UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA

Morfologia neural em operarias de formigas: conexdes entre morfologia
cerebral e especializacao comportamental

Ana Paula Pereira Raimundo
Doctor Scientiae

VICOSA - MINAS GERAIS
2025



ANA PAULA PEREIRA RAIMUNDO

Morfologia neural em operarias de formigas: conexoes entre morfologia
cerebral e especializacao comportamental

Tese apresentada a Universidade Federal
de Vicosa, como parte das exigéncias do
Programa de Pés-Graduacado em Biologia
Celular e Estrutural, para obtencdo do
titulo de Doctor Scientiae.

Orientador: Jose Eduardo Serrao

Coorientador: Cliver F. Farder Gomes

VICOSA - MINAS GERAIS
2025



Ficha catalografica elaborada pela Biblioteca Central da Universidade
Federal de Vicosa - Campus Vicosa

T

Raimundo, Ana Paula Pereira, 1990-
R153m Morfologia neural em operarias de formigas: conexoes
2025 entre morfologia cerebral e especializacdo comportamental / Ana

Paula Pereira Raimundo. — Vicosa, MG, 2025.
1 tese eletronica (98 f.): il. (algumas color.).

Orientador: José Eduardo Serrao.

Tese (doutorado) - Universidade Federal de Vigosa,
Departamento de Biologia Geral, 2025.

Inclui bibliografia.

DOI: https://doi.org/10.47328/ufvbbt.2025.309

Modo de acesso: World Wide Web.

1. Formigas. 2. Cérebro - Morfologia. I. Serrdo, José
Eduardo, 1965-. II. Universidade Federal de Vigosa.
Departamento de Biologia Geral. Programa de Pés-Graduacado
em Biologia Celular e Estrutural. III. Titulo.

CDD 22. ed. 595.796

Bibliotecario(a) responsdvel: Euzébio Luiz Pinto CRB-6/3317




ANA PAULA PEREIRA RAIMUNDO

Morfologia neural em operarias de formigas: conexdes entre morfologia
cerebral e especializacao comportamental

Tese apresentada a Universidade Federal de
Vicosa, como parte das exigéncias do
Programa de Po6s-Graduagcdo em Biologia
Celular e Estrutural, para obtengao do titulo de
Doctor Scientiae.

APROVADA: 26 de fevereiro de 2025.

Assentimento:

Ana Paula Pereira Raimundo
Autora

Jose Eduardo Serrao
Orientador

Essa tese foi assinada digitalmente pela autora em 26/05/2025 as 19:48:41 e pelo orientador em
27/05/2025 as 08:36:58. As assinaturas tém validade legal, conforme o disposto na Medida Proviséria
2.200-2/2001 e na Resolucdo n? 37/2012 do CONARQ. Para conferir a autenticidade, acesse
https://siadoc.ufv.br/validar-documento. No campo 'Codigo de registro', informe o codigo
XK8Y.LR4K.CRBV e clique no botdao 'Validar documento'.



AGRADECIMENTOS

Este trabalho foi realizado com o apoio das seguintes agéncias de pesquisa
brasileiras: Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior — Brasil
(CAPES) — Cdbdigo de Financiamento 001, Fundagdo de Amparo a Pesquisa do
Estado de Minas Gerais (FAPEMIG) e Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnolégico (CNPq).



“E justo que muito custe o que muito vale”.
(Santa Teresa D’Avila)



RESUMO

RAIMUNDO, Ana Paula Pereira, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de
2025. Morfologia neural em operarias de formigas: conexdes entre morfologia
cerebral e especializacao comportamental. Orientador: Jose Eduardo Serrao.
Coorientador: Cliver Fernandes Farder Gomes.

O cérebro de insetos € um mosaico de sub-regides, envolvidas em diferentes
funcdes, que vao desde o processamento de informacdes sensoriais € de ordem
superior a coordenagao do comportamento. As sub-regides do cérebro variam em
tamanho e complexidade nos diferentes taxa de insetos. Fatores ambientais, dieta
ou comportamentos sociais podem ter implicacdes independentes no cérebro e no
tamanho de seus compartimentos. As categorias de estilo de vida, tém um efeito
importante na funcdo cerebral, determinando os recursos e informagdes de que 0s
cérebros precisam e tém acesso para produzir comportamentos adaptativos. As
espécies de formigas caracterizadas por padrdes excepcionais de castas e
subcastas fornecem modelos importantes para examinar as relagcdes de morfologia,
estrutura do cérebro e especializacdo comportamental em associagdo com a divisdo
do trabalho e elementos relacionados a complexidade social. O tamanho do cérebro
de operarias de formigas pode variar conforme os desafios ecolédgicos e se refletir
em diferencas na percepg¢do sensorial, processamento de ordem superior e/ou
demandas motoras necessarias para o desenvolvimento de tarefas. Estudos
intraespecificos podem fornecer valiosas informagdes sobre a flexibilidade dos
tracos cerebrais e os interespecificos e podem identificar variacbes morfoldgicas
selecionadas através da evolucdo. Assim, torna-se importante analisar a morfologia
das regides cerebrais de operarias de formigas levando em consideracéo o tamanho
e conexdes das neurdpilas, associando estes dados aos habitos de vida de cada
espécies.

Palavras-chave: Formigas; Cérebro; Morfologia



ABSTRACT

RAIMUNDO, Ana Paula Pereira, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February,
2025. Neural morphology in ant workers: connections between brain
morphology and behavioral specialization. Adviser: Jose Eduardo Serrao. Co-
adviser: Cliver Fernandes Farder Gomes.

The insect brain is a mosaic of subregions involved in different functions, ranging
from sensory and higher-order information processing to behavioral coordination.
Brain subregions vary in size and complexity across insect taxa. Environmental
factors, diet, or social behaviors may have independent implications for brain size
and compartment size. Lifestyle categories have an important effect on brain
function, determining the resources and information that brains need and have
access to to produce adaptive behaviors. Ant species characterized by exceptional
caste and subcaste patterns provide important models for examining the
relationships of morphology, brain structure, and behavioral specialization in
association with division of labor and related elements of social complexity. Brain size
in ant workers may vary according to ecological challenges and may be reflected in
differences in sensory perception, higher-order processing, and/or motor demands
required for task performance. Intraspecific studies can provide valuable information
about the flexibility of brain traits and interspecific ones, and can identify
morphological variations selected through evolution. Thus, it is important to analyze
the morphology of brain regions of ant workers taking into account the size and
connections of the neuropils, associating these data with the lifestyle habits of each
species.

Keywords: Ants; Brain; Morphology
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I. INTRODUCAO GERAL
O cérebro ¢ fundamental para o perfil adaptativo dos animais, pois ¢ a base da
capacidade de modificar o comportamento em um ambiente em mudanca (Reader & Laland,
2002;Sol et al., 2008). O cérebro de insetos, embora seja pequeno em tamanho, ¢ complexo e
fornece informacgdes essenciais para pesquisas em neurociéncias (Ito et al., 2014; Wang et al.,
2023). Nestes organismos, ele ¢ um mosaico de sub-regides, envolvidas em diferentes
funcdes, que vao desde o processamento de informacdes sensoriais € de ordem superior a

coordenacdo do comportamento (Ito et al., 2014; Kinoshita & Homberg, 2017).

As sub-regides do cérebro variam em tamanho e complexidade nos diferentes taxa de
insetos (Barton & Harvey, 2000; Smaers & Soligo, 2013), com possivel a¢do da selegdo
natural na arquitetura do cérebro equilibrando as demandas cognitivas experienciadas pela
espécie (Laughlin, 2001; Niven & Laughlin, 2008; Navarrete et al., 2011). Neste sentido,
fatores ambientais, dieta ou comportamentos sociais podem ter implica¢des independentes no
cérebro e no tamanho de seus compartimentos (Dunbar & Shultz, 2007; Byrne & Bates,

2007; Healy & Rowe, 2007).

As categorias de estilo de vida, diurno/noturno e social/solitario, sdo organizadas em
torno de fatores ecoldgicos comuns e estratégias de comportamento, € tém um efeito
importante na fungdo cerebral, determinando os recursos e informagdes de que os cérebros
precisam e tém acesso para produzir comportamentos adaptativos (Bouchebti & Arganda,

2020).

O cérebro de insetos ¢ dividido em regido supraesofagica e subesofagica, a primeira ¢
composta pelo protocérebro, deutocérebro e tritocérebro (Brandt er al., 2005; Scholtz &

Edgecombe, 2006; Rybak et al.,2010). As regides do cérebro que contém corpos celulares de



neurdnios sdo denominadas somata e as contendo os prolongamentos celulares e sinapses sao

denominadas neurdpilas (Brandt et al., 2005; Schréter & Menzel, 2003).

O protocérebro ¢ composto pelos lobulos Opticos, complexo central e corpora
pedunculata. Os 16bulos 6pticos compreendem a medula, lobula e lamina, e sdo responsaveis
por receber e processar informagao sensorial proveniente dos olhos compostos. O complexo
central conecta e coordena informagdes de ambos os hemisférios cerebrais (Brandt et al.,
2005; Strauss, 2002) e os corpora pedunculata sdo o centro de processamento neural e
armazenamento de informagdes sensoriais (Farris & Dyke, 2015). O deutocérebro ¢
constituido pelos 16bulos dorsais e antenais, que recebem informagdes sensoriais vindas dos
receptores olfativos antenais (Mobbs, 1982; Rybak, 2012). A neurdpila dos lobos antenais ¢é
composta por glomérulos, que recebem estimulos olfatérios de neurdnios sensitivos
presentes nas antenas (Azevedo & Nocelli, 2020). O tritocérebro estd localizado na base do

cérebro e ¢ extremamente reduzido nos Himenopteras (Mobbs, 1982).

Em insetos sociais, individuos especializados em tarefas dentro do ninho tem os lobos
opticos menores do que aqueles que trabalham fora do ninho (Gronenberg & Liebig, 1999;
Kambhi et al., 2017). O lobo 6ptico geralmente ¢ reduzido nas formigas em comparagao com
outros Hymenopteras, algumas com habitos subterrdneos podem carecer totalmente desta
regido (Gronenberg, 1999). Vespas e formigas com habitos noturnos possuem lobos Opticos
menores, quando comparadas as espécies com habitos diurnos, sugerindo que os insetos
noturnos dependem menos de informagdes visuais (O'Donnell et al., 2013; O'Donnell &
Bulova, 2017; Sheehan et al., 2019). O volume do lobo antenal é menos variavel em
formigas, compreendendo 11% do volume total do cérebro em operarias (Gronenberg, 1999;
Gronenberg & Holldobler, 1999), mas em formigas de correicdo esta regido ¢ maior do que
em outras formigas, ocupando 14% do volume total do cérebro (Bulova et al., 2016). Em

abelhas, o crescimento do lobo antenal e corpora pedunculata, parecem estar relacionados ao
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polietismo etdrio, pois sdo maiores nas forrageiras que naquelas que trabalham dentro da
colmeia (Withers et al., 1993; Winnington et al., 1996; Farris et al., 2001). Os corpora
pedunculata sao maiores em espécies de formigas com habitos noturnos (Sheehan et al.,
2019) e menores em espécies subterraneas (Bulova et al., 2016). Em operarias de vespas, o
desenvolvimento dos corpora pedunculata, esta relacionado com o desempenho de
determinadas tarefas e a condi¢cdo de dominancia social (O'Donnell et al., 2004; Molina &
O'Donnell, 2007; Molina & O'Donnell, 2008). Por outro lado, o tamanho do complexo central
e da regido subesofagica ndo variam entre espécies de formigas com habitos noturnos e

diurnos (Sheehan et al., 2019).

Dentre os animais, as formigas sd3o um bom modelo para examinar as relagdes entre
comportamento, tamanho do corpo e neuroanatomia porque as operarias evoluiram como
especialistas em tarefas em varios clados (Holldobler & Wilson, 1990). As espécies
caracterizadas por padrdes excepcionais de castas e subcastas fornecem modelos importantes
para examinar as relacdes de morfologia, estrutura do cérebro e especializagdo
comportamental em associagdo com a divisdo do trabalho e elementos relacionados a
complexidade social (Muscedere & Traniello, 2012; Gordon et al., 2017; Gordon &

Traniello, 2018; Gordon ef al., 2018).

O tamanho do cérebro de operarias de formigas pode variar conforme os desafios
ecoldgicos e se refletir em diferengas na percepcao sensorial, processamento de ordem
superior e/ou demandas motoras necessarias para o desenvolvimento de tarefas (Sulger et al.,
2014; Bulova et al., 2016; Kamhi et al., 2016). Em operarias polimérficas, o tamanho do
cérebro parece corresponder a ecologia de forrageio e as demandas de processamento
sensorial ¢ de alta ordem do desempenho da tarefa (Gronenberg, 2008; Muscedere &
Traniello, 2012; Gordon et al., 2017). Assim, o polimorfismo oferece oportunidades para

explorar a evolugdo do cérebro no que diz respeito a selecdo para variacdo morfoldgica e
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comportamental adaptativas (Gronenberg & Riveros, 2009; Riveros ef al., 2012; Ilies et al.,

2015).

Dentre as formigas, Paraponerinae ¢ encontrada exclusivamente na regido Neotropical
e amplamente distribuida nas florestas tropicais brasileiras (Arias-Penna, 2007; Baccaro et
al., 2015) com um conjunto de tracos comportamentais e ecoldgicos mais similares ao
ancestral das formigas, como pouca diferenciagdo morfoldgica entre operarias e rainhas e
forrageio predador solitdrio generalista (Peeters, 1997; Wilson & Hoélldobler, 2005). Esta
subfamilia ¢ representada por uma tnica espécie, Paraponera clavata, com atividade de
forrageio principalmente noturno (Mccluskey & Brown, 1972), que pode variar entre
colonias (Wilson & Holldobler, 2005). Os ninhos desta espécie estdo situados na base de
arvores, e forrageiam ativamente no sub-bosque e no dossel de arvores (Fernandes et al.,

2015).

Formicinae tem cerca de 3000 espécies descritas (Ward, 2014), sendo o género
Camponotus um dos mais ricos em espécies, encontradas em uma variedade de habitats e
microhabitats (Bolton, 1995a), com consideravel variagdo intraespecifica, principalmente no
tamanho da cabe¢a (Kim & Kim, 2006). As formigas do género Camponotus sao
consideradas oportunistas e generalistas em relagao aos seus habitos de nidificagdo e recursos
alimentares (Silvestre et al., 2003; Bliithgen & Feldhaar, 2010), elas apresentam uma
variedade de estratégias em relagdo a organizagdo da coldnia (Ronque et al., 2018) e ao
habito de forrageio, nas quais algumas espécies possuem habito diurno e outras, noturnos, ¢ a
maioria tem dieta generalista (Bolton, 1973), se alimentando principalmente de exsudatos de
plantas e insetos (Oliveira & Branddo, 1991;Del-Claro &Oliveira, 1999 ; Pfeiffer &
Lisenmair, 2000 ; Santos & Del-Claro, 2009). Dentre as espécies do género, Camponotus
rufipes (Smith) € poliginica facultativa (Ronque et al., 2016) e apresenta castas dimorficas

(Marcolino et al., 2000). Elas possuem habitos predominantemente noturnos (Ronque et al.,
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2018), e tem dieta generalista, se alimentando de exsudatos de plantas e insetos e nidificam

em troncos mortos, bem como no solo (Ronque et al., 2016).

Myrmicinae possui mais de 6500 espécies descritas com distribuicdo geografica
global e apresenta variagdo de grupos funcionais, incluindo as cultivadoras de fungo
(Borowiec et al., 2020), como os Attini com um complexo sistema de comunicagdo, divisao
do trabalho e polimorfismo (Wilson, 1980; Caetano et al., 2002; Mehdiabadi & Schultz,
2009; Della Lucia & De Souza, 2011; Della Lucia et al., 2014). Nas espécies do género Atta,
o polimorfismo das operarias leva a uma divisdo distinta do trabalho entre as subcastas, em
que, as operarias maiores (“soldados”) sdo especializadas na defesa da colonia, as operarias
médias em forrageio e as operdrias menores trabalham dentro do jardim de fungo (Holldobler
& Wilson, 1990; Lacerda et al., 2010; Wilson, 1980). Dentre as espécies do género, as
colonias de Atta sexdens (Linnaeus) podem conter milhdes de operarias divididas em varias
subcastas e apenas uma rainha reprodutiva (monoginia) (De Souza et al., 2011) e possuem
um dos mais completos sistemas de comunicacao dos Formicidae (Caetano et al., 2002). Elas
forrageiam principalmente a noite (Orr, 1992) e constroem ninhos subterraneos (Cardoso et

al., 2014).

Estudos intraespecificos podem fornecer valiosas informagdes sobre a flexibilidade
dos tracos cerebrais e os interespecificos e podem identificar variacdes morfologicas
selecionadas através da evolugdo. No entanto, estes temas sdo bastante atuais, com poucos
dados na literatura comparando a morfologia do cérebro e tamanho das neurdpilas em

espécies com diferentes estilos de vida.
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CAPITULO I: MORFOLOGIA NEURAL EM OPERARIAS DE FORMIGAS
CORTADEIRAS (Atta sexdens): CONEXOES ENTRE MORFOLOGIA CEREBRAL E

ESPECIALIZACAO COMPORTAMENTAL (HYMENOPTERA: FORMICIDAE)

RESUMO

O volume cerebral das formigas operarias pode variar em resposta a desafios ecolégicos. No género
Atta, o polimorfismo das operarias esta associado a divisao do trabalho entre subcastas, baseada no
tamanho do corpo. Este estudo avaliou os volumes cerebrais absolutos e relativos do lobo antenal,
lobo optico e calice do corpus pedunculatum nas subcastas de Atta sexdens, bem como a intensidade
das sinapses nas neuropilas. A hipotese foi que as operarias envolvidas em diferentes tarefas exibiam
variagdes no volume das regides cerebrais. No soldado, o lobo antenal contém glomérulos esféricos na
regido periférica, incluindo dois macroglomérulos. O volume relativo do calice do corpus
pedunculatum é maior nas operarias lixeiras, enquanto o volume relativo do lobo antenal é maior nas
forrageiras e lixeiras. Tanto nas forrageiras quanto nas lixeiras, os volumes do cérebro, calice do
corpus pedunculatum ¢ lobo antenal mostram correlagdo positiva. A presenga de macroglomérulos em
soldados pode estar relacionada a especializagdo de tarefas entre as subcastas de operarias de 4.
sexdens. Embora os soldados possuam uma capsula cefalica maior do que os forrageadores, seus
volumes cerebrais sdo semelhantes, provavelmente devido a gama limitada de tarefas realizadas pelos
soldados. Os lobos Opticos maiores nas subcastas de soldados e forrageiras sugerem que tarefas
realizadas fora do ninho podem exigir percepcao visual aprimorada. Em operarias lixeiras, o volume
relativo da neuropila do corpus pedunculatum é maior, possivelmente devido a tarefas que exigem
aprendizado e memoria. As forrageiras exibem um volume relativo maior da neurdpila do lobo
antenal, o que pode facilitar a detec¢do de uma gama diversificada de odores. A intensidade das
sinapses ndo diferiu entre as subcastas de A. sexdens, sugerindo que pode haver um padrio de
intensidade intraespecifico. Os resultados indicam que a plasticidade dos compartimentos cerebrais
em operarias de A. sexdens ¢ influenciada pelas tarefas desempenhadas por elas, sendo o resultado de
investimentos diferenciados em tecido neural entre as operarias polimorficas e estd relacionada,

possivelmente, a adaptagdo evolutiva de fungdes.

Palavras-chave: macroglomérulos; cérebro; formiga-cortadeira
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1. INTRODUCAO

Estudos da alometria e das dimensdes cerebrais sdo importantes para a compreensao dos
principios funcionais e da evolugdo do sistema nervoso animal, pois eles revelam os padrdes
gerais e os especificos para cada grupo de organismos (Striedter, 2005; Montgomery et al.,
2016). O tamanho relativo do cérebro ¢ um indicador significativo da importancia funcional
de uma estrutura cerebral, evidenciando-se que as estruturas sdo funcionalmente
independentes e tém evoluido separadamente (Clark et al., 2001; Herculano-Houzel, 2009).
Por outro lado, o tamanho absoluto do cérebro evidencia que as estruturas estdo
funcionalmente relacionadas e¢ tém evoluido de forma coordenada (Clark et al., 2001;

Herculano-Houzel, 2009).

Nesse contexto, as formigas sdo organismos modelos para examinar a relagdo entre
comportamento, tamanho do corpo e neuroanatomia. Estes insetos apresentam espécies com
padrdes de castas e subcastas, possibilitando o estudo da relagdo entre a estrutura do cérebro e
a especializacdo comportamental em associacdo com a divisdo do trabalho e elementos
relacionados & complexidade social (Holldobler & Wilson, 1990; Muscedere & Traniello,

2012; Gordon et al., 2017; Gordon & Traniello, 2018; Gordon et al., 2018).

O volume do cérebro de operarias de formigas pode variar de acordo com os desafios
ecoldgicos com diferengas na percep¢do sensorial, processamento de ordem superior e
demandas motoras necessarias para o desenvolvimento de tarefas na colonia (Sulger et al.,
2014; Bulova et al., 2016; Kamhi et al., 2016). Em operarias polimorficas, caracterizadas por
grupos de individuos morfologicamente diferentes, de acordo com o trabalho ou as fun¢des
que desempenham (Della Lucia & De Souza, 2011), o volume do cérebro parece

corresponder ao comportamento de forrageio e as demandas de processamento sensorial e de
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alta ordem do desempenho da tarefa (Gronenberg, 2008; Muscedere & Traniello, 2012;

Gordon et al., 2017).

Nas espécies do género Atta (Myrmicinae), o polimorfismo das operarias esta associado a
uma divisdo do trabalho entre as subcastas, baseada no tamanho dos individuos. Em Atta
sexdens, as operarias maiores (soldados) sdo especializadas na defesa da colonia, as médias
(forrageiras) na coleta de recursos alimentares, € as operdrias menores processam material
foliar, descartam residuos (lixeiras), cuidam da cria e trabalham no jardim de fungo
(jardineiras) (Wilson, 1980; Holldobler & Wilson, 1990; Lacerda et al., 2010). As operarias
menores, desempenhando atividade de remoc¢ao do lixo, geralmente sdo consideradas uma
subcasta etaria, na qual operarias mais velhas executam essa funcao (Lacerda et al., 2010;
Della Lucia & De Souza, 2011).

Estudos intraespecificos da estrutura cerebral, em espécies com alto grau de
polimorfismo, podem fornecer informagdes sobre a flexibilidade das regides cerebrais.
Sendo assim, o presente trabalho visa avaliar o volume absoluto e relativo do cérebro e das
neurdpilas do lobo antenal, lobo 6ptico e calice do corpus pedunculatum e a densidade de
sinapses das subcastas da formiga-cortadeira 4. sexdens e verificar se operarias envolvidas
em diferentes tarefas apresentam variagdes nestas regides. Para isso foram testadas as
seguintes hipoteses: (i) operdrias que executam tarefas diversificadas investem mais em
neurdpilas de processamento de ordem superior (céalice corpus pedunculatum) que os
soldados, subcasta especialista na defesa; (ii) operarias que desempenham tarefas fora do
ninho investem mais em neurdpilas de processamento visual (lobo dptico) que aquelas que
desempenham suas tarefas dentro do ninho; (iii) operarias com maiores capsulas cefalicas
tem cérebros maiores em termos absolutos, e (iv) operarias envolvidas em multiplas tarefas

apresentam mais sinapses que aquelas que realizam tarefas especificas.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtenciao dos insetos

As operarias de A. sexdens, atuando como jardineiras, forrageiras e lixeiras foram
obtidas de trés ninhos mantidos no Insetario da Universidade Federal de Vigosa, no Estado de
Minas Gerais (20° 45°S 42° 52°0), enquanto trabalhavam no jardim de fungo, manipulavam
lixo e coletavam fragmentos de folhas, respectivamente. As formigas atuando como soldados
foram coletadas manualmente no campo, na Universidade Federal de Vigosa, pois colonias
mantidas em laboratério ndo investem na produ¢do de soldados. Logo apods a coleta, as
formigas foram crioanestesiadas a 4°C por 5 minutos, e a distancia interocular [largura da
cabeca entre as margens internas dos olhos compostos, utilizada como tamanho da capsula
cefalica (Bulova et al,2016)] de oito espécimes de cada subcasta foi medida, utilizando
esteromicroscopio STEMI 2000-C Zeiss com ocular calibrada. Posteriormente, os cérebros
foram dissecados em NaCl 125 mM e transferidos para fixador glutaraldeido 2,5% em
tampao cacodilato de sddio a 0,15M, pH 7,2 por 24 h.

2.2 Histologia

Os oito cérebros de operarias de cada subcasta de 4. sexdens foram desidratados em
série crescente de etanol (70%, 80%, 90% e 95%) por 15 minutos cada e incluidos em
historesina (Leica Biosystems) conforme as instru¢des do fabricante. Cortes histolégicos com
3 um de espessura foram obtidos em micrétomo rotativo Leica RM2255 e corados com
hematoxilina (20 min) e eosina (30 s). Posteriormente, as amostras foram analisadas em
microscopio de luz Olympus BX-60 e fotografadas usando uma camera Olympus QColor 3.
A érea dos cérebros e dos neurdpilos do lobo Optico, lobo antenal e célice do corpo

cogumelar foram medidas com o auxilio do software ImageJ.
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2.3 Analise volumétrica

As medidas geradas no ImageJ foram usadas para determinar o volume absoluto do
cérebro e dos neurodpilos, de acordo com o método de Cavalieri (Coggeshall, 1992), no qual
foram selecionadas 10 se¢des aleatdrias de cada uma das oito repeticdes de cada subcasta. As
areas médias do cérebro e de cada neuropilo foram medidas e usadas para o calculo do
volume com a formula V=2 x t x s, onde V é o volume absoluto do cérebro, a a area média
do cérebro em cada seccdo, t o numero total de secgdes histologicas do cérebro e s a
espessura das seccoes histologicas. Dada a sua simetria bilateral, as medidas da area dos
neurdpilos foram obtidas de um hemisfério por cérebro que foi posteriormente duplicado para
obter o valor total. Para o calculo do volume relativo do cérebro e das neurdpilas do lobo
optico, do lobo antenal e do calice do corpus pedunculatum, o volume absoluto de cada regido,
em cada subcasta, foi dividido pelo tamanho da cépsula cefalica (representado pela distancia
interocular).

2.4 Sinapses

Trés cabegas de cada subcasta de 4. sexdens foram transferidas para solugdo de
Zamboni por 1 hora, em seguida os cérebros dissecados e transferidos para tampao fosfato
de sodio 0,15 M, pH 7,4 (PBS). As amostras foram lavadas com PBS, por trés vezes pelo
periodo de 15 minutos, e posteriormente incubados em albumina sérica bovina em PBS
contendo Triton-X 100 a 1%. Apds 1 hora, foram lavados em PBS e incubados por quatro
dias em anticorpo anti-sinapsina (3C11-SYNORF1, DHSB) 1:100 em PBS em temperatura
ambiente. Entdo, as amostras foram lavadas em PBS, por trés vezes, durante 15 minutos e
incubadas em anticorpo anti-IgG de camundongo conjugado com FITC (Sigma-Aldrich)
1:250 em PBS por 3 dias, no escuro, em temperatura ambiente. Apds lavagem em PBS, as
amostras foram transferidas para 4,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) 1:500 em PBS por 30

minutos para coloragdo dos nucleos celulares. Posteriormente, as amostras foram desidratadas
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em série crescente de etanol, etanol: xilol 1:1 por 10 minutos cada, e em xilol por 1 hora em
temperatura ambiente. Logo apds, os cérebros foram montados in tofo com sacarose 50%,
com o lado ventral voltado para cima e examinados ao microscopio confocal de varredura a
laser Zeiss LSM 900 Axio Observer 7. A quantificacdo das sinapses foram realizadas em
imagens tridimensionais obtidas em z-stacking com x um de espessura a partir da intensidade
de fluorescéncia.

2.5 Analises estatisticas

O volume absoluto do cérebro e das neurdpilas do lobo antenal, do lobo 6ptico e do
calice do corpus pedunculatum das subcastas de operarias de A. sexdens foram comparados
por analise de variancia (ANOVA one-way), seguido por teste post hoc das médias e teste de
Tukey HSD. O tamanho da capsula cefalica foi comparado usando Modelo Linear
Generalizado e teste de Conover-Iman com correcdo de Bonferroni. A correlacdo entre o
volume absoluto do cérebro e o tamanho da capsula cefalica, volume absoluto do cérebro e
volume absoluto das neurdpilas do lobo antenal, do lobo oOptico e do calice do corpo
cogumelar foram analisadas usando a correlagao de Spearman. O volume relativo do cérebro
e o das neurdpilas do lobo antenal, lobo optico e do calice do corpo cogumelar das subcastas
de A. sexdens foram comparados usando o Modelo Linear Generalizado e teste de Tukey. A
quantidade das sinapses, a partir da intensidade de fluorescéncia, entre operarias de A.
sexdens foram comparadas pelo teste de Kruskal- Wallis. Todas as andlises foram realizadas
no software R (R Core Team, 2020).

3 RESULTADOS

3.1 Tamanho da capsula cefalica
As medidas da cépsula cefalica (distdncia interocular) foram diferentes entre as
subcastas de operarias de 4. sexdens. A subcasta soldado apresentou a maior capsula cefalica,

seguida da subcasta forrageira e das subcastas lixeira e jardineira que foram similares (Fig.1).
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A distancia interocular média entre as subcastas de A4. sexdens foi medida como: soldados
(7,43 = 0,451mm), forrageadoras (5,34 + 0,686 mm), jardineiras (4,17 = 0,853 mm) e

removedoras de residuos (4,48 = 0,351 mm).
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Figura 1: Distancia interocular (média + dp) de operarias das subcastas forrageira, jardineira, lixeira e

soldado de Atta sexdens. Barras com letras diferentes indicam diferengas entre as subcastas pelo teste

de Tukey (p>0,05).

3.2  Histologia
O cérebro de operarias de A. sexdens ¢ bilobado e constituido por trés regides
ganglionares, formadas por neurdpilas bem desenvolvidas e por uma regido periférica de

subcompartimentos compactos que contém os corpos celulares dos neurdnios e algumas

c€lulas da glia (Fig.2).
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No protocérebro, os corpora pedunculata formam estruturas pares, compostos pelos
calices lateral e medial (Fig.2), sendo que cada par estava localizado em um hemisfério
cerebral. Os calices apresentaram prolongamentos das células de Kenyon (neur6nios) cujos
corpos celulares estdo localizados na regido periférica (Fig.2). Os lobos Opticos apresentaram
trés sub-regides de neurodpilos sucessivas, sendo elas: lamina, medula e l6bula, entre as quais
ocorreram quiasmas, regides de cruzamento de axonios entre duas neurodpilos (Fig.2). O
quiasma exterior estabeleceu a ligacdo entre a lamina e a medula e o interior entre a medula e
a lobula.

No deutocérebro, cada lobo antenal apresentou a neurdpila formada por glomérulos de

tamanhos variados (Fig.2).

Protocérebro
Lo

Deutocérebro

Figura 2: Estrutura geral do cérebro de operarias de Atta sexdens, mostrando o protocérebro com os
corpora pedunculata (CG) apresentando os calices medial (cm) e lateral (cl) e os prolongamentos das
células de Kenyon (ppk) e seus corpos celulares localizados na periferia (cck). Lobo 6ptico (LO) com
as sub-regides- ldmina (Im), medula (md) e lobula (Ib) com quiasmas interno (qi) e externo (qe). No
deutocérebro, os lobos antenais (LA) apresentaram glomérulos esféricos de diametros variados.

Os dados morfologicos evidenciaram que os cérebros das subcastas de operarias de A.

sexdens possuem o protocérebro semelhante (Fig. 3,4, S1 e S2). Entretanto, no deutocérebro,

o lobo antenal apresentou variagdes. Na subcasta soldado, o lobo antenal apresentou
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glomérulos esféricos na regido periférica, com dois macroglomérulos, medindo cerca de 1,6
um? , enquanto a regido central foi preenchida por uma neur6pila difusa (Fig. 3D). No lobo
antenal de forrageiras os glomérulos estdo localizados na periferia, mas sem a ocorréncia de
macroglomérulos e com neuropila central difusa (Fig. S1). Nas jardineiras (Fig.4D) e lixeiras

(Fig. S2) também ocorreram os glomérulos esféricos de diferentes tamanhos.

Figura 3: Seg¢oes histologicas do cérebro da subcasta soldado de Atta sexdens. A) Cérebro completo,
evidenciando as neurdpilas do corpus pedunculatum (CG), lobo 6ptico (LO) e lobo antenal (LA). B)
Calice do corpus pedunculatum, com destaque nos prolongamentos (pk) e corpos celulares (ck) das
células de Kenyon e células da glia (seta branca). C) Lobo 6ptico, com destaque nas suas sub-regides-
lobula (Ib), medula (md), 1amina (Im) e as células da glia (setas brancas). Entre a medula e a 16bula ha
o quiasma interno (qi). D) Lobo antenal evidenciando os glomérulos esféricos (ponta de seta) de
diametros variados na periferia e regido central com emaranhado de neuropilas (asteriscos). A seta

preta aponta os macroglomérulos. Calice medial (CM) e lateral (CL). Barras de escala:30 pm.
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Figura 4: Secdes histologicas do cérebro da subcasta jardineira de Atta sexdens. A) Cérebro completo,
evidenciando as neurdpilas do corpus pedunculatum (CG), lobo 6ptico (LO) e lobo antenal (LA). B)
Calice do corpo cogumelar, com destaque nos prolongamentos (pk) e corpos celulares (ck) das células
de Kenyon. C) Lobo optico, com destaque na medula (md). D) Lobo antenal, evidenciando os
glomérulos esféricos (ponta de seta) de didmetros variados. As setas brancas indicam as células da
glia. Calice medial (CM) e lateral (CL). Barras de escala:30 um.

3.3 Morfometria

O volume absoluto do cérebro foi maior na subcasta soldado do que em jardineira
(p<0,05; IC= 95%; dF=3; diff = 0,28) e lixeira (p< 0,05; IC= 95%; dF=3; diff = 0,26) que
foram semelhantes (p>0,05 1C=95%; dF=3; diff=0,02; Fig.5A). As operarias forrageiras
apresentam volume absoluto intermedidrio, sendo semelhantes aos soldados (p>0,05;
1C=95%; dF=3; diff = 0,18), jardineiras (p>0,05; 1C=95%; dF=3; diff= -0,11), e lixeira

(p>0,05; IC= 95%; dF=3; diff = -0,09) (Fig. 5A).
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O volume do lobo 6ptico na subcasta soldado foi maior que nas jardineiras (p<0,05;
IC= 95%; dF=16; diff=-0,008) e lixeira (p<0,05; IC= 95%; dF=16; diff=-0,008) (Fig. 5B). No
entanto, ndo houve diferenca no volume desse neuropilo entre as subcastas jardineira e lixeira
(p>0,05; IC= 95%; dF=16; diff= -0,000), forrageira e soldado (p>0,05 IC= 95%; dF=16;
diff=-0,004), forrageira e lixeira (p>0,05; IC= 95%; dF=16; diff=0,004) e forrageira e
jardineira (p>0,05; IC= 95%; dF=16; diff=0,004) (Fig. 5B). Nas demais neuropilas
analisadas, calice do corpus pedunculatum e lobo antenal, ndo houve diferencga significativa

entre as subcastas (Fig. S3 e S4).
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Figura 5: A) Volume absoluto do cérebro (média = dp) e do lobo 6ptico (média + dp) (B) de operarias
das subcastas forrageira, jardineira, lixeira e soldado de Atta sexdens. Barras com letras diferentes
indicam diferengas entre as subcastas pelo teste de Tukey (p>0,05).

O volume relativo do cérebro de subcastas de 4. sexdens e o do lobo Optico nao
apresentaram diferengas entre as subcastas (p>0,05; Fig. S3 e S4). No entanto, o volume
relativo do célice do corpus pedunculatum foi maior nas operarias lixeiras que nas demais
subcastas (p<0,05; Fig. 6A).

No deutocérebro, o lobo antenal foi maior na subcasta forrageira, seguida pela lixeira
(p<0,05) e jardineira e soldado que sdo semelhantes (p<0,05; Fig.6B), enquanto o volume

relativo.
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Figura 6: A) Volume relativo do calice do corpus pedunculatum (média + dp) e volume relativo do
lobo antenal (média + dp) (B) de operarias das subcastas forrageira, jardineira, lixeira e soldado de
Atta sexdens. Barras com letras diferentes indicam diferengas entre as subcastas pelo teste de Tukey

(p>0,05).

3.4 Sinapses
As andlises de intensidade de fluorescéncia nas neurdpilas indicam que ndo houve
diferenca na intensidade das sinapses entre operarias de A. sexdens (p>0,05; 9A*

=4.9487,dF=1;Fig.7).
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Figura 7: Quantificacdo das sinapses, através da marcagdo da proteina sinapsina com o anticorpo

3C11-SYNORF1 no cérebro das subcastas de Atta sexdens (p>0,05-teste de Kruskal-Wallis).

Figura 8: Imagens representativas de microscopia confocal de varredura a laser evidenciando a
quantidade das sinapses, a partir da intensidade de fluorescéncia, dos cérebros de operarias de Atta

sexdens. A) Forrageira, B) jardineira, C) lixeira ¢ D) soldado. Barras de escala: 100 um.
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3.5 Correlacao entre neuropilas e volume cerebral

A correlagdo positiva entre o volume absoluto do cérebro e as neurodpilas das
subcastas de 4. sexdens foi observada apenas em forrageira e lixeira. Na subcasta forrageira a
correlagdo positiva ocorreu entre o volume absoluto do cérebro ¢ o volume do calice do
corpus pedunculatum (r=0,7; p<0,05), enquanto na subcasta lixeira a correlagcdo positiva foi

entre o volume absoluto do cérebro e o do lobo antenal (r=0,6; p<0,05).

4. DISCUSSAO

No presente trabalho, investigamos a influéncia do tamanho da capsula cefélica no
tamanho do cérebro de operarias de 4. sexdens, e como os volumes absoluto e relativo do
cérebro e dos neurdpilos do lobo antenal, lobo 6ptico e calice do corpus pedunculatum das
subcastas estdo associados com a tarefa desempenhada.

Os dados das medidas da distancia interocular, usadas como medidas da cépsula
cefilica, de acordo com os relatados por Wilson (1980) e em conjunto com o comportamento
das operarias de A. sexdens no momento da coleta, confirmam as subcastas presentes na casta
operaria, evidenciando um alto grau de polietismo. A subcasta soldado tem maior capsula
cefalica, seguida da subcasta forrageira, que apresenta tamanho intermedidrio, e por ultimo
lixeira e jardineira, sendo que entre as ultimas ndo ha diferengas. Medidas semelhantes foram
relatadas nas subcastas de A. sexdens por Della Lucia & De Souza (2011) e Dourado et al.
(2023).

As analises histoldgicas revelaram a presenca de dois macroglomérulos no lobo
antenal da subcasta soldado, um localizado na regido periférica e outro proximo a regiao
central do neuropilo. Um macroglomérulo também foi relatado em operarias maiores de Atta
vollenweideri, na regido de entrada do nervo antenal (Kleineidam et al., 2005), porém nossos

resultados diferem tanto no nimero quanto na posi¢do. A formagdo de macroglomérulo ¢
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resultado de um grande numero de terminais de neurdnios receptores de odor (Kleineidam et
al. 2005), resultando em processamento alternativo de informagdes de odor (Keulber et al.,
2010). Assim, a ocorréncia de macroglomérulos, somente em operarias maiores, sugere
diferencas na percepcao sensorial desta subcasta de A. sexdens.

O volume absoluto do cérebro das subcastas soldado e forrageira sao maiores que em
jardineiras e lixeiras, que apresentam menor tamanho corporal. Entretanto, a subcasta soldado
apresenta capsula cefalica maior que as forrageiras, mas o volume cerebral ¢ similar entre
elas. Esse fato pode ser explicado pelo repertério restrito de tarefas desempenhadas pelos
soldados, ndo sendo necessario um grande investimento em tecido cerebral para realizé-las.
Da mesma forma, o volume absoluto do cérebro da subcasta forrageira ¢ similar aquele das
operarias menores (jardineira e lixeira), mesmo sendo o tamanho da capsula cefélica daquela
maior. Essa semelhan¢a pode estar associada a mudanca de tarefa que a subcasta forrageira ¢
submetida, uma vez que enquanto jovens atuam como jardineiras e comecam a desempenhar
atividade de forrageira a medida que envelhecem (De Souza & Della Lucia, 2011; Lacerda et
al., 2010), indicando que essas subcastas podem ter capacidades cognitivas similares.

O tamanho do cérebro de 4. sexdens também pode ser afetado pela quantidade de
células da glia, pois elas sdo abundantes no cérebro dos insetos e podem contribuir
significativamente para o volume cerebral (Freeman, 2012). Segundo Freeman (2014), as
células da glia representam entre 5 e 10% da populagao total de células no sistema nervoso
central da Drosophila.

O volume absoluto do calice do corpus pedunculatum ndo varia entre as subcastas de
operarias de A. sexdens. Mudangas intraespecificas no volume do calice do corpus
pedunculatumsdo pequenas (Gronenberg & Holldobler 1999). Os corpora pedunculata de
insetos sociais sao ampliados sendo o centro de associagdo de diversos estimulos, inclusive

no que se refere as habilidades de aprendizado e memoria (Farris, 2013; Kuwabara et al.,
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2023). Esse extenso volume do corpus pedunculatum em insetos sociais possibilita que eles
recebam contribui¢des mais amplas do lobo optico (Bressan et al., 2015). A atividade de
forrageio parece contribuir para o crescimento do corpo cogumelar, pois mudancas no
volume desta neuropila, na formiga Camponotus floridanus (Gronenberg et al., 1996) e na
abelha Apis mellifera (Farris et al., 2001), ocorrem quando as operarias comecam a deixar o
ninho para forrageio. Em A. cephalotes (Muratore et al., 2022; 2023b), a diversidade de
tarefas realizadas por operarias médias € possivelmente apoiada por seus corpora
pedunculata aumentados. No entanto, para operarias de A. sexdens aqui analisadas essas
mudancgas nao ocorrem, sugerindo uma possivel variagao entre espécies.

O volume absoluto do lobo 6ptico ¢ maior nas subcastas soldado e forrageira, que
desempenham suas tarefas fora do ninho, o que pode exigir uma maior capacidade de
percepgao visual, inferindo que diferengas na ecologia sensorial do local de trabalho afeta o
polifenismo do sistema visual em formigas-cortadeiras, como reportado para Atta cephalotes
(Arganda et al., 2020; Muratore et al.,, 2022). O maior volume do lobo Optico nestas duas
subcastas pode ser consistente com o aumento do nimero de omatideos, subunidade
fotorreceptiva do olho. Por outro lado, as subcastas lixeira e jardineira, operarias que
desempenham tarefas especializadas dentro do ninho, apresentaram volumes dos lobos
opticos menores que os soldados e as forrageiras, suportando a hipdtese que o local onde a
operaria desempenha sua tarefa (dentro ou fora do ninho) induz um desenvolvimento
diferenciado do sistema visual (Gronenberg & Liebig, 1999; Kamhi et al., 2017). O ninho de
A. sexdens, assim como de outras formigas, ¢ um ambiente escuro, onde estimulos visuais
ndo sdo importantes. O volume menor do lobo 6ptico também ocorre em operarias menores
da formiga Oecophylla smaragdina (Formicinae) especializadas no cuidado da cria, que

raramente saem do ninho (Kambhi ez al., 2017).
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A plasticidade na capacidade visual pode estar associada ao desempenho de tarefas
em ambientes que variam no nivel de luz (Arganda et al., 2020), sendo assim, operarias de A.
sexdens que desenvolvem atividades em locais com maior iluminacdo (fora do ninho)
investem mais no aparato visual do que aquelas que estdo expostas a pouca luz, dentro do
ninho. E importante ressaltar que cada regido do lobo 6ptico tem uma fungio especifica, que
pode variar em tamanho dependendo dos hébitos de vida de cada espécie. Entretanto, neste
estudo ndo foi possivel realizar andlises morfométricas dessas regides, pois os limites entre
elas ndo estavam bem definidos em algumas subcastas.

O volume absoluto do lobo antenal ndo varia entre as subcastas de 4. sexdens, regido
que tende a ser menos varidvel entre as formigas (Gronenberg 1999; Gronenberg &
Holldobler 1999). No entanto, em Oecophylla smaragdina, foi observado que operarias
maiores tem o volume absoluto do lobo antenal maior do que operarias menores, assim como
o numero de glomérulos, indicando um alcance olfativo superior (Kambhi et al., 2017). Essa
diferenga pode estar relacionada a fatores como ecologia, comportamento e organizagido
social das espécies.

O volume relativo dos cérebros das subcastas de operarias de A. sexdens ndo varia,
pois subcastas com diferentes tamanhos da cabeca apresentam cérebros semelhantes,
contrariando a regra de Haller, que animais menores t€m cérebros proporcionalmente maiores
do que animais maiores (Rensch, 1948), como reportado em A. cephalotes, com as operarias
menores apresentando maiores cérebros (Muratore et al., 2022). Assim, mais estudos
precisam ser realizados para identificar a causa desta diferenga entre as espécies de Attini.

O volume relativo da neuropila do corpus pedunculatum € maior em operarias lixeiras
de A. sexdens. Isso pode ser devido as funcdes especificas dessa subcasta, responsavel pela
remocao do lixo e identificagdo de patdgenos, além de serem responsaveis pela transmissao

de informacgdes acerca de substratos inadequados, fazendo com que esse substrato ndo seja
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mais levado para o ninho. Estas tarefas desempenhadas pelas lixeiras possivelmente
necessitam mais da aprendizagem e memoria (Arena & Roces, 2017). A presenga de grandes
corpora pedunculata podem estar associados ao aumento da flexibilidade comportamental
(Gronenberg & Riveros, 2009; O’Donnell et al., 2015; Riveros et al., 2012). Farris et al.,
(2001) demonstraram que, na abelha A. mellifera, pelo menos uma parte da mudanga de
volume dessa neurdpila ¢ dependente da experiéncia. Para explorar essa questdo, seria
necessario a marcagdo das células de Kenyon com anticorpos especificos, o que permitiria
fazer a contagem e medicao do volume dessas células e entdo fazer uma analise de correlacdo
entre elas e o volume do calice.

O volume relativo da neurdpila do lobo antenal ¢ maior em operarias forrageiras do
que nas demais subcastas, indicando que elas investem mais nesta regido, possivelmente com
maior sensibilidade olfativa. As forrageiras desempenham uma ampla gama de tarefas, como
selecdo, corte e transporte de folhas, e o comportamento de seguir trilhas, que envolve sinais
quimicos (Kleineidam et al.,2005; Segre & Taylor, 2019; Kwaku et al, 2020), que
possibilitaria a detec¢do de uma maior diversidade de odores, do que em soldados e
jardineiras, que apresentam um repertdrio comportamental reduzido.

O menor volume relativo do lobo antenal dos soldados, sugere que suas habilidades
sensoriais podem ser relativamente fracas, sendo eles mais dependentes da percepcao visual
do que da olfativa. Segundo Penick ef al., (2021), a procura por alimentos exige a capacidade
de se orientar para retorno ao ninho, o que requer um processamento cognitivo mais elevado.

Os volumes relativos do lobo antenal aqui observados s3o similares aos reportados
por Muratore et al. (2022), em A. cephalotes, com o lobo antenal ocupando
proporcionalmente ao tamanho corporal uma fragdo maior do cérebro nas operarias médias
(forrageiras), e divergem de Mysore et al. (2009; 2010), que observaram que operarias

menores de Camponotus sericeus € Camponotus compressus (Formicinae) possuem mais
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glomérulos no lobo antenal com possivel melhor discriminagdo de estimulos olfativos, o que
pode ser devido a diferengas entre as espécies analisadas. Segundo Kelber ef al., (2010), em
Atta vollenweideri, o nimero de glomérulos esta relacionado com o tamanho da cépsula
cefalica, o que pode estar ocorrendo em 4. sexdens, resultando em maior tamanho relativo do
lobo antenal. Para verificar esse fato, seria necessario quantificar o nimero de glomérulos
presentes no lobo antenal de cada subcasta, o que ndo foi possivel com a técnica aqui
utilizada.

Em A. cephalotes, analises de volume relativo mostraram que os lobos Opticos sao
proporcionalmente maiores em operdrias maiores € 0S corpora pedunculata € lobos antenais
sdo proporcionalmente maiores em operarias médias (Muratore et al., 2022; 2023a). No
entanto, em A. sexdens, observamos apenas que 0s corpora pedunculata € lobos antenais sao
proporcionalmente maiores em lixeiras e forrageadoras.

As anélises de correlacdo mostram que na subcasta forrageira ha correlagdo positiva
entre o volume absoluto do cérebro e do calice do corpus pedunculatum, indicando que em A.
sexdens o tamanho do calice estd atrelado ao volume absoluto do cérebro. As forrageiras
desempenham muitas tarefas e a presenca de grandes corpora pedunculata pode estar
associada ao aumento da flexibilidade comportamental (Gronenberg & Riveros, 2009;
O’Donnell et al., 2015; Riveros et al., 2012). Da mesma forma, ocorre correlagdo positiva
entre o volume absoluto do cérebro e do lobo antenal na subcasta lixeira, evidenciando que
essa neurdpila aumenta proporcionalmente com o volume absoluto do cérebro, confirmando a
ocorréncia de um maior investimento no desenvolvimento da neuropila do lobo antenal por
esta subcasta, que, possivelmente, se traduz numa maior sensibilidade olfatoria, seja para a
identificacao de possiveis patogenos (Goes et al., 2020) ou para identificagdo/transmissao de

pistas quimicas das plantas, no qual se interrompe o processamento dos fragmentos foliares
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de plantas inadequadas para o fungo, descartando-os na cdmara de residuos (Arenas & Roces,
2016a; 2017).

As tarefas desempenhadas por operarias de 4. sexdens podem ser determinadas por
uma interacdo entre tamanho corporal e idade. Por exemplo, jardineiras e lixeiras tém
tamanhos corporais semelhantes, mas suas tarefas provavelmente variam conforme a idade.
Também vale ressaltar que a divisdo de tarefas ndo ¢ rigida, havendo flexibilidade na
alocacao de tarefas dependendo das necessidades da colonia (Lacerda et al., 2013; 2020).

A intensidade das sinapses ndo varia entre as subcastas de 4.sexdens, sugerindo uma
possivel similaridade entre a densidade sindptica dessas subcastas. Segundo Dalgalarrondo
(2009), cérebros maiores tem maior numero de neurdnios € as conexdes nervosas se tornam
mais longas, mas diminui a densidade sinaptica. Entdo, era esperado que operarias com o
cérebro de tamanho maior, como as subcastas soldado e forrageira, apresentassem uma menor
densidade sindptica, e operarias com cérebros menores uma maior densidade, o que nao
ocorreu. Segundo Groh et al. (2014), o nimero de complexos sinapticos (microglomérulos),
no calice do corpus pedunculatum, marcados com sinapsina ¢ maior em operarias maiores
(soldados) de A. vollenweideri. Em nossas analises, quantificamos a intensidade das sinapses
em todo o cérebro, caso tivéssemos feito a quantificacdo por regides especificas, diferengas
na intensidade das conexdes poderiam ter sido observadas. Outro aspecto identificado por
Groh et al. (2014) foi que o tamanho dos cérebros das operarias de A. vollenweideri nao
influencia a densidade de sinaptica, sugerindo que pode existir um limite para a
miniaturizacdo dos cérebros de operarias menores. E ¢ provavel que o mesmo se aplique as
operarias de A.sexdens.

Em conclusdao, os resultados mostram que a plasticidade dos compartimentos
cerebrais em operarias de 4. sexdens ¢ influenciada pelas tarefas desempenhadas. Essa

plasticidade ¢ resultado de investimentos diferenciados em tecido neural entre as operarias
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polimorficas, indicando especializacdo neurologica e, possivelmente, adaptacdo evolutiva de

fungdes.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Figura S1: Seg¢des histologicas do cérebro da subcasta forrageira de Atta sexdens. A) Cérebro completo,
evidenciando as neurdpilas do corpo cogumelar (CG), lobo optico (LO) e lobo antenal (LA). B) Calice
do corpo cogumelar, com destaque nos prolongamentos (pck) e corpos celulares (cck) das células de
Kenyon. C) Lobo 6ptico, com destaque nas suas sub-regides- medula (md), lamina (Im) e as células da
glia (setas brancas). D) Lobo antenal evidenciando os glomérulos (ponta de seta) didmetros variados na

periferia e regido central com emaranhado de neurdpilas. Calice medial (CAM) e lateral (CAL).



Figura S2: Seg¢des histologicas do cérebro da subcasta lixeira de Atta sexdens. A) Cérebro completo,
evidenciando as neurdpilas do corpus peduncuatum (CG), lobo 6ptico (LO) e lobo antenal (LA). B) Calice do
corpo cogumelar, com destaque nos prolongamentos (pk) e corpos celulares (ck) das células de Kenyon. C)
Lobo 6ptico, com destaque na medula (md). D) Lobo antenal, evidenciando os glomérulos esféricos (ponta de
seta) de didmetros variados tanto na periferia quanto na regido central. As setas brancas indicam as células da

glia. Calice medial (CM) e lateral (CL)
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Figura S3: Volume relativo do cérebro (média + dp) de operarias das subcastas forrageira, jardineira, lixeira e

soldado de Atta sexdens. Barras com letras diferentes indicam diferengas entre as subcastas pelo teste de Tukey
(p>0,05).
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Figura S4: Volume relativo do lobo 6ptico (média + dp) de operarias das subcastas forrageira, jardineira, lixeira
e soldado de Atta sexdens. Barras com letras diferentes indicam diferengas entre as subcastas pelo teste de

Tukey (p>0,05).
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CAPITULO II: MORFOLOGIA NEURAL EM OPERARIAS DA FORMIGA
CARPINTEIRA (Camponotus rufipes): CONEXOES ENTRE MORFOLOGIA

CEREBRAL E ESPECIALIZACAO COMPORTAMENTAL

RESUMO

O volume cerebral das formigas operarias pode variar em resposta a desafios ecologicos. Camponotus
rufipes ¢ poliginica facultativa e apresenta castas polimorficas, na qual a operaria ¢ composta por duas
subcastas, operaria maior ¢ operaria menor. Este estudo avaliou os volumes cerebrais absolutos ¢
relativos do lobo antenal, lobo optico e calice do corpus pedunculatum nas subcastas de Camponotus
rufipes, bem como a intensidade das sinapses nas neurodpilas. A hipétese foi que as operarias
envolvidas em diferentes tarefas exibiam variagdes no volume das regides cerebrais. Os calices do
corpus pedunculatum de ambas as subcastas possuem um aspecto microglomerular com algumas
células da glia entremeadas a regido de neurodpila. O lobo 6ptico de ambas as subcastas sao similares.
Por outro lado, o lobo antenal das operarias menores sao compostos por glomérulos circulares com
volume menor e pouca variagdo do tamanho, enquanto o das operdrias maiores apresentam forma
irregular, maior volume e maior variagdo no tamanho. O volume do cérebro de C. rufipes foi mais
desenvolvido em operarias maiores do que em operarias menores, assim como o volume do lobo
antenal. No entanto, ndo foram observadas diferencas no volume do lobo 6ptico e do calice do corpus
pedunculatum. O volume relativo do cérebro, do lobo dptico, do corpo cogumelar e do lobo antenal
foi similar entre as operarias menores e maiores de C. rufipes. O maior volume do cérebro da operaria
maior pode refletir numa maior capacidade de processamento neural. O lobo antenal maior em
operarias maiores pode ser devido a quantidade de glomérulos presentes. Nenhuma das neuropilas
analisadas foi proporcionalmente maior entre as subcastas de C. rufipes, sugerindo que o baixo
investimento em volumes proporcionais das estruturas cerebrais em Orgdos maiores, pode ser uma
forma de evitar o gasto excessivo de energia. Os resultados indicam que manter um perfil cerebral
similar pode estar associado a divisdo de trabalho flexivel, possibilitando que ambas as subcastas
sejam capazes de processar uma variedade de demandas sensoriais e cognitivas, independentemente

do tamanho corporal.

Palavras-chave: lobo antenal; cérebro; formiga carpinteira
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1. INTRODUCAO

A compreensdo dos principios funcionais e da evolu¢do do sistema nervoso animal
podem ser acessados com dados de alometria e das dimensdes cerebrais, pois eles revelam os
padrdes gerais e os especificos para cada grupo de animais (Striedter, 2005; Montgomery et

al., 2016).

As formigas sdo organismos modelos para estudar as relagdes entre comportamento,
tamanho do corpo e neuroanatomia, pois o volume do cérebro de operarias de formigas pode
variar conforme os desafios ecologicos e se refletir em diferencas na percep¢do sensorial,
processamento de ordem superior e /ou demandas motoras, necessarias para o
desenvolvimento de tarefas na colonia (Sulger et al., 2014; Bulova et al., 2016; Kambhi et al.,

2016).

Dentre as formigas, os Formicinae tem cerca de 3000 espécies descritas (Ward, 2014),
sendo o género Camponotus um dos mais ricos em espécies, encontradas em uma variedade
de habitats e microhabitats (Bolton, 1995a), com considerdvel variagdo intraespecifica,
principalmente no tamanho da cabeca (Kim & Kim, 2006). As formigas do género
Camponotus sdo consideradas oportunistas e generalistas em relagdo aos seus habitos de
nidificagdo e recursos alimentares (Silvestre et al., 2003; Bliithgen & Feldhaar, 2010), com
variedade de estratégias em relagdo a organizagdo da colonia (Ronque et al., 2018) e ao
habito de forrageio, nas quais algumas espécies possuem habito diurno e outras noturnos, e a
maioria tem dieta generalista (Bolton, 1973), alimentando-se principalmente de exsudatos de
plantas e insetos (Oliveira & Brandao, 1991;Del-Claro & Oliveira, 1999 ; Pfeiffer &

Lisenmair, 2000 ; Santos & Del-Claro, 2009).
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Dentre as espécies do género, Camponotus rufipes (Smith) é poliginica facultativa
(Ronque et al., 2016) e apresenta castas polimorficas, na qual a operaria ¢ composta por duas
subcastas, operaria maior e operaria menor (Diniz- Filho et al., 1994). As operarias maiores
quase sempre patrulham o ninho e as menores geralmente cuidam da manutengao do mesmo,
que envolve cuidado da cria e limpeza (Ronque et al., 2016; 2018). Elas possuem habitos
predominantemente noturnos (Ronque et al., 2018), e tem dieta generalista, se alimentando de
exsudatos de plantas e insetos e nidificam em troncos mortos, bem como no solo (Ronque et

al., 2016).

Neste sentido, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o volume absoluto e relativo
do cérebro e das neuropilas envolvidas no processamento primario de informagdes olfativas
(lobo antenal) e visuais (lobo dptico), e no processamento secundario de ambos, servindo
como centros de integragdo de varios estimulos, incluindo aqueles relacionados ao
aprendizado e a memoria (calice do corpus pedunculatum) das subcastas da formiga C.
rufipes e verificar se operarias envolvidas em diferentes tarefas apresentam variagdes no
volume destas regides, bem como quantificar a densidade das sinapses nas diferentes
subcastas. Para isso foram avaliadas as seguintes hipdteses: (i) operarias com capsulas
cefalicas maiores tém cérebros proporcionalmente maiores, indicando uma relacao entre o
tamanho da capsula cefalica e o volume cerebral absoluto; (ii) operarias maiores investem
mais na neurdpila de processamento olfativo que as menores, devido a gama de sinais
olfativos aos quais estdo expostas; (iii) operarias que realizam multiplas tarefas t€ém um
tamanho relativo maior do corpus pedunculatum do que operarias que realizam tarefas
especificas; (iv) operarias envolvidas em multiplas tarefas apresentam mais sinapses do que

aquelas que realizam tarefas especificas.

57


https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/00222933.2017.1420833?casa_token=fmMSwtfKYjcAAAAA%3AVRg1hMA455XduZlc8EOVf73M-y7GH_FpDw_qrl0Vj2uEwXWM4WrH1lsF7jaVTKuShEgBESG6Zoeya5w#
https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/00222933.2017.1420833?casa_token=fmMSwtfKYjcAAAAA%3AVRg1hMA455XduZlc8EOVf73M-y7GH_FpDw_qrl0Vj2uEwXWM4WrH1lsF7jaVTKuShEgBESG6Zoeya5w#

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Obtenciao dos insetos

As operdrias de C. rufipes foram coletadas no Campus da Universidade Federal de Vigosa
no Estado de Minas Gerais (20" 45°S 42" 52°0), ¢ a principio separadas em dois grupos com
base no tamanho da capsula ceféalica. Logo apos a coleta, as formigas foram crioanestesiadas
a 4 °C por 5 minutos, ¢ a distancia interocular (largura da cabega entre as margens internas
dos olhos compostos, utilizada como tamanho da cépsula cefalica; Bulova et al. 2016) de oito
espécimes de cada subcasta foi medida, utilizando esteromicroscopio STEMI 2000-C Zeiss
com ocular calibrada. Posteriormente, os cérebros foram dissecados em solucdao NaCl 125
mM e transferidos para fixador glutaraldeido 2,5% em tampao cacodilato de sodio a 0,15 M,
pH 7,2 por 24 h.

2.2 Histologia

Os cérebros de operarias maior e menor de C. rufipes foram desidratados em série
crescente de etanol (70%, 80%, 90% e 95%) por 15 minutos de intervalo cada e incluidos em
historesina (Leica Biosystems) conforme as instru¢des do fabricante. Se¢des histologicas com
3 um de espessura foram obtidas em microtomo rotativo Leica RM2545 e corados com
hematoxilina (20 min) e eosina (30 s). Posteriormente, as amostras foram montadas com
laminulas e analisadas em microscopio de luz Olympus BX-60 e fotografadas usando camera
Olympus QColor 3. A area dos cérebros e das neurodpilas do lobo 6ptico, lobo antenal e célice

do corpus pedunculatum foram medidas com o auxilio do software ImageJ.

2.3 Analise volumétrica
As medidas de area obtidas no ImageJ foram usadas para determinar o volume absoluto
do cérebro e dos neuropilos, de acordo com o método de Cavalieri (Coggeshall, 1992), no

qual foram selecionadas dez secgdes aleatorias de cada uma das oito amostras de operarias
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menores € maiores. A area média do cérebro e de cada neurdpila foram usadas para o calculo
dos respectivos volumes com a formula V=2a x tx s, onde V ¢ o volume, a a d&rea média d, t o
numero total de secgdes histologicas e s a espessura das secgoes histologicas. Dada a sua
simetria bilateral, as medidas da area das neurdpilas foram obtidas de um hemisfério por
cérebro. Para o cédlculo do volume relativo do cérebro e das neurdpilas do lobo oOptico, do
lobo antenal e do calice do corpo cogumelar, o volume absoluto de cada regido foi dividido

pelo tamanho da capsula cefalica (distancia interocular).

2.4 Sinapses

Trés cabecas de cada subcasta de C. rufipes foram transferidas para solucdo de
Zamboni por 1 hora, e os cérebros dissecados e transferidos para tampao fosfato de sodio
0,15 M, pH 7,4 (PBS). As amostras foram lavadas com PBS, por trés vezes pelo periodo de
15 minutos, e posteriormente incubados em albumina sérica bovina em PBS contendo
Triton-X 100 a 1%. Apods 1 hora, foram lavados em PBS e incubados por quatro dias em
anticorpo anti-sinapsina (3C11-SYNORF1, DHSB) 1:100 em PBS em temperatura ambiente.
Entdo, as amostras foram lavadas em PBS, por trés vezes, durante 15 minutos e incubadas
em anticorpo anti-IgG de camundongo conjugado com FITC (Sigma-Aldrich) 1:250 em PBS
por 3 dias, no escuro, em temperatura ambiente. Apos lavagem em PBS, as amostras foram
transferidas para 4,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) 1:500 em PBS por 30 minutos para
coloracao dos nucleos celulares. Posteriormente, as amostras foram desidratadas em série
crescente de etanol, etanol: xilol 1:1 por 10 minutos cada, ¢ em xilol por 1 hora em
temperatura ambiente. Logo apds, os cérebros foram montados in fofo com sacarose 50%,
com o lado ventral voltado para cima e se examinados ao microscopio confocal de varredura

a laser Zeiss LSM 900 Axio Observer 7. A quantificacdo das sinapses foram realizadas
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imagens tridimensionais obtidas em z-stacking com x um de espessura a partir da intensidade

de fluroescéncia.

2.5 Analises estatisticas
Os volumes do cérebro e das neurdpilas do lobo antenal, do lobo optico e do célice do
corpo cogumelar das subcastas de operarias de C. rufipes, bem como o tamanho da cépsula
cefalica, foram comparados usando Modelo Linear Simples. A intensidade das sinapses entre
operarias de C. rufipes foram comparadas usando o teste de Kruskal- Wallis. Todas as

analises foram realizadas no programa de computador R (R Core Team, 2020).

3. RESULTADOS

3.1 Tamanho da capsula cefalica
As medidas da capsula ceféalica das operarias de C. rufipes permitiram a separagdo de
duas subcastas (F= 0,3335; IC 95%; p<0,05;): operaria maior, com 4,85 + 0,038 mm, e

operaria menor, com distancia interocular média de 2,75 £+ 0,032 mm.

3.2 Histologia

O cérebro das operarias maiores e menores de C. rufipes sdo semelhantes, com
morfologia bilobada e constituido por trés regides: protocérebro, deutocérebro e tritocérebro.
Cada regido ¢ formada por emaranhados de neurdpilos na regido central, que abrigam os
prolongamentos dos neurdnios (axonios e dendritos), enquanto a regido periférica ¢

constituida pelos corpos celulares destas células (Fig. 1, 2A).
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Protocérebro

Deutocérebro

Figura 1: Estrutura geral do cérebro de operarias de Camponotus rufipes, mostrando o protocérebro
com os corpora pedunculata (CG) apresentando os calices medial (cm) e lateral (cl) e os
prolongamentos das células de Kenyon (pck) e seus corpos celulares localizados na periferia (cck).
Lobo optico (LO) com as sub-regides- lamina (Im), medula (md) e 16bula (Ib) com quiasmas interno
(qi) e externo (qe). No deutocérebro, os lobos antenais (LA) apresentaram glomérulos esféricos de

diametros variados.

No protocérebro, encontram-se os corpora pedunculata e os lobos opticos. O corpus
pedunculatum € composto pelos calices medial e lateral e pelos pedinculos. Os calices
resultam do agrupamento dos dendritos das células de Kenyon, enquanto a regido periférica ¢
circundada pelos corpos celulares dessas células (Fig. 2B e 3B). Os célices do corpus
pedunculatum de ambas as subcastas possuem um aspecto microglomerular com algumas
células da glia entremeadas a regido de neuropila (Fig. 2B e 43). O lobo 6ptico ¢ estruturado
em trés regides de neurdpilos sucessivas: lamina, medula e lobula, entre as quais ocorrem os
quiasmas, regides de cruzamento de axdnios entre duas massas de neurdpilo (Fig. 2C e 3C).
O lobo optico de ambas as subcastas sdo similares, com a regido da medula exibindo uma
forma circular e um volume aparentemente maior em relagao as demais areas. Tanto no calice
quanto no lobo optico células da glia sdo encontradas em pouca quantidade (Fig. 2B, 2C, 3B

e 30).
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No deutocérebro, localiza-se o lobo antenal, uma estrutura composta por unidades
funcionais denominadas glomérulos com tamanhos variados e se encontram dispersos na
regido periférica do lobo antenal (Fig. 1, 2A). O lobo antenal das operarias menores sao
compostos por glomérulos circulares com volume aparentemente menor e pouca variagao do
tamanho (Fig. 3D), enquanto o das operdrias maiores apresentam forma irregular, maior
volume e maior variacao no tamanho (Fig. 2D). As células da glia s3o encontradas em pouca
quantidade em ambas as subcastas (Fig. 2B e 3D)

O tritocérebro estd localizado na base do cérebro e ¢ extremamente reduzido em

Hymenoptera.
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Figura 2: Micrografias de luz do cérebro da subcasta operaria maior de Camponotus rufipes. A)
Cérebro completo, evidenciando as neuropilas do corpus pedunculatum (CG), lobo 6ptico (LO) e lobo
antenal (LA). B) Calice do corpo cogumelar, com destaque nos prolongamentos (pck) e corpos
celulares (cck) das células de Kenyon. C) Lobo 6ptico, com destaque nas suas sub-regides- medula
(md), lobula (Ib) e a regido de quiasma (qi). D) Lobo antenal evidenciando os glomérulos (ponta de
seta) de diametros e formas variadas. A seta branca evidencia os corpos celulares. Calice medial

(CAM), lateral (CAL), células da glia (seta preta). Barras de escala: 30 um.
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Figura 3: Micrografias de luz do cérebro da subcasta operaria menor de Camponotus rufipes. A)
Cérebro completo, evidenciando as neuropilas do corpus pedunculatum (CG), lobo 6ptico (LO) e lobo
antenal (LA). B) Calice do corpo cogumelar, com destaque nos prolongamentos (pck) e corpos
celulares (cck) das células de Kenyon. C) Lobo 6ptico, com destaque nas suas sub-regioes- medula
(md) e lamina (Im). D) Lobo antenal evidenciando os glomérulos (ponta de seta) de didmetro e formas
semelhantes e a regido central com emaranhado de neurdpilas (asterisco). A seta branca evidencia os
corpos celulares. Calice medial (CAM), lateral (CAL) e células da glia (seta preta). Barras de escala:
30 um.
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3.3 Analise volumétrica

O volume do cérebro de C. rufipes foi mais desenvolvido em operarias maiores do
que em operdrias menores (p<0,05; IC=95%; Fig. 4A), assim como o volume do lobo antenal
(p<0,05; 1C=95%:; Fig. 4B). No entanto, ndo foram observadas diferencas no volume do lobo
optico e do calice do corpus pedunculatum(p>0,05).

O volume relativo do cérebro (F=0.3335; p>0,05; 1C=95%; ), do lobo Optico
(F=0.1596; p>0,05; 1C=95%), do corpo cogumelar (F= 3.495; p>0,05; 1C=95%) e do lobo
antenal (F=4.628; p>0,05; IC=95%) foi similar entre as operarias menores e maiores de C.

rufipes (Tabela 1).
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Figura 4: A) Volume absoluto do cérebro (média = dp) e volume absoluto do lobo antenal (média +
dp) (B) de operaria maior e menor de Camponotus rufipes. Barras com letras diferentes indicam

diferencas entre as subcastas pelo Modelo Linear Simples (p>0,05).

3.4 Sinapses
As analises de imunofluorescéncia indicam que nao houve diferenca na intensidade

das sinapses entre operarias de C. rufipes (2* =2.3333; gl = 1; p>0,05; Fig. 5).
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Figura 5: Quantificacdo das sinapses, através da marcagdo da proteina sinapsina com o anticorpo
3C11-SYNORF1 no cérebro de operaria maior e menor de Camponotus rufipes (p>0,05-teste de
Kruskal-Wallis).

Figura 6: Imagens representativas de microscopia confocal de varredura a laser evidenciando a
quantidade das sinapses, a partir da intensidade de fluorescéncia, dos cérebros de operarias de C.

rufipes. A) operaria maior e B) operaria menor. Barras de escala: 100 pm.
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4. DISCUSSAO

Este estudo investigou a influéncia do tamanho da céapsula cefalica no tamanho do
cérebro de operdrias de C. rufipes, além de analisar como o volume absoluto ¢ o volume
relativo do cérebro e das neurdpilas do calice do corpus pedunculatum, lobo 6ptico e lobo
antenal estdo associados com as tarefas desempenhadas, refletindo em um investimento
neural diferenciado entre as subcastas.

As medidas da capsula cefilica confirmam que a casta operaria de C. rufipes ¢é
constituida por duas subcastas, operdria maior e operaria menor, corroborando com a divisao
de subcastas proposta por Diniz- Filho et al., (1994). Os resultados revelam que o volume
absoluto do cérebro de operdrias maiores ¢ maior que o de operarias menores, indicando que
em C. rufipes uma céapsula cefalica maior estd associada a um maior volume cerebral. Esse
aumento pode refletir numa maior capacidade de processamento neural, possivelmente
relacionada a realizacdo de tarefas mais complexas, como o forrageio realizado por essa
subcasta.

O volume absoluto do calice do corpus pedunculatum ndo varia entre operaria maior e
menor de C. rufipes, suportando a hipdtese de Gronenberg & Holldobler (1999), que
mudangas intraespecificas no volume do calice do corpus pedunculatum, se ocorrer, sdo
minimas. A atividade de forrageio parece contribuir para o crescimento do corpus
pedunculatum, pois mudangas no volume desta neurdpila na formiga Camponotus floridanus
(Gronenberg ef al., 1996) e na abelha Apis mellifera (Farris et al., 2001), ocorrem quando as
operarias comeg¢am a deixar o ninho para forrageio, mas para operarias de C. rufipes, aqui
analisadas isso ndo ocorre, indicando uma possivel variagcdo entre espécies.

O volume absoluto do lobo dptico entre as duas subcastas ¢ semelhante, sugerindo
que ambas investem de forma parecida na neurdpila de processamento visual primario. Esse

dado indica que as operarias das duas subcastas podem estar expostas a niveis semelhantes de

67



intensidade luminosa. Durante a coleta, observamos que ambas as subcastas estavam em
atividade de forrageio fora do ninho, corroborando a hipdtese de exposicdo a niveis
semelhantes de luz.

Embora o volume absoluto do cérebro seja maior em operarias maiores de C. rufipes,
as neuropilas do lobo optico e do célice do corpus pedunculatum nao apresentaram diferencas
entre as subcastas, indicando que aumento no volume absoluto do cérebro nao esta associado
com diferengas no desenvolvimento das suas neuropilas.

As operarias maiores de C. rufipes possuem o lobo antenal maior do que as operarias
menores. A analise histologica revela que os glomérulos de operarias maiores possuem
volume aparentemente maior, o que pode estar contribuindo para um maior volume do lobo
antenal nesta subcasta. Além disso, outro fato que pode estar relacionado com o aumento do
volume do lobo antenal em operarias maiores ¢ a quantidade de glomérulos presentes.
Segundo Mysore et al., 2009 e Kelber et al., 2010, o nimero de glomérulos pode variar entre
castas morfoldgicas em formigas, o que sugere que a regulacao da expressao do receptor
olfativo pode estar ligado ao tamanho do corpo em algumas espécies. Este fato foi relatado
em Camponotus compressa, Atta wollenweideri (Mysore et al., 2009, 2010), Dorymyrmex
spp. (Godfrey et al., 2021) e Oecophylla smaragdina (Babu et al., 2021). Essa diferenca no
volume da neuropila do lobo antenal em operarias de C. rufipes pode impactar na recepgao e
percep¢ao sensorial, resultando em uma maior sensibilidade olfativa nas operarias maiores,
sugerindo que estas podem estar envolvidas em uma ampla gama de tarefas.

Os dados de morfometria demonstram que ndo hé diferenga entre os volumes relativos
do cérebro e das neurdpilas analisadas nas duas subcastas de C. rufipes. Embora a subcasta
operaria maior apresente volume absoluto do cérebro maior, nenhuma das neurdpilas aqui
analisadas foi proporcionalmente maior. Isso sugere que manter uma propor¢ao semelhante

no volume relativo de areas cerebrais pode garantir funcionalidade suficiente para as
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necessidades de ambas as subcastas. O cérebro ¢ um 6rgdo metabolicamente caro (Padamsey
& Rochefort, 2023) e o baixo investimento em volumes proporcionais das estruturas
cerebrais em 6rgdos maiores, pode ser uma forma de evitar o gasto excessivo de energia.

A imunomarcag¢ao da intensidade das sinapses mostrou que ndo ha diferenca entre as
duas subcastas de C. rufipes, sugerindo uma possivel similaridade entre a densidade
sindptica, o que, pode influenciar a capacidade de processamento de informagdes. Este dado
ratifica o observado na andlise volumétrica, que também revelou similaridade entre o volume
das neurdpilas das subcastas. O anticorpo anti-sinapsina ¢ um marcador eficaz para sinapses,
visto que a sinapsina ¢ uma fosfoproteina que se associa a superficie citoplasmatica de
vesiculas sindpticas que estdo envolvidas na regulacdo de curto prazo da liberacdo de
neurotransmissores (Benfenati et al., 1993), sendo particularmente abundante em regioes de
alta densidade sinaptica (Klagges et al., 1996;0tt, 2008).

Groh et al. (2014) observaram que o maior nimero de complexos sindpticos
(microglomérulos) no calice do corpus pedunculatum, de operarias maiores (soldados) de
Atta vollenweideri. Essa diferenca poderia estar relacionada ao fato de que, na quantificagao
aqui realizada, a intensidade das sinapses foi avaliada em todo o cérebro e ndo em regides
especificas. Outro ponto observado por Groh et al. (2014) foi que o tamanho dos cérebros de
operarias de A. vollenweideri ndo afeta a densidade de sinapses, mostrando que pode haver
um limite para a miniaturizagao dos cérebros de operarias menores, provavelmente, 0 mesmo
acontece com operarias de C.rufipes.

Os resultados indicam que em C.rufipes as subcastas mantenham um perfil cerebral
similar, o que pode estar associado a divisao de trabalho flexivel, possibilitando que ambas as
subcastas sejam capazes de processar uma variedade de demandas sensoriais € cognitivas,

independentemente do tamanho corporal. E provavel que investimentos diferenciais na
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neurdpila do lobo antenal desempenhem um papel central na especializagdao e divisao do

trabalho em castas nesta espécie.

5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Babu, M.J., Patil, R.K. (2021). Antennal lobe organisation in ant, Oecophylla smaragdina: A
Golgi study. Journal of Bioscience, 46, 110.

Brandt, R., Rohlfing, T., Rybak, J., Krofczik, S., Maye, A., Westerhoff, M., Hege, H.,
Menzel, R. (2005). A three-dimensional average-shape atlas of the honeybee brain and
its applications. Journal of Comparative Neurology, 492(1), 1-19.

Benfenati, F., Valtorta, F., Rossi, M. C., Onofri, F., Sihra, T., & Greengard, P. (1993).
Interactions of synapsin I with phospholipids: possible role in synaptic vesicle clustering
and in the maintenance of bilayer structures. The Journal of Cell Biology, 123(6),
1845-1855.

Bliithgen, N., & Feldhaar, H. (2010). Food and shelter: how resources influence ant ecology.
In: Lach L, Parr CL & Abbott KL (eds). Ant ecology. Oxford: Oxford University Press;
pp. 115-136.

Bolton, B. (1995). A taxonomic and zoogeographical census of the extantant taxa

(Hymenoptera: Formicidae). Journal of Natural History, 29, 1039-1056.

Bulova, S., Purce, K., Khodak, P., Sulger, E., O'Donnell, S. (2016). Into the black, and back:
the ecology of brain investment in Neotropical army ants (Formicidae: Dorylinae).
Naturwissenschaften, 103, 31.

Coggeshall, R.E. (1992). A consideration of neural counting methods. Trends Neuroscience,
15:9-13.

Das, B., & Gordon, D. M. (2023). Biological rhythms and task allocation in ant colonies.

Current Opinion in Insect Science, 58, 101062.

70



Del-Claro, K., & Oliveira, P.S. (1999). Ant-Homoptera interactions in a Neotropical Savanna:
the honeydew producing treehopperm Guayaquila xiphias (Membracidae), and its
associated ant fauna on Didymopanax vinosum (Araliaceae). Biotropica, 31,135-144.

Diniz-Filho, J. A. F., Von Zuben, C. J., Fowler, H. G., Schlindwein, M. N., & Bueno, O. C.
(1994). Multivariate morphometrics and allometry in a polymorphic ant. Insectes
Sociaux, 41, 153-163.

Farris, S. M., Van Dyke, J. W. (2015). Evolution and function of the insect mushroom bodies:
Contributions from comparative and model systems studies.Current Opinion in Insect
Science, 12, 19-25.

Farris, S. M. (2013). Evolution of complex higher brain centers and behaviors: behavioral
correlates of mushroom body elaboration in insects. Brain, Behavior and
Evolution, 82(1), 9-18.

Farris, S.M., Robinson, G.E., Fahrbach, S.E. (2001). Experience- and age-related outgrowth
of intrinsic neurons in the mushroom bodies of the adult worker honeybee. Journal of
Neuroscience, 21, 6395-6404.

Freeman, M.R. (2012). Invertebrate glia. In Neuroglia, Kettenmann, H. & Ransom B.R.
(eds), Oxford University Press, New York, pp. 18-27.

Freeman, M. R. (2015). Drosophila central nervous system glia. Perspectives in
Biology, 7(11), a020552.

Godfrey, R. K., Oberski, J. T., Allmark, T., Givens, C., Hernandez-Rivera, J., & Gronenberg,
W. (2021). Olfactory system morphology suggests colony size drives trait evolution in
odorous ants (Formicidae: Dolichoderinae). Frontiers in Ecology and Evolution, 9,

733023.

71



Groh, C., Kelber, C., Grubel, K., Rossler, W. (2014). Density of mushroom bodysynaptic
complexes limits intraspecies brain miniaturization in highly polymorphic leaf-cutting
ant workers. Proceedings of Royal Society B, 281, 20140432.

Gronenberg, W., & Holldobler, B. (1999). Morphologic representation of visual and antennal
information in the ant brain. Journal of Comparative Neurology, 412(2), 229-240.

Gronenberg, W., Heeren, S., Holldobler, B. (1996). Age-dependent and task-related
morphological changes in the brain and mushroom bodies of the ant Camponotus
floridanus. Journal of Experimental Biology, 199, 2011-2019.

Ito, K., Shinomaya, K., Ito, M., Armstrong, J.D., Boyan, G., Hartenstein, V., Harzsch, S.,
Heisenberg, M., Homber, U., Jenett, A. (2014). A systematic nomenclature for the insect
brain. Neuron, 81, 755-765.

Klagges, B. R., Heimbeck, G., Godenschwege, T. A., Hofbauer, A., Pflugfelder, G. O.,
Reifegerste, R., ... & Buchner, E. (1996). Invertebrate synapsins: a single gene codes for
several isoforms in Drosophila. Journal of Neuroscience, 16(10), 3154-3165.

Kamhi, J.F., Gronenberg, W., Robson, S.K.A., Traniello, J.F.A. (2016) Social complexity
influences brain investment and neural operation costs in ants. Proceedings of the Royal
Society B, 283, 20161949.

Kelber, C., Rossler, W., & Kleineidam, C. J. (2010). Phenotypic plasticity in number of
glomeruli and sensory innervation of the antennal lobe in leaf-cutting ant workers (4.
vollenweideri). Developmental Neurobiology, 70(4), 222-234.

Kim, K.G., Kim, B.J. (2006) Molecular phylogeny of Camponotus ants in Korea.
Entomological Research 36, 48-55.

Kinoshita, M., Homberg, U. (2017). Insect Brains: Minute Structures Controlling Complex
Behaviors. In: Shigeno, S., Murakami, Y., Nomura, T. (eds) Brain Evolution by Design.

Diversity and Commonality in Animals. Springer, Tokyo.pp. 123-151.

72



Kuwabara, T., Kohno, H., Hatakeyama, M., Kubo, T. (2023). Evolutionary dynamics of
mushroom body Kenyon cell types in hymenopteran brains from multifunctional type to
functionally specialized types. Science Advances, 9(18), 4201.

Mysore, K., Subramanian, K. A., Sarasij, R. C., Suresh, A., Shyamala, B. V., VijayRaghavan,
K., Rodrigues, V. (2009). Caste and sex specific olfactory glomerular organization and
brain architecture in two sympatric ant species Camponotus sericeus and Camponotus
compressus (Fabricius, 1798). Arthropod Structure & Development, 38(6), 485-497.

Mysore, K., Shyamala, B. V., Rodrigues, V. (2010). Morphological and developmental
analysis of peripheral antennal chemosensory sensilla and central olfactory glomeruli in
worker castes of Camponotus compressus (Fabricius, 1787). Arthropod Structure &
Development, 39(5), 310-321.

Mobbs, P. G. (1982). The brain of the honeybee Apis mellifera. 1. The connections and spatial
organization of the mushroom bodies. Philosophical Transactions of the Royal Society of
London B, Biological Sciences, 298(1091), 309-354.

Montgomery, S. H., Mundy, N. 1., Barton, R. A. (2016). Brain evolution and development:
Adaptation, allometry and constraint. Proceedings of the Royal Society B, 283,
20160433.

Oliveira, P.S., & Brandao, C.R.F. (1991). The ant community associated with extrafloral
nectaries in the Brazilian Cerrados. In: Cutler D.F. & Huxley C.R. (eds). Ant-plant
interactions. Oxford: Oxford University Press; pp. 198-212.

Ott, S. R. (2008). Confocal microscopy in large insect brains: Zinc—formaldehyde fixation
improves synapsin immunostaining and preservation of morphology in whole-mounts.
Journal of Neuroscience Methods, 172(2), 220-230.

Padamsey, Z., & Rochefort, N. L. (2023). Paying the brain's energy bill. Current Opinion in

Neurobiology, 78, 102668.

73



Pfeiffer, M., & Lisenmair, K.E. (2000). Contributions to the life history of the Malaysian
giant ant Camponotus gigas (Hymenoptera, Formicidae). Insectes Sociaux, 47,123—-132.

Ronque, M. U. V., Fourcassi¢, V., & Oliveira, P. S. (2018). Ecology and field biology of two
dominant Camponotus ants (Hymenoptera: Formicidae) in the Brazilian savannah.
Journal of Natural History, 52(3—4), 237-252.

Ronque, M.U.V., Azevedo-Silva, M., Mori, G.M., Souza, A.P., Oliveira, P.S. (2016). Three
ways to distinguish species: using behavioural, ecological, and molecular data to tell
apart two closely related ants, Camponotus renggeri and Camponotus rufipes
(Hymenoptera: formicidae). Zoological Journal of Linnean Society, 176, 170—181.

Rybak, J. (2012). The Digital Honey Bee Brain Atlas. In: Galizia, C., Eisenhardt, D., Giurfa,
M. (eds) Honeybee Neurobiology and Behavior. Springer, Dordrecht., pp. 125-140.

Santos, J.C., & Del-Claro, K. (2009). Ecology and behaviour of the weaver ant Camponotus
(Myrmobrachys) senex. Journal of Natural History, 43,1423—1435.

Silvestre, R., Branddo, C.R.F., Da Silva, R.R. (2003). Gupo funcionales de hormigas: el caso
de los grémios del Cerrado. In: Fernandez F. (ed). Introduccién a las hormigas de La
region Neotropical. Bogoté: Instituto de Investigacion de Recursos Bioldgicos Alexander
von Humboldt; pp. 113148

Striedter, G. F. (2005). Principles of Brain Evolution. Sinauer Associates is an imprint of
Oxford University Press, Sunderland.

Sulger, E., Mcaloon, N., Bulova, S.J., Sapp, J., O'Donnell, S. (2014). Evidence for adaptive
brain tissue reduction in obligate social parasites (Polyergus mexicanus) relative to their
hosts (Formica fusca). Biological Journal of the Linnean Society, 113, 415-422.

Team, R.C. (2020). R: A language and environment for statistical computing. Vienna,
Austria: R Foundation for Statistical Computing <https://www. R-project. org/>.

(Accessed on June 10, 2016).

74



Wang, X., Zhai,Y., Zheng, H (2023). Deciphering the cellular heterogeneity of the insect
brain with single-cell RNA sequencing. Insect Science, 31(2), 314-327.
Ward, P.S. (2014). The phylogeny and evolution ants. Annual Review of Ecology, Evolution,

and Systematics, 45,23-43.

75



CAPITULO III: MORFOLOGIA NEURAL EM OPERARIAS DE FORMIGAS COM
DIFERENTES ESTILOS DE VIDA: CONEXOES ENTRE MORFOLOGIA

CEREBRAL E ESPECIALIZACAO COMPORTAMENTAL

RESUMO

O cérebro de insetos ¢ um mosaico de compartimentos, cada um envolvido em fungdes
distintas. As categorias de estilo de vida, diurno/noturno e social/solitario t€ém um efeito
importante na funcdo cerebral, determinando os recursos e informacdes de que os cérebros
precisam e tém acesso para produzir comportamentos adaptativos. As formigas exibem
espécies caracterizadas por padrdes excepcionais de castas e subcastas, tornando-as valiosas
para investigar as conexOes entre estrutura cerebral e especializacdo comportamental,
particularmente em relagdo a divisdo do trabalho e complexidade social. Camponotus rufipes
(Smith) ¢ poliginica facultativa, apresenta castas dimorficas e possuem habitos noturnos.
Paraponera clavata, possui atividade de forrageio principalmente noturno, com ninhos
situados na base de arvores, e forrageiam ativamente no sub-bosque e no dossel de arvores.
Atta sexdens, possui operarias divididas em varias subcastas, forrageiam principalmente a
noite e constroem ninhos subterrdneos. Assim, serdo analisadas a morfologia das regides
cerebrais de operarias de P. clavata, C. rufipes e A. sexdens, levando em consideragcdo o
tamanho e conexdes das neurodpilas, associando estes dados aos habitos de vida de cada
espécies. Os volumes absolutos e relativos do cérebro, bem como de todas as neuropilas aqui
analisadas, foram diferentes entre A. sexdens, C. rufipes e P. clavata. O cérebro de P. clavata
foi o maior, seguido por C. rufipes e A. sexdens. O mesmo foi observado em relagdo aos
volumes absolutos e relativos de todas as neuropilas analisadas. Entretanto, o tamanho da
capsula cefalica entre C. rufipes e A. sexdens foi similar. Acreditamos que em A. sexdens a
selecdo natural ao nivel de colonia reduz os desafios cognitivos enfrentados por operarias
individuais que resulta num menor investimento em tecido cerebral. Quanto mais flexivel a
divisdo de trabalho, maior ¢ calice do corpus pedunculatum. Os dados do volume do lobo
optico ratificam que, quanto menor a exposi¢ao a luz, menor ¢ o lobo Optico. O lobo antenal
de C. rufipes ocupa cerca de 15% do cérebro, 8% em P. clavata e 6% em A. sexdens,
confrontando que o lobo antenal ¢ invariavel entre os tdxons de formigas. O tamanho relativo
das regides cerebrais pode estar relacionado a importancia funcional de cada regido no
desempenho comportamental dos individuos e cada espécie investe de maneira distinta em
seus compartimentos cerebrais, conforme as tarefas desempenhadas por suas operarias.
Operarias de P. clavata tiveram os maiores valores, tanto em relacdo aos volumes absolutos
quantos aos relativos, e provavelmente, ¢ devido a sua maior capsula cefalica, que possibilita
ter um cérebro maior, mas um cérebro maior pode ter menor investimento em determinadas
regides. Os resultados indicam que a morfologia cerebral esta associada a organizagao social
e ecoldgica das espécies. Permitindo uma organizagdo mais dindmica e adaptavel em espécies
monomorficas € uma divisao de trabalho mais complexa em espécies polimorficas.

Palavras-chave: cérebro; especializacdo comportamental; formigas
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1. INTRODUCAO

O cérebro de insetos ¢ um mosaico de compartimentos, cada um envolvido em
funcdes distintas, variando do processamento sensorial a integragdo de informagdes de ordem
superior e coordenagdo de comportamento (Ito et al., 2014; Kinoshita e Homberg, 2017). A
alometria e as dimensdes cerebrais sdo essenciais para entender os principios funcionais e a
evolucdo do sistema nervoso animal, revelando padrdes gerais e especificos para cada
organismo (Striedter, 2005; Montgomery et al., 2016).

As categorias de estilo de vida, diurno/noturno e social/solitario, sdo organizadas em
torno de fatores ecoldgicos comuns e estratégias de comportamento, e tém um efeito
importante na funcdo cerebral, determinando os recursos e informacdes de que os cérebros
precisam e tém acesso para produzir comportamentos adaptativos (Bouchebti & Arganda,

2020).

Neste contexto, as formigas sdo organismos modelos para estudar as relagdes entre
comportamento, tamanho do corpo e neuroanatomia (Holldobler & Wilson, 1990). Elas
exibem espécies caracterizadas por padrdes excepcionais de castas e subcastas, tornando-as
valiosas para investigar as conexdes entre estrutura cerebral e especializagdo
comportamental, particularmente em relacdo a divisdo do trabalho e complexidade social
(Holldobler e Wilson, 1990; Gronenberg, 2008; Muscedere e Traniello, 2012; Gordon et al.,
2017; Gordon e Traniello, 2018; Traniello et al., 2022).

O volume cerebral das formigas operarias pode variar em resposta a desafios
ecoldgicos, refletindo diferencas na percepgdo sensorial, processamento de ordem superior e
demandas motoras necessarias para tarefas de colonia (Sulger et al., 2014; Bulova et al.,
2016; Kambhi et al., 2016).

Dentre as formigas, Paraponerinae ¢ encontrada exclusivamente na regido Neotropical

e amplamente distribuida nas florestas tropicais brasileiras (Arias-Penna, 2007; Baccaro et
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al., 2015) com um conjunto de tracos comportamentais e ecologicos mais similares ao
ancestral das formigas, como pouca diferenciagdo morfologica entre operarias e rainhas e
forrageio predador solitario generalista (Peeters, 1997; Wilson & Hoélldobler, 2005). Esta
subfamilia ¢ representada por uma Unica espécie, Paraponera clavata, com atividade de
forrageio principalmente noturno (Mccluskey & Brown, 1972), que pode variar entre
colonias (Wilson & Holldobler, 2005). Os ninhos desta espécie estdo situados na base de
arvores, e forrageiam ativamente no sub-bosque e no dossel de arvores (Fernandes et al.,

2015).

Formicinae tem cerca de 3000 espécies descritas (Ward, 2014), sendo o género
Camponotus um dos mais ricos em espécies, encontradas em uma variedade de habitats e
microhabitats (Bolton, 1995a), com consideravel variag¢ao intraespecifica, principalmente no
tamanho da cabe¢a (Kim & Kim, 2006). As formigas do género Camponotus sao
consideradas oportunistas e generalistas em rela¢do aos seus habitos de nidificacdo e recursos
alimentares (Silvestre et al., 2003; Bliithgen & Feldhaar, 2010), elas apresentam uma
variedade de estratégias em relagdo a organiza¢do da colonia (Ronque et al., 2018) e ao
habito de forrageio, nas quais algumas espécies possuem habito diurno e outras, noturnos, e a
maioria tem dieta generalista (Bolton, 1973), se alimentando principalmente de exsudatos de
plantas e insetos (Oliveira & Branddo, 1991;Del-Claro &Oliveira, 1999 ; Pfeiffer &
Lisenmair, 2000 ; Santos & Del-Claro, 2009). Dentre as espécies do género, Camponotus
rufipes (Smith) € poliginica facultativa (Ronque et al., 2016) e apresenta castas polimorficas
(Marcolino et al., 2000). Elas possuem habitos predominantemente noturnos (Ronque et al.,
2018), e tem dieta generalista, se alimentando de exsudatos de plantas e insetos e nidificam

em troncos mortos, bem como no solo (Ronque et al., 2016).

Myrmicinae possui mais de 6500 espécies descritas com distribuicdo geografica

global e apresenta variacdo de grupos funcionais, incluindo as cultivadoras de fungo
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(Borowiec et al., 2020), como os Attina, com um complexo sistema de comunicagao, divisao
do trabalho e polimorfismo (Wilson, 1980; Caetano et al., 2002; Mehdiabadi & Schultz,
2009; Della Lucia & De Souza, 2011; Della Lucia et al., 2014). Nas espécies do género Atta,
o polimorfismo das operarias leva a uma divisao distinta do trabalho entre as subcastas, em
que, as operarias maiores (“soldados”) sdo especializadas na defesa da colonia, as operarias
médias em forrageio e as operarias menores trabalham dentro do jardim de fungo (Wilson,
1980; Holldobler & Wilson, 1990; Lacerda et al., 2010). Dentre as espécies do género, as
colonias de Atta sexdens (Linnaeus) podem conter milhdes de operarias divididas em vérias
subcastas e apenas uma rainha reprodutiva (monoginia) (De Souza et al., 2011) e possuem
um dos mais completos sistemas de comunicagao dos Formicidae (Caetano ef al., 2002). Elas
forrageiam principalmente a noite (Orr, 1992) e constroem ninhos subterraneos (Cardoso et

al., 2014)

Tendo em vista o exposto, as formigas sdo insetos interessantes para examinar as relagdes
entre comportamento, tamanho do corpo e neuroanatomia, porque as operdrias evoluiram
como especialistas em tarefas em varios clados. Neste sentido, estudos interespecificos
podem identificar variacdes morfologicas selecionadas através da evolucdo. Dessa forma, o
presente trabalho tem por objetivo determinar se operarias de formigas com diferentes estilos
de vida e organizacdo social apresentam variagdes na morfologia do cérebro. Para tanto,
foram testadas as seguintes hipoteses: (i) formigas predadoras investem mais em neurdpilas
de processamento visual; (ii) operdrias de colonias que apresentam castas polimorficas
possuem o volume do cérebro reduzido em relagdo as que apresentam castas pouco

diferenciadas;

Assim, serdo analisadas a morfologia das regides cerebrais de operarias de Paraponera
clavata, Camponotus rufipes e Atta sexdens, levando em consideragdo o tamanho e conexodes

das neuropilas, associando estes dados aos habitos de vida de cada espécies.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Obtenciao dos insetos

As operarias de A. sexdens, atuando como jardineiras, forrageiras e lixeiras foram
obtidas de trés ninhos mantidos no Insetario da Universidade Federal de Vigosa, no Estado de
Minas Gerais (20° 45°S 42° 52°0), enquanto trabalhavam no jardim de fungo, manipulavam
lixo e coletavam fragmentos de folhas, respectivamente. As formigas atuando como soldados
foram coletadas manualmente no campo, na Universidade Federal de Vigosa, pois colonias
mantidas em laboratorio ndo investem na producdo de soldados. As operdrias de C. rufipes
foram coletadas no Campus da Universidade Federal de Vigosa e as operarias de P. clavata
foram coletadas no Municipio de Caxias no Estado do Maranhdo (4° 51°S 43° 21°0). Logo
apos a coleta, as formigas foram crioanestesiadas a 4 °C por 5 minutos, e a distancia
interocular (largura da cabeca entre as margens internas dos olhos compostos, utilizada como
tamanho da cépsula cefélica; Bulova et al. 2016) de oito espécimes de cada subcasta foi
medida (4. sexdens possui 4 subcastas, C. rufipes 2 e P clavata uma) utilizando
esteromicroscopio STEMI 2000-C Zeiss com lente ocular calibrada. Posteriormente, os
cérebros foram dissecados em NaCl 125 mM e transferidos para fixador glutaraldeido 2,5%

em tampao cacodilato de s6dio a 0,15 1,0M, pH 7,2 por 24 h.

2.2 Histologia

Os cérebros de operarias de 4. sexdens, C. rufipes e de P. clavata foram desidratados
em série crescente de etanol (70%, 80%, 90% e 95%) por 15 minutos de intervalo cada e
incluidos em historesina (Leica Biosystems) conforme as instrugdes do fabricante. Cortes
histologicos com 3 pum de espessura foram obtidos em micrétomo rotativo Leica RM2545 e

corados com hematoxilina (20 min) e eosina (30 s). Posteriormente, as amostras foram
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montadas com laminulas e analisadas em microscopio de luz Olympus BX-60 e fotografadas
usando uma camera Olympus QColor 3. A area dos cérebros e das neurdpilas do lobo optico,
lobo antenal e calice do corpus pedunculatum foram medidas com o auxilio do software

Imagel.

2.3 Analise volumétrica

As medidas geradas no ImageJ foram usadas para determinar o volume absoluto do
cérebro e das neuropilas, de acordo com o método de Cavalieri (Coggeshall, 1992), no qual
foram selecionadas 10 sec¢des de cada uma das oito formigas de cada subcasta e espécie. A
area média do cérebro e de cada neuropila destes cortes selecionados foram medidas e usadas
para o calculo do volume com a formula V=2a x t x s, onde V € o volume do cérebro, a a area
do cérebro em cada seccdo, t o numero total de secgdes histologicas do cérebro e s a
espessura das seccoes histologicas. Dada a sua simetria bilateral, as medidas da area das
neurdpilas foram obtidas de um hemisfério por cérebro que foi posteriormente duplicado para
obter o valor total. Para o célculo do volume relativo do cérebro e das neuropilas do lobo
optico, do lobo antenal e do calice do corpus pedunculatum, o volume de cada regido foi

dividido pelo tamanho da cdpsula cefalica (distancia interocular).

2.4 Analises estatisticas

O volume absoluto do cérebro e das neuropilas do calice do corpus pendunculatum,
do lobo optico e lobo antenal e, bem como a distancia interocular de operarias de 4. sexdens,
C. rufipes e P.clavata foram comparados usando Modelo Linear Generalizado Misto e o teste
de Conover-Iman com correcao de Bonferroni. Como o nimero amostral para as espécies foi
diferente, adotamos um modelo linear generalizado misto, pois ele permite incluir a repeti¢ao

como um fator aleatorio e fazer as corre¢des estatisticas necessarias para que a analise seja
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feita de forma correta. As espécies foram wusadas no modelo como variavel
categorica/deterministica e os volumes absolutos e relativos do cérebro, lobo 6ptico, calice e
lobo antenal, bem como a distincia interocular foram utilizadas como variavel

dependente/aleatoria. Todas as analises foram realizadas no software R (R Core Team, 2020).

3. RESULTADOS

3.1 Tamanho da capsula cefalica
A distancia interocular média de A. sexdens, C. rufipes e P. clavata foram 5,35+1,42
mm, 3,80+1,12 mm e 6,39+1,20 mm, respectivamente. Estas medidas foram semelhantes

entre A. sexdens e C. rufipes (p>0,05;* = 9.8542; g.1.= 2; Fig. 1), enquanto a de P. clavata
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diferiu de ambas espécies (p<0,05; x* = 9.8542; gl= 2; Fig. 1).
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Figura 1: Distancia interocular (média = dp) de operarias de Atta sexdens, Camponotus rufipes e
Paraponera clavata. Barras com letras diferentes indicam diferengas entre as espécies pelo Modelo

Linear Generalizado Misto (p>0,05).

3.2 Histologia

Os cérebros de A. sexdens, C. rufipes e P. clavata sao similares, com morfologia
bilobada e constituido por trés regides: protocérebro, deutocérebro e tritocérebro. Cada regido
¢ formada por emaranhados de neurdpilas na regido central, que abrigam os prolongamentos
dos neuronios (axonios e dendritos), enquanto a regido periférica ¢ constituida pelos corpos

celulares destas células (Fig. 2).
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No protocérebro, encontram-se os corpora pedunculata e os lobos Opticos. Os calices
do corpara pedunculata das trés espécies possuem um aspecto microglomerular com células
da glia (Fig. 2A, 2B e 2C). O lobo optico ¢ estruturado em trés regides de neurdpilas
sucessivas: lamina, medula e lobula, entre as quais ocorrem os quiasmas , similares nas trés
espécies sdo similares, sendo que em C. rufipes (Fig. 2B) a regido da medula exibe uma
forma circular ¢ um volume aparentemente maior em relacdo as demais areas, o0 mesmo ¢
visto em P. clavata (Fig. 2C). O lobo 6ptico de P. clavata parece ser mais desenvolvido do
que as demais espécies. As células da glia nesta neurdpila também ¢, aparentemente, mais
abundante em P. clavata que nas demais espécies (Fig. 2C).

No deutocérebro, localiza-se o lobo antenal, uma estrutura composta por unidades
funcionais denominadas glomérulos com tamanhos variados e se encontram dispersos na
regido periférica do lobo antenal. O lobo antenal das trés espécies sao similares, podendo
variar na quantidade, volume, tamanho e formato dos glomérulos (Fig. 2A, 2B e 2C). As
células da glia sdo encontradas em pouca quantidade em A. sexdens (Fig. 2A) e C. rufipes
(Fig. 2B), no entanto, em P. clavata (Fig. 2C) sao encontradas em abundancia.

O tritocérebro estd localizado na base do cérebro e ¢ reduzido em Hymenoptera.
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Figura 2: Secdes histologicas do cérebro de operarias de Atta sexdens (A), Camponutus rufipes (B) e
Paraponera clavata (C), evidenciando as neuropilas do corpus pedunculatum (CG), lobo optico (LO)
¢ lobo antenal (LA). Calice do corpus pedunculatum, com destaque nos prolongamentos (pk) e corpos
celulares (ck) das células de Kenyon. Lobo dptico com destaque de suas sub-regides- 16bula (Ib),
medula (md) e lamina (Im) com os quiasmas interno (qi) e externo (qe). Lobo antenal evidenciando os

glomérulos esféricos (pontas de seta brancas) de didmetros variados na periferia e regido central com
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emaranhado de neurodpilas. A ponta seta preta aponta as cé¢lulas da glia. CM - Calice medial, CL -

calice lateral. Barras de escala: 20 pm.

3.3 Analise volumétrica

Os volumes absolutos e relativos do cérebro, bem como de todas as neurdpilas aqui
analisadas, foram diferentes entre A. sexdens, C. rufipes e P. clavata.

O cérebro de A. sexdens possui volume de 0,099+0,042 mm’, C. rufipes de
0,192+0,051 mm’ ¢ P. clavata 1,376+0,554 mm® (p>0,05; x* = 21.8729; gl= 2; Fig. 3A). O
volume absoluto do calice do corpus pedunculatum das espécies foi 0,006+£0,002 mm?® em A4.
sexdens, 0,046+£0,012 mm® em C. rufipes e 0,207+0,089 mm’ em P. clavata (p<0,05; x* =
26.8007; gl= 2; Fig. 3B). O volume do lobo dptico foi 0,004+0,002 mm® em A. sexdens,
0,023+£0,014 mm® em C. rufipes, e 0,109£0,060 mm®’ em P. clavata (p<0,05; x* =
26.7857;gl=2; Fig. 3C). O volume do lobo antenal foi 0,006+0,004 mm® em A. sexdens,
0,030+0,017 mm® em C. rufipes € 0,120+0,026 mm® em P. clavata (p<0,05; x*=23.5629; gl=
2; Fig. 3D).

O volume relativo do cérebro e suas respectivas neurdpilas foram obtidos pela razao
entre os volumes de cada regido e a distancia interocular. O volume relativo do cérebro de A.
sexdens ¢ equivalente a 0,0018+0,005, C. rufipes 0,039+0,006 e P. clavata 0,201+0,151
(Fig.4A). O volume relativo do célice do corpus pedunculatum ¢ 0,001+£0,000 em A.
sexdens, 0,013+0,003 em C. rufipes e 0,027+0,009 em P clavata (Fig. 4B). Enquanto o
volume relativo do lobo optico ¢ 0,001+0,000 em A. sexdens, 0,006+£0,002 em C. rufipes e
0,017+£0,008 em P clavata (Fig. 4C). O volume relativo do lobo antenal em A. sexdens foi

0,002+0,001, 0,007+0,002 em C. rufipes e 0,019+0,004 em P clavata (Fig. 4D).
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Figura 2: A) Volume absoluto (média = dp) do cérebro, do calice do corpus pedunculatum (B), do
lobo 6ptico (C) e do lobo antenal (D) de operarias de Atta sexdens, Camponotus rufipes € Paraponera
clavata. Barras com letras diferentes indicam diferengas entre as espécies pelo Modelo Linear

Generalizado Misto (p>0,05).
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Figura 3: A) Volume relativo (média + dp) do cérebro, do calice do corpus pedunculatum (B), do lobo
optico (C) e do lobo antenal (D) de operarias de Atta sexdens, Camponotus rufipes e Paraponera
clavata. Barras com letras diferentes indicam diferencas entre as subcastas pelo Modelo Linear

Generalizado Misto (p>0,05).

4. DISCUSSAO

Este estudo investigou como o volume absoluto e o volume relativo do cérebro e das
neuropilas do calice do corpus pedunculatum, lobo 6ptico e lobo antenal estdo associados
com os diferentes estilos de vida e organizacao social de operarias de 4. sexdens, C. rufipes e

P clavata.
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As medidas da capsula cefalica revelam que o tamanho da cabeca de 4. sexdens e C.
rufipes sao similares, mas menores que de P. clavata. Os resultados mostram que o volume
absoluto do cérebro de operarias de P. clavata é cerca de 14 vezes maior que o de A. sexdens
e 7 vezes maior que o de C. rufipes, indicando que capsula cefalica maior esta associada a um
maior volume cerebral nestas formigas. Entretanto, o volume absoluto do cérebro de C.
rufipes foi cerca de 2 vezes maior que o de 4. sexdens, mesmo ambas apresentando capsula
cefalica de tamanho similar. Isso sugere que o cérebro de operarias de C. rufipes ocupa uma
por¢ao maior na capsula cefalica em comparacdo com A. sexdens, o que pode estar
relacionada aos diferentes estilos de vida das formigas, na qual operarias de A. sexdens,
devido ao polimorfismo mais acentuado, ndo necessitam investir em um cérebro maior para
desempenharem suas fungdes. A selecdo natural atua tanto no nivel de individuo quanto de
colonia para favorecer o comportamento adaptativo de insetos sociais (Feinerman & Traniello
(2016). No nivel de coldnia, a selecdo para comportamento adaptativo pode reduzir os
desafios cognitivos enfrentados por operarias individuais, resultando em menor investimento
em cérebros (Lihoreau et al., 2012; Riveros et al., 2012 ; O'Donnell et al., 2015). Dessa
forma, acreditamos que em A. sexdens a sele¢ao natural ao nivel de colonia reduz os desafios
cognitivos enfrentados por operarias individuais que resulta num menor investimento em
tecido cerebral.

O volume absoluto do célice do corpus pedunculatum foi diferente entre as trés
espécies, sendo maior em P. clavata e menor em A. sexdens, sugerindo que quanto mais
flexivel a divisdao do trabalho entre as operarias, maior o tamanho do calice do corpus
pedunculatum. Paraponera clavata ¢ monomorfica, com operarias fisicamente semelhantes,
que desempenham multiplas tarefas, permitindo uma organizagao mais dinamica e adaptavel
entre diferentes fungdes. Por outro lado, C. rufipes, possui um dimorfismo com apenas duas

subcastas, enquanto A. sexdens exibe um forte polimorfismo entre as operarias, com uma
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divisdo de trabalho mais complexa, contendo subcastas especializadas em tarefas especificas.
Em formigas do género Pheidole, operarias maiores que tém repertorios de tarefas mais
amplos e maior nivel de flexibilidade comportamental t€m os maiores corpora pedunculata
(Muscedere & Traniello, 2012).

O volume absoluto do lobo 6ptico entre as trés espécies também foi diferente, sendo
maior em P clavata, intermediario em C. rufipes ¢ menor em A. sexdens. Esses dados
ratificam que, quanto menor a exposi¢ao a luz, menor ¢ o lobo Optico. As operarias de A.
sexdens vivem em ninhos subterraneos, em condi¢des de baixa luminosidade, enquanto C.
rufipes e P. clavata, s3o mais dependentes da percepgdo visual para forrageio e detecgao de
presas. Operarias de Myrmecia que possuiam habitos noturnos investiram menos em seus
lobos opticos (Sheehan et al.,, 2019) enquanto formigas subterraneas podem carecer
completamente desta neurdpila (Gronenberg, 1999). Segundo Ehmer & Gronenberg (2004),
familias mais derivadas, como Formicinae e Myrmicinae, possuem os olhos e
consequentemente os lobos Opticos reduzidos.

Da mesma forma, o volume absoluto do lobo antenal também variou entre as trés
espécies, sendo maior em P. clavata, intermedidrio em C. rufipes € menor em A. sexdens. O
lobo antenal de C. rufipes ocupa cerca de 15% do cérebro, 8% em P. clavata e 6% em A.
sexdens, confrontando que o lobo antenal ¢ invaridvel entre os tdxons de formigas
(Gronenberg, 1999; Gronenberg & Holldobler, 1999). Com isso, podemos inferir que dentre
as trés espécies aqui estudadas, C. rufipes apresenta o maior volume do lobo antenal,
sugerindo que essa espécie seja mais dependente da percepgdo sensorial do que as demais
espécies. O numero de glomérulos e seu volume pode variar entre espécies, isso foi
observado em diferentes espécies de Camponotus (Mysore et al., 2009), o que pode explicar

o fato de C. rufipes possuir um maior volume do lobo antenal.
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Os dados de morfometria demonstram que ha diferenga entre os volumes relativos do
cérebro e de todas as neuropilas aqui analisadas nas trés espécies estudadas. O tamanho
relativo das regioes cerebrais pode estar relacionado a importancia funcional de cada regido
no desempenho comportamental dos individuos (Laughlin et al., 1998; Niven & Laughin,
2008), indicando uma possivel especializagdo adaptativa das neurodpilas aqui analisadas as
necessidades comportamentais e ecologicas destas formigas. Assim, cada espécie investe de
maneira distinta em seus compartimentos cerebrais, conforme as tarefas desempenhadas por
suas operarias.

Em todas as andlises realizadas, as operarias de P. clavata tiveram os maiores valores,
tanto em relacdo aos volumes absolutos quantos aos relativos, e provavelmente, ¢ devido a
sua maior capsula cefalica, que possibilita ter um cérebro maior, mas isso pode variar, uma
vez que um cérebro maior pode ter menor investimento em determinadas regides. Neste
sentido, o calice do corpus pedunculatum, o lobo 6ptico e o lobo antenal de P. clavata sdo
maiores que aqueles de C. rufipes, mas todas essas neurdpilas ocupam uma propor¢ao maior
do cérebro desta ultima. O célice do corpus pedunculatum ocupa cerca de 23% do cérebro de
C. rufipes e 15% do de P. clavata, o lobo 6ptico ocupa cerca de 11% de C. rufipes e 8% do de
P clavata, enquanto o lobo antenal ocupa cerca 15% do seu cérebro de C. rufipes e somente
8% do de P. clavata. Embora este estudo nao tenha avaliado as células da glia, elas parecem
ocorrer em quantidade maior no cérebro de P. clavata, e isso pode favorecer para que tenham
um maior volume cerebral, mas estudos adicionais quantificando o numero de neurdnios e
células da glia s3o necessarios para elucidar este aspecto.

Os resultados indicam que a morfologia cerebral esta associada a organizacdo social e
ecoldgica das espécies. Permitindo uma organizacdo mais dindmica e adaptavel em espécies

monomorficas e uma divisdo de trabalho mais complexa em espécies polimorficas.
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CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo comparou a estrutura cerebral de formigas intra e
interespecificamente, levando em consideragao as tarefas desempenhadas por diferentes
subcastas, bem como os estilos de vidas das espécies analisadas. O uso de técnicas de
microscopia ¢ morfometria possibilitou identificar que a plasticidade dos compartimentos
cerebrais em operarias de formigas ¢ influenciada pela organizagdo social e ecologica das
espécies. Essa plasticidade € resultado de investimentos diferenciados em tecido neural tanto
em operarias polimorficas como monomorficas. Operarias monomorficas possuem
organizacdo mais dindmica e adaptavel, enquanto espécies polimorficas uma divisdo de
trabalho mais complexa. Como perspectiva, ainda sao necessarios estudos complementares
para uma melhor compreensdao de como a divisdo de trabalho e os estilos de vidas de

diferentes espécies impactam a plasticidade cerebral de formigas.
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