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RESUMO

LACERDA, Fabricia Gongalves, D.S. Universidade Federal de Vicosa. Julho de
2008. Comportamento e morfologia das operarias de Atta sexdens
rubropilosa (Hymenoptera: Formicidae) envolvidas na manipulacéo de lixo
das colbénias. Orientadora: Terezinha Maria Castro Della Lucia. Co-
orientadores: Lucio Antonio de Oliveira Campos e Maria Catarina Megumi
Kasuya.

O presente estudo é constituido por trés partes, sendo os experimentos
realizados no Insetéario da Universidade Federal de Vigosa (UFV), no Laboratério de
Associacbes Micorrizicas/Bioagro/DMB (UFV) e também no Laboratério de Biologia
Celular e Biofisica (UFV). Em todos os trabalhos, a subespécie de formiga
cortadeira utilizada foi Atta sexdens rubropilosa Forel. No primeiro trabalho,
constatou-se que quando operérias lixeiras e forrageadoras sao colocadas sobre o
jardim de fungo, as primeiras recebem mais “grooming” (limpeza), além de serem
mais inspecionadas e imobilizadas pelas companheiras de ninho do jardim; tais
comportamentos ndo diferiram entre colGnias que tiveram o lixo contaminado por
esporos de Escovopsis weberi e as que néo foram contaminadas. Os
comportamentos de “grooming”, inspecdo e imobilizacdo podem representar
estratégias comportamentais para evitar a contaminacao da coldnia a partir do lixo.
O comportamento de “self-grooming” (auto-limpeza) foi semelhante em lixeiras e
forrageadoras quando colocadas sobre o jardim e n&o diferiu em colbnias
contaminadas e sem contamina¢do. Nao houve comportamento de agressividade
das operarias do jardim em relacdo as lixeiras e forrageadoras; ocorreu apenas
hostilidade, em raras ocasides, a qual foi também mais intensa em relacdo as
lixeiras e em colbnias ndo-contaminadas. A analise microbiana realizada na
superficie corpérea das operarias do lixo e jardim de fungo das colbnias nao-
contaminadas por E. weberi revelou a presenca de Trichoderma, um antagonista do
jardim de fungo, dentre outros fungos saprdfitas e fitopatdbgenos. Constatou-se,
ainda, que 83,28% das operarias do lixo nao ficam confinadas a esse
compartimento, podendo transitar livremente pela colénia. No segundo trabalho,
constatou-se que tarefas como o cuidado no interior do jardim séo freqiientes no
decorrer da vida das operarias, apesar de declinarem em termos de ocorréncia nas
dltimas semanas de vida dessas. As atividades de forrageamento também ocorrem
durante todo o periodo de vida das operérias, tornando-se mais frequentes no final
da vida dessas operarias. Portanto, as operarias apresentam polietismo etario em

relacdo as tarefas no interior do jardim de fungo e ao forrageamento. Ja o trabalho
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no lixo pelas operérias ocorre durante toda a vida delas, sendo mais freqiente nas
primeiras semanas de vida. Assim, o polietismo etario ndo se aplica as tarefas
relacionadas ao lixo da colbnia. Verificou-se, também, que a casta predominante,
em numero de operérias, no compartimento de lixo da colénia foi a das jardineiras
seguida pelas generalistas, forrageadoras e soldados. Constatou-se, ainda, que
operéarias do lixo sdo capazes de cuidarem do jardim de fungo, entretanto, a
freqiéncia de cuidados é menor que a das as operarias que trabalham
normalmente nesse compartimento. Operarias lixeiras exibiram cuidado com a prole
e forrageamento semelhantes ao das operarias ndo-lixeiras. Entretanto, em relacdo
as atividades do lixo, a freqiiéncia de lixeiras trabalhando no compartimento de lixo
foi maior do que a das néo-lixeiras. Portanto, operarias lixeiras sdo capazes de se
engajar nas diversas tarefas da colénia. No terceiro trabalho, constatou-se que
operarias lixeiras, transportadoras de lixo e forrageadoras apresentaram maior
volume do reservatério da glandula metapleural, produtora de antibiéticos, do que
operérias do jardim de mesmo tamanho; esse volume néo diferiu entre essas trés
primeiras castas. A rela¢do nucleo-citoplasma bem como a &rea de superficie da
bula n&o diferiu entre as quatro classes de operarias avaliadas. Concluiu-se que as
operéarias, que trabalham no exterior da colbnia, as quais se expBem mais
intensamente aos riscos de parasitismo, encontram-se mais bem equipadas

morfologicamente, uma vez que possuem glandula metapleural mais desenvolvida.
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ABSTRACT

LACERDA, Fabricia Goncalves, D.S. Federal University of Vigosa. July 2008.
Behavior and morphology of the Atta sexdens rubropilosa (Hymenoptera:
Formicidae) workers involved in the manipulation of waste of the colonies.
Advisor: Terezinha Maria Castro Della Lucia. Co-advisors: Lucio Antonio of Oliveira
Campos and Maria Catarina Megumi Kasuya.

This was a three-parts research, conducted in Insectary of the Federal
University of Vicosa (UFV), in the Laboratory of Mycorrhizal Associations (UFV) and
also in the Laboratory of Cellular Biology and Biophysics (UFV). The species of leaf-
cutting ant used was Atta sexdens rubropilosa Forel. In the first work, it was verified
that when waste workers and foragers are put on the fungus garden, the first ones
receive more grooming, they were more inspected and immobilized by the
nestmates of the fungus garden. Such behaviors did not differ among colonies that
had the waste artificially contaminated by spores of Escovopsis weberi Muchovej &
Della Lucia and the ones that were not contaminated. The behaviors of grooming,
inspection and immobilization can represent behavioral strategies to avoid the
contamination of the colony by the garbage. The behavior of self-grooming was
similar in waste workers and foragers when put on the fungus garden and it did not
differ in contaminated colonies and no-contaminated colonies. There was not
aggressiveness by workers of the fungus garden towards the waste workers and
foragers. In rare occasions, hostility was observed. It was also more intense towards
waste workers and in non-contaminated colonies. The microbial analysis of body
surface in the waste workers and gardeners of the non-contaminated colonies by E.
weberi revealed the presence of Trichoderma, an antagonist of the fungus garden,
among other saprophytes and pathogens of plants. It was verified that 83,28% of the
workers of the waste are not confined to that compartment; they could move freely
through out the colony. In the second part of the research, it was verified that tasks
as the care inside the garden are frequent throughout the workers' life, in spite of
their decrease in occurrence in the last weeks of these ant’s life. The foraging
activities also occurred during the whole period of the workers' life, becoming more
frequent at the end of their lifespan. Therefore, the workers present age polyethism
in relation to the tasks inside the fungus garden and to the foraging. On the other
hand, the work in the garbage occurs during the lifetime of the waste workers, being
more frequent in their first weeks of life. Likewise, the age polyethism does not apply

to the tasks related to the waste of the colony. It was verified also, that the
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predominant caste, in number of workers, in the waste chamber of the colony was
the gardeners followed by the generalists, foragers and soldiers. It was also verified
that waste workers are capable of taking care of the fungus garden, however, the
frequency of this care is lower than that by the workers that usually work in that site.
Waste workers exhibited brood care and foraging similar to those of non-waste
workers. However, with respect to the waste, the frequency of waste workers
working in the garbage chamber was higher than that of the other workers.
Therefore, waste workers are able to engage in the several tasks of the colony. In
the third bioassay, it was verified that waste workers, waste transporters and
foragers had larger volume of the reservoir of the metapleural gland, which
produces antibiotics, than workers of the fungus garden of same size. The reservoir
volume of the gland did not differ among the first three castes. The relationship
nucleus-cytoplasm as well as the area of surface of the bulla of the metapleural
gland did not differ among the four classes of workers. It was concluded that the
workers, that perform tasks outside of the colony, which are exposed more intensely
to the risks of parasitism, are morphologically better equipped, since they possess

more developed metapleural gland.
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1. INTRODUCAO GERAL

A tribo Attini (subfamilia Myrmicinae) é constituida pelas formigas
cultivadoras de fungo, sendo que essa associagdo originou-se entre 45 e 65
milhdes de anos atras (Mueller et al., 2001). Essa tribo € composta por 13 géneros
e aproximadamente 210 espécies descritas (Schultz e Meier, 1995, Brandado &
Mayhé-Nunes, 2001). As Attini dos géneros mais derivados, Atta e Acromyrmex,
sdo mais comumente conhecidas como formigas cortadeiras e cultivam seu fungo a
partir de partes de vegetais frescos (Holldobler & Wilson, 1990). Trachymyrmex e
Sericomyrmex, que também sao derivadas, utilizam vegetais mortos e
eventualmente folhas frescas. As espécies basais dessa tribo geralmente usam
restos de vegetais mortos e também fezes e cadaveres de insetos para cultivar o
fungo simbionte (Pacheco & Berti Filho, 1987).

As formigas cultivadoras de fungo sao obrigatoriamente dependentes deste.
O fungo serve como fonte de alimento para as larvas e a rainha, enquanto as
operarias suplementam sua alimentacdo com seiva de plantas (Littledyke &
Cherrett, 1976; Quinlan & Cherrett, 1979). O fungo cultivado por muitos membros
das Attini derivadas produz uma estrutura especializada chamada gongilidia da qual
as formigas se alimentam preferencialmente. Gongilidias sdo hifas dilatadas ricas
em lipidios e carboidratos (Quinlan & Cherrett, 1979). Através de técnicas
moleculares de filogenia, estabeleceu-se que a maioria dos fungos das Attini
pertence a familia Lepiotaceae (Basidiomycota: Agaricales), da tribo Leucocoprinae
(Chapela et al., 1994). Esta tribo é composta por dois géneros, Leucocoprinus e
Leucoagaricus.

A habilidade de cultivar fungo pelas formigas depende da protecdo do jardim
de fungo contra microrganismos agressivos que podem ser danosos a colénia como
um todo. Dentre esses, esta o parasita de jardim de fungo Escovopsis, descrito por

Muchovej & Della Lucia (1990), que é responsavel por alta viruléncia, sendo



transmitido horizontalmente entre as col6nias (Currie et al., 1999a). Esse patégeno
€ adaptado especificamente ao parasitismo de jardins de fungo, provocando
diminuicdo na taxa de crescimento dos ninhos, em termos de massa do jardim e
também de numero de operarias, larvas e pupas (Currie, 2001), podendo levar a
coldénia a morte, como constatado por Currie et al. (1999b) em experimentos com
Atta colombica Santschi.

Entretanto, na luta pela supressdo desse parasita, as formigas Attini
associaram-se a um actinomiceto filamentoso do género Pseudonocardia que esta
presente no corpo das formigas e produz antibiéticos capazes de suprimir a agao
de Escovopsis (Currie et al., 1999a). Estudos recentes revelam, ainda, que as
operarias do jardim comprimem esporos e hifas de fungos de Escovopsis em sua
cavidade infrabucal e depositam o “pellet” resultante em pilhas perto do jardim. A
cavidade infrabucal funciona como uma estratégia de esterilizacdo matando
esporos de fungos parasitas devido a producado de antibiéticos por actinomicetos
presentes nessa cavidade (Little et al., 2005).

Acredita-se que esse actinomiceto simbionte das Attini seja um terceiro
mutualista em uma antiga simbiose entre as formigas, o fungo mutualista, o fungo
parasita (Escovopsis) e Pseudonocardia. Primeiro, porque tal actinocmiceto esta
bem representado entre os géneros de Attini. Em segundo lugar, o actinomiceto é
transmitido verticalmente de colbnias-maes para colbnias-filhas, assim como o
fungo mutualista e, em terceiro lugar, ele promove o crescimento do fungo
mutualista in vitro. Quarto e mais importante, Pseudonocardia produz antibiéticos
altamente potentes que inibem o crescimento de Escovopsis. As formigas
beneficiam-se do actinomiceto pela produgao de antibidticos inibidores de infeccbes
microbianas do seu jardim de fungo e, em troca, elas o dispersam (Currie et al.,
1999a), além de fornecerem nutrientes para o seu crescimento em criptas

cuticulares que abrigam glandulas exdcrinas (Currie et al., 2006).



A associagdo entre formigas cortadeiras e microrganismos pode ser
considerada, portanto, uma estratégia para proteger os ninhos contra patégenos.
Estudos recentes mostram a presenga de uma bactéria do género Burkholderia no
jardim de fungo de Atta sexdens rubropilosa Forel que produz antibiéticos inibidores
do crescimento de patégenos de insetos e do jardim de fungo, mas que nao afetam
o fungo mutualista. Dentre os patdégenos inibidos destacam-se os fungos Beauveria
bassiana (Bals.) Vuillemin, Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorokin, Lecanicillium
lecanii (Zimm.) Zare & W. Gams e também Escovopsis weberi Muchovej & Della
Lucia (Santos et al., 2005). Além de ser encontrada no jardim de fungo,
Burkholderia sp. foi também encontrada circundando a parede da caAmara de fungo
desses ninhos em campo. Segundo Bento et al. (1991), o solo onde as formigas
cortadeiras estabelecem seu ninho apresenta cerca de dez vezes mais
microrganismos que o solo que circunda colbnias maduras dessas formigas.
Conseqlentemente, uma alta incidéncia de microrganismos intrusos circunda
coldnias jovens. Portanto, a presenca de Burkholderia sp. em ninhos jovens de A.
sexdens rubropilosa pode ter uma funcdo importante na sua defesa contra
microrganismos patogénicos.

Formigas cortadeiras apresentam, ainda, outras estratégias para evitar a
contaminacédo da colbnia como um todo. Dentre elas, esta o comportamento de
higiene que é uma pratica muito freqliente entre insetos sociais. Um exemplo desse
comportamento € a lambedura/limpeza (do inglés: grooming) que corresponde a
remogao de particulas da superficie do préprio corpo ou do corpo de um
companheiro de ninho por meio de lambedura com a glossa. As particulas
removidas podem incluir objetos estranhos tais como esporos de parasitas, hifas de
fungos ou ovos e juvenis de nematdides. Portanto, o “grooming” pode prevenir
infeccbes causadas por parasitas nesses insetos (Farish, 1972 apud Schmid-

Hempel, 1998).



Comportamento de higiene entre formigas cortadeiras foi comprovadamente
importante em estudos com Acromyrmex echinatior Forel. Nesse estudo foi
quantificada a relagao custo-beneficio entre aumento da transmissao de doencas,
entre formigas vivendo em grupo, e o aumento das defesas contra doencgas. Foi
demonstrado que operarias expostas ao fungo entomopatogénico M. anisopliae
tiveram aumento na sua sobrevivéncia quando eram mantidas junto com as
companheiras de ninho, enquanto o custo de estar vivendo em um grupo, em
termos do aumento da transmissdo de doencas, foi baixo. Comportamento de
“grooming”, “self-grooming” (auto-limpeza) e secre¢ado de antibiéticos, produzidos,
provavelmente, pela glandula metapleural, sobre a cuticula foram aparentemente
importantes na resisténcia das formigas contra esse parasita (Hughes et al., 2002).

Em formigas cultivadoras de fungo, a remocgao fisica de contaminantes pelas
operarias pode ocorrer quando esporos de outros fungos sio trazidos para o ninho
juntamente com o substrato vegetal (Quinlan & Cherrett, 1977). Mais de 30% das
operarias que vivem na superficie do jardim de fungo ficam lambendo-o
constantemente (Quinlan & Cherrett, 1979) e esse comportamento pode ser
considerado um mecanismo de descontaminacdo pela remocdo de esporos
estranhos. Fato semelhante foi constatado por Bass & Cherrett (1994), em que as
operarias de A. sexdens também controlaram o crescimento de contaminantes do
jardim de fungo por meio do comportamento de “grooming”. Além disso, a retirada
de patogenos pode se dar pela remogao de pedacgos de jardim de fungo infectado,
0s quais sao levados para o lixo da colénia (Currie & Stuart 2001).

A organizagdo de insetos sociais de forma apropriada pode reduzir a
possibilidade de transmissao de parasitas, diminuindo, assim, a habilidade de
patdégenos de se estabelecerem nas col6nias. Por exemplo, se operarias podem
infectar a rainha, o seu acesso a ela deve ser restrito, particularmente quando a
coldénia € monoginica. Nesse contexto, pode-se notar que nas espécies de insetos

sociais que apresentam divisdo de trabalho baseada na idade (polietismo etério),



sdo os individuos mais jovens que assistem a rainha enquanto os mais velhos
forrageiam (Wilson, 1971). A vantagem desse tipo de comportamento € que o alto
risco de mortalidade imposto pelas adversidades no exterior da colénia recaem
sobre a classe de operarias mais velhas e, portanto, “menos valiosas”, pois
teoricamente deverdo morrer mais rapido.

Em formigas, o polietismo etario pode ou ndo ser caracteristico. Em
Pheidole hortensis Forel operarias mais velhas continuam a realizar tarefas
caracteristicas de operarias jovens (Calabi et al., 1983). Ja estudos recentes sobre
esse comportamento em Acromyrmex subterraneus brunneus Forel demonstram
que o polietismo etario esta presente em colbnias dessa subespécie de modo que
operarias jovens permanecem dentro do ninho e as mais velhas realizam atividades
no exterior da colénia (Camargo et al., 2007). Em Ectatomma opaciventre Roger,
também ja foi constatado que as atividades externas, como defesa e
forrageamento, sao realizadas por operarias mais velhas, sendo que as atividades
de cuidado com a prole sao realizadas pelas mais novas (Miguel & Del-Claro,
2005).

Outra estratégia exclusiva de formigas na protecdo contra patégenos € a
producdao de antibidticos pela glandula metapleural, capazes de inibir fungos e
bactérias. Essa glandula € constituida por estruturas pares localizadas no
metatérax. Alguns compostos isolados dela com propriedades antibidticas sao:
acido p-indolacético (IAA), acido fenilacético (PAA) e B-hidroxidecandico
(mirmicacina) presentes nas espécies A. sexdens e Myrmecia laevinodis Clark, PAA
e mirmicacina em Messor barbarus L. e IAA e mirmicacina em A. subterraneus
(Schidknecht & Koob, 1970 apud Veal et al., 1992).

Poulsen et al. (2002) demonstraram que a habilidade de secretar antibidticos
por essa estrutura é de significativa importancia quando operarias de Acromyrmex
octospinosus Reich sdo expostas ao entomopatégeno M. anisopliae. A infecgao por

esse fungo foi letal em poucos dias quando as formigas tiveram sua glandula



metapleural fechada experimentalmente, mas menos agressiva quando a glandula
funcionava normalmente.

Estudos de alometria da glandula metapleural de A. octospinosus,
realizados por Bot & Boomsma (1996), demonstraram que o tamanho relativo dessa
glandula decresce relativamente com o aumento do tamanho do corpo da operaria.
Um aumento no tamanho da glandula implica na maior capacidade de producgéo de
antibioticos. Assim sendo, ha duas possiveis interpretacées para o fato de operarias
menores terem glandula metapleural maior: i) os antibidticos produzidos por
operarias menores sao utilizados na protegdo do jardim de fungo diretamente
contra microrganismos estranhos (Papa & Papa, 1982 apud Bot & Boomsma,1996);
ii) as proprias operarias menores necessitam de mais protecdo que as maiores
porque sua tarefa primaria é limpar o jardim retirando os microrganismos estranhos,
de forma que elas estao freqlientemente em contato mais préximo com patégenos
(Bot & Boomsma, 1996). Além disso, foi demonstrado, recentemente, que operarias
menores sobrevivem mais tempo que as maiores quando recebem determinada
dose de Aspergyllus nomius Kurtzman equivalente & sua massa corporal (Poulsen
et al., 2006).

Uma possivel fonte de contaminagao da colénia de formigas cortadeiras é o
compartimento de lixo dos ninhos. O refugo da colbnia é constituido basicamente
por jardim de fungo velho, o qual ja teve seus nutrientes esgotados por parte das
formigas e pode conter, ainda, cadaveres de operarias adultas, larvas e pupas
também mortas, além de folhas secas. O compartimento de lixo pode abrigar
patégenos prejudiciais tanto para o jardim de fungo quanto para as operarias.
Dentre eles, destaca-se o parasita Escovopsis (Bot et al., 2001) j& mencionado, o
antagonista do jardim de fungo, Trichoderma viride Pers ex Gray, que causa
inibicdo do crescimento do jardim (Ortiz & Orduz, 2000), além de Aspergillus flavus
Link ex Gray e Fusarium sp., sendo, ambos, entomopatégenos oportunistas

(Lacerda et al., 2006). No lixo de A. colombica, em campo, os entomopatdégenos M.



anisopliae e A. flavus também ja foram constatados (Hughes et al., 2004). O
material de refugo de A. sexdens rubropilosa (Lacerda et al., submetido) e A.
echinator (Bot et al., 2001) é extremamente prejudicial as operarias as quais tém
alta taxa de mortalidade na presencga dele.

As formigas cortadeiras, no entanto, ja desenvolveram varias estratégias
para lidar com o proprio lixo e evitar a contaminacao da colénia. Assim, o lixo ndo é
espalhado ao redor do ninho, mas é concentrado em um ou poucos locais. A
maioria das espécies de Atta constréi cdmaras subterrdneas onde deposita seu
material de refugo (Autuori, 1947). Entretanto, algumas espécies de cortadeiras
dispdem seu refugo em um unico depdsito sobre o solo a uma distancia segura da
colénia (Weber, 1972). Este é o caso de A. colombica em que o refugo é
depositado em lagos, na base de arvores e ao longo de troncos caidos (Hart &
Ratnieks, 2002).

O manuseio do lixo das colbnias por formigas cortadeiras envolve uma
forma de protegéo do jardim contra contaminantes por meio do comportamento de
particdo de tarefas ao lidar com o material de refugo. Isso minimiza o contato das
operarias do jardim de fungo com o monte de lixo. Esse comportamento é
caracteristico de Atta cephalotes L. (Hart & Ratnieks 2001) e A. sexdens
rubropilosa (Lacerda et al., 2006), sendo que na maioria das vezes, o lixo é
transferido indiretamente para o depésito principal. Isto significa que a carga trazida
do jardim de fungo é depositada pela operaria sobre um pequeno monte secundario
de lixo e, posteriormente, coletada por outra operaria e transferida para o monte
principal.

Segundo Hart & Ratnieks (2001), ha ainda uma divisdo de trabalho entre
operarias do depdsito de lixo e as que trabalham no restante do ninho. Caso as
"operarias do lixo" saiam deste local, sofrem fortes agressbes pelas outras

companheiras de ninho. Esse comportamento agressivo esta relacionado a



contaminagéo das operarias que manuseiam o material de refugo, evitando, dessa
forma, a propagacao de doengas na colbnia.

O lixo pode ter, também, implicagcbes em atividades como o forrageamento.
Em trabalhos sobre manuseio de lixo em A. colombica, Hart & Ratnieks (2002)
constataram que as operarias conduzem o refugo de um olheiro localizado entre a
entrada de forrageamento e o monte de lixo em uma trilha bem definida. Em ninhos
incipientes, 0 mesmo orificio serve como entrada de forrageamento e saida de lixo.
O beneficio da separagao do olheiro para saida do lixo e para entrada de substrato
vegetal é reduzir a contaminagdo do material que estd entrando na colbnia. Em
colbénias pequenas, onde n&o ha essa separagao, provavelmente o lixo representa
um pequeno custo ou ha um alto custo no fato de se ter duas entradas. Segundo
esses mesmos autores, o0 monte de lixo afeta consideravelmente a localizagdo das
trilhas de forrageamento, sendo que a maioria destas sdo direcionadas
contrariamente ao monte. Desse modo, 0 monte cria uma zona de exclusao através
da qual as trilhas de forrageamento ndo passam. Portanto, deposicdo externa do
lixo reduz o custo associado a escavagao de cAmaras de lixo, mas impde custos ao
forrageamento.

O estudo do lixo das colénias de formigas cortadeiras tem sido pouco
explorado até o momento. Recentemente, tem-se dado maior importancia a esse
assunto, com a descoberta de que Escovopsis pode estar presente nesse
compartimento. Pouca atencéo tem sido dada a outros contaminantes que podem
ocorrer no material de refugo dessas formigas, bem como as implicagdes que o lixo
traz para a colénia como um todo. Dessa forma, este trabalho procurou elucidar
alguns aspectos ainda obscuros na literatura, ultilizando-se como objeto de estudo
o lixo de colbnias de A. sexdens rubropilosa, vulgarmente conhecida como sauva-
limao. Essa subespécie é endémica do sudeste do Brasil, mas também ocorre no
centro-oeste e na regido sul do pais, sendo economicamente importante, uma vez

que pode ser considerada praga em areas agricolas e florestais.



Assim sendo, o primeiro trabalho desta tese é um estudo do comportamento
das operarias do jardim quando em contato com as operarias do lixo da colénia. Foi
testada a hipétese de que operarias do lixo seriam agredidas pelas companheiras
de ninho do jardim de fungo quando colocadas sobre esse compartimento. Também
foram avaliados outros tipos de comportamento das operarias do jardim de fungo
em relacdo as lixeiras como “grooming” (limpeza), inspecao, imobilizagdo e ainda o
“self-grooming” (auto-limpeza) dessas ultimas. O experimento foi realizado em
colénias que tiveram o compartimento de lixo artificialmente contaminado por
esporos de E. weberi e em colbénias nao-contaminadas. Procurou-se verificar,
ainda, os tipos de fungos encontrados na superficie corpérea das operarias do
jardim e das lixeiras e, também, a possivel existéncia de divisdo de trabalho entre
operarias lixeiras e as do restante do jardim, ou seja, se as operarias lixeiras
trabalham exclusivamente no compartimento de lixo.

O segundo estudo realizado no presente trabalho teve como objetivos
quantificar as castas de operarias no compartimento de lixo de colénias de A.
sexdens rubropilosa e verificar a possivel ocorréncia de polietismo etario em
coldnias dessa subespécie. Foi testada, ainda, a hipotese de que operarias do lixo
seriam capazes de executar outras tarefas na colénia, como cuidado do jardim, da
prole e forrageamento.

Foi realizado, ainda, um trabalho na terceira parte da tese, sobre a glandula
metapleural, produtora de antibidticos, de operarias lixeiras, transportadoras de lixo,
forrageadoras e operarias do jardim. Dessa forma, procurou-se comparar o volume
do reservatério da glandula metapleural, a relagdo nucleo/citoplasma das células
secretoras e ainda a area da bula que corresponde a parte externa da glandula. A
hipétese testada foi a de que operarias lixeiras teriam uma glandula mais
desenvolvida do que as demais, uma vez que o trabalho no lixo impde riscos devido

a presenca de contaminantes nesse compartimento. Assim, glandulas mais



desenvolvidas, nessa casta, poderiam proporcionar maior protecdo a essas

operarias contra patégenos devido a producao de antibiéticos por essa estrutura.
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COMPORTAMENTO DE OPERARIAS DO JARDIM DE FUNGO EM RELA(;AO
AS COMPANHEIRAS DE NINHO LIXEIRAS DE Atta sexdens rubropilosa

FOREL (HYMENOPTERA: FORMICIDAE)

F.G. Lacerda™, T.M.C. Della Lucia', O.F.F. DeSouza', O.L. Pereira?, M.C.M.

Kasuya®, L.M.Souza'

RESUMO

O presente trabalho objetivou estudar o comportamento, em colonias de Atta
sexdens rubropilosa Forel, de operarias do jardim em relagcdo as lixeiras e
forrageadoras quando elas foram colocadas sobre o jardim. Utilizaram-se quatro
colénias que tiveram o lixo contaminado, artificialmente, por esporos de Escovopsis
weberi Muchovej & Della Lucia, um parasita de jardim de fungo, e quatro colénias
sem contaminacdo. Foram avaliados os comportamentos de “grooming”, “self-
grooming”, inspec¢do, imobilizacdo e agressao. Também foram isolados os fungos
contaminantes presentes na superficie corpérea de formigas lixeiras e do jardim
das colbnias nao-contaminadas e, ainda, procurou-se verificar, em outras onze
colbnias, se operarias do lixo permanecem sempre nesse compartimento ou se
transitam pela colénia para desempenhar outras tarefas. Constatou-se que os
comportamentos de “grooming”, inspegao e imobilizagdo por parte das operarias do
jardim sao mais intensos em relacao as lixeiras do que em forrageadoras, sendo
que tais comportamentos n&o diferiram entre colénias contaminadas e néo-
contaminadas. O comportamento de “self-grooming” foi semelhante em lixeiras e
forrageadoras quando colocadas sobre o jardim de fungo e nao foi diferente em

colénias contaminadas e sem contaminacdo. Nao houve comportamento de

“ Correspondéncia para: F.G. Lacerda. Departamento de Biologia Animal, Universidade
Federal de Vigosa, Vicosa, Minas Gerais, Brasil. 36570-000. E-mail: lacerdafg@gmail.com
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agressividade das operarias do jardim em relagdo as lixeiras e forrageadoras,
existindo apenas um comportamento de hostilidade, em raras ocasibes, o qual foi
também mais intenso em relagdo as lixeiras e em colénias nao-contaminadas. O
fungo contaminante, isolado a partir das operarias, de maior interesse foi
Trichoderma sp., uma vez que ele é antagonista do jardim de fungo. Constatou-se,
ainda, que 83,28% das operarias do lixo nado ficam confinadas a esse
compartimento, podendo transitar pelas diversas regides da colénia. Conclui-se que
operarias de A. sexdens rubropilosa apresentam estratégias comportamentais,
como o “grooming”, inspecao e imobilizacao, para evitar a contaminagao da colénia
a partir do lixo. Além disso, a hipotese proposta, em trabalhos anteriores, de que a
contaminagéao do lixo induz a agressividade em formigas cortadeiras, ndo encontra

respaldo no presente estudo.

PALAVRAS-CHAVE: contaminagao; “grooming”; hostilidade; inspecao; “self-

grooming”, lixo da colénia.

ABSTRACT

This work aimed at studying the behavior of gardeners towards waste workers and
foragers of Atta sexdens rubropilosa Forel when they were placed on the fungus
garden of the colony. Four colonies that received the waste artificially contaminated
with Escovopsis weberi Muchovej & Della Lucia spores, a parasite of fungus
gardens, and four colonies without contamination were used. The behaviors
evaluated were grooming, self-grooming, inspection, immobilization and aggression.
Fungus contaminants present were also isolated on the body surface of the waste
ants and of the gardeners from non-contaminated colonies. We also aimed at
verifying in 11 other colonies if the waste the workers always remain in the waste

chamber or if they more throughout the colony to perform other tasks. It was
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observed that grooming, inspection and immobilization by the gardeners are more
intense towards waste workers than foragers, although those behaviors did not differ
among contaminated and non-contaminated colonies. Self-grooming was similar
between waste workers and foragers when they were placed on the fungus garden
and did not differ among contaminated and non-contaminated colonies. There was
no aggressiveness of gardeners towards waste workers and foragers. In rare
occasions an agonistic behavior was observed and it was more intense towards
waste workers and in non-contaminated colonies. The most important fungus
contaminant isolated from workers was Trichoderma sp., since it is an antagonist of
the fungus garden. A total of 83.28% of the waste workers did not remain at the
waste chamber; they can move freely throughout the colony. It was concluded that
workers of A. sexdens rubropilosa have behavioral strategies as the grooming,
inspection and immobilization to avoid colony contamination from their waste. In
addition, the hypothesis proposed in previous research that waste contamination

induces aggressiveness in leaf-cutting ants can not be support by our study.

KEY WORDS: contamination; grooming; hostility; inspection; self-grooming

As colbnias de insetos sociais sao estruturadas de tal forma a existir nelas uma
divisdo de trabalho, sendo esse um dos critérios para a ocorréncia de
eusocialidade. Dentre as tarefas desempenhadas nos ninhos de formigas
cortadeiras, tais como forrageamento, defesa, cultivo do fungo e cuidado com a
prole estdo, ainda, as atividades relacionadas a higiene da coldnia. Neste ultimo
aspecto, enquadra-se a questdao do lixo da colbnia que corresponde ao material
constituido por jardim de fungo ja exaurido, por cadaveres de operarias, de larvas e
pupas, além de folhas secas. Tal refugo tem sua importancia, devido ao fato de que
pode abrigar fungos contaminantes importantes para a colénia, como Escovopsis

(Bot et al. 2001) e Trichoderma viride Pers ex Gray (Lacerda et al. 2006) que sao
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parasita e antagonista do jardim de fungo, respectivamente, além de Aspergillus
flavus Link ex Gray (Hughes et al. 2004; Lacerda et al. 2006) e Metarhizium
anisopliae (Metsch.) Sorokin (Hughes et al. 2004), que sdo entomopatdgenos.
Estudos também comprovam que operarias que permanecem no lixo das colénias
morrem mais rapidamente do que aquelas que estdo em ambiente limpo (Bot et al.
2001; Lacerda et al. (submetido)).

Segundo Hart & Ratnieks (2001), ha uma divisdo de trabalho entre operarias
de Atta cephalotes L. que trabalham no lixo e as que trabalham no restante do
ninho. Caso as operarias do lixo saiam desse local, sofrem fortes agressdes pelas
operarias do jardim. Esse comportamento agressivo esta relacionado a
contaminagéo das operarias que manuseiam o material de refugo, evitando, dessa
forma, a propagacao de doengas para a coldnia.

Atta sexdens rubropilosa Forel, conhecida vulgarmente como sauva-liméo, é
endémica do sudeste do Brasil, mas também ocorre no centro-oeste e na regiao sul
do pais. Tal subespécie € economicamente importante, uma vez que causa danos a
agricultura e aos reflorestamentos. Operarias dessa subespécie, assim como as de
A. cephalotes, dispdem seu material de refugo no interior de cAmaras subterraneas
isoladas da camara em que se encontra o jardim de fungo. Além disso, ambas as
espécies possuem comportamento de particdo de tarefas durante o transporte de
lixo (Hart & Ratnieks 2001, Lacerda et al. 2006), de modo que o fragmento de lixo &,
na maioria das vezes, colocado em um pequeno depdsito pelas transportadoras,
sendo levado para o monte principal de lixo pelas operarias lixeiras.

A ocorréncia do comportamento similar dessas espécies, quanto as
questdes de higiene na colbnia, levou ao questionamento sobre os tipos de
comportamentos existentes, em A. sexdens rubropilosa, entre operarias do jardim
em relacao as lixeiras, pois essas ultimas podem disseminar parasitas existentes no
lixo para o restante da colénia. Portanto, o presente trabalho objetivou verificar a

ocorréncia de comportamentos como “grooming” (limpeza/lambedura), “self-
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grooming” (autolimpeza/autolambedura), inspecdo e imobilizacdo de operarias
lixeiras comparadas com forrageadoras, quando elas sao colocadas sobre o jardim
de fungo. E, ainda, procurou-se investigar a possibilidade de ocorréncia do
comportamento de agressividade de operarias do jardim em relagdo as do lixo,
como ocorre em A. cephalotes (Hart & Ratnieks 2001) e Acromyrmex lobicornis
Emery (Ballari et al. 2007). Também foram verificados os tipos de fungos
contaminantes presentes na superficie corpérea de operarias lixeiras e do jardim,
além de determinar se operarias lixeiras trabalham exclusivamente no

compartimento de lixo das colbnias.

METODOLOGIA

Comportamento das operarias do jardim de fungo em relagcdo as

forrageadoras e lixeiras em colénias ndo-contaminadas e contaminadas

Foram utilizadas quatro colénias de A. sexdens rubropilosa, pertencentes ao
Insetario da Universidade Federal de Vigosa. Tais colénias possuiam cerca de seis
litros de jardim de fungo cada, sendo mantidas em sistema de forrageamento
aberto, acondicionadas a 25+2 °C, 75+3 % de umidade relativa e 12 horas de
fotofase (Della Lucia et al. 1993).

Para cada teste foram utilizadas cinco formigas do lixo e cinco
forrageadoras, alternadamente, as quais eram colocadas individualmente sobre o
jardim de fungo. Assim, uma operaria forrageadora era retirada da arena de
forrageamento e colocada sobre o jardim e o seu comportamento e das
companheiras de ninho em relagao a ela foi observado. Em seguida, essa operaria
era retirada, sendo colocada sobre o jardim uma operaria do lixo. Cada operaria

inserida no jardim foi observada por dois minutos. De cada col6nia, foram
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observadas 150 operérias lixeiras e 150 forrageadoras. Tal metodologia €
modificada de Hart & Ratnieks (2001).

Procurou-se observar os seguintes comportamentos: inspegao pelas
companheiras de ninho do jardim, o “grooming”, o “self-grooming”, a imobilizagédo e
a agressdo direcionados a operaria introduzida. A imobilizagdo das operarias
introduzidas no jardim de fungo foi caracterizada pelo impedimento da operéria
“intrusa” de transitar pelo jardim, ja que ela possuia as pernas presas ou o0 corpo
preso pela mandibula de suas companheiras de ninho do jardim de fungo. A
agressao foi caracterizada pelo fato de a operaria introduzida ser subjugada e
atacada violentamente com mordidas pelas companheiras do jardim.

Para os comportamentos de inspeg¢ao, “grooming” e agressao foi feito o
somatorio do numero de operarias que realizou cada comportamento em relagéo as
lixeiras e as forrageadoras, em cada col6nia, e esse valor foi dividido pelo total de
testes realizados. Para os comportamentos de “self-grooming” e imobilizagao, foi
feito o somatério do numero de vezes que cada comportamento ocorreu em
relacéo as lixeiras e forrageadoras, em cada coldnia, sendo esse valor dividido pelo
total de testes.

Também foram realizados estudos semelhantes ao anterior sobre o
comportamento das operarias do jardim em relagao as do lixo e das forrageadoras;
entretanto, o lixo das colénias foi contaminado, artificialmente, com esporos do
micoparasita Escovopsis weberi Muchovej & Della Lucia. Neste experimento, foram
utilizadas outras quatro colénias de A. sexdens rubropilosa, acondicionadas da
mesma forma que as coldnias anteriores e com volume de jardim de fungo também
de seis litros em cada colénia.

O lixo de cada colbnia foi pesado, sendo a massa do refugo de todas as
colbénias, posteriormente, igualada, obtendo-se a massa fresca média de 22,24 g.
Foram também pesadas 10 formigas para a obtencdo da média das massas de

cada individuo. Como a concentragdo de 10" esporos/mL de agua destilada do
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fungo M. anisopliae é suficiente para causar a morte de uma formiga (Hughes et al.
2002), essa mesma concentragdo foi utilizada para contaminar o lixo de cada
colénia. Para a obtencado do volume de suspensdo de esporos a ser borrifado no
lixo, tomou-se por base a massa média das 10 operarias citadas, de forma que
cada operaria receberia 0,5 L, sendo esse valor extrapolado para a massa do lixo.
Assim, o lixo de cada colbénia foi, entdo, inoculado com 2,09 mL de suspenséo,
contendo 10’ esporos/mL de &gua destilada do fungo E. weberi; o controle
somente recebeu agua destilada.

Os testes, bem como o tipo de comportamento avaliados, foram idénticos
aos do primeiro experimento, sendo, entretanto, utilizadas 50 operarias lixeiras e 50
forrageadoras no total em cada colénia. O numero menor de operarias observadas
em colénias contaminadas foi devido ao fato de que nesse experimento também
nao estava ocorrendo o comportamento de agressividade das operarias do jardim
em relagdo as operarias lixeiras ou forrageadoras. E como 50 operarias ja era um
numero suficiente para se realizar a analise estatistica, considerou-se
desnecessario realizar uma amostragem de mesmo tamanho da utilizada nas
coldnias nao-contaminadas.

Nas colbnias que tiveram o lixo contaminado, artificialmente, por E. weberi,
com o passar dos dias, &€ provavel que a concentragdo desse patdégeno tenha
diminuido, uma vez que o compartimento de lixo teve seu conteudo aumentado
pela atividade diaria das operarias transportadoras de lixo. Dessa forma, € possivel
que, ao final dos experimentos, as operarias lixeiras estivessem menos
contaminadas, diminuindo a possibilidade de ocorréncia de agressividade das
operarias do jardim em relagao as lixeiras. Entretanto, para que houvesse certeza
de que o fato de uma formiga estar contaminada desencadeasse o comportamento
de agressividade pelas operarias do jardim, cerca de quatro operarias lixeiras de
cada colbnia contaminada artificialmente foram “mergulhadas” em placa de Petri

com meio de cultura contendo esporos de E. weberi e, em seguida, introduzidas no

21



jardim de fungo. Os comportamentos das operarias do jardim em relagcdo as
operarias contaminadas foram observados, entretanto, ndo foram quantificados.

O experimento com colénias contaminadas por E. weberi foi realizado um
ano ap6és aquele ja citado para colénias nao-contaminadas. Dessa forma, a variavel
“ano” foi inserida no modelo estatistico para verificar se ela influenciava no
comportamento das operarias em questdo. Assim, as colénias contaminadas e nao-
contaminadas foram analisadas estatisticamente em um mesmo modelo, utilizando-
se uma anadlise de variancia aninhada com fatores fixos, representados pelas
variaveis “ano” (niveis: contaminagdo e nao-contaminagao) e “operarias” (niveis:
forrageadora e lixeira), e fator randémico, sendo a variavel “operarias” aninhada
dentro da variavel “colénia”, esta ultima com oito niveis, cada nivel representando
cada uma das colbnias testadas. Os dados foram analisados por meio do

programa R (R Development Core Team, 2006).

Isolamento de microrganismos presentes no corpo de operarias do lixo e do

jardim de fungo

Para determinar os fungos contaminantes presentes na superficie corpérea
das operarias do lixo e do jardim de fungo das colénias 1 a 4, foi feito o isolamento
dos mesmos. Dessa forma, os fungos que fossem encontrados no corpo das
formigas forneceriam o indicativo de quais contaminantes estariam presentes no
lixo. O isolamento de fungos foi realizado apenas nas col6nias nao-contaminadas
por E. weberi, pois desejava-se saber se a auséncia de agressividade das operarias
do jardim em relacdo as lixeiras era devida a uma possivel auséncia de
contaminacéao do lixo.

Assim, cerca de 0,1 g de formigas lixeiras e do jardim de cada colénia foram
colocadas separadamente em tubos contendo 2,5 mL de solugao salina a 0,85 %

esterilizada. Apés a agitacdo dessa suspensdo em vortex, uma aliquota de 0,1 mL

22



foi espalhada, com alga de Drigalsky, em placa de Petri contendo meio BDA
acrescido de Rosa Bengala e Estreptomicina 10 pyg/mL. Foram utilizadas quatro
placas de Petri para cada grupo de formigas (lixeiras e operarias do jardim) de cada
colbnia. As placas foram, entdo, mantidas em BOD a 25 °C até o crescimento das
coldnias de fungo. Esse procedimento foi adaptado daquele proposto por Alexander
(1972).

O processo de isolamento foi repetido trés vezes, sendo um isolamento a
cada 15 dias. A identificacdo dos fungos foi realizada com base em caracteristicas

morfoldgicas, utilizando-se chaves taxonémicas.

Verificacdo de tarefas desempenhadas por operarias lixeiras

Neste estudo, foram observadas 11 colénias de A. sexdens rubropilosa
também acondicionadas de acordo com Della Lucia et al. (1993). Todas possuiam
sistema de forrageamento aberto em que o monte de lixo era depositado em um
recipiente plastico pelas proprias operarias. O volume de jardim de fungo foi
diferente para cada colonia conforme a Tabela 1.

Todas as operarias presentes no lixo, exceto as minimas, foram retiradas
desse compartimento e tiveram seu gaster pintado com caneta Testor®, sendo
devolvidas a coldnia apos o periodo de uma hora que correspondeu ao tempo de
secagem da tinta. Operarias minimas (capsula cefalica com 0,8 a 1,0 mm de
largura) ndo foram marcadas, uma vez que sao de dificil visualizagdo no lixo, o que
poderia aumentar as chances de erro no experimento. O nimero de operarias
marcadas encontra-se na Tabela 1, sendo diferente em cada colénia, uma vez que
essas ndo possuiam as mesmas quantidades de operarias no lixo do tamanho
desejado. Apds 24 horas da marcacgao, foi feita a contagem do numero de operarias

marcadas presentes no lixo.
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Tabela 1. Numero de operarias lixeiras marcadas e volume de jardim de fungo das
respectivas colbnias.

Coldnia Volume de jardim de Numero de operarias
fungo (L) marcadas
A 1,0 78
B 1,5 40
C 2,0 116
D 1,5 110
E 1,8 40
F 1,0 22
G 1,5 48
H 1,0 19
I 1,2 23
J 1,5 34
L 2,0 32
RESULTADOS

Comportamento de operarias do jardim de fungo em relagcdo as operarias

lixeiras e forrageadoras

A contaminacdo por E. weberi ndo alterou o comportamento de “grooming” por
operarias do jardim em relacdo as lixeiras e forrageadoras (F1¢ = 0,0155; P =
0,9051), ou seja, esse comportamento ndo diferiu tanto nas colénias contaminadas
quanto nas nao contaminadas. Entretanto, maior numero de operarias do jardim de
fungo efetuou mais “grooming” nas operarias lixeiras do que nas forrageadoras (F1 6
= 34,8279, P = 0,001052) como ilustrado na Figura 1.

Nao houve diferenca significativa quanto ao “self-grooming” entre operarias
forrageadoras e lixeiras (F1g = 0,1593; P = 0,7036) quando colocadas sobre o
jardim de fungo, ou seja, a média do numero de vezes que esse comportamento
ocorreu nao diferiu entre operarias lixeiras e forrageadoras. Também nao houve

diferencga significativa, quanto a esse comportamento, entre o ano em que houve
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contaminagéo do lixo por E. weberi e 0 ano em que o lixo ndo foi contaminado

(F16=2,9227; P = 0,1382) (Figura 2).

Média de "grooming"
w

Forrageadora Lixeira

Figura 1. Numero de operarias do jardim de fungo (média + erro-padréo) que efetuaram
“grooming” em operarias forrageadoras e lixeiras. Lixeiras receberam mais “grooming” que
forrageadoras (F1¢= 34,8279, P = 0,001052).
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Figura 2. Numero de vezes (média + erro-padrao) que ocorreu o comportamento de “self-
grooming” por operarias forrageadoras e lixeiras em colénias com lixo contaminado e sem
contaminagdo. Em ambas as situagdes (lixo contaminado e sem contaminagdo), nao foi
verificada diferenga significativa desse comportamento entre operarias forrageadoras e
lixeiras (Fq6=0,1593; P =0,7036).

Quanto ao comportamento de imobilizagdo, verificou-se que as operarias

lixeiras foram significativamente mais imobilizadas do que as forrageadoras pelas

operarias do jardim de fungo (Fi1s = 24,8190; P = 0.002497) (Figura 3). Esse
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comportamento ndo diferiu em relagao a presenca e auséncia de contaminagao do
lixo das colbnias por E. weberi (F1=0,1819, P = 0,6846).

O comportamento de inspecdo pelas operarias do jardim de fungo em
relagao as lixeiras foi significativamente mais intenso do que em forrageadoras (F1¢
= 66,5200; P = 0,0001828) (Figura 4). Entretanto, a intensidade da inspe¢édo nao
diferiu entre colénias contaminadas e nao-contaminadas por E. weberi (Fis =
0,0007; P = 0,9792).

Operarias lixeiras de A. sexdens rubropilosa nao foram agredidas pelas
companheiras de ninho presentes no jardim de fungo. O termo agressividade foi,
entdo, substituido por hostilidade, uma vez que a operaria inserida no jardim, as
vezes, recebia uma mordida, ou ainda tinha uma ou mais pernas presas por alguns
segundos pela mandibula de operarias do jardim. Apds esses poucos segundos, a

operaria inserida era solta e podia caminhar livremente pelo jardim de fungo.
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Figura 3. Numero de vezes (média + erro-padrao) que operarias forrageadoras e lixeiras
foram imobilizadas pelas operarias do jardim de fungo. Lixeiras foram mais imobilizadas que
forrageadoras (F; s =24,8190; P = 0.002497).

De qualquer forma, operarias lixeiras foram mais hostilizadas que as

operarias forrageadoras pelas companheiras de ninho do jardim (F16 = 14,9067; P =
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0,008353) como ilustrado na Figura 5. Essa hostilidade diferiu em relacdo a
contaminacédo do lixo por E. weberi, sendo que, em colénias contaminadas, as
lixeiras e forrageadoras foram menos hostilizadas do que em colbénias nao-

contaminadas (F16-6,6527; P = 0,04181).
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Figura 4. Numero de operarias do jardim de fungo (média + erro-padrdo) que
inspecionaram operarias forrageadoras e lixeiras. Lixeiras foram mais inspecionadas que
forrageadoras (F s = 66,5200; P = 0,0001828).
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Figura 5. Numero de operarias do jardim de fungo (média + erro-padrdo) que hostilizaram
operéarias forrageadoras e lixeiras. Em ambas as situagdes (lixo contaminado e sem
contaminagé&o), as lixeiras foram mais hostilizadas que as forrageadoras (F1¢ = 14,9067; P =
0,008353).
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Também as operarias lixeiras das colénias contaminadas artificialmente por
E. weberi que foram mergulhadas em meio de cultura contendo esporos desse
patégeno nao sofreram qualquer agressdo pelas operarias do jardim. Os
comportamentos observados, nesse caso, foram o de inspec¢ao e “grooming” das
operarias contaminadas pelas operarias do jardim. Tais comportamentos ocorreram

em todas as operarias contaminadas nas quatro colénias observadas.

Isolamento de microrganismos presentes no corpo de operarias do lixo e do

jardim de fungo

Os fungos encontrados na superficie do corpo das operarias do lixo e do

jardim de fungo das respectivas colOnias estao listados na Tabela 2.

Tarefas desempenhadas por operérias lixeiras

Das 562 operérias do lixo marcadas nas 11 colbnias, 94 operarias (16,72 %)
permaneceram nesse compartimento cerca de 24 horas apds a marcacao (Tabela
3). Apds esse periodo, constatou-se que outras tarefas foram desempenhadas
pelas operarias lixeiras marcadas, nas colénias, tais como forrageamento (22

operarias) e trabalho no jardim de fungo (5 operarias).
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Tabela 2. Fungos encontrados na superficie corporal de operarias lixeiras e forrageadoras
nas diferentes coldnias.

Local do ninho

Fungos Coldnia Lixo Jardim de fungo
1 + +
Aspergillus niger van Tieghem 2 + +
3 + +
4 + +
1 + +
Aspergillus melleus Yakawa 2 + +
3 + +
4 + +
1 + +
Cladosporium cladosporioides 2 + +
(Fresen.) de Vries 3 + +
4 + +
1 + +
Fusarium solani (Mart) Sacc. 2 + +
3 - +
4 - +
1 - +
Penicillium expansum (Link.) 2 + +
Thom 3 + +
4 + +
1 - +
Pestalotiopsis sp. 2 + -
3 - -
4 - -
1 - -
Rhizopus stolonifer (Ehrenb ex. 2 + -
Fr.) Lind 3 - -
4 - -
1 - +
Trichoderma sp. 2 - -
3 + -
4 + +

29



Tabela 3. FreqUéncia de operarias do lixo marcadas, por coldnia, que foram encontradas
desempenhando os respectivos comportamentos ou encontradas mortas no monte de lixo
apo6s 24 horas da marcagao, sendo n 0 numero de operarias pintadas em cada colénia.

Freqliéncia de operarias

Colénia
Forrageando Trabalhando no Trabalhando no Mortas
jardim lixo
A (n=78) 0,05 0,00 0,13 0,03
B (n=40) 0,03 0,00 0,22 0,00
C (n=116) 0,009 0,03 0,19 0,00
D (n=110) 0,04 0,009 0,25 0,00
E (n=40) 0,05 0,00 0,05 0,05
F (n=22) 0,00 0,00 0,32 0,00
G (n=48) 0,08 0,00 0,15 0,06
H (n=19) 0,05 0,00 0,32 0,11
I (n=23) 0,09 0,04 0,13 0,13
J (n=34) 0,00 0,00 0,00 0,00
L (n=32) 0,09 0,00 0,03 0,13
DISCUSSAO

Operarias do lixo receberam significativamente mais “grooming” das operarias do
jardim de fungo quando se compara com as operarias forrageadoras. Tal
comportamento pode representar uma estratégia de defesa contra contaminantes,
uma vez que a possibilidade de contaminacdo no local de lixo da colénia é maior
dada a possivel existéncia de patégenos. Entretanto, no presente trabalho, fungos
entomopatogénicos que infectam formigas nao foram encontrados na superficie do
corpo das operarias das coldénias nao-contaminadas por E. weberi. Esporos de
alguns fungos entomopatogénicos de importancia para outros insetos foram
encontrados sobre o corpo das formigas como A. niger, A. melleus, F. solani e P.

expansum, sendo que os trés primeiros ja foram encontrados parasitando o
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besouro Melolontha melolontha Linnaeus. F. solani ja foi encontrado parasitando o
besouro do pinho Dendroctonus frontalis Zimmermann, além de abelhas do género
Nomia, e P. expansum pode parasitar larvas de Tenebrio molitor Linnaeus
(Domsch et al. 1980). Quanto aos demais fungos encontrados, C. cladosporioides &
saprofita o qual pode se associar a plantas vivas como o café (Pereira et al. 2005);
R. stolonifer e Pestalotiopsis sp. sdo fitopatégenos.

Trichoderma sp., conhecido pela atividade antagbnica ao jardim de fungo
(Ortiz & Orduz 2000), foi encontrado na superficie corpérea das operarias lixeiras
das colbnias 1 e 4 e de operarias do jardim das colénias 3 e 4. Entretanto, a
presenca desse fungo nessas coldnias ndo promoveu aumento do “grooming” das
operarias nos ninhos contaminados, pois ndo houve diferenga significativa quanto a
essa atividade entre todas as colbnias utilizadas (Figura 1). Da mesma forma,
operarias de colbnias infectadas artificialmente por E. weberi ndo tiveram
comportamento de “grooming” mais intenso, visto que essa atividade em colbnias
contaminadas e ndo-contaminadas foi semelhante.

O comportamento de “self-grooming” das operarias ocorre de forma
constante, uma vez que nao houve diferencga significativa quanto a auto-limpeza de
forrageadoras e lixeiras introduzidas no jardim de fungo e nem entre o ano em que
houve contaminacdo do lixo por E. weberi e o ano em que o lixo nao foi
contaminado (Figura 2). Além disso, desde que as operarias freqlientemente
entram em contato umas com as outras e com materiais vindos do exterior da
coldnia, ha, assim, necessidade dessas formigas de se limparem. Tanto o “self-
groomig” quanto o “grooming” tém sua importancia comprovada, uma vez que as
operarias sao capazes de comprimir esporos e hifas de fungos parasitas em sua
cavidade infrabucal e depositam o “pellet’ resultante em pilhas perto do jardim.
(Little et al. 2005).Na cavidade infrabucal podem existir actinomicetos que
produzem antibiéticos e, dentre eles, pode estar presente um do género

Pseudonocardia. Esse género também pode estar associado ao corpo das formigas

31



e é capaz de produzir antibidticos capazes de suprimir a acdo de Escovopsis
(Currie et al. 1999).

Comportamento de higiene entre formigas cortadeiras também foi
comprovadamente importante em estudos com Acromyrmex echinatior Forel em
que operarias expostas ao fungo entomopatogénico M. anisopliae tiveram aumento
na sua sobrevivéncia quando eram mantidas junto com as companheiras de ninho
(Hughes et al. 2002).

A maior imobilizacdo das lixeiras em comparagcao com as forrageadoras
pode ser mais uma estratégia de defesa contra a contaminagéo do jardim de fungo,
ja que impede a operaria de andar pelo jardim e propagar os contaminantes. A
inspecao realizada por operarias do jardim em operérias lixeiras também foi mais
intensa do que em forrageadoras. A inspecao € um comportamento importante na
defesa da coldnia contra patégenos, pois € o primeiro passo para a deteccdo
desses parasitas. A partir dela, as operarias realizavam o “grooming” e a
imobilizagado dos individuos inseridos no jardim durante os testes.

No presente estudo, as operarias do jardim de fungo ndo apresentaram
comportamento de agressividade em relagdo as lixeiras como relatado em
trabalhos com A. cephalotes (Hart & Ratnieks 2001) e A. lobicornis (Ballari et al.
2007). Nem mesmo as operarias do jardim de fungo de colbnias em que o lixo foi
contaminado artificialmente com E. weberi apresentaram comportamento de
agressividade em relacdo as lixeiras. Nas coldnias contaminadas ou nao por E.
weberi, em raras ocasides, ocorreu apenas comportamento de hostilidade por parte
das operarias do jardim. Assim, operarias lixeiras foram mais hostilizadas do que as
forrageadoras pelas operarias do jardim e a hostilidade foi mais intensa nas
coldénias que nao tiveram o lixo contaminado artificialmente por esporos de E.
weberi.

Também nao houve qualquer sinal de agressividade das operarias do jardim

em relagdo as lixeiras que foram mergulhadas em meio de cultura contendo E.

32



weberi; apenas inspeg¢ao e “grooming”. Diante desses resultados, pode-se inferir
que a contaminacao do lixo, por esse micoparasita, nao foi um fator determinante
para desencadear um comportamento extremo de defesa, que é a agressividade,
entre operarias de A. sexdens rubropilosa. Portanto, a hipétese proposta por Hart
& Ratnieks (2001) de que a contaminagao do lixo induz a agressividade em A.
cephalotes ndo encontrou respaldo no presente estudo. E possivel também que
linhagens diferentes de Escovopsis tenham viruléncia diferenciada e, assim,
operarias de colbénias contaminadas por uma linhagem mais virulenta
possivelmente tenham comportamentos diferenciados. Deve-se considerar,
também, que coldnias quando submetidas a algum tipo de estresse podem
apresentar alteracdo no comportamento das operarias. As colonias de A. sexdens
rubropilosa, utilizadas no presente trabalho, estavam em perfeitas condi¢cdes de
desenvolvimento e funcionamento; por isso, acredita-se que as respostas obtidas
nao tenham qualquer distorcao.

Operarias lixeiras de colénias de A. sexdens rubropilosa nao ficam
confinadas no compartimento de lixo ao contrario de A. cephalotes (Hart &
Ratnieks 2001) e, ainda, podem desempenhar outras atividades como
forrageamento e cuidado com o jardim de fungo, embora tais tarefas tenham sido
observadas em pequeno nimero por essas lixeiras. E provavel que a maioria das
operarias do lixo marcadas tenham ido para o interior do jardim de fungo, a fim de
realizar outras fun¢des nesse local, ja que a maioria ndo foi detectada na arena de
forrageamento. Portanto, operarias lixeiras de A. sexdens rubropilosa pertencem a
uma casta generalista conforme demonstrado por Wilson (1980), em que as
diversas tarefas em uma colénia podem ser desempenhadas por elas. Assim
sendo, n&o ocorre uma divisao de trabalho entre as lixeiras e as demais operarias
da colbénia ao contrario do que foi demonstrado por Hart & Ratnieks (2001) em
estudos com A. cephalotes. Esse fato é reforgado pela auséncia de agressividade

das operarias do jardim de A. sexdens rubropilosa em relacdo as lixeiras,
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permitindo a essas Ultimas transitar livremente por todos os compartimentos da
coldnia.

Estratégias comportamentais e fisioldgicas contra patégenos sdo comuns
dentre os insetos sociais em geral (Schmid-Hempel 1998). Tais mecanismos de
defesa sdo necessarios, ja que as colbnias de insetos sociais sdo caracterizadas
por uma densa agregacao de individuos geralmente aparentados, além de existir
uma grande interagéo entre eles. Essas caracteristicas facilitam a transmisséo de
doencas e fazem, dessas colbnias, alvo particularmente vulneravel aos parasitas
(Schmid-Hempel 1998).

Nas colbnias de A. sexdens rubropilosa, utilizadas para o isolamento de
fungos contaminantes presentes no corpo das formigas, ndo se constatou a
presenca de Escovopsis spp. dentre os fungos encontrados, havendo poucos
registros desse parasita em ninhos escavados no Brasil. Entretanto, era de se
esperar o contrario, uma vez que, nessa regido, ha abundancia de espécies de
cortadeiras e, se Escovopsis, é especialista em parasitar jardins de fungo, sua
presenca deveria também ser marcante na regido. Portanto, a viruléncia de
Escovopsis, nesse caso, poderia ser questionada. Um fato que corrobora essa
ultima hipétese, no presente estudo, € o de que as operarias inseridas no jardim de
fungo de colbénias contaminadas ou nao por esse parasita, apresentaram a mesma
intensidade dos comportamentos de “self-grooming” e, ainda, o comportamento de
“‘grooming”, inspecdo e imobilizacdo de operarias lixeiras e forrageadoras
introduzidas no jardim n&o diferiu entre colbnias contaminadas e sem
contaminacgéo.

Neste trabalho, constatou-se que operarias de A. sexdens rubropilosa
apresentam uma série de comportamentos de protecdo da colbnia relacionados a
contaminagéo pelo lixo. O investimento em determinado tipo de comportamento
contra patégenos pode variar dentre as diferentes espécies de cortadeiras. Assim

sendo, A. sexdens rubropilosa, ao contrario de A. cephalotes (Hart & Ratnieks
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2001) e A. lobicornis (Ballari et al. 2007), ndo investe em agressividade para
defender o compartimento do jardim de fungo, mas sim em comportamentos de
inspecdo, imobilizacdo, “grooming” e “self-grooming”, sendo esses dois ultimos
comprovadamente eficazes na protegao contra o parasitismo (Hughes et al. 2002).
De certa forma, a estratégia utilizada por A. sexdens rubropilosa seria um tanto
vantajosa para a colbnia, jd que evita perdas de individuos causadas pela
agressao. O conhecimento de tais mecanismos de defesa, bem como estudos de
biologia basica e comportamento em geral sao de grande importancia,
principalmente, em se tratando de insetos-praga, ja que tais conhecimentos podem
contribuir para 0 aumento das chances de sucesso do controle biolégico por meio

de microrganismos patogénicos no campo.
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Resumo

O presente trabalho objetivou verificar a existéncia do polietismo etario em
operarias de tamanho médio e pequeno em colbnias de Atta sexdens rubropilosa
Forel, bem como quantificar as castas presentes no lixo das colbnias, além de
investigar se as operarias lixeiras sao capazes de desempenhar outras tarefas em
subcol6nias desprovidas de operarias. Constatou-se que tarefas como o cuidado
com o jardim sao freqlentes no decorrer da vida das operarias, apesar de
declinarem em termos de ocorréncia por volta da nona semana para as operarias
médias (largura da cépsula cefalica = 2,3 + 0,21 mm) e da décima semana para as
operarias pequenas (largura da capsula cefalica = 1,4 + 0,10 mm). As atividades de
forrageamento também ocorrem durante todo o periodo de vida das operarias
meédias e pequenas, tornando-se mais frequentes na décima primeira semana, ou
seja, no final da vida dessas operarias. Ja o trabalho no lixo pelas operarias ocorre
durante toda a vida, sendo mais freqliente nas duas primeiras semanas de vida de
operarias médias e pequenas. Portanto, o polietismo etario pode estar relacionado
as atividades de cuidado no interior do jardim e ao forrageamento, porém ele nao

se aplica as tarefas relacionadas ao lixo da colénia. A casta predominante, em

" Correspondéncia para: lacerdafg@gmail.com

38



termos de numero de operarias, no compartimento de lixo da col6nia foi a das
jardineiras (68%) seguida pelas generalistas (21%), forrageadoras (10%) e
soldados (1%). Operarias do lixo foram capazes de cuidar do jardim de fungo;
entretanto, a freqiéncia de cuidados por parte delas € menor do que a das
operarias que trabalham normalmente nesse compartimento. Operarias lixeiras
exibiram cuidado da prole e comportamento de forrageamento semelhante ao das
operarias nao-lixeiras. No entanto, em relagao as atividades do lixo, a freqtiéncia de
lixeiras trabalhando no compartimento de lixo foi maior do que a das nao-lixeiras. O
fato de operarias lixeiras se engajarem nas diversas tarefas da col6nia demonstra
que elas séo parte de uma casta generalista, ndo havendo uma divisdo de trabalho

entre essas formigas e as demais.

Palavras-chave: castas; formiga cortadeira; forrageamento; jardim de fungo; prole.

Abstract

This work aimed to verify the existence of the age polyethism in workers of medium
and small size in colonies of Atta sexdens rubropilosa Forel, as well as to quantify
the present castes in the garbage of the colonies. It also had the purpose of
investigating if the waste workers are capable to carry out other tasks in subcolonies
without workers. It was verified that tasks as the care with the fungus garden are
frequent during the workers' lifespan, in spite of their decrease in occurrence
around the ninth week in the media workers (head capsule width = 2,3 + 0,21 mm)
and around the eighth week in the small workers (head capsule width = 1,4 + 0,10
mm). Foraging activities also occur during the whole life of the media and minor
workers; they become more frequent in the eleventh week; in other words, at the
end of those workers' life. The work in the garbage by waste workers lasts during

their lifetime, being more frequent in the first two weeks of age of the media and of
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minors. Therefore, the age polyethism can be related to the activities inside the
garden and to the foraging, however it is not applied to the tasks related to the
garbage of the colony. The predominant caste, in terms of number of workers, in the
waste chamber of the colony was the gardeners (68%) followed by the generalists
(21%), foragers (10%) and soldiers (1%). Waste workers were capable to taking
care of the fungus garden; however, the frequency of their caring activities is smaller
than that of the workers that usually work in this site. Waste workers exhibited brood
care and foraging behavior similar to those of non-waste workers. However, with
respect to the waste activities the frequency of waste workers working in the waste
chamber was higher than that of the non-waste workers. The fact that waste
workers engage in the several tasks of the colony demonstrates that they are part of

a generalist caste, there is not a division of labor between these ants and the others.

Key-words: castes; leaf-cutting ant; foraging; fungus garden; brood.

Introducgéo

A eusocialidade caracteriza-se pelo fato de que individuos de varias
geracdes vivem juntos e a prole recebe os cuidados de uma casta nao-reprodutora
de forma a se distinguir uma divisdo de trabalho. As coldnias de insetos sociais séo
estruturadas de tal forma a existir um sistema de divisdo de trabalho baseado em
castas morfolégicas e no polietismo etario para Atta sexdens L. (Wilson 1971).

A organizagdo de insetos sociais de forma apropriada pode reduzir a
possibilidade de transmissdo de patdgenos, diminuindo, assim, o seu
estabelecimento nas colbnias. Por exemplo, se operarias podem infectar rainhas, o
seu acesso a elas deve ser restrito, particularmente quando a colénia depende de
uma so rainha. Nesse contexto, pode-se notar que em todas as espécies de insetos

sociais que apresentam divisdo de trabalho baseada na idade (polietismo etério),
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sdo os individuos mais jovens que assistem a rainha enquanto os mais velhos
forrageiam (Wilson 1971). O polietismo etario corresponde a mudancga de tarefas de
acordo com a idade do individuo e geralmente resulta em individuos mais jovens
executando tarefas mais seguras no interior do ninho e operarias mais velhas, que
por sua vez, executam tarefas mais arriscadas no exterior da colbnia, ja que esses
individuos sao “menos valiosos” para a colbnia.

O polietismo etario pode estar relacionado a um mecanismo externo em
que a distribuicdo de tarefas pode refletir as necessidades da colénia, de modo que
os individuos mudam de tarefa quando ha um excesso de forca de trabalho na
atividade que eles desempenhavam anteriormente (Franks e Tofts 1994). A decisao
sobre uma dada tarefa é influenciada pelo encontro entre formigas companheiras
de ninho, uma vez que os encontros identificam a tarefa que a operaria esta
desempenhando através das pistas dos perfis de hidrocarbonetos cuticulares.
Dessa forma, encontros entre operarias fornecem informacbes usadas na
distribuicdo de tarefas de modo a regular o comportamento da colénia (Greene e
Gordon 2003).

Fatores fisiologicos também podem influenciar a ocorréncia do polietismo
etario como ocorre em abelhas. Nesses organismos, as respostas comportamentais
estdo relacionadas a concentragdo de horménio juvenil que em baixas
concentragdes sao associadas com comportamentos no interior da colénia durante
as trés primeiras semanas de vida do adulto. J& altas concentracbes sao obtidas na
terceira semana de vida e sao relacionadas com o forrageamento (Robinson 1992).

Em formigas, o polietismo etario pode ou n&o ser caracteristico. Em
Pheidole hortensis Forel, operarias mais velhas continuam a realizar tarefas
caracteristicas de operarias jovens (Calabi et al. 1983). Ja estudos recentes sobre
esse comportamento em Acromyrmex subterraneus brunneus Forel (Camargo et al.
2007) demonstram que o polietismo etario esta presente em colénias dessa

subespécie de modo que operarias jovens permanecem dentro do ninho e as mais
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velhas realizam atividades no exterior da colénia. Em Ectatomma opaciventre
Roger, também ja foi constatado que as atividades externas a coldnia, como defesa
e forrageamento, sao realizadas por operarias mais velhas, sendo que os cuidados
com a prole sao realizados pelas mais novas (Miguel e Del-Claro 2005).

Em colbnias de formigas cortadeiras, varias sao as tarefas desempenhadas
pelas operarias, tais como o forrageamento, o cuidado com a prole e com o jardim
de fungo e a guarda da colbnia. H4 ainda as tarefas relacionadas a higiene da
colénia, que envolvem o transporte de fragmentos de lixo e cadaveres do jardim de
fungo, além do rearranjo desse material de refugo nos montes de lixo, evitando que
ele fique espalhado e propicie a propagacao de doencgas.

O lixo das col6nias de formigas cortadeiras pode ser considerado uma fonte
de contaminagdo para a colbnia, ja que alguns patdogenos danosos ao jardim de
fungo e as operarias ja foram encontrados no material de refugo. Esse lixo é
constituido basicamente de jardim de fungo ja exaurido, cadaveres de operarias,
larvas e pupas mortas e restos de folhas secas. Alguns fungos contaminantes de
interesse para a col6nia ja foram encontrados no lixo, como por exemplo, o parasita
de jardim de fungo, Escovopsis (Bot et al. 2001), o qual é capaz de levar a colénia a
morte (Currie et al. 1999), Trichoderma viride Pers. ex Gray (Lacerda et al., 2006)
que é antagonista do jardim de fungo (Ortiz e Orduz 2000), além dos
entomopatégenos Aspergillus flavus Link ex Gray (Lacerda et al. 2006; Hughes et
al. 2004) e Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorokin (Hughes et al. 2004).

O presente trabalho teve como objetivo verificar questées comportamentais
relacionadas ao lixo de coldnias de Atta sexdens rubropilosa Forel que ainda nao
foram esclarecidas na literatura. A primeira delas foi a investigagdo sobre a
ocorréncia de polietismo etario em ninhos dessa subespécie a fim de verificar se as
atividades no lixo estariam sendo exercidas no fim da vida das operarias. Procurou-
se, ainda, quantificar as castas de operarias presentes no compartimento de lixo

das colbnias e avaliar a possibilidade de reversao de tarefas de operarias do lixo
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em outras tarefas da col6nia, ou seja, se operarias lixeiras executam tarefas como
cuidado com o jardim, com a prole e o forrageamento quando n&do ha operarias na

colbnia para realizar esse trabalho.

Material e Métodos

Polietismo etario

A metodologia utilizada para a observacdo da ocorréncia de polietismo
etario nas coldnias segue o exemplo de Camargo et al. (2007), com modificagdes.
Foram utilizadas quatro colénias de A. sexdens rubropilosa, pertencentes ao
Insetario da Universidade Federal de Vigosa, acondicionadas a25+2°Ce 75+ 3
% de umidade relativa e 12 horas de fotofase. A populagdo de cada coldnia foi
estimada em 16.040, 17.620, 20.020 e 14.020 individuos, sendo elas denominadas
colbénias 1, 2, 3 e 4, respectivamente. De cada colbnia retirou-se 0 maior nimero
possivel de pupas meédias (largura da capsula cefalica = 2,3 + 0,21 mm) e
pequenas (largura da capsula cefalica = 1,4 + 0,0 mm) de acordo com a
quantidade de prole disponivel. Dessa forma, da colénia 1 foram retiradas 308
pupas médias e 250 pequenas; da colbnia 2, 352 pupas médias e 200 pupas
pequenas; da colénia 3, 401 pupas médias e 200 pupas pequenas; da colbnia 4,
138 pupas médias e 80 pupas pequenas.

Essas pupas foram colocadas no interior de mini-formigueiros que
consistiram de recipientes plasticos de 200 mL contendo na sua base um
centimetro de gesso para a manutengdo da umidade no seu interior. Cada pote
possuia um orificio que permitia o forrageamento pelas operarias e a saida de
refugo, além de uma tampa perfurada em cima da qual era colocado um chumacgo
de algodao umedecido com agua destilada. No interior desse pote era colocada

uma esponja de jardim de fungo da respectiva colbénia, sendo o volume desse
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jardim de 100 mL. Todo esse conjunto foi inserido em um pote de 4 L em cujas
bordas foi passada uma camada de fluon para impedir 0 escape das operarias. No
interior desses potes maiores, eram colocadas as folhas de Acalypha wilkesiana
Mull. Arg. e de Ligustrum japonicum Thunb que seriam substrato para o
crescimento do fungo simbionte. Assim, nos mini-formigueiros das colbnias 1 a 4
foram colocadas 70 operarias forrageadoras e 200 operarias jardineiras em cada
um para que a prole pudesse ser cuidada por elas.

Apdés a emergéncia dos adultos nos mini-formigueiros, eles foram
devidamente marcados e colocados de volta em sua colénia de origem. Como os
adultos ndo emergiram todos simultaneamente, procurou-se marca-los com cores
diferentes de acordo com a data de emergéncia para facilitar a identificacdo da
idade das formigas.

Vinte e quatro horas ap6s o retorno dos adultos recém-emergidos para as
coldénias de origem procedeu-se a observacao dessas operarias para verificar as
atividades desempenhadas pelas mesmas. Para facilitar a observacdo das
operarias marcadas nas colbnias, o jardim de fungo foi colocado em potes
retangulares de 192 cm? de area, com altura de 4 cm. Na base de cada pote foi
colocada também uma camada de gesso de 1 cm. Para cada coldnia, foram
utilizados tantos potes quanto necessarios, de acordo com o volume e posterior
crescimento do jardim de fungo. O volume de jardim de fungo das colbnias foi
aproximadamente 1,5 L para as colbnias 1 e 4; 2,0 L para as colbnias 2 e 3.

A observacao do comportamento das operarias foi realizada diariamente por
meia hora em cada colénia e ocorreu até que cada colénia ndo apresentasse mais
nenhuma operaria marcada, ou seja, quando todas ja estivessem mortas ou as
marcas ja tivessem desaparecido. Os comportamentos observados foram: cuidado
como o jardim de fungo, com a prole e com a rainha, trabalho no lixo e

forrageamento. Os trés primeiros comportamentos foram agrupados em “cuidados
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no interior do jardim”, j& que cuidado com a prole e com a rainha foram visualizados
poucas vezes.

O numero de vezes que cada comportamento ocorreu, no decorrer dos dias,
foi agrupado em semanas para cada colbnia, sendo que esse valor foi,
posteriormente, transformado em porcentagem. Como as operarias emergiram em
épocas diferenciadas, totalizando trés idades diferentes para as formigas de cada
tamanho, foi efetuada uma média das trés idades em relagcdo a ocorréncia de
determinado comportamento para cada semana em cada col6nia. Para uma melhor
visualizacdo dos resultados, foi calculada, ainda, uma média das quatro colbnias
em relagdo a ocorréncia de cada comportamento a cada semana. A analise dos

dados foi realizada, utilizando-se estatistica descritiva.

Quantificagao de castas de operarias no lixo

Quatro coldnias de A. sexdens rubropilosa acondicionadas da mesma forma
que as anteriores foram utilizadas neste estudo. As col6nias possuiam 7, 8,8 e 9 L
de volume de fungo. Vinte e quatro horas antes do inicio do experimento, o lixo de
cada colénia foi retirado, pesado e devolvido para a col6nia, sendo que a
quantificagdo das castas foi realizada baseando-se numa amostragem de 20% da
massa do lixo de cada colbdnia.

Dessas amostras, foram retiradas todas as operarias vivas presentes no
lixo, procedendo-se entdo a medicdo da capsula cefalica, que foi realizada com
auxilio de ocular micrométrica acoplada a estereomicroscopio. As operarias foram
organizadas em castas de acordo com a largura da capsula cefalica conforme
Wilson (1980) em que jardineiras estdo incluidas na faixa de 0,6 a 1,2 mm;
generalistas: 1,3 a 1,6 mm; forrageadoras e escavadoras: 1,7 a 2,4 mm; soldados:

acima de 3,0 mm.
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Reversao de tarefas

Neste experimento, procurou-se verificar se as operarias lixeiras eram
capazes de executar outras atividades da colbnia, além das tarefas relacionadas ao
lixo. Foram utilizadas trés colénias de A. sexdens rubropilosa de laboratorio,
acondicionadas como no trabalho anterior. As colénias possuiam cerca de 9,0 9 e
10 L de jardim de fungo. De cada uma, foram retiradas por¢ées de jardim para
confeccionar as subcol6nias (mini-formigueiros sem rainha). Cada subcolbnia era
composta de aproximadamente 50 mL de jardim de fungo do qual foram retiradas
todas as operarias, de modo que ele ficasse completamente destituido de formigas.
Esse jardim foi colocado em um recipiente de plastico com volume de
aproximadamente 135 mL, o qual possuia um orificio para que as operarias
pudessem sair da cAmara do jardim e realizar o forrageamento ou transportar o lixo
para o exterior. Cada recipiente continha uma camada de gesso de um centimetro
na sua base e possuia uma tampa perfurada sobre a qual havia um chumaco de
algodao umedecido. Todo esse conjunto foi colocado no interior de uma bandeja
plastica de 35 x 29 x 8 cm. Uma fina camada de fluon foi passada nas bordas dessa
bandeja para evitar o escape das operarias. No seu interior eram colocados as
folhas de A. wilkesiana e L. japonicum e, ainda, o lixo, que foi inserido no interior de
um recipiente plastico de 100 mL. Todas as subcoldnias foram acondicionadas da
mesma forma que a colbnia de origem.

Foram confeccionadas seis subcolbnias de cada colonia, sendo trés
constituidas apenas por operarias lixeiras e trés constituidas por operarias nao-
lixeiras. Em cada subcolbnia de operarias lixeiras, foram colocadas 50 operarias
meédias, 100 operarias pequenas e 150 jardineiras, sendo todas provenientes do
lixo da colénia original. Para as subcolbnias de operarias nao-lixeiras, foram
retiradas também 50 operarias forrageadoras, 100 operarias pequenas do jardim e

150 jardineiras também do jardim da colénia de origem Nenhuma subcol6nia
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recebeu operarias minimas e cada uma delas recebeu 40 pupas oriundas da
coldnia original. O numero de operarias pequenas e jardineiras colocado em cada
subcolbnia foi proporcional aquele encontrado em amostras de 100 mL de jardim
das col6nias originais. O numero de forrageadoras também foi proporcional ao
existente na arena de forrageamento. Ja4 o numero de pupas foi colocado em
quantidade superior aquela normalmente encontrada nas colbnias, tendo em vista a
fragilidade desse estagio, uma vez que o proprio manuseio delas durante o preparo
do experimento poderia provocar a sua morte. Portanto, era necessario garantir que
pelo menos parte delas estivesse viva e esse fato foi confirmado, pois em todas as
subcolbnias, apos certo tempo, foi constatada a emergéncia de individuos adultos.

Uma vez por dia, eram realizadas as observag¢des de 10 minutos em cada
subcolbnia para avaliar os comportamentos de cuidado com o jardim, com a prole,
forrageamento e trabalho no lixo. O cuidado com o jardim foi caracterizado por
qualquer um dos seguintes comportamentos visualizados: inspec¢éo, lambedura,
incorporagao de substrato ou implantagdo de hifas no jardim. O cuidado com as
pupas foi caracterizado pela inspe¢do dessas, o transporte e o “grooming”. As
observagoes foram realizadas até que cada subcolénia morresse, ou seja, quando
todo o jardim de fungo fosse extinto.

Para cada tipo de comportamento, em cada subcolénia, calculou-se a
proporcao entre o numero de vezes que as operarias foram vistas realizando uma
dada atividade em relagdo ao total de observacbes. Assim, se numa determinada
subcolbnia, as operarias de tamanho pequeno cuidaram do jardim em 5 dias
quaisquer em um total de 25 dias de observagdes, a proporgao foi de 5/25 = 0,20.
Para os comportamentos de cuidado da prole e trabalho no lixo seguiu-se 0 mesmo
raciocinio, bem como para o forrageamento. Nesse Ultimo caso, retirou-se a
variavel tamanho da operaria, uma vez que o forrageamento foi caracterizado pela

presenga ou auséncia de substrato vegetal recém-cortado sobre o jardim de fungo.
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Foi realizada uma analise de sobrevivéncia com distribuicdo de Weibull
(Crawley 2002) das subcolbnias de operarias lixeiras e nao-lixeiras, utilizando-se o
pacote “survival” do programa R (R Development Core Team, 2006) cuja equagao
geral foi: S(t) = exp(-((u*(-at)*a))) onde S(t) = Proporcao de subcolbnias vivas em
funcado do tempo; y = tempo médio para a morte, ou seja, 0 tempo necessario para
que 50 % das subcolénias morressem; a = formato da curva, podendo haver as trés
situagbes: a = 1, indicando uma mortalidade constante, ou seja, a cada unidade de
tempo, morre a mesma quantidade de individuos; a > 1, indicando uma taxa de
mortalidade que acelera com o tempo, ou seja, cada unidade de tempo, morrem
mais individuos que no tempo anterior; a < 1, indicando uma desaceleragéo na taxa
de mortalidade , ou seja, a cada unidade de tempo, morrem menos individuos que

no tempo anterior.

Para todos os tipos de comportamento foi realizada uma andlise de
varidncia aninhada com fatores fixos representados pela variavel tratamento
(lixeiras e nao-lixeiras) e fatores randémicos representados pela variavel casta de
operarias (jardineira, pequena e média) aninhadas dentro de colénia e subcolbnia.
Os dados também foram analisados, utilizando-se o programa R (R Development

Core Team, 2006).

Resultados

Polietismo etario

O comportamento de cuidados no interior do jardim de fungo por operarias

médias ocorreu durante todas as 13 semanas em que o experimento foi realizado.

Entretanto, houve uma estabilidade na sua ocorréncia até a oitava semana e, a

partir de entdo, houve uma queda na proporcao de ocorréncia registrada desse
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comportamento até o final das observacgdes (Figura 1). A proporgdo desse mesmo
comportamento, realizado por operarias pequenas variou até a quinta semana e
depois decresceu até a ultima semana de avaliagdo. A proporgdo média de
cuidados no interior do jardim a cada semana por operarias pequenas e médias foi
muito proxima no decorrer do trabalho de modo que essa tarefa foi exercida de
forma semelhante por operarias de ambos os tamanhos.

O forrageamento por operarias médias no inicio do experimento aumentou
gradativamente, com poucas variagbes, e apresentou 0 seu maximo na décima
primeira semana, a partir da qual declinou até o final (Figura 2). Padrao semelhante
foi obtido para as operarias pequenas em relagdo a esse mesmo comportamento,
entretanto, o forrageamento por essas operarias foi menor do que para as de
tamanho médio exceto na primeira quinzena e na ultima semana do experimento.

Ja a ocorréncia de trabalho no lixo pelas operarias médias foi mais freqliente
nas quatro primeiras semanas (Figura 3). Nas operarias pequenas, esse
comportamento foi mais frequente na segunda semana e variou durante o restante
do tempo em que foi realizado o experimento. Em geral, as atividades do lixo foram

executadas mais frequentemente por operarias de tamanho pequeno.

Quantificacdo de castas no lixo

Constatou-se que a casta predominante no compartimento de lixo da coldnia

foi a das jardineiras (68%) seguida pelas generalistas (21%), forrageadoras (10%) e

soldados (1%). Esses valores correspondem a meédia das quatro colénias.
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Figura 1. Propor¢gao média de ocorréncia de tarefas no interior do jardim de fungo
(cuidado com o jardim, com a prole e rainha), em cada semana, executadas por

operarias de tamanho médio (M) e pequeno (P) das quatro colénias observadas.
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Figura 2. Propor¢gdo média de ocorréncia de forrageamento, em cada semana,
executado por operarias de tamanho médio (M) e pequeno (P) das quatro colbénias

observadas.
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Figura 3. Propor¢cdo média de ocorréncia de trabalho no lixo, em cada semana,
executado por operarias de tamanho médio (M) e pequeno (P) das quatro colbnias

observadas.

Reversao de tarefas

A analise de sobrevivéncia das subcoldénias em que foram mantidas as
operarias do jardim e forrageadoras (nao-lixeiras) bem como das subcolbnias que
tiveram as operarias do jardim e forrageadoras substituidas pelas operérias do lixo
(lixeiras) revelou que essas ultimas tiveram mortalidade mais acelerada (Figura 4).
O tempo médio para a morte das subcolbnias das operarias nao-lixeiras foi de
22,66 dias enquanto que para as subcolénias das lixeiras foi de 13,92 dias.

Constatou-se que a reversao de tarefas, ou seja, o fato de operarias do lixo
cuidarem do jardim de fungo revela certa ineficiéncia das lixeiras, uma vez que a
freqUéncia de cuidados por parte delas € menor (F = 4,8739, P = 0,04445) do que a
das as operarias que trabalham normalmente nesse compartimento (Figura 5).

Operarias lixeiras foram capazes de cuidar da prole de forma semelhante as
nao-lixeiras (F = 3,5218, P = 0,08157) (Figura 6). A atividade de forrageamento

também foi efetuada de forma semelhante por operarias lixeiras e ndo-lixeiras (F =
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0,0298, P = 0,8672) (Figura 7). Ja a freqiéncia de operarias observadas
trabalhando no lixo foi maior em subcoldnias onde as operarias foram substituidas
pelas lixeiras (F= 11,707, P = 0,004132), ou seja, o trabalho no lixo foi mais bem
representado pelas préprias lixeiras quando comparado com as operarias do jardim

de fungo e forrageadoras (Figura 8).
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Figura 4. Curvas de sobrevivéncia das subcol6nias mantidas por operarias lixeiras e
nao-lixeiras representadas pela equacgao geral: S(t) = exp(-((p*(-at)*a))), onde S(t)
= proporgao de subcolbnias vivas em fungcdo do tempo; y = tempo médio para a
morte, ou seja, o tempo necessario para que 50 % das subcolénias morressem; a =
forma da curva. Nesse caso, a > 1, ou seja, a taxa de mortalidade acelera com o
tempo. O tempo médio para a morte (4) das subcoldnias mantidas pelas operarias
lixeiras e nao-lixeiras foi de 13,92 e 22,66 dias, respectivamente. As equacdes das

curvas das subcolbnias de operarias lixeiras e nao-lixeiras foram:
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S(t) =  exp(-((13,92"(-6,451)"6,45))) e S(t) = exp(-((22,66*(-6,45t)"6,45))),

respectivamente.
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Figura 5. Cuidado dispensado ao jardim de fungo por operarias lixeiras e nao-
lixeiras (operarias do jardim e forrageadoras). Operarias lixeiras cuidam menos do

jardim que operarias nao-lixeiras (F = 4,8739, P = 0,04445).
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Figura 6. Cuidados dispensados a prole por operarias lixeiras e nao-lixeiras
(operarias do jardim e forrageadoras). Operarias lixeiras sdo capazes de exercer

essa fungdo de forma semelhante as nao-lixeiras (F = 3,5218, P = 0,08157).
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Figura 7. Atividade de forrageamento exercida por operarias lixeiras e ndo-lixeiras

(operarias do jardim e forrageadoras). O forrageamento foi realizado de forma

semelhante por operarias lixeiras e nao-lixeiras (F = 0,0298, P = 0,8672)
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Figura 8. Trabalho no compartimento de lixo por operarias lixeiras e nao-lixeiras

(operarias do jardim e forrageadoras).
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trabalhando no lixo foi maior que a freqiéncia de nao-lixeiras (F= 11,707, P =

0,004132)

54



Discussao

Em A. sexdens rubropilosa, pbéde-se constatar que tanto os trabalhos
internos a coldénia como os externos sdo executados pelas operarias, em maior ou
menor grau, durante toda a sua vida. Os trabalhos no interior da colénia como
cuidado com o jardim de fungo, com a prole e com a rainha, sdo freqientes no
decorrer da vida das operarias, apesar de reduzirem sua ocorréncia por volta da
nona semana para as operarias médias e na décima semana para as operarias
pequenas. Aparentemente, pode estar havendo uma especializacdo nessas tarefas
por parte daquelas operarias que permaneceram cuidando do jardim até o fim de
suas vidas. Como a rainha acasala multiplas vezes, ha certa diversidade genética
entre as operarias. Assim, algumas delas podem se especializar em uma dada
tarefa, sendo tal especializagdo comportamental influenciada geneticamente de
modo que esses individuos podem permanecer até a morte em uma so fungao na
coldnia (Julian e Fewell 2004).

As atividades de forrageamento também ocorrem durante todo o periodo de
vida das operarias médias e pequenas, tornando-se mais freqientes na décima
primeira semana, ou seja, ja no fim da vida delas. O forrageamento também pode
estar sujeito a especializagcdo das operarias nessa tarefa, visto que ele ocorre,
mesmo que em baixa freqiiéncia, entre individuos mais jovens. De modo geral, o
polietismo etario possui influéncia genética, uma vez que operarias de diferentes
linhagens maternas variam no padrdao de tarefas realizadas em relacdo aos
cuidados do jardim de fungo e forrageamento (Julian e Fewell 2004). Assim sendo,
certas operarias variam na sua preferéncia por tarefas internas ou externas a
colénia e na taxa de mudanca de uma tarefa para outra.

A freqléncia do comportamento de cuidado do jardim foi muito proxima
entre operarias médias e pequenas, sendo que somente nas trés ultimas semanas

do experimento, a porcentagem de ocorréncia de operarias médias exercendo essa
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tarefa foi o dobro da ocorréncia entre operarias pequenas. E provavel que essas
operarias de tamanho médio sejam parte de uma casta especialista em cuidados no
interior do jardim, ja que o esperado seria que esse comportamento ocorresse mais
em operarias de tamanho pequeno. O forrageamento, na maior parte das semanas,
foi principalmente executado pelas as operarias médias. De fato, esse tamanho ¢é
compativel com as atividades de corte e transporte do material vegetal carregado.

Da mesma forma, os trabalhos no compartimento de lixo foram executados
durante toda a vida das operarias, sendo mais freqliente entre as de tamanho
pequeno na maior parte das semanas em que 0 experimento transcorreu. Vale
ressaltar que a ocorréncia de trabalho no lixo foi maior nas duas primeiras
semanas. Entretanto, o trabalho em tarefas arriscadas por operarias jovens nao
constitui algo vantajoso para a colénia. E possivel que essas operarias estivessem
ja debilitadas por algum motivo e, apesar de jovens, estarem prestes a morrer, nao
representando dessa forma, maiores prejuizos a col6nia ao executarem tarefas
insalubres. Assim sendo, o polietismo etario, no presente trabalho, parece ser
caracterizado por operarias trabalhando inicialmente no jardim e posteriormente em
atividades de forrageamento, mas ele ndo se aplica as tarefas relacionadas ao lixo
da colbnia.

O trabalho no lixo em col6nias de Atta sexdens é executado por operarias
generalistas, conforme Wilson (1980) as quais ndo permanecem no compartimento
de lixo da colénia (ver primeiro artigo) e, ainda, essas operarias podem trabalhar no
lixo independentemente da idade, como constatado no presente estudo. Portanto,
as tarefas referentes ao lixo da colénia nao constituiriam uma tarefa especializada
(ou especializagao) de alguns individuos como o comportamento de descarte dos
mortos em Acromyrmex versicolor Pergande (Julian e Cahan 1999); tal atividade
também faz parte do repertério comportamental das operarias lixeiras.

Em se tratando das castas de operarias encontradas no lixo, constatou-se

que as jardineiras (minimas) sdo as mais frequentes assim como no jardim de
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fungo. Neste ultimo compartimento, essa casta é responsavel pelo cuidado com as
hifas, tratamento final na implantagao do substrato e também cuidado com a prole.
No lixo, a funcao dessas jardineiras seria, possivelmente, o rearranjo de pequenos
fragmentos. Entretanto, é possivel que haja outras fun¢des ainda desconhecidas
dessas operarias minimas no lixo. J& as operarias de tamanho médio séo a
segunda casta mais freqUente no lixo. A fungdo dessas operarias € o rearranjo dos
fragmentos de lixo, uma vez que nao é interessante para a colbnia que esse lixo
figue espalhado o que pode facilitar a propagacdo de doencas. Operarias médias
também podem estar envolvidas no transporte de lixo para o exterior do jardim de
fungo (Lacerda et al. 2006). Ja os soldados constituem a casta menos abundante
na colénia e também no lixo, obviamente porque produzir operarias de grande
tamanho envolve altos custos para a coldnia. A baixa ocorréncia dessa casta no lixo
pode ser devido ao fato de que nesse local ndo haja grande necessidade da sua
presenga, uma vez que é pouco provavel a entrada de organismos intrusos nesse
compartimento.

Em colbnias contaminadas por Escovopsis, uma estratégia contra a
disseminacgao desse patdégeno é o aumento do numero de operarias do lixo (Hart et
al. 2002) as quais, quando presentes em grandes quantidades, sdo mais eficientes
na dispersao do lixo recém-depositado quando este é colocado longe do depdsito.
Seriam pertinentes outros estudos para verificar, em uma situagao de contaminacgao
na colénia por patégeno, qual casta teria 0 maior numero de individuos engajados
em tarefas relacionadas ao lixo.

Operarias do lixo realizaram tarefas de cuidado com o jardim de fungo
quando foram retirados todos os individuos desse compartimento. Entretanto, os
resultados demonstraram que o cuidado exercido por elas € menos eficiente do que
aquele efetuado pelas préprias operarias do jardim. Isso também foi verificado na
analise de sobrevivéncia das subcolbnias, em que os mini-formigueiros mantidos

pelas lixeiras foram os que tiveram mortalidade mais acelerada. Como a
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mortalidade de cada subcolbnia era determinada quando ndo havia mais nenhum
resquicio de jardim de fungo, pode-se concluir que o cuidado deste pelas lixeiras
nao foi mesmo tao eficaz. A troca de tarefas entre operarias também é
caracteristica de outras espécies como, por exemplo, Pogonomyrmex barbatus
Smith (Gordon 1989). Esses estudos mostram que os individuos podem trocar suas
tarefas por outras em resposta a uma perturbagcdo da colbnia. Operarias que
cuidam da manutencdo do ninho podem assumir as fungdes de patrulhadoras e
forrageadoras. Operarias do lixo podem tornar-se forrageadoras também.
Entretanto, algumas operarias se mantém fiéis a sua tarefa original como é o caso
das forrageadoras.

Operdrias lixeiras de A. sexdens rubropilosa exibiram cuidado com a prole
semelhante ao das operarias nao-lixeiras. Isso demonstra que operarias do lixo
estdo aptas a executar outras tarefas no interior da colénia. Pode-se dizer, ainda,
que esse cuidado com a prole foi, aparentemente, eficiente, uma vez que tanto nas
subcolbénias com operarias lixeiras quanto nas subcoldnias de operarias nao-lixeiras
houve a emergéncia de adultos. Sabe-se que o cuidado com os individuos imaturos
€ algo conspicuo em uma colénia e, no caso de uma perturbagdo desta, um
comportamento muito comum € o de transporte de larvas e pupas pelos adultos
para outros locais, possivelmente mais seguros, como forma de protecdo aos
imaturos (Holldobler e Wilson 1990). Portanto, é visivel a “importancia” que as
operarias dao a prole, pois sdo esses individuos que dardo continuidade ao
funcionamento da col6nia. Assim sendo, € interessante que todas as operarias da
colénia estejam habilitadas a exercer esse cuidado, independente de ser uma
lixeira ou uma operaria de outra casta qualquer.

Operarias lixeiras e nao-lixeiras também se engajam de forma semelhante
em atividades de forrageamento. Isso demonstra que operarias do lixo de A.
sexdens rubropilosa sdo parte de uma casta generalista na colénia como

constatado por Wilson (1980), uma vez que sado capazes de exercer tarefas no
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interior do ninho como o cuidado com a prole, além de tarefas externas a coldnia
como as atividades de forrageamento e ainda o trabalho no lixo propriamente dito.
Esses resultados, no entanto, contrariam aqueles obtidos por Hart & Ratnieks
(2002) em estudos com Atta colombica Santschi. Em coldnias dessa espécie,
operarias do lixo nao se engajam em atividades de forrageamento e nem as
forrageadoras exercem as fungdes das lixeiras, podendo haver, entretanto, troca de
tarefas entre transportadoras de lixo e lixeiras, sendo que o inverso nao ocorre. Isso
demonstra as peculiaridades do comportamento de cada espécie e a sua habilidade
em responder a uma perturbacdo, de forma que algumas espécies estao,
aparentemente, mais adaptadas que outras no que diz respeito a recuperar a
estabilidade da colénia.

A frequéncia de lixeiras trabalhando no compartimento de lixo foi maior do
que a das nao-lixeiras. Esse resultado era esperado, pois as lixeiras ja trabalhavam
nesse local e, portanto, é possivel que ja tivessem aprendido as tarefas
relacionadas ao manuseio do lixo.

A mudanca de atividades das operarias em uma colbnia pode ter
implicagdes na morfologia cerebral de formigas. Em Camponotus floridanus
Buckley, o volume total do cérebro na fase adulta aumenta cerca de 15 a 20 %,
sendo que os lobos antenais e a “corpora pedunculata” quase dobram de volume
(Gronenberg et al. 1996). O aumento do volume da “corpora pedunculata” esta
relacionado as atividades associadas ao cuidado com a prole e principalmente ao
forrageamento. Estudos sobre morfologia cerebral em operarias de A. sexdens
rubropilosa seriam interessantes a fim de avaliar o desenvolvimento dessas
estruturas em forrageadoras, comparando-o com operarias lixeiras e operarias que
trabalham no jardim.

Os fatores que levam uma operaria a trabalhar no lixo de colénias de A.
sexdens rubropilosa ainda permanecem obscuros ja que a idade mais avangada

dos individuos ndo determina o trabalho nesse compartimento. Aparentemente, as
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atividades relacionadas ao lixo sdo apenas mais uma tarefa externa a col6nia, nao
exigindo uma especializagcdo por parte dos individuos o0s quais podem
desempenhar outras atividades no interior do ninho. A especializagdo em
determinada tarefa é interessante, pois os individuos tém sua eficiéncia aumentada,
por exemplo, em termos da diminuicdo do tempo de execugdo de um trabalho
(Julian e Cahan 1999). Entretanto, a existéncia de operarias generalistas, como as
lixeiras, parece ser também vantajosa; em se tratando de uma adversidade
qualquer, as operarias, na tentativa de recuperar a estabilidade da col6nia, podem

se engajar em diversas tarefas.
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Resumo

A glandula metapleural é exclusiva de formigas e se caracteriza pela
producdo de antibiéticos. Esse estudo objetivou comparar o volume do reservatério
dessa glandula em operarias de Atta sexdens rubropilosa Forel, bem como a
relagdo nucleo-citoplasma das células secretoras e a area de superficie da bula,
que corresponde a parte externa da glandula. Para as medi¢des, foram utilizadas
operarias de tamanho médio das castas lixeira, transportadora de lixo, forrageadora
e operarias do jardim de fungo. Tais operarias foram retiradas de quatro colbnias de
laboratério, sendo quatro individuos por casta por colbénia. Constatou-se que
operarias lixeiras, transportadoras de lixo e forrageadoras, as quais executam
tarefas externas a col6nia, apresentaram maior volume do reservatorio da glandula,
o qual nao diferiu entre essas trés castas. A relagao nucleo-citoplasma bem como a
area de superficie da bula nao diferiram entre as castas avaliadas. Pode-se concluir
que as operarias, que se expdéem mais intensamente aos riscos de parasitismo no
exterior da col6nia, encontram-se mais bem equipadas morfologicamente, uma vez
que possuem glandula metapleural mais desenvolvida.

Palavras-chave: antibioticos; formigas cortadeiras; lixo; patdogenos.
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Abstract

The metapleural gland is exclusive of ants and it is characterized by the production
of antibiotics. This study aimed to compare the volume of the reservoir of that gland
in workers of Atta sexdens rubropilosa Forel, as well as the relationship nucleus-
cytoplasm of the secretory cells and the area of surface of the bulla, which
corresponds to the external part of the gland. For the measurements, workers of
medium size of the following castes were used: waste workers, waste transporters,
foragers and gardeners. These workers were removed from four laboratory colonies,
being four individuals of each caste and colony used in the measurements. It was
verified that waste workers, waste transporters and foragers, which perform tasks
outside the colony, presented larger volume of the gland reservoir, which did not
differ among the castes. The nucleus-cytoplasm relationship as well as the area of
the bulla of the gland did not differ among the castes evaluated. It can be concluded
that the workers, that are exposed more intensely to the risks of parasitism outside
the colony are morphologically better equipped since they have better developed

metapleural gland.

Key-words: antibiotics; leaf-cutting ants; waste; pathogens

Introducéo

As formigas cortadeiras, pertencentes a tribo Attini, caracterizam-se por
cultivar um fungo simbionte que lhes serve de alimento. Essa é uma relagédo de
mutualismo que se originou entre 45 e 65 milhdes de anos atras (Mueller et al.

2001). As colbnias dessas formigas podem abrigar milhares de individuos
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aparentados que interagem entre si, podendo facilitar a transmissdo de doengas

nesse meio (Schmid-Hempel 1998).

Uma estratégia de defesa das formigas contra patégenos sao os antibiéticos
produzidos pela glandula metapleural que é exclusiva de formigas e constituida de
estruturas pares localizadas na margem pdéstero-lateral do metatérax. Em formigas
do género Atta, a glandula metapleural pode ser externamente reconhecida por
uma bula que corresponde a cobertura visivel do reservatério de estocagem da
secrecdo, e uma abertura curvada em forma de fenda voltada para o exterior
préxima as coxas posteriores em ambos os lados (Schoeters e Billen 1993). Dentre
as Attini, as cortadeiras dos géneros Atta e Acromyrmex s&o as que possuem maior
largura da bula em relagdo ao tamanho do corpo quando comparado aos outros

géneros da tribo (Hughes et al. 2008).

A secrecdo da glandula metapleural é produzida por células secretoras,
sendo que o produto passa através de um ducto e se acumula em uma camara
coletora onde permanece temporariamente até alcancgar o interior do reservatorio,
passando deste para um orificio que se comunica com o exterior. Uma vez que a
secrecao esteja fora do reservatoério, ela pode se espalhar pelo corpo devido aos

movimentos das coxas (Schoeters e Billen 1993, Souza et al. 2006).

Dentre as substancias com propriedades antibidticas que ja foram extraidas
da glandula metapleural destacam-se o acido p-indolacético (IAA), acido
fenilacético (PAA) e B-hidroxidecandico (mirmicacina) em Atta sexdens e Myrmecia
laevinodis Clark, PAA e mirmicacina em Messor barbarus L. e IAA e mirmicacina
em Acromyrmex subterraneus subterraneus Forel. Tais compostos inibiram o
crescimento das bactérias Escherichia coli T.Escherich, Staphylococus aureus
Rosenbach e espécies dos fungos Penicillium, Botrytis e Alternaria de acordo com

Schidknecht e Koob (1970) apud Veal et al. (1992).
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Além de ter efeito fungicida, tem-se sugerido que as secrecdes da glandula
metapleural de formigas cortadeiras, atuam no controle de patégenos e
microrganismos competidores do jardim de fungo (North et al. 1997). Ademais,
talvez elas possam ser importantes para os individuos da colbnia que mantém
contato muito intenso com o refugo das mesmas; diversos patdégenos prejudiciais
pode ser encontrados nesse lixo como os entomopatogenos Aspergillus flavus Link
ex Gray (Hughes et al. 2004; Lacerda et al. 2006) e Metarhizium anisopliae
(Metsch.) Sorokin (Hughes et al. 2004), além do antagonista do jardim de fungo
Trichoderma viride Pers. ex Gray (Lacerda et al. 2006) e de Escovopsis sp. que é
parasita do jardim de fungo das formigas da tribo Attini (Bot et al. 2001a).

Os trabalhos sobre a glandula metapleural sdo abundantes na literatura.
Entretanto, ndo ha relatos sobre aspectos morfologicos e fisiologicos dessa
estrutura em operarias que trabalham no lixo de colénias de formigas cortadeiras.
Dessa forma, o objetivo do presente trabalho foi comparar o tamanho dessa
glandula quanto ao volume do reservatério e relagao nucleo-citoplasma das células,
além da area de superficie da bula de operarias médias de diversas castas, ou seja,
operarias que trabalham no monte de lixo ou lixeiras, operarias transportadoras de
lixo, forrageadoras e operarias do jardim de fungo. Como as operarias lixeiras estao
em constante contato com o lixo onde a concentragdo de patégenos pode ser alta,
a hipotese a ser testada é a de que esta casta tenha a glandula metapleural mais
desenvolvida, ja que devera ocorrer maior producdo de antibidticos por parte

dessas formigas.

Material e Métodos

As operarias foram obtidas de quatro colénias de Atta sexdens rubropilosa
Forel pertencentes ao Insetario da Universidade Federal de Vigosa, acondicionadas

a 75+2% de umidade relativa, 25+3°C e 12 horas de fotofase. Delas foram retiradas
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operarias que trabalhavam no lixo, operarias transportadoras de lixo, forrageadoras
e operarias do jardim de fungo, sendo usadas quatro operarias de cada casta. As
operarias coletadas apresentavam a largura da capsula cefalica de 2,04 + 0,03 mm
de largura. A utilizagdo de operarias de tamanho semelhante foi devido ao fato de
que ocorre uma variacdo de tamanho da glandula entre operarias de tamanhos
diferentes, sendo que operarias menores possuem glandula proporcionalmente
maior do que operarias maiores, levando-se em consideragdo o tamanho corporal
dessas (Souza et al. 2006, Bot et al. 2001).

Essas operarias foram transferidas para o fixador formalina Millonig para
posterior extragdo das glandulas e confecgao dos cortes histolégicos. Apods a
retirada da gléndula, o material foi lavado em solu¢do salina (NaCl 125 mM) e
desidratado em séries alcoodlicas crescentes (70 %, 80 %, 90 % e 95 %). A
embebicao do material foi realizada em historesina JB4 por 24 horas e a inclusao
na mesma resina contendo endurecedor. As amostras foram cortadas com o auxilio
de micrétomo em espessura de 7 ym. Os cortes foram colocados sobre laminas,
corados com hematoxilina e eosina e a montagem entre lamina e laminula foi feita
com a resina sintética Permout. Tais cortes foram observados, sendo as imagens
capturadas pelo programa Q capture, procedendo-se entdo a medigdo das
estruturas, utilizando-se o programa Image Pro Plus 4.5 (Media Cybernetics Ltd).

Para a medicdo do volume dos reservatérios, foi utilizado o método de
Cavallieri, sendo utilizados 10 cortes para cada formiga, considerando-se a
sequéncia de cortes iniciais até os cortes finais dessa estrutura, usando-se a
férmula: V = a.n.y, onde V é o volume do 6rgao, a é a area média das medigbes, n
0 numero total de secg¢des do 6rgao e u a espessura das secgbdes (Coggeshall,
1992).

Para a determinagao da relagdo nucleo/citoplasma, a area do nucleo e do

citoplasma foi medida em trés cortes aleatérios de cada formiga, sendo
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selecionadas 5 células seccionadas medianamente e que apresentavam os
contornos bem definidos em cada corte.

Para verificar uma possivel associagdo entre as dimensbes das partes
externa e interna da glandula metapleural, foram efetuadas medi¢cdes da éarea de
superficie da bula. Dessa forma, foram retiradas operarias médias (capsula cefalica
média igual a 2,03 + 0,03 mm) das castas lixeira, transportadora de lixo,
forrageadora e operaria do jardim de fungo de quatro colénias. De cada casta,
quatro operarias foram utilizadas para as medicbes que foram realizadas com
auxilio de ocular micrométrica acoplada a estereomicroscopio.

Os dados foram analisados por meio de ANOVA e, quando necessario, foi
realizado o teste de Dunnet a 5 % de probabilidade para comparar as médias das
estruturas das trés castas de operarias com as da lixeira, sendo esta casta

denominada padrao, uma vez que as comparacgdes foram feitas com ela.

Resultados

A glandula metapleural apresenta organizagao estrutural semelhante nas
castas analisadas. As glandulas sdo formadas por células secretoras prismaticas,
com nucleo na posicdo mediano basal, contendo um canal coletor que se abre na
camara coletora que, por sua vez, conecta-se ao reservatério da glandula
metapleural (Figuras 1 e 2).

Operarias do lixo de colénias de A. sexdens rubropilosa apresentaram o
volume do reservatdrio da glandula metapleural semelhante ao das operarias
forrageadoras e transportadoras de lixo. Entretanto, as operarias do jardim de
fungo apresentaram esse volume de reservatério significativamente menor (Teste
de Dunnet a 5 % de probabilidade) (Tabela 1).

Quanto a relagdo nucleo/citoplasma das células da glandula metapleural,

ndo houve diferenca significativa entre as classes de operarias (Tabela 2). Também
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as areas médias de superficie da bula foram semelhantes nas quatro castas

testadas (Tabela 3) (Teste F a 5 % de probabilidade).

Discusséo

A morfologia da glandula metapleural em A. sexdens rubropilosa é
semelhante aquela descrita para outras Attini por Bot et al. (2001) e Souza et al.
(2006).

O reservatério da glandula metapleural apresenta maior volume, em
operarias de A. sexdens rubropilosa que desempenham fungdes externas a colbnia.
De fato, tais fungdes implicam em riscos de contaminacdo para as operarias
durante a execugao das tarefas fora do ninho, dai a importancia de uma glandula
metapleural mais desenvolvida. Isso também é compativel com o desenvolvimento
maior dos espinhos dessas operarias forrageadoras em relagdo aquelas que
permanecem na colbénia (Wilson 1971).

Entretanto, operarias do lixo que, teoricamente, estdo freqlentemente
expostas a patdgenos nao apresentaram diferenga quanto ao volume do
reservatorio da glandula quando comparado as forrageadoras e as transportadoras
de lixo. Operaérias forrageadoras podem se contaminar com parasitas presentes no
ambiente externo como o solo, ar e os vegetais que elas trazem para cultivar o
fungo. Podem, ainda, transportar possiveis patdégenos do jardim de fungo para o
interior da colbnia, ja que eles podem estar presentes no solo. Entretanto, ja foi
constatado que as forrageadoras possuem o habito de lamber e mastigar as folhas
antes de incorpora-las ao jardim de modo a retirar delas os contaminantes (Quinlan
e Cherret 1977), sendo essa mais uma estratégia contra a propagacgao de doencas
na coldnia. Ja as operarias transportadoras de lixo tém contato com o refugo em
menor grau que as lixeiras, uma vez que transportam o fragmento de lixo do interior

do jardim para um pequeno monte, caracterizando uma particdo de tarefas
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(Lacerda et al. 2006; Hart e Ratnieks 2001). Os fragmentos desse pequeno monte
sao transportados para o monte principal por operarias lixeiras que trabalham no
monte de lixo, mantendo-o organizado em um compartimento dentro ou fora da
colénia. Dessa forma, essas operarias lixeiras tém mais contato com o monte
principal, podendo se contaminar mais que as transportadoras de lixo, o que
justificaria um reservatério mais desenvolvido. O fato do volume do reservatério da
glandula ser semelhante em lixeiras, transportadoras e forrageadoras pode estar
relacionado a possivel ndo-contaminacéo do lixo dos ninhos estudados ou ainda a
possibilidade de que todas as tarefas externas a coldnia sejam igualmente
insalubres as operarias. Estudos comparando operarias contaminadas com
patégenos para a verificacdo de um possivel aumento do reservatorio da glandula
metapleural seriam interessantes.

Quanto a relagdo nucleo-citoplasma, ndo houve diferenga significativa entre
as classes de operarias em questdo. A presenca de células mais desenvolvidas na
glandula metapleural seria um indicio de que as mesmas estariam em alta atividade
metabdlica relacionada a produgao de antibiéticos. Como todas as castas tiveram o
mesmo padrdo para o desenvolvimento celular, conclui-se que as células da
glandula das diferentes castas devem ter a mesma atividade, entretanto, ha um
maior investimento na estocagem de secrecdo pelas operarias que executam
tarefas externas a col6nia, ja que o reservatério apresentou-se mais desenvolvido
nessas operarias.

Operarias lixeiras de A. sexdens rubropilosa, as quais executam atividades
relacionadas ao lixo, sdo parte de uma classe de generalistas (ver primeiro e
segundo artigos) diferente das operarias lixeiras de Atta cephalotes L. e
Acromyrmex lobicornis Emery que trabalham exclusivamente no compartimento do
lixo e sdo agredidas pelas companheiras do jardim de fungo caso saiam daquele
local como constatado por Hart & Ratnieks (2001). Sendo assim, o fato de operarias

forrageadoras, lixeiras e transportadoras de lixo de A. sexdens rubropilosa
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apresentarem reservatdrio da glandula metapleural com a mesma dimensao em
termos de volume pode corroborar a hipétese de que estas operarias estejam
participando das mesmas tarefas da colénia e, portanto, estdo expostas aos
mesmos riscos de contaminagao por patdégenos.

Estudos sobre a sensibilidade de diversos fungos em relagdo aos
compostos antibiéticos da glandula metapleural, incluindo M. anisopliae, Escovopsis
sp., Beauveria bassiana (Bals.) Vuillemine T. viride foram realizados por Bot et al.
(2002). Esses autores concluiram que tais compostos tém maior importancia na
protecao contra esporos dos fungos que na supressao do crescimento de hifas. Dos
fungos citados acima, M. anisopliae, Escovopsis e T. viride ja foram encontrados no
compartimento do lixo de formigas cortadeiras (Bot et al. 2001a; Hughes et al. 2004,
Lacerda et al. 2006). Portanto, uma maior atividade da glandula em operarias do
lixo e também em forrageadoras seria vantajosa para a colénia, uma vez que essas
ultimas, ao entrarem em contato com vegetais, podem se contaminar da mesma
forma que operarias do lixo, pois tais fungos encontram-se presentes normalmente
no solo e seus esporos poderiam alcancar partes das plantas utilizadas pelas
formigas. Sendo assim, ha que se considerar que, 0 mais vantajoso para a colonia
seria mesmo que operarias que realizam trabalhos externos estejam mais bem

protegidas contra a contaminagao por patégenos.

Nao se constatou uma associagao entre as partes externa e interna da
glandula quanto as suas dimensdes. N&o foi verificada diferenca significativa da
area da bula nas diferentes castas investigadas. Isso n&o era esperado, pois se
operarias do jardim de fungo apresentam o volume do reservatério menos
desenvolvido, entao a area da bula dessas operarias também deveria ser menor em
relacado as das outras castas. Sendo assim, em A. sexdens rubropilosa, ndo ha uma
associacdo da parte externa da glandula metapleural e o seu interior como

constatado por Bot et al. (2001) em estudos com Acromyrmex octospinosus Reich.
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Em se tratando de defesas contra patdgenos, operéarias lixeiras de A.
sexdens rubropilosa, além de contarem com as propriedades anti-sépticas das
secregdes da glandula metapleural, apresentam um repertério comportamental
adequado em relagdo a defesa contra patégenos. Quando tais operarias sao
colocadas em contato com o jardim de fungo, dois tipos de comportamento
observados sao os de “self-grooming” e “grooming” pelas operarias do jardim (ver
primeiro capitulo). Tais comportamentos e, ainda, as secreg¢des da glandula
metapleural foram considerados importantes na resisténcia de operarias de
Acromyrmex echinatior Forel infectadas experimentalmente com M. anisopliae
como constatado por Hughes et al. (2002).

A producdo de antibidticos em colbnias de formigas cortadeiras néo é
realizada exclusivamente pelas operarias, mas também pela bactéria do género
Burkholderia presente no jardim de fungo de coldnias de A. sexdens rubropilosa
(Santos et al. 2005). Essa bactéria produz antibiéticos inibidores dos fungos B.
bassiana, M. anisopliae, Lecanicillium lecanii (Zimm.) Zare & W. Gams e também
Escovopsis weberi Muchovej & Della Lucia. As Attini podem estar, ainda,
associadas a um actinomiceto filamentoso do género Pseudonocardia presente no
corpo das formigas e que produz antibiodticos capazes de suprimir a acao de
Escovopsis  sp. (Currie et al. 1999a; Currie et al. 1999b). Entretanto, esse
actinomiceto n&do se encontra visivel a olho nu no exterior do corpo de operarias de
A. sexdens rubropilosa, da mesma forma como é encontrado em outras Attini, e é
provavel que ele esteja ausente. Sendo assim, a presenca de Burkholderia no
jardim de fungo seria importante no caso de uma infecgao por Escovopsis sp., além
das outras defesas comportamentais ja citadas.

A importancia de se ter uma glandula metapleural funcional em formigas,
além de outras estratégias de defesa comportamental contra patégenos reside no
fato de que as colbnias de formigas cortadeiras, como nos demais insetos sociais,

sao caracterizadas por todas as propriedades do comportamento social que podem
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aumentar a transmissdo de doencas: alta densidade de hospedeiros, acentuada
freqliéncia de interacao entre os individuos e o parentesco entre individuos dentro
do grupo (Schmid-Hempel 1998). Nesse contexto, o trabalho no compartimento de
lixo das colénias de formigas cortadeiras, bem como o forrageamento, podem
constituir uma ameacga a mais de contaminacdo para as operarias. Dessa forma,
uma maior funcionalidade da glandula metapleural nas operarias poderia amenizar
problemas de propagacdo de doengas principalmente pelas operarias que
trabalham no meio externo quando essas voltam ao jardim de fungo. Tendo em
vista os resultados obtidos, em A. sexdens rubropilosa, as operarias encontram-se,
aparentemente, bem providas, em termos morfoldégicos e comportamentais, para

enfrentar as adversidades impostas pelo parasitismo a colbnia.
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Figura 1. Glandula metapleural de operarias médias do jardim de fungo de A.
sexdens rubropilosa. CC - camara coletora, CG - corpo gorduroso, CS - células

secretoras, R - reservatério. Barra = 30 ym.

Figura 2. Células secretoras da glandula metapleural de operarias de A. sexdens

rubropilosa. N - ndcleo da célula secretora, AT - aparato terminal. Barra = 10 pm.
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Tabela 1. Valores médios de area e volume do reservatério da glandula metapleural
das diferentes classes (castas) de operarias de A. sexdens rubropilosa. Médias com

asterisco diferem da padrao ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Dunnet.

Classes de operarias Area média (x10°um?) Volume médio (x10°um?)
Padréo-Lixeira 66,52 4420,64
Jardim de fungo 47,94* 2707,28*
Forrageadora 64,06 4073,67
Transportadora de lixo 51,60 3338,34
C.V (%) 31,36 39,41

Tabela 2. Valores médios em termos de area da relagao nucleo-citoplasma (N/C)
das células da glandula metapleural das diferentes classes (castas) de operarias. F
ndo-significativo a 5 % de probabilidade.

Classes de operarias N/C
Padrao-Lixeira 0,28
Jardim de fungo 0,28
Forrageadora 0,27
Transportadora de lixo 0,28
C.V (%) 44,30

Tabela 3. Valores médios da area de superficie da bula da glandula metapleural
das diferentes classes (castas) de operarias. F n&o-significativo a 5% de
probabilidade.

Classes de operarias Area média (mm?)
Padrao-Lixeira 0,25
Jardim de fungo 0,24
Forrageadora 0,26
Transportadora de lixo 0,25
C.V (%) 26,36
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3. CONCLUSOES GERAIS

Constatou-se, no presente trabalho, que as operarias do jardim de fungo de
Atta sexdens rubropilosa apresentam uma série de comportamentos, em relagao as
lixeiras, como a inspegao, a imobilizacdo e o “grooming” que podem minimizar uma
possivel contaminacdo da coldnia pelas operarias do lixo. Aparentemente, esses
comportamentos sao eficientes, uma vez que as operarias lixeiras nao precisam
ficar confinadas ao compartimento de lixo como outras espécies de cortadeiras,
podendo transitar livremente pela colénia. Operarias lixeiras podem executar outras
fungdes na colbnia como o cuidado da prole e o forrageamento. Elas também
podem trabalhar no lixo desde as primeiras semanas de vida, de forma que o
polietismo etario, aparentemente, ndo se aplica aos trabalhos relacionados ao lixo,
mas sim aos cuidados no compartimento do jardim de fungo e ao forrageamento.
Operérias que trabalham no exterior da colénia, como as proprias lixeiras,
transportadoras de lixo e forrageadoras, aparentemente, estdo mais bem
preparadas para enfrentar as adversidades impostas pelo parasitismo, uma vez que
possuem o reservatorio da glandula metapleural mais desenvolvido capaz de
armazenar maiores quantidades de antibiéticos produzidos por essa glandula, os
quais podem se fazer necessarios em uma situagdo de contaminagdo por
patégenos. Portanto, o estudo do lixo de colénias de A. sexdens rubropilosa revela
a existéncia de alguns aspectos, até entdo desconhecidos, que se relacionam com
a defesa da colonia em situagdes de risco de contaminagao por patégenos. As
formigas, aparentemente, ja evoluiram algumas caracteristicas comportamentais e
morfoldégicas que auxiliam no sucesso desse superorganismo, que é a colénia, no
ecossistema. Esse fato pode contribuir para o aumento da complexidade do
controle desses insetos-praga por meio de microrganismos patogénicos, visto que
algumas estratégias comportamentais de defesa como o grooming e o self-

grooming e ainda as secrec¢bes antibidticas da glandula metapleural contribuem
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para o aumento da sobrevivéncia de formigas cortadeiras em caso de infecgdo por

entomopatoégenos.
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