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APRESENTACAO

Este volume da obra “Ciéncias Biologicas: Campo promissor em Pesquisa 4” vem
trazer ao leitor, em seus capitulos, informacdes diversas imbuidas em diferentes campos
do conhecimento de Ciéncias da Vida, como o préprio titulo do e-book sugere: uma area
extremamente promissora, dindmica e passivel de aquisicdo de novas informacgdes a todo
momento, vindo, de forma comprometida e eficaz, a atualizar o leitor interessado nesta
grande area do conhecimento.

Pesquisadores de diferentes geragdes, e diferentes regides do pais, motivados por
uma forca motriz que impulsiona a busca de respostas as suas perguntas, trazem dados
resultantes da dedicacédo a Ciéncia, ansiando responder suas inquietagcdes e compartilhar
com o leitor, de forma cristalina e didatica, seus alcances técnico-cientificos, satisfazendo a
funcéo precipua da ciéncia que é a de melhorar a qualidade de vida do homem, enquanto
executante do seu papel cidadao e ser social.

Somente por uma questdo de ordenacédo, os 28 capitulos deste volume foram
sequenciados levando-se em consideracao, primeiramente, estudos, em diferentes vertentes,
com organismos Vivos, animais e plantas, seguidos por pesquisas oriundas de aspectos
didatico-pedagogicos, aquelas relacionadas aos progressos de situagdes-problemas em
vegetais, animais e humanos e, por fim, interacées entre diferentes organismos no espaco
ambiental com um todo.

Em todas estas areas, as pesquisas conduzem o leitor a acompanhar descobertas/
avancgos que proporcionam, indubitavelmente, um quadro mais robusto, e que acresce ao
que até entao se tem conhecimento naquele campo de estudo, das diferentes subareas das
Ciéncias Biologicas, com viés também para a saude e bem estar humanos.

Neste sentido, a heterogeneidade deste volume, extremamente rico, ird contribuir
consideravelmente tanto na formacao de jovens graduandos e pés-graduandos, quanto ser
atrativo para profissionais atuantes nas areas escolar, técnica e académica aqui abordadas,
nao eximindo também o leitor “curioso” interessado nas tematicas aqui trazidas.

Portanto, aproveitem os assuntos dos seus interesses e boa leitura!

Jesus Rodrigues Lemos
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CAPITULO 1

SINCRONIZACAO DE RITMOS DIARIOS EM POPULACOES
DE FORMIGAS SAUVA (Atta sexdens)

Data de aceite: 18/06/2020

Mila Maria Pamplona Barbosa
Bruna Rezende Malta de Sa
Gisele Akemi Oda

André Frazao Helene

RESUMO:
biologica de insetos eussociais é um desafio,

Compreender a ritmicidade
tanto considerando a escala individual quanto
coletiva (contexto da colénia). O surgimento da
ritmicidade, portanto, esta sujeito a fendbmenos
de sincronizagdo externa, devido a ciclicidade
ambiental, bem como a sincronizacao interna do
individuo e da colbnia, devido a complexidade
de suas interag¢des sociais. Formigas do género
Atta (sauvas) se caracterizam principalmente
pelo corte de folhas e o forrageamento em larga
escala. O presente trabalho visa a caracterizar
a ordem temporal interna de uma colbnia,
utilizando softwares de registro e analise da
atividade de forrageamento. Uma coldnia foi
mantida em uma caixa de plastico com acesso
a trés outras caixas: uma contendo alimento
(Acalipha sp.), outra servia de depdsito de lixo
da colbnia, enquanto a terceira estava vazia.
Foram analisados os efeitos do ciclo de claro/
escuro e da variacao de comprimento da trilha
de forrageamento. Todos o0s experimentos
piloto realizados neste trabalho envolveram

Ciéncias Biologicas: Campo Promissor em Pesquisa 4

uma aclimatacéo de 10 dias antes do inicio das
filmagens, com a col6nia exposta a um ciclo de
CE 12:12, com 500 lux na fase de claro e luz
vermelha constante, permitindo gravac¢des na
fase de escuro. Foram gravados videos de 2
minutos por hora a cada hora durante 3 dias
(temperatura = 23°C e umidade = 60%). A
alimentacaofoialeatoria. Foiobservadoemtodos
0s experimentos a presenca de forrageamento
da colbnia tanto na fase de escuro quanto de
claro, sendo essa atividade muito mais intensa
durante a de escuro. Observou-se também que
a densidade de fluxo de formigas € influenciada
pelo comprimento da trilha, com trilhas mais
curtas apresentando fluxos mais intensos do que
as trilhas mais longas. Assim, abrem-se novas
possibilidades de investigacao, relacionadas a
dessincronizagao e ressincronizagao interna da
colénia, e 0 quanto esses fenbmenos podem
influenciar o forrageamento e sua produtividade.
PALAVRAS-CHAVE:
softwares, ritmos biolégicos

Formigas cortadeiras,

DAILY SYNCHRONIZATION IN
POPULATIONS OF LEAF-CUTTER ANTS
(Atta sexdens)

ABSTRACT: Understanding social insects’
biological rhythms is a challenge, considering
both the individual scale as the collective one
(the colony context). The emergence of those
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rhythms, in both these scales, involves external synchronization (thanks to environmental
cycles), but also the individual and the colony internal synchronization, according to the
complexity of their social interactions. Atta ants are characterized by their leaf-cutting activity
and their huge and impressive foraging activity. The present work aims to characterize the
internal temporal order of a colony, using recording and analysis software developed by our
laboratory. This software inspects automatically videos of the foraging trail. A colony was kept
in a plastic box with access to three trails that connect her to three other boxes. The first box
contained food (Acalipha sp.), the second one worked as the colony waste, and the third one
remained empty. A webcam recorded the activity of the foraging trail. All the pilot experiments
realized in this project involved an acclimation of 10 days before the recording began, with LD
12:12 (500 lux in the light phase) and constant red light that allowed us to record during the
dark phase. We recorded one video (2 minutes) per hour for three days. The temperature was
kept at 23°C and the humidity was 60%. Food replenishment was random. We have observed
in all of our experiments the presence of foraging activity in both the dark and light phases,
but it was much more intense during the dark phase. We have also observed that the ant’s
flow is influenced by the trail length as bigger flows were found in shorter trails. These results
open new investigation possibilities, related to the colony’s internal desynchronization and
resynchronization and how much these phenomena may influence the colony productivity
and their foraging activity.

KEYWORDS: Leaf-cutter ants, software, biological rhythms

11 INTRODUCAO:

A) Ritmicidade biolégica

Ao longo da evolugcédo, os organismos desenvolveram a capacidade de antecipar
mudancgas ambientais de natureza ciclica e esse tem sido um aspecto importante para a
sua regulacao homeostatica (Pittendrigh, 1993). Compde tal caracteristica adaptativa o
desenvolvimento da ritmicidade endégena a partir de acdo de osciladores, bem como da
capacidade de sincronizagao destes com os ciclos ambientais, a partir do acoplamento da
ritmicidade endégena. Uma vez que a regularidade de eventos ambientais se da nas mais
diversas escalas de tempo, também a sincroniza¢dao dos organismos seguem tais padroes,
com processos que podem ser desde de curta duracdo até processos de escalas anuais,
sempre de acordo com a ciclicidade do meio e a historia evolutiva das linhagens biologicas.
Nesse contexto, destacam-se os ritmos circadianos (com periodos proximos a 24h), que
estédo sujeitos a sincronizacéo por ciclos ambientais como o claro-escuro, passando a ter
periodos de 24h e sendo chamados de ritmos diarios (Aschoff, 1979; Pittendrigh, 1993 and
Bloch, 2013). Vale ressaltar que a organizacao temporal biol6gica se da através de diferentes
formas, indo desde mecanismos celulares, até comportamentais.

B) Formigas cortadeiras e Atta

Pouco se compreende do processo que envolve o acoplamento de osciladores dentro
de um sistema até a emergéncia do ritmo bioldgico final visto no organismo. E nesse contexto
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gue se destacam os estudos cronobiolégicos que envolvem insetos sociais. Insetos sociais
sao grupos de insetos que se organizam na forma de colénias, como 0s cupins, abelhas,
vespas e as formigas. Nesses grupos, caracterizados pela eussocialidade (Wilson, 1971),
encontramos uma divisdo do trabalho reprodutivo, de modo que existe uma classe capaz
de se reproduzir e outra infértil, bem como a divisédo do trabalho correspondente as demais
tarefas da colénia. Assim, a classe infértil (operarias) se divide em subcastas com fung¢des
especificas dentro da colbnia.

Uma colbéniade insetos sociais pode possuir de centenas a milhées de individuos, valendo
ressaltar que a sobrevivéncia individual depende do pertencimento a coldnia, da mesma
forma que a sobrevivéncia depende do funcionamento organizado dos individuos (Figura
1). E justamente por existirem aspectos individuais e aspectos coletivos que esses sistemas
podem ser considerados complexos, podendo também ser vistos como “superorganismos”.
Esses sistemas sado, portanto, excelentes objetos de estudo para os processos envolvidos
na emergéncia de ritmos biolégicos que se da através da sincronizacao, ja que nos permitem
investigar a sincronizagao diaria externa devido aos ciclos ambientais (claro/escuro), além da
sincronizacgéo interna, devido as interagdes sociais (Southwick and Moritz, 1987; Moritz and
Sakofski, 1991) (Figura 1). Diante desses aspectos, diversos séo os estudos cronobioldgicos
realizados em abelhas (Frisch and Koeniger, 1994; Moore 2001, Bloch et al., 2001; Toma et
al., 2000; Bloch and Robinson, 2001), de modo que poucos estudos foram realizados com
colbnias de formigas.

4/ Rilmo da A

| Subcasta
| : . Rainha

Ritmo da
Coldnia

Colénia

Figura 1: Esquema ilustrando as possiveis relagdes envolvidas na sincroniza¢do de uma col6nia de
formigas cortadeiras. Os ritmos individuais emergem em ritmos das subcastas, e estes emergem como
ritmo da colénia.

A despeito de sociedades de formigas oferecem uma excelente oportunidade de
ampliacao de estudos comparativos (McCluskey 1958; 1965; Roces and Nunez 1996), dois
aspectos principais atribuem bastante dificuldade a tarefa de registro. O primeiro é o nUmero
muito grande de individuos, uma vez que coldnias de formigas cortadeiras podem chegar a
milhdes de organismos. O segundo € a variedade de tamanhos entre as formigas, visto que
diversas espécies apresentam polimorfismo (Figura 2), possuindo individuos de milimetros
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de tamanho até individuos de alguns centimetros.

Diante desses desafios, os estudos da ritmicidade, em formigas, tém sido feitos de
forma exclusiva em individuos (Sharma et al., 2004) ou em grupos (McCluskey 1965, 1967),
frequentemente isolados do contexto da colbnia. Tal abordagem, apesar de ser pratica, ignora
um dos aspectos fundamentais da regulacdo de uma coldnia: a existéncia da organizacao
coletiva e individual serem indissociaveis nos processos regulatorios.

Alguns trabalhos mais recentes tém explorado a ritmicidade a nivel molecular, dos
genes de relégio presentes nos osciladores circadianos localizados no cérebro das formigas
(Ingram et al., 2009, Kay et al., 2018). Nesse sentido, apesar dos grandes avancos realizados
no estudo da organizacao espacial das sociedades de formigas (Clark, 2006), pouco ainda se
sabe sobre a organizacao temporal de sua atividade e de seus distintos aspectos individuais
e coletivos, especialmente importante nestes organismos eussociais, ja que a eussocialidade
€ um aspecto fundamental para tratar da organizacao das formigas.

As formigas Neoattini (pertencente a tribo Attini), com os géneros Atta (salvas) e
Acromyrmex (quenquéns), sdo conhecidas como cortadeiras e tém uma alta distribuicdo
em areas neotropicais. Caracterizam-se pelo cultivo de um jardim de fungo, corte de folhas,
forrageamento em larga escala e colénias que podem chegar a milhdes de individuos.
Particularmente, as espécies do género Atta apresentam ainda um polimorfismo gradual
entre as suas subcastas (Weber, 1972 e Wilson, 1980). Assim, formigas maiores estéo
associadas geralmente a tarefas de defesa da col6nia, enquanto formigas menores tendem
a ser responsaveis por tarefas internas ao ninho, como trazer 4gua para a colbnia. O
forrageamento, portanto costuma estar relacionado as formigas intermediarias (Wilson, 1980)
(Figura 2). Vale ainda ressaltar a dinamica dessa diviséo de trabalho entre as subcastas, que
nao é deterministica, podendo haver variagdo da funcdo de um individuo de acordo com
as necessidades da colonia. Em nosso laboratério, foi observado ainda que as formigas
maiores e intermediérias tendem a sofrer maior influéncia dos ciclos ambientais diarios, uma
vez que executam tarefas fora do ninho, estando mais expostas as variagdes ambientais
(Toledo, 2014).

8 BN _ 7
2 ‘_1_ . : I

Figura 2: Polimorfismo em Atta sexdens. A figura apresenta a variacao gradual de tamanho entre as
castas. Os dois maiores individuos consistem na casta reprodutiva, representando uma rainha e uma
rainha virgem

https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/7/7d/Atta.cephalotes.gamut.selection.jpg/220px-Atta.cephalotes.

gamut.selection.jpg
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C) Desenvolvimento de softwares de contagem

Nosso grupo vem desenvolvendo ferramentas de andlise de trilhas de forrageamento
de formigas através de “video-tracking”, permitindo a discriminacdo de tamanho e
monitoramento de uma populagcéao da ordem de 10 mil individuos. Esses softwares utilizam
técnicas de machine learning e deep learning a fim de automatizar a contagem de altos fluxos
de formigas nas trilhas de forrageamento, sendo portanto uma ferramenta importantissima
para os estudos com esse tipo de sistemas, possibilitando a investigacdo mais profunda de
aspectos temporais a nivel de colénia (Toledo, 2014).

Os principais desafios referentes ao uso desse tipo de ferramenta envolvem a detecgao
de objetos. Nesse caso, € preciso fazer com que o computador reconhecga o objeto (formiga)
e seja capaz de acompanha-lo durante todo o video, contabilizando-a nas contagens de
fluxo. Contudo, a trilha de forrageamento € um ambiente complexo que envolve diversos
elementos distintos ainda que no contexto do laboratorio. Na trilha temos formigas de diversos
tamanhos e fungdes, como aquelas que buscam ou carregam folhas, bem como aquelas
que retiram obstaculos (“lixo”) da prépria trilha. Além disso, o fluxo de formigas pode ser
muito elevado em alguns instantes, especialmente em momentos de alimentacao da colénia.
Diante disso, o software precisa ser treinado para reconhecer as formigas em diferentes
contextos de quadros na imagem do video. E justamente no desenvolvimento desse tipo de
ferramenta que parte do presente trabalho se desenvolveu.

2 | MATERIAIS E METODOS

A) Coldnia

Em nossos experimentos, foi utilizada uma colénia da espécie Atta sexdens (Forel,
1908), com aproximadamente 10 mil individuos. Conhecida como salva-liméo, essa espécie
possui alta distribuicdo por todo o Brasil.

B) Experimentos

Foram realizados trés experimentos, todos na mesma estacao (verdo). O primeiro deles
consistia no Piloto de Trilha Longa, o qual possuia comprimento da trilha de forrageamento
de 2m, e os demais utilizavam uma canaleta de 1m para a mesma trilha, sendo, portanto,
chamados de Pilotos de Trilha Curta | e Il. Todos eles envolveram a mesma coldnia e seguiram
os protocolos descritos nesta secéo.

C) Arranjo experimental

A colbnia foi mantida em uma caixa de plastico hexagonal (C), com 23cm de aresta,
com acesso a trés canaletas também de pléastico (trilhas) (Figura 3). As canaletas 1,2 e 3
conectam a col6nia a outras caixas de plastico hexagonais, com 23cm de aresta. Em uma
delas ficaram disponiveis folhas de Acalipha sp, acrescidas de agua com sacarose (C1), a
outra ficou disponivel para o depoésito de lixo da colénia (C2). A terceira canaleta leva a uma
caixa vazia, a fim de oferecer mais possibilidades de circulacéo para as formigas (C3). O
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comprimento da trilha 1 e 2 foi de 35 centimetros, enquanto o da trilha 3 variou conforme o
experimento piloto. Ao longo da canaleta 1 foi posicionada uma camera webcam (modelo
C920, logitech) para gravacoes.

Tirilha 1

Figura 3: Esquema do aparato com trés trilhas saindo da col6nia. A primeira leva ao alimento, a
segunda leva ao lixo e a ultima leva a caixa vazia.

Antes dos experimentos (Figura 4), a colénia estava ambientada em um biotério com
janela. Dessa forma, para que ocorresse sua aclimatacao, ela foi realocada para uma sala
de experimentos (sem janela) durante 10 dias antes do inicio das filmagens, com as mesmas
condi¢coes ambientais do experimento. Durante todos os trés experimentos (cada um com
10 dias de aclimatacédo e mais 3 dias de filmagem), a colbnia foi exposta a um ciclo de CE
12:12, com 500 lux na fase de claridade, garantido por um temporizador que acendia as 6h
da manha e apagava as 18h todos os dias. A luz vermelha foi mantida constante durante
0 experimento, uma vez que ela permite filmagens noturnas. A temperatura ambiente foi
mantida constante em 23°C e a umidade em torno de 60%. Ja a alimentacao, a qual se
deu com folhas de Acalipha sp. e agua com sacarose, ocorreu uma vez ao dia, em horarios
aleatérios sorteados através do site random.org. Esse procedimento foi adotado a fim de
se mitigar os possiveis efeitos de antecipacdo de horarios de alimentagcéo por parte das
formigas.
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Piloto Longo (3 dias):
Aclimatagao (10 dias): CE 12:12
CE 12:12 Umldzac:e 60%
Umidade 60% 3°C
__‘___,..-r-*"" 23°C A.Ilma_ntaqﬁo Aleatdria
Biotério: Alimentacao Aleatéria Trilha Longa 2m
Trilha Longa 2m
rotaperodo Piloto Curto | (3 dias):
Matural
Umidade 60% CE 12:12
23"C .
Allmm_'ltat;ac Aclimatacio (10 dias): Umm;;,:: 60%
Dbderia CE 12:12 Alimentagio Aleatdria
"“‘"-Hh_,__ Urnidade 60% Trilha Curta 1m
23°C Piloto Curto I (3 dias):
Alimentacio Aleatdria
Trilha Curta 1m CE 12:12
Umidade 60%.
23"C
Alimentagao Aleatoria
Trilha Curta 1m

Figura 4: Condigbes da colonia em cada uma das fases de experimento.

D) Registro de atividade

As filmagens realizadas ao longo do dia foram programadas por meio de um software
de filmagem desenvolvido no préprio laboratério. Esse software permitia o estabelecimento
de ciclos de filmagens. Assim, foi gravado um video de 2 minutos a cada hora durante 3 dias
(72h). As filmagens foram analisadas por um software de contagem manual de formigas,
também desenvolvido no préprio laboratério, em Python. Esse software € comumente
utilizado na validacdo de contadores automaticos de formigas que funcionam a base de
video-tracking de formigas (Toledo, 2014, 2018). Desse modo, o Contador Manual era capaz
de rodar as filmagens, em velocidade normal do video ou frame a frame. Ele também permite
posicionar uma linha ao centro do video, de modo que toda vez que uma formiga cruzava
essa linha, ela era contada. Formigas indo em direcao ao alimento eram contadas como up
e formigas indo em direcéo ao ninho eram contadas como down (Figura 5).
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Figura 5: Imagem representativa da tela do Software de contagem manual rodando um video noturno.
As setas indicam a dire¢do dos destinos da trilha. Os circulos discriminam elementos presentes no
video.

Além do software de Contagem Manual, também utilizamos um software de Contagem
Automatica também desenvolvido em nosso laboratorio. Esse utiliza principios de deteccéo
de objetos para fazer “tracking” das formigas. Dessa forma, ao rodar um video de experimento,
esse software é capaz de reconhecer as formigas presentes, acompanhando sua trajetoria
e contabilizando-a assim que ela sai do frame do video. Essa ferramenta € muito poderosa
para a analise de trilhas de forrageamento de colénias com grande numero de individuos,
como as de sauva. O Contador Automatico retorna para cada video um arquivo .txt com o
nuamero de formigas up e down (assim como o Contador Manual), bem como os frames do
video em que cada uma das formigas foi contabilizada.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A) Contagens Manuais e Automaticas

Uma vez que o software de Contagem Automética ainda é uma ferramenta em
desenvolvimento, os resultados obtidos com essa ferramenta sdo apresentados aqui
apenas com o0 objetivo de comparacdo com as contagens manuais (Figura 6). Acreditamos
gue para esses experimentos, o Contador Automatico teve uma performance muito baixa,
apresentando muita dificuldade para realizar o “tracking” das formigas especialmente nos
videos noturnos e videos com muitas formigas. Acreditamos que isso também seja resultado
da qualidade dos videos, uma vez que muitas vezes acumularam-se fragmentos de folhas e
lixo da colbénia (cadaveres de outras formigas) no trecho da trilha que era filmado. Nesse tipo
de video, o software de Contagem Automatica costuma apresentar um grande indice de erro,

Ciéncias Biologicas: Campo Promissor em Pesquisa 4 Capitulo 1




uma vez que existem muitos outros objetos na imagem diferentes de formigas realizando
forrageamento. Ainda assim, consideramos importante a continuidade do desenvolvimento
desse tipo de ferramenta, uma vez que ela pode permitir muitos outros experimentos com
colénias de formigas com dezenas de milhares de individuos.

Claro Escuro

Contagem Autoratica

0 20 40 0 20 40
Contagem Manual

Figura 6: Relag&o das contagens manuais e automaticas para as fases de claro e de escuro. Note que
no escuro a taxa de erro da contagem automatica é muito alta.

Os resultados obtidos e utilizados na analise estatistica se referem apenas as Contagens
Manuais, devido a grande taxa de erro do Contador Automatico. Para cada um dos trés
experimentos foi contabilizado o numero de formigas encontradas nas fases de claro e
escuro em cada um dos dias de filmagem (Figura 7), através do software de Contagem
Manual. Foram analisados 212 videos, uma vez que 4 arquivos de videos do Piloto Longo
estavam corrompidos.
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Figura 7: Boxplots das contagens automaticas de formigas na fase de claro e na fase de escuro para
todos os experimentos.

No experimento piloto de trilha longa (Piloto Longo), encontramos uma maior quantidade
de formigas na fase de escuro no primeiro e no segundo dia, enquanto no terceiro dia, havia
mais formigas na fase de claro. Foram realizados dois experimentos pilotos de trilha curta:
Pilotos Curtos | e Il (Figura 8). Isso foi feito, uma vez que, durante o terceiro dia de flmagem
do Piloto Curto I, o fungo da colénia apresentou um crescimento de aproximadamente quatro
vezes, ainda que a colbnia estivesse submetida a condi¢gdes constantes como nos demais
experimentos. Tal fenbmeno indica um grande pico de atividade da col6nia no periodo de
filmagem, o que poderia de alguma forma enviesar os dados coletados. Diante disso, foi
realizada uma réplica do experimento, na qual ndo ocorreu grande alteracdo do volume
do fungo e a colénia manteve sua atividade aparentemente constante. No Piloto Curto |,
observamos uma maior quantidade de formigas na fase de escuro durante todos os dias
de experimento, com um grande pico de atividade na fase noturna das ultimas 24h. Ja no
Piloto Curto Il, encontramos mais formigas na fase de escuro apenas do primeiro e terceiro
dias. No segundo dia, o total de formigas encontradas foi maior na fase de claro. Contudo,
uma grande parte dessas formigas (34 de 40) foi encontrada nas duas ultimas horas da
fase de claro (entre as 16 horas e 17:59 horas), na qual ocorreu um evento de alimentacao.
Eventos de alimentac&o podem influenciar o ritmo de atividade de diversas espécies, uma
vez que os ciclos de alimentagdo podem atuar como zeitgeber, agindo como sincronizadores
de ritmos, assim como o ciclo de claro/escuro (Stephan, 2002, Mistlberger, 1994 e Terman,
1980). Este tipo de fenbmeno é chamado mascaramento e corresponde a reacdes diretas
dos organismos diante de estimulos (Aschoff, 1988). Este pode ter sido o motivo do maior
nuamero de individuos na trilha na fase de claro em detrimento da fase de escuro nesse dia.
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Em ambos os experimentos piloto de trilha curta o fluxo de formigas foi maior do que no
de trilha longa. O fluxo de formigas para cada uma das fases e dias de cada experimento
encontra-se na Tabela I.

P
L=
i

b .

@

E I I Experimen
o

L : . ES PilotoC
L]

3 B PilotoC
b : — PiltoL
E |.- ! -

52

Z

PllotoCurod PllatoCuro2 PilotaLongo
Expenmento

Figura 8: Boxplots mostrando as contagens automaticas de formigas para cada um dos trés
experimentos

Piloto Longo

Fase Dia 1 Dia 2 Dia 3 Total
Claro 0,1677 1,5 0,8333 0,8333
Escuro 6,4167 2,4167 0,1667 3
Piloto Curto |

Fase Dia 1 Dia 2 Dia 3 Total
Claro 1,3333 0,4167 0,9167 0,8889
Escuro 1,75 2,5833 21 8,4444
Piloto Curto Il

Fase Dia 1 Dia 2 Dia 3 Total
Claro 0,75 3,3333 6,9167 3,6667
Escuro 1,9167 3 22,3333 9,0833

Tabela I: Fluxo médio de formigas por hora para cada dia de experimento. A coluna ‘Total’ indica o fluxo
de formigas para cada uma das fases agrupando os trés dias de filmagem de cada experimento.

B) Analise estatistica

A cronobiologia possui uma estatistica muito especifica, a qual se baseia em séries
temporais periédicas e possui métodos diferentes para ritmos populacionais, do organismo
e a niveis celulares ou moleculares (Refinetti, 2007). Para este trabalho foram utilizadas
trés tipos de analises: calculo de periodograma baseado nas séries de Fourier, teste T e
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analise de variancia de duas vias. O calculo do periodograma foi feito em Python, utilizando
os histogramas de contagens de fluxos para construcéo das séries temporais. Foi realizada
a construcéo dos periodogramas para cada um dos trés experimentos, porém, gracas ao
n baixo, os resultados ndo apresentavam significado de grande relevancia biologica. Esta
analise néo foi incluida nesta discussdo, uma vez que exige um n muito maior que o obtido
até aqui (maior que 30 dias de filmagens, por exemplo). O aumento do n ira se construir com
a continuidade do experimento.

Usou-se uma Analise de Variancia (ANOVA) de duas vias para se comparar os efeitos
de grupo (comprimento da trilha: longa ou curta) e de fase (claro ou escuro). Nessa analise,
encontramos que grupo e fase sao fatores independentes (Figura 9). Considerando um valor
p critico de 0.05, encontramos valores significativos de p tanto para o fator grupo quanto
para o fator fase, com p = 0.006 e p = 0.008, respectivamente. Tais valores indicam uma forte
influéncia de ambos os fatores no fluxo de formigas. Para se complementar essas anélises,
foi feito um teste t avaliando os efeitos de fase para os trés experimentos. Em todos eles
também foram encontrados valores p significativos (Tabela II).

Estimated Marginal Means of Dados

e

/ Escuro
7 P Claro

Estimated Marginal Means

1
L1
1

LDF‘IED Curto

Figura 9: Grafico da analise de variancia de duas vias (grupo e fase). Note que a inclinagdo das retas
revela que ndo ha interagao entre os fatores grupo e fase.

TESTET

Piloto Longo 0,0146
Piloto Curto | | 0,0036
Piloto Curto Il | 0,0022

Tabela IlI: Valores p para diferenca de fase (claro/escuro) para cada um dos experimentos piloto obtidos
a partir do teste T.

Destacamos aqui que essas analises estatisticas ndo sdo as mais indicadas para avaliar
esse tipo de questéo, uma vez que, tipicamente, as contagens nédo apresentam distribuicéo
normal - os dados se encaixam melhor em uma distribuicdo de Poisson (Figura 10); e que
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0 numero de amostras para cada experimento (72) corresponde a um n muito pequeno.
Uma vez que todos os resultados aqui divulgados se referem a experimentos iniciais, a
continuidade dos experimentos possibilitara a solugao dos problemas aqui encontrados.

k]
i

Freguéncia

20 40
Namero de Formigas

Figura 10: Histograma mostrando a frequéncia de contagens manuais para todos os experimentos.

41 CONCLUSOES

Diante do encontrado no presente trabalho, ressaltamos a importancia do
desenvolvimento do nosso software, bem como de softwares semelhantes, visto que os
avancos computacionais em muito podem favorecer as descobertas cientificas nesse tipo
de sistema. Dessa forma, reduzir a taxa de erro no software de Contagem Automatica &
imprescindivel para darmos continuidade aos estudos cronobiol6gicos que sucedem este
trabalho.

A maior dificuldade em relacdo as analises dos resultados se deu devido a presenca
de muitos videos sem formigas. Nao haver formigas em um video de dois minutos daquela
hora nao significa necessariamente que nao houve fluxo naquele intervalo de tempo. Dessa
forma, € importante ajustar nosso protocolo experimental, aumentando o numero de videos
a cada hora ou aumentando a duracdo de cada video. Uma vez que todos os resultados
aqui apresentados correspondem a experimento pilotos e por isso, a experimentos de curta
duracéo, faz-se necessaria a ampliagdo do numero de dias de experimento, permitindo maior
numero de afirmagdes sobre aspectos da organizacédo temporal e da ritmicidade biol6gica
desses organismos.

Assim como em trabalhos anteriores bem como em demais observacdes empiricas de
Nnosso grupo, obtivemos que o fluxo de formigas é influenciado tanto pela fase do dia quanto
pelo comprimento da trilha. Assim, mais formigas s&o encontradas na fase de escuro em
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relacdo a fase de claro - podendo esse efeito ser minimizado por eventos de alimentacgéo,
bem como trilhas mais curtas tendem a apresentar maior fluxo de formigas em relacéo a
trilhas mais longas. Esse aspecto é importante para protocolos experimentais futuros,
especialmente naqueles que fagcam uso de ferramentas de software de video-tracking, uma
vez que fluxos muito altos tendem a apresentar maiores taxas de erro de contagem para
esse tipo de ferramenta.
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