) de carbono-13 em estado sélido
tem sido amplamente utilizada para a andalise de compostos organicos em diversos materiais e
com amplas aplicagdes, como por exemplo a decomposicao de biomassa vegetal em jardins de
fungo da formiga atinea Atta sexdens (formiga cortadeira). O objetivo deste trabalho foi mostrar
o potencial da RMN em estddo solido para caracterizar a degradacao de biomassa vegetal. As
modificagoes na biomassa vegetal em diferentes compartimentos do sistema de fungicultura tém
sido investigadas utilizando colonias de campo de diferentes espécies de atineas (Mycocepurus sp.,
Mycetophylax morschi, Acromyrmex rugosus e Atta sexdens), revelando particularidades estru-
turais de cada sistema, mas ainda resta saber se microbiota associada a fungicultura responde a
diferentes substratos, ou seja, se é possivel estudar a composi¢ao quimica de Colonias de Formi-
gas Cultivadoras de Fungos sob diferentes dietas. Nesta monografia foram realizadas analises das
colonias de formigas submetidas a diferentes dietas, ricas em frutas, plantas e equilibradas e foi
possivel identificar mudancgas comportamentais dessas formigas e da estrutura de suas colonias em
cada uma delas de maneira nao invasiva.

Palavras-chave: Espectroscopia. RMN. Mirmecologia.

2 Introducdo

2.1 O problema das formigas

As formigas cortadeiras, principalmente as dos géneros Atta e Acromyrmex, sao amplamente
reconhecidas como ”engenheiras de ecossistemas” (Cipriano,2016) devido & sua capacidade de modi-
ficar substancialmente o ambiente. Ao cortar folhas e transportar grande quantidade de material
organico para seus ninhos, essas formigas exercem um papel vital na ciclagem de nutrientes e
na fertilizacao do solo, especialmente em ecossistemas tropicais e subtropicais. Em regides com
alta biodiversidade, como as florestas tropicais, essas atividades podem influenciar diretamente a
estrutura e a composicao da vegetacao, moldando o ecossistema ao seu redor.

No entanto, as interagoes dessas formigas com o ambiente vao além de suas praticas de co-
leta de material. Elas mantém uma relacao simbidtica complexa com fungos, que cultivam em
seus ninhos para consumo, utilizando o material vegetal cortado como substrato para esse cul-
tivo. Este sistema de mutualismo entre formigas e fungos nao apenas sustenta suas colonias, mas
também tem implicagoes importantes para a dinamica dos ecossistemas. A ciclagem de nutrientes,
dispersao de sementes e controle da vegetacao sao processos influenciados pela atividade dessas

formigas, tornando-as elementos chave para a manutencao e funcionamento do ecossistema. Com



isso, mudangas em sua dieta, seja por fatores naturais ou induzidos por alteragbes ambientais,
podem impactar diretamente esses processos ecolégicos.

O estudo da resiliéncia dessas colonias é particularmente relevante em um contexto de mudancas
ambientais, como a perda de habitat ¢ o aquecimento global. Em um cenario de rapidas mudangas
climaticas, a capacidade das formigas cortadeiras de adaptar suas praticas de forrageamento e de
manter a simbiose com fungos em face de dietas diversificadas ou escassez de recursos vegetais
é uma questao central para entender sua sobrevivéncia e o papel continuo que desempenham
na modulacao do ambiente. Esses insetos tém mostrado uma notével capacidade de adaptacao,
mas queimadas, aquecimento global ¢ a destruigao de florestas para extrativismo ou expansao
de indtstrias cria uma pressao crescente sobre os ecossistemas tropicais e subtropicais levanta
questoes sobre o futuro das interagoes entre formigas, plantas e fungos e, consequentemente, sobre
a integridade desses ecossistemas.

Além disso, o impacto das formigas cortadeiras se estende as atividades humanas, especialmente
na agricultura. Em muitas regioes agricolas, elas sao consideradas pragas devido ao seu apetite
voraz por material vegetal, o que pode resultar em grandes perdas de colheitas. Estudar suas
preferéncias alimentares e os fatores que as influenciam é fundamental para o desenvolvimento de
métodos de controle mais eficientes e sustentaveis. Métodos tradicionais, como o uso de pesticidas,
muitas vezes tém efeitos colaterais prejudiciais ao meio ambiente, contaminando solos e fontes de
agua. Portanto, uma abordagem que integre o conhecimento sobre a biologia e ecologia dessas
formigas com técnicas de resolucao molecular, como o uso de Ressonancia Magnética Nuclear,
pode abrir caminhos para solugoes de controle de pragas que nao dependam de quimicos nocivos.

A RMN oferece uma maneira nao invasiva de caracterizar as amostras biolégicas, ja tendo sido
utilizada anteriormente para identificar colonias de diferentes espécies de formigas. Essa técnica
tem o potencial de fornecer informagoes detalhadas sobre a composicao quimica, possibilitando
uma compreensao mais profunda dos mecanismos que permitem a adaptagao e a resiliencia dessas

espécies frente a variagoes em sua dieta.

2.2 Principios de RMN e Técnicas Utilizadas

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) é uma técnica analitica que se baseia
no monitoramento da resposta dos momentos angulares do niicleos atomicos quando submetidos
a campos magnéticos. A técnica permite determinar a estrutura e a composicdo quimica de
uma amostra. O método foi originalmente proposto por Felix Bloch e Edward Purcell em 1946
(Giunta2020), e desde entdo se tornou uma ferramenta muito importante para quimica, bioquimica,

fisica e ciéncias médicas.



A teoria da mecéanica quantica é essencial para descrever o fenomeno da RMN (Keeler2010).
Os nicleos atomicos que tém momentum angular ndo nulo (referido como spin nuclear) L, tém a
eles associados um momento magnético nuclear fi = vL. A constante 7 é chamada de constante

giromagnética e depende do tipo de niicleo (por exemplo, v = 42,5% para nicleos de 'H

ey = 10,7 Mf'z para ntcleos de 3C). Quando um niicleo atomico é colocado em um campo
magnético estatico, a interacao entre o campo magnético e os momento magnéticos nucleares faz
com que sua energia magnética seja dividida em vérios niveis,associados a diferentes estados de
spin nuclear, fenomeno conhecido como Efeito Zeeman nuclear. A diferenca de energia entre os
estados Zeeman ¢ conhecida como freqiiencia de Larmor, sendo proporcional a intensidade do
campo magnético aplicado e da constante giromagnética. A separacao entre niveis Zeeman é dada
por AE; = hyB, (Haake2014).

Uma vez que a separacao de energia entre os estados de spin nuclear é geralmente muito menor
que a energia térmica kgT', em uma amostra a temperatura T os momentos magnéticos nucleares
podem ocupar os distintos niveis de energia, sendo a populacao em cada nivel definida pela distri-
bui¢ao de Boltzman-Gibbs. Por exemplo para nicleos com spin nuclear %, que possuem dois niveis
de energia, a razao entre a populacdo entre os dois niveis é ¥= = eycp(—M

N+ — kT
de populacao entre os niveis implica no aparecimento de uma magnétizacao macroscépica My na

). Essa diferenga

dire¢do do campo magnético aplicado By. Como essa magnétizacao macroscopica ¢ proporcinal
a diferenca de populagao entre os niveis, ela aumenta com o campo magnético e diminui com a
temperatura do sistema.

Para os campos magnéticos tipicamente utilizados em RMN (< 257"), a separagao entre os niveis
de energia estd na faixa de energia de ondas de radio, usualmente referidas como radio frequéncia
(RF). Assim, em RMN a excita¢ao dos nicleos atomicos é feita utlizando-se uma onda de radio com
frequencia frr adequadamente escolhida para corresponder aproximadamenteas as frequéncias de
Larmor do ntcleos de interesse, ou seja, frrp = 72—?, conhecida como condi¢gao de ressonancia.
Quando um pulso de RF é aplicado na condi¢ao de ressonancia, ocorre a absor¢ao da radio-
frequencia fazendo como que haja transi¢oes entre os niveis de energia. Tal processo produz uma
mudanca na diregao do momento magnético dos niicleos, resultando na rotacao da magnetizagao
em torno do campo magnético da radiofrequéncia. Se o campo de RF é mantido ligado durante
um tempo t, (pulso de RF) a rotacdo da magnetizacdo ocorre de um angulo especifico definido
pela amplitude do campo magnético e pela duragao do pulso 6 = yB;t,. (Haake2014)(KSR2012)

O sinal de RMN é basicamente uma medida da magnetizagao macroscopica devido aos nicleos.
Para detectar esse sinal utiliza-se uma sistema de detecgao constituido por uma bobina (com eixo
transversal a direcdo do campo magnético) e um circuito eletronico ressonante, cuja frequencia

de ressonancia pode ser ajustada para a frequéncia de ressonancia do sistema de spins nucleares.
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Esse mesmo sistema é utilizado para aplicar os pulsos de RF. A deteccao é feita baseada na Lei de
Faraday Lenz (Haake2014) e o que é detectado é uma corrente elétrica resultante da variacao do
fluxo magnético no eixo da bobina de detecgao. Assim, para detectar a magnetizagao macroscépica
da forma mais eficiente ¢ necessario primeiro fazer com que ela fique perpendicular ao campo
magnético By, ja que o eixo da bobina de detecgao é transversal a esse campo. Como mencionado,
isso pode ser conseguido aplicando um pulso de RF em ressonancia e ajustando a duracao do

i

pulso para que o angulo de rotacao seja de 7, ou seja, t, = T’jgl.

macroscopica, agora denominada de magnetizagao transversal Mr, é deixada evoluir livremente na

Apéds o pulso, a magnetizagao

presenca do campo magnético By. Pode-se mostrar que essa evolugao ocorre como uma precessao
em torno do campo magnético com a frequéncia de ressonancia do sistema, o que faz como que
o fluxo magnetico ao longo do eixo da bobina varie com essa mesma frequéncia. O resultado, é
que a corrente elétrica que aparece na bobina oscila no tempo com essa mesma frequéncia e sua
intensidade é proporcional a magnetizacao transversal. A esse sinal da-se o nome de Decaimento
Livre da Indugao (FID, do termo em inglés Free Induction Decay).

Em uma amostra real, as frequéncias de ressonancia dos spins nucleares sao afetadas pro varios
fatores, por exemplo os campos magnéticos locais produzidos pelos elétrons dos orbitais moleculares
a que o nucleo pertence e pela interacao dipolar magnética do momento magnético nuclear do niicleo
detectado com os momentos magnéticos dos nicleos vizinhos. Essas modificagoes nas frequencias
de ressonancia por essas chamadas interagoes internas sao o coragao da espectroscopia por RMN,
ja que sao elas que carregam a informagao sobre a estrutura e dinamica das moleculas da amostra.
Por outro lado, isso faz com que o sinal de RMN nao seja uma oscilagao de frequéncia tnica,
mas uma soma de oscilagoes correspondendo as diferentes frequéncias de ressonancia dos spins
nucleares. Assim, é virtualmente impossivel obter as frequéncias de ressonancias diretamente do
sinal FID. Para isso, utiliza-se uma ferramenta matématica amplamente aplicada em analise de
sinais, a denominada transformada de Fourier. A transformada de Fourier prové basicamente uma
mudanga no espago de representagao do sinal do dominio do tempo para o dominio de frequencias,
possibilitando detectar as diferentes frequencias de ressonancia dos spins e uma ampitude relativa
a cada uma delas, que é proporcional a quantidade de spins que contribuem para aquela freqiiéncia.
Esse é o chamada espectro de RMN cuja andlise pode ser utilizada para obter informacoes sobre
a estrutura e dinamica dos materiais.

Essas caracteristicas da espectroscopia de RMN fazem com que a técnica seja capaz de fornecer
informacoes valiosas sobre a estrutura e a dinamica molecular de uma ampla gama de amostras,
principalmente solidos e liquidos. A técnica é usada em muitos campos diferentes, desde a quimica
organica e inorganica até a biologia estrutural e a fisica de materiais. Em resumo, a RMN é uma

técnica poderosa que fornece informacoes detalhadas sobre a estrutura e a dinamica molecular de
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uma amostra e tem uma ampla gama de aplicacoes em muitos campos da ciéncia.

2.2.1 InteragOes entre spins nucleares importantes para RMN de estado sélido de nucleos com spin
1/2

Como descrito na se¢ao anterior, a informacao primordial provida pela espectroscopia de RMN
advém das interagoes a que os spins nucleares estao submetidas. Como os momentos magnéticos
nucleares respondem a campos locais internos eles afetam os sinais de RMN. Os campos locais
podem ter diferentes origens fisicas, portanto informagoes distintas sao codificadas dependendo
do tipo de interacao que os estao produzindo. Durante este trabalho somente foi feita a detecgao
de nicleos com spin 1/2 em materias em estado sélido, onde as intera¢oes importantes sao (Le-
vitt2002):

Deslocamento quimico: Os elétrons ao redor do niicleo reagem ao campo magnético estatico
em qual a amostra estd imersa criando um campo magnético extra na posicao do ntcleo. Este
campo extra se compoe com ao campo principal aplicado éo, produzindo uma mudanga na
frequéncia de ressonancia. Uma vez que é criado pelos elétrons do orbital molecular, a mudanca
de frequéncia depende da simetria, orientacao e densidade eletronica desse orbital, o que a torna
sensivel ao grupo quimico onde o nicleo esta localizado, por isso o nome deslocamento quimico.
Uma vez que as mudancas na frequéncia de ressonancia devido aos deslocamentos quimicos é muito
pequena, ela é usualmente medida em parte por milhao da frequéncia de ressonancia principal, o
que é referido como ppm. Mais especificamente, o valor de ppm indica a frequéncia dos nticleos
13C em relacao a um padrao de referéncia. Por exemplo, se um composto tem um sinal de RMN
de estado sélido 13C a 100 ppm, significa que a frequéncia desse sinal é 100 partes por milhao
acima da frequéncia do sinal de referéncia, que é normalmente o sinal do carbono tetrametilsilano
(TMS), cuja frequéncia é definida como 0 ppm.

Em geral, o deslocamento quimico depende da orientacao da molécula em relagao ao campo
magnético principal, a chamada anisotropia de deslocamento quimico (CSA), mas em solugao, o
rapido movimento das moléculas promedia essa dependéncia com a orientagao , e o deslocamento
quimico se reduz a uma tnica constante de blindagem, o chamado deslocamento quimico isotrépico,
que varia de acordo com o grupo quimico ao qual o ntucleo estd submetido. Em outras palavras,
os valores dos deslocamentos quimicos em RMN sao impressoes digitais dos grupos quimicos, tor-
nando esta uma técnica espectroscopica muito poderosa. No entanto, em amostras em estado
solido essa promediacao natural do CSA nao acontece e o espectro resultante é muito alargado,
geralmente provocando uma superposicao significativa entre os espectros de nicleos de diferentes

grupos quimicos e impedindo que sejam obtidos sinais individuais de cada grupo quimico. Feliz-



mente existem técnicas para eliminar essa dependéncia do deslocamento quimico com a orientagao
e o deslocamento quimicos isotrépico pode ser observado mesmo em amostras sélidas, embora com
menor resolucao.

Acoplamento dipolar: A interagdo magnética dipolo-dipolo entre momentos magnéticos
nucleares é referida simplesmente como acoplamento dipolar em RMN. Sua intensidade depende
da distancia entre os nicleos acoplados, por isso é uma importante sonda de proximidade espacial.
E também uma interagao anisotropica, dependendo da orientacao entre o vetor internuclear ¢ o
campo magnético principal Bo. Porém, diferente do deslocamento quimico, tem média zero o
que faz com que nao seja observado diretamente nos espectros em RMN de Solugao, mas pode
contribuir como mecanismo de relaxacao e relaxagao cruzada, o que lhe permite ser usado em
muitos experimentos modernos dedicados a determinagao estrutural. Por outro lado, em RMN de
estado solido, a anisotropia do acoplamento dipolar introduz um forte alargamento do espectro, que
em muitos casos compromete a visualizagao dos deslocamentos quimicos no espectro. No entanto,
métodos especificos de RMN, como exemplificado posteriormente, sdo capazes de minimizar o
efeito do acoplamento dipolar RMN, permitindo obter espectros com resolucao de deslocamento
quimico. Além disso, ha também técnicas que mantém as informagoes de orientacao, permitindo

codificar informagoes de estrutura (distancias) e dinamicas (mobilidade molecular).

2.2.2 Técnicas utilizadas para deteccio de espectros de alta resolucio de '*C em col6nias de formigas

Desacoplamento Dipolar (DEC): Como ja mencionado, o acoplamento dipolar é uma fonte
primaria de alargamento espectral em RMN de sélidos, impedindo que os valores de deslocamen-
tos quimicos sejam resolvidos no espectro. No entanto, a interagao dipolar entre nicleos raros
(com baixa abundancia natural), como por exemplo *C-13C, é insignificante e neste caso a in-
teracdo dipolar importante se d4 com os nicleos abundantes, por exemplo, **C-'H, o chamado
desacoplamento dipolar heteronuclear.

Para suprimir a interagao dipolar entre spins raros e abundantes o método utilizado é chamado
de desacomplemento heteronuclear e foi proposto por Sarles e Cotes (Sarles1958) em 1958 . Em sua
forma bésica, consiste na irradiagdo com RF de onda continua (CW) na frequéncia de ressonancia
do nticleo abundante (por exemplo 'H) enquanto observa-se o sinal do nticleo (por exemplo 3C).
A rotacio imposta pela irradiacio CW do 'H em ressonancia promedia o campo magnético dipolar
produzido pelo nticleo abundante na posicao do ntcleo raro. Se a intensidade do campo de RF
aplicado for significantemente maior que a intensidade do campo dipolar, a interacao dipolar é
promediada a zero e nao contribuird para o alargamento do espectro. O método CW pode ser

substituido por outras técnicas mais robustas e eficientes, que geralmente envolve modulagao de
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fase dos pulsos, por exemplo a modulacao de fase de dois pulsos (TPPM)e alteragao incremental
de pequena fase (SPINAL).

Rotacao da Amostra em torno do angulo magico: Andrew e Lowe propuseram indepen-
dentemente em 1959 um método para suprimir a interacao dipolar magnética, que ficou conhecida
como Rotac¢ao da Amostra em torno do angulo mégico (MAS do tempo em inglés Magic Angle
Spinning) (Andrew1958). A técnica for extendida em 1962 por Andrew e Eades (Andrew1958)
para eliminar a parte anisotropica de outras interagoes incluindo o deslocamento quimico. Consi-
derando por simplicidade a interacdo dipolar magnética entre nicleos de *C e 'H, a componente
do campo magnético dipolar ao longo de By produzido pelo niicleo de *H na posicao do *C é dado
por B, ~ %(30082«9 — 1), onde r é o médulo do vetor internuclear conectando os nicleos, e 6 é
o angulo entre o vetor internuclear e o campo éo. O termo (3cos®0 — 1) descreve a dependéncia
da interacao dipolar com a orientagdo mencionada acima. Assim, se este termo for igual a zero,
a interacao dipolar é eliminada. Uma maneira de fazer isso é escolher 6 = 6, = 54,74° . que é
chamado de angulo mégico. No entanto, se considerarmos que os possiveis pares de spin ¥C-'H
na amostra sao orientados aleatoriamente, como ¢ em amostras amorfas ou policristalinas, ¢ im-
possivel colocar todos os pares de spin alinhados ao longo desta orientagao especifica. O método
MAS propoe mimetizar esta condicao girando a amostra em torno da orientacao do angulo mégico
com uma frequéncia de rotagao v, maior que a frequencia associada a interagao dipolar, a chamada
condi¢do de MAS rapida. Nesta situacao, todos os vetores internucleares ficam em média, ao longo
da diregdo mégica resultante em um campo dipolar médio ((Bg,) = 0), ou seja, a intera¢do nao
aparece no espectro de RMN.

O mesmo procedimento também funciona para suprimir a parte anisotrépica da interagao do
deslocamento (CSA), desde que a frequéncia de rotagao seja maior do que alargamento introduzido
pelo CSA. Para sistemas MAS usuais, o v, maximo é de cerca de 15 kHz. Nesta situacao, é
relativamente facil suprimir o CSA nos espectros 3C (cujos valores tipicos de dispersio do CSA
estd na faixa de 1-10 kHz). No entanto, ndo seria possivel suprimir a interacao dipolar C-'H.
No entanto, como discutido abaixo, o MAS pode ser usado em conjunto com o desacoplamento
dipolar, que pode ser muito eficaz eliminando a interacdo dipolar *C-'H. Esse uso simultaneo das
duas técnicas, permite que espectros de C constituidos por um conjunto de linhas relativamente
estreitas nas freqiiéncias de deslocamento quimico isotrépico como em um espectro de RMN de
solucao de onda a composicao quimica da amostra. No entanto, deve-se ressaltar que, mesmo sob
MAS de desacoplamento simultaneos, as linhas de RMN de sélidos de materiais desordenados sao
muito mais largas do que em solugao. Isso ocorre principalmente porque os deslocamentos quimicos
isotropicos também sao sensiveis a conformacao local das moléculas, produzindo um alargamento

residual da linhas. Esse alargamento residual associado a complexidade quimica da amostra, faz
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com que os espectros de matéria organica natural sejam muito complexos e nem sempre é possivel
inferir detalhes sobre a composicao a quimica.

Polarizacao Cruzada (CP): Mesmo usando técncias como MAS e desacoplamento hetero-
nuclear ainda é experimentalmente dificil obter espectros de amostras solidas para nticleos raros
(baixa abundancia natural) e com pequenas razoes giromagnéticas, como ¥C. A baixa sensibili-
dade estd associada ao fraco sinal de RMN ja que somente 1% dos carbonos da amostra sao *C
e portanto detectdvel por RMN. Assim, a necessidade do actiimulo de milhares de espectros para
melhorar a relagao sinal-ruido e os longos tempos de relaxagao spin-rede (77) resulta em tem-
pos experimentais muito longos. Para contornar esses problemas o método polarizagao cruzada foi
proposto por Pines e colaboradores (Baldus2005). Este método é baseado na transferéncia de mag-
netizacao entre os spins de 'H, abundantes e com 7} mais curto, dipolarmente acoplados aos raros
ntcleos de ¥C. Apds esta transferéncia de magnetizacao, o sinal dos nticleos raros é aumentado por
um fator Yopundante Vraro (fator igual a 4 para 'H-13C) quando comparado com o excitacio com um
tinico pulso de 7 (denominado polarizacao direta — DP ou Single Pulse Excitation - SPE). Outra
vantagem a excitacao via polarizacao cruzada é que apesar do experimento ser realizado para os
nticleos 3C, a taxa de repeticao para a média do sinal é determinada pelo T} dos *H. Isso é de fato,
a principal fonte do ganho de sensibilidade devido a excitacao via CP ja que tipicamente os valores
de T} dos 'H é cerca de 10 vezez mais curtos que os de 3C. Assim, no mesmo tempo experimental
é possivel realizar dez vezes mais aquisi¢oes, o que juntamente com o ganho de intensidade de 4,
torna a excitacio dos C via CP cerca de 40 vezes mais eficiente do que excitacao via DP.

Utilizando a combinacao de polarizacao cruzada, desacoplamento heteronuclear de 'H e rotacao
em torno do angulo mégico, técnica conhecida como CP-DECMAS, pode-se obter espectros de
1BC em tempo razoavel de onde pode-se observar os deslocamentos quimicos individualizados de
modo a obter informacao sobre a composicao quimica das amostras. Na Figura 2a estd mostrado
o esquema usualmente utilizado para representar a sequencia de pulsos de RF no experimentos
de CP-DECMAS. O experimento corresponde basicamente de i) aplica¢gdo de um pulsos de /2
nos 'H (indicado como o retangulo preto na figura), irradiagao simultanea dos dois niicleos para
produzir a transferéncia de magnetizacao 3C-'H (indicado com CP) e irradiacdo do nicleo de
'H para promover o desacoplamento heteronuclear com simultanea aquisicio do *C. Nas figuras
2b, 2c¢ e 2d esta ilustrado o ganho em resolucao espectral obtido com cada uma das técnicas
que constituem o experimento CP-DECMAS. Na figura 2b esta ilustrado um espetro tipico de
uma amostra de Glicina obtido somente com a técnica de polarizagao cruzada. Como a interagao
dipolar ¥ C-'H est4 presente, observa-se somente uma banda larga sem qualquer discriminacio dos
deslocamentos quimicos de cada grupo quimico da glicina. Na figura 2c estd ilustrado um espetro

tipico de uma amostra de Glicina obtido com a combinagao das técnicas de polarizagao cruzada
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e desacoplamento heteronuclear. Neste caso observa-se padroes alargados devido a anisotropia de
deslocamento quimico, porém ja sao observado os sinais individuais de cada grupo quimico. Na
figura 2d estd ilustrado um espetro tipico de uma amostra de Glicina obtido com a combinacgao
das técnicas de polarizagao cruzada, desacoplamento heteronuclear ¢ MAS. Neste caso observa-se

linhas estreitas associadas ao deslocamento quimico isotropico de cada grupo quimico.

Os retangulos representam os pulsos de RF

1
HIT DEC utilizados no experimento. O retangulo cheio
corresponde a um pulso de 7/2. b) Espectro

a) 13C

CP

de 3C esperado para uma amostra de Gicina

L . (CaH5NO,) obtido somente com a téenica de

=

C) Polarizag&o Cruzada + Desacoplamento Heteronuclearc

5 & combinacao das técnicas de polarizacio cruzada
= e desacoplamento heteronuclear. d) Espectro de

polarizagio cruzada. c) Espectro de '3C espe-

rado para uma amostra de Gicina obtido com a

d) Polarizacio Cruzada + Desacoplamento Heteronuclear 13C eSpeI‘adO pal'a, uma amostra de Gl(’ll’la Ob-
+ Rotagado em torno do angulo magico

- “‘1[ r" tido com a técnica CP-DECMAS, ou seja, com-

‘ binacao das técnicas de polarizagao cruzada, de-

250 200 150 100 50 0
i 13
deslocamento quimico de ~ C (ppm)

sacoplamente heteronuclear e rotacao da amos-

_ , o tra em torno do angulo mégico.
Figura 1 — Diagrama da sequéncia de pulsos.

Fonte: gerada pelo autor

3 Metodologia

3.1 A colbnia de formigas

Atuando como herbivoros generalistas, formigas cortadeiras (géneros Acromyrmex e Atta), em
particular cortam folhas, pétalas e frutas, que utilizam para o cultivo de Leucoagaricus gongylopho-
rus, fungo altamente domesticado que aparentemente se adapta a composicao e recalcitrancia do
substrato, mas podendo ter também Rhizopus oryzae (Marques,2024).

Jardins de fungo e lixo de diferentes atineas foram coletadas no Parque Estadual Serra do Mar,
Ntcleo Picinguaba (S23° 21" W44°49’), no municipio de Ubatuba-SP, no periodo de 18/04/2023
a 22/04/2023 pela pesquisadora colaboradora Mariana Barcoto do Laboratério de Ecologia e Sis-
tematica de Fungos (LESF) no Centro de Estudos de Insetos Sociais/UNESP-Rio Claro, que cuidou

de todo o preparo das amostras e introducao das dietas.



Fragmentos de jardim de fungo e lixo foram
coletados de modo asséptico, sendo mantidos
em recipientes esterilizados até o processamento
(Rodrigues et al., 2009). Em ocasides em que as
diferentes porcoes do jardim eram evidentes, as
amostras foram separadas em: i) topo do jardim;
ii) base do jardim; e iii) lixo e quando o objetivo
era exclusivamente analisar as dietas, as amos-
tras foram separadas em: i) topo do jardim; iii)

meio do jardim; iii) base do jardim; e iv) lixo

(figura 2), sendo que em ambos operdrias, larvas
e pupas foram removidas com auxilio de pinga

Figura 2 — Segmentacoes da Colonia L.
entomoldgica.

3.1.1 Introducdo das dietas

Colénias foram designadas aleatoriamente a quatro tipos de dietas i) Controle, onde folhas,
frutas e cereais foram oferecidas de modo intermitente ao longo de 55 dias;ii) Folhas secas e
frescas, contendo substratos vegetais mais recalcitrantes oferecidos ao longo de 55 dias; iii) Frutas
e cereais, contendo fontes menos recalcitrantes de polissacarideos vegetais, oferecidas ao longo de
55 dias; iv) Alternada, onde a dieta de folhas foi oferecida por 20 dias, sendo alternada com a dieta
de frutas e cereais (oferecida por 20 dias), retornando a dieta de folhas pelos tltimos 15 dias de
experimento.

Na dieta rica em folhas frescas e secas, as formigas coletam espécies como Citrus aurantium
(laranjeira seca), Fucalyptus globulus (eucalipto seco), Hibiscus sp. (folha fresca) e Morus alba
(amora miura, tanto fresca quanto seca). Essas folhas servem como fonte de nutrientes para os
fungos simbiontes, que as decompdem e transformam em alimentos acessiveis para a colonia. As
folhas frescas oferecem mais umidade e compostos volateis, enquanto as folhas secas sao ricas em
fibras estruturais.

A dieta rica em frutas inclui alimentos como Awvena sativa (aveia em flocos),Carica papaya
(mamao desidratado), Malus domestica (maca desidratada), Mangifera indica (manga desidra-
tada), Musa spp. (banana desidratada), Oryza sativa (arroz integral), e Psidium guajava (goiaba
desidratada). Essas frutas sdo ricas em carboidratos e agicares, nutrientes que os fungos simbion-
tes conseguem decompor de maneira mais rapida, proporcionando uma fonte de energia eficiente

para as formigas. Essa dieta é especialmente importante para ambientes onde ha abundancia de
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frutas, permitindo uma digestao mais agil e um fluxo de nutrientes constante para a colonia.

No grupo controle, as formigas tém acesso a uma mistura de plantas e frutas comumente
encontradas nos biomas onde essas formigas habitam. A dieta controle inclui Citrus aurantium,
Fucalyptus globulus, Hibiscus sp., Malus domestica, Mangifera indica, Morus alba, Musa spp.,
e Syzygium jambolanum, que sao plantas e frutas que as formigas encontram naturalmente em
seus ecossistemas. Esse tipo de dieta reflete a diversidade alimentar disponivel nesses ambientes,
equilibrando folhas e frutos, tanto frescos quanto desidratados

Fragmentos do topo, meio e base do jardim de fungo (aproximadamente 2g) e a totalidade
do lixo foram amostrados em quatro pontos experimentais: o primeiro dia do experimento (TO0);
apos 20 dias de experimento (T1); apds 40 dias de experimento (T2); apds 55 dias de experimento
(T3). O intervalo entre os tempos amostrais diferiu em relagdo a proposta inicial, sendo necessario
para permitir a recuperacao das colonias apds a amostragem. Cabe mencionar que o experimento
foi idealizado para durar 60 dias, no entanto a deterioracao dos 11 jardins submetidos a dieta de
frutas e cereais (detalhes a seguir) exigiu que a amostragem final fosse realizada antecipadamente.
Apdés cada amostragem, operarias, ovos, larvas e pupas foram removidas com auxilio de uma pinga
entomoldgica, e fragmentos do topo, meio, base e lixo foram armazenados separadamente a -20 °C
para analises, que foram conduzidas em um espectrometro Bruker Avance 400, equipado com uma
sonda Bruker 4-mm MAS de dupla ressonancia, em frequéncias de 100.5 MHz e 400.0 MHz para

13C e 1H, respectivamente.

4 Resultados

4.1 Caracteristicas gerais dos espectros de colonias de formigas

A figura 3 ilustra como espectros CPMAS obtidos por amostras de diferenes colonias de formigas
podem ser, pois sinais com alto grau de superposicao sao identificaveis, algo tipicamente associado
a sinais de materiais lignoceluldicos ou com proteinas e lipidios,

A distribuigao desses sinais estd indicada na Tabela 1 e pode ser observado quatro grupo de
sinais associados a celulose (sinais indicados como 4,5,6,7,9), hemicelulose (1,3,6,8,11), lignina
(sinal indicado com 10), lipidios e proteinas de tecido vegetal (sinal indicado com 1)

Os géneros Atta e Acromyrmex, conhecidas como formigas cortadeiras, sao conhecidas por
cortar partes verdes de plantas para cultivar fungos dentro de suas colonias.(kost:2011) Esses fungos
sao alimentados com matéria organica fornecida pelas formigas e, em troca, fornecem nutrientes
para as formigas (nickele:2013). Isso pode explicar a maior concentracao de carboidratos na parte

superior das colonias (TOPO), pois é onde elas armazenam as folhas cortadas. Note que na figura
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3A a regiao entre 0-50ppm apresenta um sinal de baixa intensidade quando comparada a regiao

de sinais associada a celulose, entre 62.5 - 105ppm.

Numero Grupo quimico Posicao (ppm)
0 Grupos alifaticos 10-50
1 CH3 em grupos acetil de hemiceluloses 21.5
2 Carbonos metoxil arilicos da lignina 56.2
3 C6 da celulose nao-cristalina, C6 das hemic., OCgH2 da lign. 62.5
4 Carbono C6 da celulose cristalina 64.8
5 C2,3,5 da celulose e hemiceluloses 74.4
6 C4 da celulose nao-cristalina e hemic., OCbH2 da lign. 83.5
7 Carbono C4 da celulose cristalina 87.9
8 Ombro do carbono C1 das hemiceluloses 101.8
9 Carbono C1 da celulose 105.0
10 (C2 de carbonos aromaticos na lignina 110-180
11 Grupos carboxila das hemiceluloses 173.6

Tabela 1 — Atribuigoes das linhas de RMN de 1 a 11 indicadas no espectro na Figura 14

Por outro lado, Mycocepurus e Mycetophylax sao géneros de formigas atineas inferiores e
embora nao haja muita informacao disponivel sobre a dieta e o comportamento desses géneros
especificos, sabe-se que as formigas atineas inferiores tém comportamentos alimentares diferentes
das formigas atineas superiores. Em vez de cortar folhas, essas formigas geralmente coletam detritos
vegetais para cultivar seus fungos nas partes mais profundas, sendo estes detritos partes mortas das
plantas, de frutos e flores caidos no chao, fezes ¢ carcagas de outros insetos (urrea2023). Portanto,
faz sentido que a parte superior de suas colonias os sinais referentes a folhas sejam menores que os
mesmo nas amostras de formigas cortadeiras na figura 3A, e ainda tenha uma maior concentragao
de proteinas e lipidios, pois a regiao entre 0-50ppm é caracteristica de compostos alifaticos e tanto
as proteinas quanto os lipidios podem conter partes alifaticas em suas estruturas, isso justifica o
sinal nessa regiao da figura 3B ser diferente.

Podemos notar que o pico referente aos carbonos de celulose e hemicelulose em 74.4ppm entao
mais presentes no topo do que quando comparado ao mesmo espectro do meio, sendo maior que o
de base, que por sua vez estao mais presentes ainda do que no espectro referente ao lixo, perceptivel
gragas as linhas pretas estarem acima das linhas vermelhas e azuis nessa regiao, e ambas acima
da linha verde. Essa relagao é inversamente proporcional ao observado na regiao entre 20ppm e
40ppm, no qual o sinal do lixo é mais intenso que o da base, e estes mais intensos que o meio e topo,
pois agora as linhas da curva verde estao acima das linhas vermelhas e azuis, e estas estao acima

das linhas pretas nessa regiao. Vale citar que a regiao de carboxila em 173.6ppm nao apresentou
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A) 5 B) .

Acromyrmex - TOPO
Atta sexdens 1 - TOPO
——— Atta sexdens 2 - TOPO

—— Mycertaphylax - TOPO/BASE
—— Mycocepurus - TOPO/BASE

3C Chemical shift (ppm) 3C Chemical shift (ppm)

Figura 3 — Atribuicao de sinais - A: Espectros normalizados pela area obtidos com a técnica de
CPMAS em amostras de diferentes colonias de formigas Atineas superiores, compa-
rando o TOPO de cada uma delas.B:Espectros normalizados pela drea obtidos com a
técnica de CPMAS em amostras de diferentes colonias de formigas Atineas inferiores,
comparando o TOPO de cada uma delas.

grande degradacgao, visto que as linhas pretas, vermelhas e azuis estao sobrepostas nessa regiao,

assiim como na regiao entre 120ppm ¢ 180ppm.

4.2 \VariagOes associadas as seccbes da colonia

A medida que vamos para as partes mais profundas da colonia, onde uma variedade de matéria
organica ¢ consumido pelas formigas e seus fungos, a quantidade de compostos alifdticos tende
a aumentar. Além de que resulta em uma distribuicdo diferente de nutrientes em suas colonias,
com os sinais de carboidratos do Topo mais baixos que os do Lixo, o que pode ser observado
na figura 4 com a regiao alifatica entre 0-50ppm tendo a curva verde referente ao lixo como a
mais alta das curvas, e na regiao de sinais associada a celulose, entre 62.5 - 105ppm observamos
essa mesma curva como a mais baixa quando comparada as curvas referentes as outras secgoes.
Podemos observar os pontos referentes a celulose e hemicelulose no topo e no lixo por exemplo, a
quebra da celulose, hemicelulose e parte da pectina ocorre principalmente no final do processo de
decomposigao (Grell2013), que é representado pela sec¢éo inferior (ou “lixo”) do jardim de fungos.

Portanto, é esperado que os sinais de celulose e hemicelulose sejam mais baixos nesta secao em
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a) b) c)

Tempo 1 - Controle Tempo 2 - Controle
Tempo 0 - Controle TOpO TOpO
TOPO —— Meio —— Meio
—— Meio —— Base —— Base
—— Base —— Lixo —— Lixo
—— Lixo
T T T T = -' - ¥ T T T T
200 150 100 50 0 200 150 100 50 0 200 150 100 50 0
"3C Chemical shift (ppm) "3C Chemical shift (ppm) "3C Chemical shift (ppm)

Figura 4 — Espectros obtidos com a técnica de CPMAS em amostras de colonias de formigas At-
tinea em diferentes tempos

comparag¢ao com o topo do mesmo jardim de fungos, isso ocorre pelo processo de decomposicao de
materiais vegetais pelas formigas e seu simbionte fiingico.

O simbionte fingico das formigas é capaz de degradar uma ampla gama desses polimeros vege-
tais. No entanto, a conversao, ou seja, a quebra da celulose, hemicelulose e parte da pectina ocorre
principalmente no final do processo de decomposicao (Grell2013). Isso significa que esses polimeros
sao quebrados em componentes menores que podem ser utilizados pelas formigas principalmente
na secao inferior do jardim de fungos.

As colonias que estamos observando cultivam fungos que pertencem a familia Lepiotaceaeem em
seus ninhos, que podem produzir enzimas capazes de quebrar polimeros vegetais que as formigas
nao conseguem digerir, e transformam as folhas e gramineas cortadas pelas formigas em nutrientes
disponiveis para as formigas quando elas se alimentam do fungo cultivado (Tsang2017).

Como esse padrao descrito ocorre para todos os tempos, pois as figuras 4B (com 20 dias de
experimento) e 4C (com 40 dias de experimento) apresentam o mesmo padrao descrito na figura
4A (logo no primeiro dia da introducao das dietas), o préximo passo foi investigar se esses padroes
se mantém ou se alteram nas dictas com folhas, frutas e na dieta alternada entre folhas e frutos,
tendo em vista que nao se observa mudangas significativas em fungao do tempo quando observamos

a dieta natural das formigas.

4.3 Variacoes associadas a dieta

Nos espectros referentes a dieta rica em folhas, observamos que o padrao se mantém consistente.
A regiao do topo da colonia apresenta a maior concentragao de carboidratos, o que é coerente com

o comportamento das formigas, j4 que é esperado que a parte superior da colonia acumule mais
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folhas naturalmente como se observa na figura 5.

a) b) C)

Tempo 1 - Folhas Tempo 1 - Alternada Tempo 1 - Frutas

normalizado pela drea normalizado pela arsa normalizado pela area
Topo Topo Topo

—— Meio —— Meio —— Meio

— Base — Base Base

——— Lixo —— Lixo

1%0 10‘0 50 0 200 1.;:0 100 50 [}
¢ Chemical shift (ppm) 3C Chemical shift (ppm) '°C Chemical shift (ppm)

o4
w

=%
= .

3 T v T
200 150 100 50

Figura 5 — Espectros obtidos com a técnica de CPMAS em amostras de colonias de formigas At-
tinea apds 20 dias sob dietas ricas em folhas e frutos.

Uma dieta ainda mais rica em folhas apenas reforca esse padrao. Na regiao alifatica, notamos
sinais que novamente indicam a quebra de celulose, hemicelulose e parte da pectina, processos que
ocorrem predominantemente no final da decomposicio. Esses sinais sao mais intensos na segao
inferior da colonia, conhecida como "lixo”, seguidos pela base, meio e topo, refletindo a relagao
inversamente proporcional mencionada anteriormente.

Em relacao a dieta rica em frutas, os sinais de carboidratos aparecem mais intensamente nas
regioes da base e do meio da colonia. Isso pode ser explicado pela presenca de sacarose e outros
agucares naturais das frutas. Na regiao alifatica, mais uma vez, o sinal referente ao ”lixo”¢é o mais
intenso, devido ao avancgado estagio de decomposicao.

A dieta alternada mostra um padrao misto entre as duas anteriores. H& um aumento nos
sinais tanto nas regioes do meio e da base, por conta da presenca de frutas, quanto no topo,
devido a maior quantidade de folhas. Essas diferengas tornam-se mais evidentes ao compararmos
os espectros de todos os topos da figura 6, o que permite observar quais colonias exibem sinais
mais altos em relagao as demais.

Note que o espectro referente as frutas apresenta apenas um pico na regiao proxima aos 100ppm
na figura 6B e 6C, enquanto os outros espectros, em especial da dieta rica em folhas, apresenta
dois sinais distintos. Isso pode ser explicado pois hemiceluloses desempenham um papel estrutural
mais significativo nas folhas, ajudando na rigidez da parede celular, junto com a celulose. Por
isso, é esperado que o sinal do carbono C1 das hemiceluloses seja mais intenso em folhas. Embora
hemiceluloses também estejam presentes nas paredes celulares das frutas, sua concentracao tende
a ser menor comparada as folhas, ja que as frutas possuem uma composi¢ao mais rica em pectinas

e aglcares para reter dgua e facilitar a textura macia (assim como as frutas usadas na dieta,
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a) b) c)
Tempo 0 - Topos Tempo 1- Topos Tempo 2 - Topos
Controle Controle Controle
——— Frutas —— Frutas —— Frutas
Folhas Folhas —— Folhas
——— Alternada —— Alternada —— Alternada
M |
Tl
N
260 1é0 160 5’0 Cl) 260 1.:>D 1&0 200 1."70 100 50 o
G Chemical shift (ppm) 3¢ Chemical shift (ppm) 3¢ Chemical shift (ppm)

Figura 6 — Espectros obtidos com a técnica de CPMAS em amostras do topo de colonias de for-
migas Attinea entre 1 e 40 dias.

mamao, banana, manga e goiaba). Assim, o sinal do ombro do carbono C1 das hemiceluloses seria
esperado, mas menos intenso do que em folhas, como indicam os graficos tanto para 20 como para
40 dias de experimento.

Comparando o topo das amostras, fica claro que as dietas mais ricas em folhas apresentam

sinais mais intensos na regiao correspondente aos carboidratos, em comparagao com as outras
dietas, confirmando as observacoes anteriores.

a) b) c)

Tempo 3 - Folhas Tempo 3 - Alternada Tempo 3 - Frutas
Topo Topo Topo

—— Meio | —— Meio ——— Meio

—— Base I —— Base Base
Lixo Lixo

T T T aaa T -
200 150 100 50 0 200 150

160 50 o
3G Chemical shift (ppm) 3¢ Chemical shift (ppm)

3G Chemical shift (ppm)

Figura 7 — Espectros obtidos com a técnica de CPMAS em amostras de colonias de formigas At-
tinea apds b5 dias sob dietas ricas em folhas e frutos.

Mesmo apds 55 dias de observagao, os padroes das colonias permanecem os mesmos que nas
amostras com 20 dias. As dietas ricas em folhas continuam apresentando maior concentragao de
carbono referente a celulose e hemicelulose nos topos como mostra a figura 7A, enquanto as dietas

ricas em frutas mostram maior presenca de carboidratos nas regides do meio e da base, como pode
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ser visto na figura 7C e explicada devido a presencga de sacarose. Ja na dieta alternada vista na
figura 7B, observamos um padrao intermediario.

Na figura 8 comparamos os espectros de uma tunica dieta para trés secgoes das colonias em
func¢ao do tempo, ¢ observamos que quase nao hé diferenca entre esses espectros. Essa figura
confirma nossas observagoes anteriores que para esse tipo de estudo submeter as formigas a 20 dias

de dieta ou a 40 e 55 dias nao apresenta diferengas significativas.

a) b) c)
Topo - Alternada Meio - Alternada Base - Alternada
TO TO TO
—T1 T1 T1
T2 — T2 —T2
T3 — T3 — T3
v . " N
260 1éU 1 60 5‘0 [’J 2CIFD T;:D 160 2(’)[) 1%0 1(‘)0 5‘0 (’)
3G Chemical shift (ppm) 3¢ Chemical shift (ppm) 3G Chemical shift (ppm)

Figura 8 — Espectros obtidos com a tecnica de CPMAS em amostras do topo de colonias de formiga
Attinea sob uma dieta alternada de frutas e folhas ao longo do tempo

5 Conclusoes

Com base nas analises dos espectros, podemos concluir que a distribuicao de compostos como
celulose e hemicelulose nas colonias de formigas cortadeiras depende fortemente da dieta. A de-
composi¢ao desses materiais segue um padrao claramente influenciado pela fonte alimentar, sendo
maior a presenca de polimeros estruturais em dietas ricas em folhas e maior aciimulo de agicares
em dietas ricas em frutas. Essa informagao é crucial para entender como mudancas for¢gadas na
dieta, como as provocadas por queimadas e altera¢des ambientais, podem impactar os processos de
decomposicao nas colonias, e consequentemente, na dinamica ecoldgica do sistema formiga-fungo.

Se as formigas forem forgadas a consumir mais matéria vegetal queimada ou espécies vegetais
com diferentes composi¢oes quimicas, a dinamica de decomposicao dentro dos seus jardins de fun-
gos também mudara. Caso as formigas tenham acesso apenas a plantas com menor concentragao
de celulose e hemicelulose (como plantas novas apds a queimada ou espécies invasoras), as colonias
podem ter dificuldade em manter a mesma eficiéncia de cultivo do fungo simbionte, que depende
desses polimeros estruturais para sua nutrigao. Se a dieta das formigas for composta por ma-
terial parcialmente queimado ou carbonizado, isso pode alterar significativamente o processo de

decomposicao e a satde do jardim de fungos.
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A caracterizag@o e andlise dos espectros servem para mapear como diferentes dietas impactam
a saude do fungo simbionte e a eficiéncia do processo de decomposi¢ao nas colonias. Isso, por sua
vez, é crucial para entender os impactos ecoldgicos das mudangas alimentares forgadas.

Ao identificar as dictas (frutas, folhas, controle, alternada) ¢ como eclas afetam as formigas e
seus fungos simbiontes, podemos comecar a entender quais tipos de alimentos contribuem mais

para a estabilidade ecolégica das colonias e quais sao mais vulneraveis a alteragoes ambientais.
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