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Resumo

DE SOUZA, Danival José, M.S., Universidade Federal de Vicosa, julho de 2003.
Discriminacdo e sobrevivéncia de operarias em colénias monoginicas e
poliginicas de Acromyrmex subterraneus molestans (Hymenoptera:
Formicidae). Orientadora: Terezinha Maria Castro Della Lucia. Conselheiros:

Luiz Claudio de Almeida Barbosa e Eraldo Rodrigues de Lima.

A poliginia dentro de uma col6nia de inseto social pode ser priméria ou
secundéria. A poliginia priméria ocorre quando vérias rainhas se juntam parainiciar
uma nova colénia. Também, colénias monoginicas podem aceitar novas rainhas
fecundadas, tornando-se assim poliginicas secundariamente. A poliginia diminui o
grau de parentesco entre as oper&rias companheiras de ninho e, com isso, 0s
beneficios de se gudar individuos mais proximos geneticamente também se
reduzem. Estudos acerca do reconhecimento entre companheiras de ninho e da
adocdo de rainhas sdo imprescindiveis para esclarecer como 0 nimero de rainhas €
regulado, bem como as causas da variagdo nesse nimero. Neste trabalho, escolheu-se
como objeto de estudo Acromyrmex subterraneus molestans Santschi, 1925, uma
subespécie de formiga cortadeira bastante comum na regido de Vicosa, MG. Numa
mesma regido sdo encontradas colénias monoginicas e poliginicas dessa subespécie,
0 que a torna ideal em estudos dos processos que regulam o nimero de rainhas em
col6nias de Formicidae. Estudos conduzidos em laboratério mostraram que col6nias
monoginicas de Ac. subterraneus molestans podem se tornar poliginicas pelo
mecanismo de adocdo de rainhas de outras colénias. Operérias da maioria das

col6nias estudadas ndo foram capazes de discriminar entre rainhas de outras colonias



da sua propria. A auséncia de comportamento discriminatério também foi verificada
quando se redlizaram encontros de operarias de diferentes colénias. Analises
quimicas mostraram que ndo existem diferencas qualitativas no perfil quimico
cuticular das colbnias, quer sgam elas monoginicas ou poliginicas. Finalmente,
avaliou-se a possibilidade de haver sobrevivéncia diferencial entre oper&rias de
colbnias poliginicas e monoginicas, quando essas eram mantidas em contato com o
lixo da propria col6nia. Os testes de sobrevivéncia mostraram que operarias dos dois
tipos de colGnia morriam a taxas estatisticamente iguais. Vantagens da poliginia e da

auséncia de comportamento discriminatorio sdo discutidas nesta dissertagéo.



Abstract

DE SOUZA, Danival José, M.S., Universidade Federal de Vicosa, July, 2003.
Discrimination and survival of workers in monoginic and poliginic colonies
of Acromyrmex subterraneus molestans (Hymenoptera: Formicidae). Advisor:
Terezinha Maria Castro Della Lucia. Committee members. Luiz Claudio de

Almeida Barbosa and Eraldo Rodrigues de Lima.

Polygyny within a colony of socia insects can be primary or secondary.
Primary polygyny may occur when several queens jointly initiate a new colony.
Monogynous colonies can also accept newly mated queens and become secondarily
polygynous. Polygyny reduces kinship among nestmate workers and, consequently,
reduces the benefits of helping genetically close individuals. Studies on nestmate
recognition and on queen adoption are essential to elucidate how the number of
queens is regulated, as well as the causes of the variation in this number. In this
research, Acromyrmex subterraneus molestans Santschi, 1925 was chosen because it
Is a very common leaf-cutting ant in the region of Vigosa, Minas Gerais State where
the Federal University of Vicosais located. Additionally in this region monogynous
and polygynous colonies of this subspecies occur naturally, which makes them ideal
for studying regulation in queen number in Formicidae. Laboratory studies
demonstrated that monogynous colonies of Ac. subterraneus molestans may become
polygynous by the mechanism of queen adoption from other colonies. Workers of
most of the studied colonies were not able to discriminate among queens from other
colonies and their own. The lack of discriminatory behavior was aso observed when

encounters from different colonies were induced. Chemical analyzes showed no



qualitative differences in the cuticular chemical profile of either polygynous or
monogynous colonies. Finally, the possibility of differential survival among workers
from these colonies when maintained in contact with colony refuse was evaluated.
Survival tests revealed that workers from either monogynous or polygynous colonies
died at equal rates in contact with refuse. Advantages of polygynous and of the lack

of discriminatory behavior among workers are discussed in this thesis.

xi



INTRODUCAO GERAL

Consideragbesiniciais

O numero de rainhas altera profundamente vérias caracteristicas-chave da
organizacdo colonia das formigas, incluindo a relagéo entre companheiras de ninho,
ataxa de crescimento da col6nia, o niUmero e a distribui¢do de ninhos (Holldobler &
Wilson 1990).

Colénias monoginicas sdo aguelas que possuem apenas uma rainha
reprodutiva, ao contrario das poliginicas que possuem multiplas rainhas. A oligoginia
€ um caso especial de poliginia, no qual véarias rainhas coexistem no mesmo ninho
mas permanecem separadas umas das outras (Holldobler 1962, Buschinger 1974).
Nas formigas, a oligoginia é caracterizada pela toleréncia das operarias as vérias
rainhas combinada com uma intolerancia entre as rainhas. A haplometrose € o nome
que se da ao fenbmeno de fundacdo da col6nia por uma unica rainha. Quando a
fundacdo é realizada por varias rainhas se da 0 nome de pleometrose.

A monoginia pode ser priméaria, 0 gque quer dizer gue a Unica rainha presente
na col6nia é também a fundadora, ou secundéria, quando multiplas rainhas iniciam a
col6nia pleometroticamente, mas somente uma delas sobrevive. Do mesmo modo, a
poliginia pode ser primaria, isto € mdultiplas rainhas persistem apds a associacdo
pleometrética , ou secundaria, a colénia é iniciada por uma rainha e as outras sdo

adicionadas apods por adocao ou fusdo com outras colénias.



Poliginia e Parasitas

A evolucdo das sociedades animais, nas quais alguns individuos abdicam de
sua propria oportunidade reprodutiva para ajudar outros a se reproduzirem,
representa um paradoxo a teoria evolutiva de Darwin (Keller 1995a8). Nos
himenopteros sociais muitos membros individuais da colénia ndo produzem
nenhuma prole mas, em vez disto, gjudam outros membros da colonia na tarefa
reprodutiva. A producdo de ovos viaveis €, normamente, atributo de uma casta
especifica de individuos da col6nia, chamada de rainhas. O comportamento altruista
das operérias pode evoluir através da selecdo parental quando o doador e o receptor
deste ato sdo relacionados (aparentados) um ao outro, como € 0 caso de passaros
sociais e mamiferos (Hamilton 1964a, Hamilton 1964b). Da mesma forma, operérias
de insetos sociais sao altamente relacionadas a prole que elas criam, isto quando a
col6nia possui apenas uma rainha fecundada por um unico macho. Entretanto, varios
estudos tém mostrado que colénias de alguns insetos possuem varias rainhas,
principal mente entre os Formicidae (Ward 1983a, Ward 1983b, DellaLucia& Vilela
1986, Rissing et al. 1986, Delabie 1989, Kaufmann et al. 1992, Rosengren et al.
1993, Seppé 1994). Um desafio para os estudiosos do comportamento social é tentar
explicar as causas da existéncia de colénias com multiplas rainhas. Tem sido
sugerido que pressdes ecol dgicas durante a fundacdo da coldnia, tais como a escassez
de sitios de nidificac8o, favoreceriam a poliginia em algumas espécies de formigas
(Pamilo & Rosengren 1984, Bourke & Heinze 1994, Rosengren et al. 1993, Craig &
Crozier 1979, Heinze 1993), embora poucos estudos tenham testado esta hipétese.

Um  importante fator, segundo Nonacs (1988), que age selecionando o



comportamento de aceitacdo de rainhas é a ata probabilidade de que as colbnias as
percam, principalmente em hébitats instéaveis. As rainhas podem ser perdidas de
diversas maneiras, além da sua morte simplesmente. Por exemplo, algumas espécies
nidificam em sitios efémeros ou se movem freqlentemente e, nesta situacdo, a
col6nia pode acidentalmente sofrer fissdo. Portanto, a poliginia aumenta as chances
de que cada fragmento da col6nia contenha pelo menos uma rainha. De acordo com
Keller (1995b) uma outra vantagem conferida pela poliginia, ao nivel da col6nia, é
que ela eleva a variabilidade genética e, por conseqiiéncia, diminui a suscetibilidade
aparasitas.

Embora vérios patdégenos tenham sido identificados nas formigas (como
virus, bactérias e fungos), muito pouco ainda € conhecido sobre a incidéncia destes
patdgenos, seus efeitos na produtividade da colénia e os mecanismos de defesa das
formigas (Holldobler & Wilson 1990). Em muitas espécies de formigas, a glandula
metapleural das operarias produz substéncias anti-sépticas que sdo antibidticos
efetivos contra Escherichia coli (Maschwitz et al. 1970, Maschwitz 1974, Hoélldobler
& Wilson 1990). Ortius-Lechner et al. (2000) conseguiram detectar mais de vinte
compostos presentes na secrecdo da glandula metapleural de operdrias de
Acromyrmex octospinosus, compreendendo principalmente acidos carboxilicos, que
s80 potenciais anti-sépticos, além dos outros dois compostos registrados
anteriormente, o acido indol-acético e a mirmicacina (Schildknecht & Koob 1971,
Schildknecht et al. 1973).

O lixo produzido pelas sociedades dos insetos pode atuar como reservatorio
de doencas e impor um custo significante na vida social (Hart et al. 2002). Quando o

grupo social € pequeno, o acumulo de lixo € pequeno e ndo chega a representar uma



ameaca séria de doenca. Entretanto, a medida que o grupo se tornamaior, o lixo e as
doencas associadas a e€le se tornam uma ameaga a socidlidade. As formigas
cortadeiras cultivam um fungo basidiomiceto, do qual elas dependem
nutricionalmente (Weber 1972), suprindo-o com folhas ou outros materiais, como
fezes e carcagas de insetos, dependendo do género de Attini. Por isto, elas devem
combater as doencas diretas, isto €, aguelas que as acometem, e também as doencas
gue atacam o fungo simbionte. O principal parasita do fungo simbionte das formigas
cortadeiras € o Escovopsis, um fungo altamente virulento e potencialmente fatal
(Currie et al 19994, Currie et al. 1999b). O Escovopsis invade o jardim de fungo da
col6nia e, em casos extremos, pode dominar este jardim, levando a col6nia a um
estado de estagnacéo e morte (Currie 2001). Por outro lado, as formigas cortadeiras
possuem uma outra associacdo simbiética com um actinomiceto que vive na sua

cuticula e produz substancias antibidticas contra o Escovopsis (Currie et al. 1999a).

Reconhecimento Parental

De acordo com a teoria de selecdo parental (Hamilton 1964a, Hamilton
1964b), o individuo altruista, que convive com outros individuos de variados graus
de parentesco, deveria ser capaz de distinguir entre agueles mais (ou menos)
relacionados geneticamente e agir favorecendo os mais proximos geneticamente de
si, praticando desta forma a discriminagcdo parental. Ao longo da histéria evolutiva
das formigas, e em outros insetos sociais, tem havido uma intensa presséo de selecéo
para moldar a habilidade de reconhecimento, porque favores prestados a um

individuo ndo aparentado sdo desperdicados no jogo da selecdo natural (HOlldobler



& Wilson 1990). A ocorréncia comum de multipla inseminacéo e de poliginia torna
necessario um mecanismo que permita identificar todas as companheiras de ninho
em 0oposi¢ao as intrusas.

O reconhecimento parental, definido como o tratamento diferencial aos
parentes, ocorre em muitas espécies (Fletcher & Michener 1987, Hepper 1991).
Quando uma operéria de formiga reconhece e gjuda a rainha, ela aumenta 0 seu
préprio sucesso reprodutivo, pois ela passa, indiretamente, para as préximas
geragdes, copias de seus genes (Keller 1997). Tais beneficios existem quando a
oper&ria € muito proxima geneticamente da rainha que recebe a ajuda. Entretanto, em
muitos casos onde 0 nepotismo - gjuda aos parentes mais proximos - € esperado, ele
ndo tem ocorrido. Varios estudos falharam na tentativa de demonstrar a ocorréncia de
nepotismo entre as formigas (Balas & Adams 1996, Bernasconi & Keller 1996,
Snyder 1993, Carlin et al. 1993). Em vérias espécies de vespas e formigas mais de
uma rainha coexistem em coldnias maduras sem que as operarias exibam sinal de
nepotismo (Keller 1993).

Um perfil quimico comum entre companheiras de ninho € um importante
fator que gjuda a manter a coesdo da colbnia. Esta assinatura quimica vem de uma
combinacdo de fatores genéticos, intrinsecos, e ambientais, adquiridos, que sdo
transferidos entre os membros da colénia. Pelo aprendizado da assinatura quimica
especifica da col6nia as operarias podem, acuradamente, distinguir as companheiras
das ndo companheiras de ninho (Fletcher & Michener 1987). Os hidrocarbonetos
cuticulares exercem importante papel no reconhecimento de companheiras de ninho
em formigas. A formiga escravagista Pogonomyrmex barbatus pode perceber

diferencas na composi¢cao de hidrocarbonetos cuticulares e usar estas diferencas no



reconhecimento de companheiras de ninho (Wagner et al. 2000). Entre elas sdo
encontradas diferencas na propor¢éo de hidrocarbonetos cuticulares de acordo com
as tarefas que elas executam (Wagner et al. 1998). Em formigas, a discriminagéo de
companheiras de ninho pode variar com fatores colbnia-especificos tais como
tamanho e estégio de desenvolvimento da coldnia, além de fatores ambientais como
época do ano e proximidade entre os ninhos (Starks et al. 1998). Jutsum et al. (1979)
mostraram que fatores enddgenos (genéticos) e exdgenos (ambientais) contribuem
para a formagéo do odor de colénia em Acromyrmex octospinosus, sendo os ultimos
0s mais importantes. Individuos de diferentes colénias supridas com o mesmo tipo de
folha ndo apresentaram agressividade intraespecifica, ocorrendo o contrério quando
as col6nias foram mantidas com espécies vegetais distintas.

Starks et al. (1998) apresentaram evidéncias de que o nivel de discriminacéo
em Pseudomyrmex pallidus, uma formiga facultativamente poliginica, varia com o
nimero de rainhas presentes na colénia. Nesta espécie, a agressdo entre nao-
companheiras de ninho foi negativamente correlacionada com o nimero de rainhas
na colonia. A presenca ou auséncia de rainha pode influenciar o comportamento de
discriminacdo das operdrias, sendo o comportamento destas, provavelmente,
regulado por feromdnios voléteis da rainha (Vienne et al. 1998). Em espécies que
possuem ninhos subterrdneos, como Atta e Acromyrmex, os feromonios das rainhas
devem apresentar baixa volatilidade, ja que a circulacéo de ar internamente é muito
baixa, e ferombnios muito voléteis poderiam causar rapida habituacdo sensorial
(Bento et al. 1993). A importancia da rainha pode diferir entre espécies com estrutura
socia diferentes (Lenoir et al. 1999). Dos poucos estudos que tém se ocupado desta

guestdo, dois modelos surgiram. O primeiro, baseado em ensaios comportamentais



com Camponotus floridanus, sugere que a rainha é a origem principal do odor de
colénia (Carlin & Holldobler 1987). O segundo, fundamentado em estudos
bioquimicos em Cataglyphis niger, sugere que a rainha adquire uma porcdo média de
todos os odores da coldnia, via lambedura de operérias, e se torna o centro do odor

de colOnia, em vez de ser aorigem dele (Lahav et al. 1999).

Subespécie estudada

A formiga Ac. subterraneus molestans Santschi 1925 esta incluida na tribo
Attini que se caracteriza pelo cultivo de um jardim de fungo simbidtico. Pode-se
agrupar as formigas desta tribo em trés categorias. formigas cortadeiras (Atta e
Acromyrmex) que usam partes frescas da planta para o cultivo do fungo —
principalmente folhas e flores; um grupo de espécies de outros géneros que
sustentam seu jardim de fungo com grande quantidade de matéria organica em
decomposicdo, embora algumas espécies neste grupo - Sericomyrmex e
Trachymyrmex - utilizem também partes frescas de planta. Existe um terceiro grupo
gue compreende formigas parasitas. Acromyrmex sp., reconhecida anteriormente
como Pseudoatta, encontrada em ninhos de Ac. rugosus (Delabie et al. 1993), e Ac.
insinuator que parasita Ac. echinatior (Schultz et al. 1998).

Os ninhos de Ac. subterraneus molestans sdo superficiais e apresentam-se
cobertos de palha, comumente situados sob construgdes, em areas antropizadas. O
substrato para o seu fungo € extraido de plantas dicotiledéneas (Goncalves 1961).
Em Vicosa, MG, ela ocorre em simpatria com outra subespécie, Ac. subterraneus

subterraneus. A validade das subespécies de Ac. subterraneus é questionavel e



merece um estudo mais detalhado (Mayhé-Nunes 1991). As trés formas com
ocorréncia constatada no Brasil (as duas citadas anteriormente mais Ac. subterraneus
brunneus) tém distribuicdo semelhante e compartilham uma extensa area geogréafica
nos estados de Minas Gerais, Rio de Janeiro, Espirito Santo e Bahia. O principal
critério nas chaves de identificagdo para separar estas subespécies sdo 0s espinhos
pronotais inferiores, um caréter muito variavel segundo Fowler & Ketelhut (1993).

As operarias intermedidrias e pequenas de Ac. subterraneus molestans tém a
cabeca negra, contrastando com a cor castanha do resto do corpo, o que facilita a
identificacio e coleta de col6nias no campo. E uma subespécie comum na érea
urbana de Vigosa, cujos ninhos séo freqiientemente poliginicos, principal mente numa
area contigua ao Insetario da Universidade Federa de Vicosa. Ai foram encontrados
vérios ninhos contendo nimero varidvel de rainhas, normalmente duas, mas tendo
sido observado um ninho com quatorze rainhas. Numa mesma érea séo encontrados
ninhos poliginicos e monoginicos. Espécies que apresentam num mesmo habitat
col6nias poliginicas e monoginicas sd0 especiamente interessantes para contrastar
estas duas estruturas de colénia (Pfennig 1995).

Esta dissertacdo esté dividida em 3 capitulos. No capitulo 1 testou-se a hipotese
de que a adogdo de rainhas fertilizadas sgja uma das causas da ocorréncia de
poliginia em Ac. subterraneus molestans. No capitulo 2 foi estudado o
comportamento discriminatério de operarias de coldnias poliginicas e monoginicas
desta subespécie. Testou-se a hipdtese de que operarias de coldnias poliginicas
exibem menor grau de agressividade do que as de coldnias monoginicas, estudando-

se também a congtituicdo quimica cuticular dessas operarias. E finamente, no



capitulo 3, testou-se a hipétese de que a poliginia representaria uma vantagem frente

aos possiveis riscos representados pelo lixo, como infeccdo e morte de operarias.



CAPITULO 1

Col6nias monoginicas de Acromyrmex subterraneus molestans
(Hymenoptera: Formicidae) podem se tornar artificialmente poliginicas
através da adocéo de novas rainhas?

Resumo

Testes, que consistiram no oferecimento de rainhas fertilizadas, oriundas de outras
col6nias a colbnias estabelecidas, foram conduzidos, em laboratério e no campo, a
fim de se determinar se colénias monoginicas de Acromyrmex subterraneus
molestans (Myrmicinae, Attini) adotam rainhas ndo companheiras de ninho. Os
resultados sugerem que a adocdo de rainhas fertilizadas € um mecanismo provéavel
que explica a ocorréncia de coldénias com mlltiplas rainhas nesta subespécie.
Operarias menores desta subespécie foram capazes de discriminar as rainhas de
outras colonias oferecidas e exibiram ato agressivo contra elas, mostrando que o grau
de reconhecimento da rainha difere entre as diferentes subcastas. Sinais especificos,
responsaveis pela atratividade das rainhas as operérias, parecem estar localizados,
principalmente, na regido da cabeca. Os dados dos experimentos realizados foram
comparados com os de outros trabalhos nesta area e discutiu-se hipéteses sobre as

vantagens da poliginia em Ac. subterraneus molestans.
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1 —Introducéo

A variacdo no nimero de rainhas nas colénias de insetos sociais tem se
tornado assunto de crescente interesse entre os sociobiologistas. Esse interesse vem
aumentando a medida que se descobre que a poliginia, isto €, a presenca de mdltiplas
rainhas reprodutivas dentro de uma colénia, € mais comum do que antes se
imaginava (Keller & Vargo 1993) e, nas formigas, pode ser a estrutura socia
predominante (Rissing & Pollock 1988, Frumhoff & Ward 1992). Nessas
associagoes, as rainhas podem ser ndo-aparentadas. Assim, a poliginia representa um
forte desafio para a teoria da selecdo parental, desde que a tarefa reprodutiva é
compartilhada e o grau de parentesco entre os membros da col6nia € muito baixo
(Nash & Bernasconi 1996).

A poliginia evoluiu repetidas vezes nas formigas e, normamente, € do tipo
secundéria, ocorrendo gracas a adocdo de novas rainhas (Holldobler & Wilson 1977,
1990). A pleometrose ocorre quando mais de uma rainha se juntam para fundar uma
coldnia, podendo dar origem a poliginia primaria. O fendmeno da pleometrose tem
sido bem documentado em formigas (Bartz & Hdlldobler 1982, Tschinkel & Howard
1983, Pollock & Rissing 1985). No género Acromyrmex, ela foi observada em
condigdes naturais em Ac. versicolor (Rissing et al. 1986) e demonstrada em
laboratério em Ac. striatus (Diehl-Fleig & Araljo 1996). A fundacdo pleometrética
envolve, usualmente, pequeno nimero de fundadoras (até cinco rainhas) (Roisin
1993), mas em algumas espécies este nimero pode ser muito maior. Numa
supercolonia de Formica yessensis com milhares de ninhos, foi encontrado mais de
um milhdo de rainhas (Higashi 1983). Rissing et al. (1986) encontraram até 16

rainhas de Ac. versicolor ocupando o mesmo ninho logo ap6s a fundacdo. Em
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Vigosa, encontrou-se um ninho de Ac. subterraneus molestans com 14 rainhas
(observagéo pessoal).

A adocdo de novas rainhas da origem a poliginia secundaria. Isto seria
vantajoso uma vez que a taxa de sucesso da fundagdo independente de uma colbnia é
muito baixa (Nonacs 1988, Pamilo 1991). A adocdo de novas rainhas por uma
colonia de Acromyrmex ja estabelecida ainda ndo foi observada em condices
naturais.

Estudos da dinamica da aceitacdo de rainhas sdo ponto central para o
entendimento: 1) dos mecanismos proximais envolvidos na regulacdo do nimero de
rainhas — entender como surge a poliginia e como ela se mantém - e 2) das causas
Ultimas, isto €, da evolucéo da poliginia (Sundstrom 1997). Muitos estudos tém se
concentrado no reconhecimento entre operarias companheiras e ndo companheiras de
ninho. Porém, tem se dado pouca atencdo ao comportamento discriminatério de
operarias frente a fémeas reprodutivas, a despeito da importancia deste
comportamento para a regulacdo do nimero de rainhas na colénia. Para isto, as
operarias deveriam ser capazes de discriminar entre fémeas companheiras e ndo
companheiras de ninho, além de discriminar também entre fémeas virgens e
acasal adas (Sundstrom 1997).

Neste capitulo, procurou-se responder as seguintes perguntas:

1) Col6nias monoginicas da subespécie Ac. subterraneus molestans, mantidas
em laboratdrio, adotam novas rainhas da mesma subespécie?

2) Operéarias de uma col6nia adulta no campo aceitam rainhas férteis oriundas

de outra colbnia?

12



3) Sinais especificos para 0 reconhecimento da rainha pelas operarias estéo

situados em uma parte especifica do corpo (cabega, térax, gaster)?

2-Material e Métodos

2.1. Coleta e manutencdo das colnias

Foram utilizadas 8 col6nias de Ac. subterraneus molestans de 1 ano de idade
(C1 acCh, E1 aE3), com volume médio de fungo de 600 ml, mantidas no Insetario da
Universidade Federal de Vigosa, conforme descrito por DellaLuciaet al. (1993). As
coldnias foram alimentadas diariamente com 0 mesmo tipo de folhas (Acalypha e
Ligustrum) e pétalas (Rosa e Tecoma). Elas permaneceram em salas com temperatura
de 25 + 2,5°, 70 a 80 % de U.R, fotoperiodo de 10 horas de luz seguido de 14 horas

de escuro.

2.2. Oferecimento de rainhas férteis oriundas de outras coldnias

Neste ensaio utilizou-se as coldnias C1 a C5. Inicialmente, todas tiveram sua
alimentacdo suprimida 6 horas antes dos bioensaios, evitando-se a interrupcdo na
atividade de corte e carregamento de folhas na hora dos experimentos, dando iguais
condicdes para todos os tratamentos. Além disso, a arena de forrageamento
permanecia livre de folhas, o que facilitava a visualizacdo do comportamento das

operarias.
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2.2.1. Tratamento 1 — Rainha da prépria col6nia (RPC)

A rainha era retirada da colénia e marcada no gaster com tinta ndo-toxica
(Testors ©) e permanecia num recipiente plastico coberto com agodao Umido
durante 15 minutos. Esse tempo era suficiente para a coldnia estabelecer seu ritmo
normal de forrageamento. Em seguida, a rainha era colocada em um pegueno tubo de
vidro com uma abertura (6 cm atura x 2,2 cm didmetro) e oferecida a colénia na
arena de forrageamento. O vidro era colocado horizontalmente na arena, de forma
que as operdrias acessavam livremente 0 seu interior e a rainha também podia sair.
Observava-se 0 comportamento das operérias e da rainha, e media-se o tempo para
sua aceitacdo ou ndo. A rainha da propria colénia foi oferecida trés vezes, em cada
uma das cinco colnias, para que se estabel ecesse uma média do tempo de aceitacéo
da rainha da prépria colénia e se pudesse, assim, contrastar com o0 tempo de
aceitacdo de uma rainha de outra colonia (ROC). O intervalo entre cada bioensaio foi
de 5 dias, pois com este tempo era possivel observar crescimento do jardim de fungo,
indicando que a coldnia recuperou-se da perturbacdo provocada pelo bioensaio
anterior. Essa metodologia foi modificada de Bento (1993) que trabalhou com a

dindmica de aceitacdo de rainhas de Atta sexdens rubropilosa.

2.2.2. Tratamento 2 — Rainha de uma outra col dnia da mesma espécie (ROC)
Realizou-se este biocensaio de maneira similar ao do tratamento 1, porém, a

rainha utilizada neste tratamento pertencia a uma colénia monoginica coletada

recentemente no campo. Normamente, essas rainhas eram oriundas de col6nias

muito peguenas, talvez recém-fundadas, com volume de fungo médio de 150 ml.
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Realizou-se um total de 15 repeticoes, isto €, ofereceu-se 3 rainhas para cada uma
das 5 col6nias, dando-se também um intervalo de 5 dias entre cada repeticéo.

Antes da redlizagdo deste bioensaio, efetuava-se a pesagem da rainha e
avaliava-se a sua taxa de oviposi¢éo, conforme metodologia usada por Marinho &
Déella Lucia (1998). Ela era deixada em um pote plastico contendo um chumaco de
algoddo embebido em solugcdo de mel e coberto com uma tampa perfurada, sobre a
qua colocava-se um algoddo Umido. Este procedimento visava manter a umidade
interna do pote pléstico, ja que a rainha permaneceria nele por 72 horas, tempo de
avaliacdo da taxa de postura. Apos 3 meses de oferecimento da Ultima rainha, foi
observado se elas permaneceram em associacao e avaliou-se hovamente sua a taxa de
postura. Trés meses foi 0 tempo maximo estipulado para final deste experimento,
com base em diversos trabalhos da literatura, e realizados com outras espécies de

formigas.

2.3 Oferecimento de cabega, torax e gaster de rainhas oriundas do campo

Este ensaio consistiu no oferecimento de partes de rainhas oriundas de
colénias monoginicas recém-coletadas no campo as colénias E1, E2 e E3. Estas
foram mantidas em jgjum 6 horas antes da realizagcdo do bioensaio, da mesma
maneira que o experimento anterior. As rainhas a serem oferecidas eram retiradas de
sua col6nia e congeladas em freezer por 30 minutos, apds o que tinham seus corpos
divididos em trés partes e colocadas em laminas de vidro. Apds 5 minutos, essas
l&minas eram dispostas a uma distancia igual da entrada de cada ninho. A cada
repeticdo, alteravase a ordem das laminas, a fim de se evitar uma resposta

condicionada. Computou-se 0 tempo gasto para que cada parte fosse levada ao
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interior do ninho. Ap6s 30 minutos o0 bioensaio era encerrado e as partes ndo
transportadas, juntamente com aquelas carregadas para o lixo, foram consideradas
ndo aceitas. Neste experimento, foi dado um intervalo de 15 dias entre cada
repeticdo, para evitar uma habituacdo das operérias ao longo dos bioensaios. As
pingas, laminas e os bisturis usados nestes bioensaios eram bastante limpos,
tomando-se 0 maximo cuidado para evitar contaminacdo do material por qualquer
substancia odorifera estranha. Esta metodologia baseou-se nos trabalhos de Bento

(1993).

2.4 Aceitagao de rainhas de outras col 6nias por uma coldnia do campo

Foram oferecidas 4 rainhas de col6nias distintas, pequenas (150 ml de massa
fangica, aproximadamente), a uma colénia do campo. Esta coldnia, localizada no
campus da UFV, apresentava dois olheiros e era possivel observar intensa atividade
forrageadora das operédrias. As rainhas eram retiradas de sua col6nia, um dia antes do
experimento, marcadas com tinta (Testors ©) no gaster e retornadas, apds 15
minutos, para sua colénia. No outro dia, cada rainha era retirada novamente da sua
col6nia e oferecida a col6nia do campo. Para tanto, ela era colocada na entrada de um
dos olheiros e observava-se 0 seu comportamento. A cada dois dias uma rainha, num

total de quatro, foi oferecida a mesma col6nia do campo.

2.5. Medicdo da capsula cefalica das operérias da arena de forrageamento
A fim de se estabelecer a distribuicdo das fregiéncias das larguras das
cdpsulas cefdlicas das operédrias presentes na &rea de forrageamento, realizou-se o

seguinte procedimento: uma placa de Petri de 4 cm de didmetro foi colocada na area
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de forrageamento da col6nia e as operarias que entraram na placa, no periodo de 1
minuto, foram coletadas, conservadas em é&cool e, posteriormente, mediu-se a

largura da capsula cefdlica, em ocular micrométrica.
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3 - Resultados e Discussao

3.1. Aceitacdo das Rainhas da Prépria Colénia (RPC)

O tempo médio para que as rainhas de Ac. subterraneus molestans saissem ou
fossem retiradas do vidro, apds o oferecimento, foi de 5,43 + 4,67 minutos. Em
apenas 3 das 15 repeticdes, as rainhas foram retiradas do vidro por uma operéria (C2:
2 vezes, C5: 1 vez). Nas outras vezes, as rainhas sairam do vidro.

O padrdo de resposta das operédrias foi semelhante em todas as colbnias
estudadas. Varias operarias se aglomeravam em torno do vidro onde se encontrava a
rainha. Outras entravam no seu interior e realizavam contato antenal com a mesma,
sem nunca exibir qualquer comportamento agressivo. O tempo médio de aceitacdo
foi de 13,85 + 6,83 minutos. Considerou-se aceitaco a entrada da rainha no ninho.
Nenhuma rainha da propria colénia foi rejeitada nas trés vezes em que cada uma
delas foi oferecida, o que era esperado. Freguentemente, a propria rainha entrava na
col6nia (9 vezes). Outras vezes, ela era carregada para o interior do ninho (6 vezes).
Antes de ser carregada, ela sempre dobrava as pernas e antenas, permanecendo
imoével. Segundo Wilson (1971), a forma de se transportar companheiras de ninho é
caracteristica de cada subfamilia; tanto o comportamento da operéria transportadora
guanto o da transportada. A forma de transporte das rainhas de Ac. subterraneus
molestans ao interior do ninho foi semelhante a caracterizada para operarias da

subfamilia Myrmicinae ao serem transportadas para o ninho (Figura 1).
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Figura 1 - Transporte de adultos de Myrmica rubra na postura mais freqientemente

vista na subfamilia Myrmicinae. Extraido de Wilson (1971) p 263.

3.2. Aceitagdo de Rainhas de Outras Col6nias (ROC)

O tempo médio para que uma rainha de outra colénia saisse do vidro no qual
ela era oferecida (2,77 = 2,00 min) foi menor do que o tempo gasto pela rainha da
prépria colénia (5,43 + 4,67 min), teste t, 5% de probabilidade. Das 13 rainhas de
outras colOnias que foram aceitas 7 entraram e 6 foram carregadas para o interior da
colénia. Este padréo de comportamento ndo diferiu do padréo apresentado pelas
rainhas da propria colénia, as quais entraram no ninho 9 vezes e foram carregadas 6
vezes (0°=0,771; gl=1; p=0,05).

Quando transportada para o interior do ninho, a rainha assumia a mesma
posi¢do da rainha da propria coldnia antes de ser carregada. Ela dobrava as antenas e
pernas, como se fingisse de morta, nunca sendo transportada se ndo estivesse nesta
posicdo. A tarefa de transporte era sempre executada por apenas uma operaria de

tamanho médio (~1,4 mm de largura de capsula cefalicaem média).
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De 15 rainhas de outras colnias oferecidas, 13 foram aceitas, isto &, foram
transportadas ou penetraram na colénia. Duas foram rejeitadas (C1, C4), tendo sido
atacadas por varias operérias logo na saida do vidro. O tempo médio gasto para que
uma rainha de outra col6nia entrasse no ninho foi de 8,58 + 5,24 min (Figura 2). Este
tempo foi significativamente menor do que aquele gasto pela rainha da prépria
coldnia (t=2,21; p=0,036). A retirada da rainha da propria col6nia para of erecimento
posterior pode ter provocado uma perturbacdo social que fez com que a rainha
gastasse mais tempo para retornar ao ninho. Quando foram oferecidas rainhas de
outras colbnias, a colOnia testada possuia pelo menos uma rainha em seu interior.
Della Lucia et al. (2003) observaram uma forte tendéncia de disrupcdo de uma
col6nia de A. sexdens rubropilosa na auséncia de sua rainha.

O Quadro 1 resume as observacoes referentes ao oferecimento de rainhas de
outras col6nias (ROC). Ocorreu rejeicdo apds aceitacdo inicial em quatro situacdes e
o tempo de reeicdo foi de 5 minutos, 14 horas, 16 horas e até de 96 horas,
respectivamente. A rejeicdo ocorreu tanto para a 12 22 ou 3?2 rainha sucessivamente
oferecida. O fato de uma colénia rejeitar uma rainha ndo implicou na rejeicéo de
futuras rainhas oferecidas. A coldnia C1 rejeitou ou expulsou todas as rainhas de
outras coldnias que foram oferecidas. Desta forma, ela permaneceu monoginica, com
a sua rainha original. Estudos genéticos podem ajudar a e€lucidar a dindmica de
adocdo rainhas. Pequenas mudancas genéticas podem resultar em grandes mudancas
na organizacdo social da colénia. Krieger & Ross (2002) foram os primeiros a
demonstrarem gque uma Unica diferenca a élica no locus Gp-9 determina o nimero de
rainhas em col6nias de Solenopsis invicta. O Gp-9 esta envolvido na producéo de

uma proteina relacionada a feroménios de reconhecimento dos membros da coldnia.
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A coldnia C1 pode apresentar variacBes genéticas que implicaram na ndo-aceitacao

de nenhuma outra rainha.

Quadro 1- Comportamento das coldnias de Ac. subterraneus molestans frente as

rainhas de outras col6nias (ROC) que foram oferecidas.

Colonia 12ROC oferecida  22ROC oferecida 32 ROC oferecida
C1l Aceitou’ Aceitou” NZo aceitou
C2 Aceitou Aceitou® Aceitou
C3 Aceitou Aceitou Aceitou’

C4 Aceitou Aceitou N&o aceitou
C5 Aceitou Aceitou Aceitou

1 Expulsdo da rainha apds 16 horas da aceitacdo inicial. 2 Expulsdo da rainha 5

minutos apos. 3 Expulsdo e mutilagdo 96 horas apos. 4 Expulsdo 14 horas apos.

Quando se verificava regjeicdo inicial da rainha, ou se pode notar a expulséo
posterior a aceitacdo, constatou-se que eram operarias menores (0,98 mm de capsula
cefdlica em média) quem, principalmente, executavam este ato. Tanto na rejeicéo,
quanto na expulsdo, esse grupo de operdrias aglomerava-se em torno da rainha e
vérias delas mordiscavam-lhe as antenas e pernas. Analisando-se esse grupo de
operd&rias constatou-se que elas possuiam cdpsula cefdlica significativamente menor
(teste de Mann-Whitney U; 5% probabilidade) do que a média das operarias da arena

de forrageamento (Quadro 2).
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Quadro 2 — Largura média da cpsula cefdica de operérias de Ac. subterraneus
molestans que exibiram comportamento agressivo com as rainhas introduzidas,
comparadas com as demais operarias da area de forrageamento. Entre parénteses esta

0 nUmero de operarias observadas.

Colbnia Operarias agressoras Operarias daarena p
C1 0,94 £ 0,182 mm 1,50 £ 0,241 mm p<0,0001*
(30) (16)
C3 0,99 + 0,354 mm 1,88 + 0,366 mm p<0,0001*
(64) (17)
C4 1,03 £ 0,038 mm 1,32 £ 0,122 mm p< 0,001*
(31) (29)

* Diferengas significativas pelo teste de Mann-Whitney U, a 5% de probabilidade.
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Figura 2 — Tempo médio em minutos para ocorréncia de aceitacdo de rainhas da
propria coldnia (RPC) e rainhas de outras colénias (ROC). As médias sdo

estatisticamente diferentes pelo teste t, a 5% de probabilidade.
N&o houve diferenca entre as médias das capsulas cefdlicas das operédrias que

agrediam a rainha, das trés colbnias analisadas (ANOVA; F(2,122)=0,74; p=0,478)

(Figura 3).
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Figura 3 - Largura média em mm da capsula cefdlica de operarias de Ac.
subterraneus molestans que agrediram rainhas de outras col6nias. A média ndo

difere entre as operarias das 3 coldnias (ANOVA; F(2,122)=0,74; p=0,478).

Todas as rainhas de outras colénias realizaram oviposi¢cdo num periodo de 72
horas de avaliagdo, mesmo aguelas que ndo foram aceitas. A manutencéo do estado
de poliginia artificia dessas colbnias, avaliada ap0s trés meses da aceitacdo das
rainhas, indicou que todas as rainhas de outras colOnias estavam presentes e
efetuaram a oviposi¢do, superando a taxa de postura da rainha da prépria coldnia.
Isto mostra que a poliginia artificial ndo foi uma condicéo temporéria e as rainhas

adotadas podem contribuir para a producéo de operarias na coldnia (Quadro 3).
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Quadro 3 — Numero de ovos colocados pelas rainhas da prépria colénia (RPC) e por
rainhas de outras colonias (ROC) de Ac. subterraneus molestans num intervalo de 72

horas. Entre parénteses esta a soma das posturas de ROCs em cada col6nia.

Colénias N° de ovos (RPC) N° de ovos (ROC)*
C2 (2 rainhas) 131 1447 94 (238)
C3 (2 rainhas) 0 31/8(39)
C4 (2 rainhas) 18 351/ 65 (416)
C5 (3 rainhas) 22 91/ 44/ 10 (145)

1 — As barras separam as posturas de cada rainha na associagdo, sendo que a soma das posturas
encontra-se entre parénteses.

Houve uma correlagdo positiva entre a massa corporal das rainhas e o nimero
de ovos colocados por elas nas coldnias artificialmente poliginicas (Figura 4).
Dominancia e fertilidade sdo normamente correlacionadas (Heinze 1993). Maior
massa corporal pode, portanto, implicar em maior postura e, por consequéncia, a
fémea mais fértil garante um numero maior de descendentes. No entanto, esta
vantagem pode ser aparente. Estudos conduzidos com Solenopsis invicta mostraram
que, em colbnias fundadas em pleometrose, as rainhas que realizam maior
investimento reprodutivo no estagio inicial da colénia perdem mais peso e sdo, por
isto, mais provaveis de serem eliminadas posteriormente (Bernasconi & Keller
1998). A isto, acrescenta-se o fato de que, nesta espécie, as operarias nao favorecem
a sua prépria mée no momento da eliminacéo (Balas & Adams 1996, Bernasconi &
Keller 1996).

Polimorfismo de operdrias e especiadlizacdo comportamental caracterizam
sociedades complexas (Anderson & McShea 2001). Constatou-se, neste experimento,

gue um grupo de operarias menores conseguiu discriminar mais eficientemente a
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rainha oferecida de outra col6nia. As operarias menores se uniam em grande nimero,
o suficiente para perturbar e provocar a saida da rainha da coldnia, mas néo
conseguiam mutila-la facilmente. Essas desempenham, principalmente, a tarefa de
cuidar da rainha e dos ovos, dém de manter a limpeza do jardim de fungo. Este
contato maior com a rainha poderia conferir a esse grupo de oper&rias maior
capacidade de discriminar rainhas intrusas. Viana (1996) constatou que as operérias
minimas (jardineiras, babas) de Ac. subterraneus subterraneus sdo mais eficientes do

que as forrageadoras em discriminar a prole estranha.

y =-626,9 + 19,898 * x
Correlagéo: r =,70952
400

350 .0 ’
300 '
250
200

150

N° de ovos

100

50 ..o

50 . ~O. Regress&o
28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 95% confianca

massa (mg)

Figura 4 - Relagéo entre a postura (y) realizada num intervalo de 72 horas e a massa
das rainhas (X) que permaneceram em associacdo 3 meses apos a adocdo (n = 13

rainhas).
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3.3. Aceitacdo de cabega, térax e géster de Rainhas de Outras Col6nias

A cabeca foi mais freglientemente levada para o interior do ninho (13 vezes)
do que ndo-aceita (2 vezes). Ja o térax e gaster tiveram resultados semelhantes. Para
estas partes, ndo se pode dizer que o comportamento de aceitacdo foi superior ao de
ndo-aceitacdo (0% 5% de probabilidade) (Figura 5). Os tempos de entrada das trés
partes no ninho ndo diferiram estatisticamente entre s (ANOVA; F(2,28)=0,836;
p=0,444) (Figura 6). As cabecas foram mais facilmente reconhecidas e transportadas
para o interior do ninho do que as outras partes. O fato das operarias de Ac.
subterraneus molestans ndo discriminarem a sua prépria rainha sugere que as
substancias responsaveis pelo reconhecimento podem ndo ser tdo distintas entre as
rainhas de diferentes col6nias. Isto condiz com o trabalho de Hernandez et al. (2002).
Estes autores mostraram que, na formiga cortadeira Atta laevigata, a principal fonte
de sinais de reconhecimento de companheiras de ninho esta presente na cabeca.
Secrecdes da glandula mandibular sdo responsaveis por este reconhecimento e sdo

dispersas por toda a cuticula.
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Figura 5 - Fregléncia de aceitacdo e ndo-aceitacdo de cabeca, torax e gaster pelas
coldnias E1, E2 e E3. A freguéncia de aceitacdo e ndo-aceitacdo de cabega difere

estatisticamente pelo teste do 0% 5% de probabilidade.
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Figura 6 - Tempo médio de aceitacdo, em minutos, de cabeca, térax e gaster pelas
colbnias E1, E2 e E3. Entre parénteses estdo os nimeros de observacdes. O tempo
ndo diferiu significativamente entre as trés partes (ANOVA; F(2,28)=0,837;

p=0,444).
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3.4. Aceitacdo de Rainhas de Outras Col6nias por uma colénia do campo

As quatro rainhas oferecidas a coldnia do campo entraram no olheiro em
menos de 1 minuto. Dez dias apos o oferecimento da Ultima rainha, o formigueiro foi
escavado e foram encontradas duas das 4 rainhas oferecidas, além de duas da prépria
colonia. Talvez as duas rainhas ndo encontradas ndo tenham sido aceitas, ou néo
foram encontradas devido as dificuldades de escavacdo da colbnia, cujas panelas
localizavam-se entre as rachaduras do terreno. As duas rainhas aceitas foram
encontradas no meio do jardim de fungo e recebiam cuidado das operérias. Isto
reforca aidéia de que a adocao de rainhas fertilizadas pode acontecer no campo. Nos
10 primeiros dias do més de novembro de 2002 foi possivel observar rainhas de Ac.
subterraneus molestans a procura de local de nidificagdo. O nimero de individuos
observados ndo era tdo grande quanto o encontrado apds 0 voo nupcial de espécies
do género Atta. Em Vicosa, foram escavados 30 ninhos recém-fundados pelas
rainhas de Acromyrmex, num sitio onde tem sido bastante freqliente a ocorréncia de
ninhos poliginicos, e ndo se observou caso de guntamento de rainhas em nenhum
deles. Rissing et al. (1986) encontraram 56% de freqUéncia de pleometrose em 64
ninhos de Ac. versicolor. Pressdes ecol6gicas distintas podem atuar determinando o
tipo principal de fundacéo, haplometrose ou pleometrose. A espécie Ac. versicolor
ocorre em regides do deserto do Arizona, Estados Unidos, onde a sombra dos poucos
arbustos existentes representa um recurso bastante escasso: sitio de nidificacéo.
Nesta situagéo, seria uma vantagem o guntamento de rainhas. O fato de ndo se ter
encontrado caso de fundacdo pleometrética em Ac. subterraneus molestans ndo
descarta a sua ocorréncia, ja que a amostragem de ninhos escavados foi pequena, mas

da indicios de que ela ndo é um fendbmeno tdo comum na érea estudada. Com os
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experimentos de laboratorio e observacGes de campo, a adocdo de rainhas por
colonias estabelecidas de Ac. subterraneus molestans se torna um mecanismo
provavel que explica a existéncia de colénias com multiplas rainhas nesta espécie. A
utilizacdo de técnicas que permitam estimar a idade das rainhas em colbnias
poliginicas podera corroborar a hipétese de que o fendbmeno de adocéo de rainhas em
Ac. subterraneus molestans ocorre na natureza.

Este trabalho mostrou que colbénias de Ac. subterraneus molestans adotam
rainhas de outras colbnias e estas podem permanecer realizando atividade de

0viposi¢&o e consequientemente contribuem para o maior crescimento da col6nia.
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CAPITULO?2

Habilidade discriminatoria de operérias de coldnias monoginicas e

poliginicas de Acromyrmex subterraneus molestans

Resumo

Ensaios comportamentais, em que se procurou avaliar a capacidade discriminatoria
de oper&rias de Acromyrmex subterraneus molestans oriundas de colbnias
monoginicas e poliginicas, mostraram gque essa subespécie ndo consegue discriminar
entre ndo-companheiras e companheiras de ninho. Operérias dessas mesmas col6nias
foram, no entanto, capazes de discriminar operarias da subespécie Ac. subterraneus
subterraneus e, nesse caso, ndo se verificou diferencas na resposta de coldnias
monoginicas e poliginicas. Semelhancas e diferencas no perfil gquimico das
subespécies estudadas, explicam a auséncia ou ndo de agressividade entre operérias.
O perfil quimico de colbnias da mesma subespécie foram muito semelhantes, e
distinto entre as subespécies. O nimero de rainhas ndo afetou a composi¢do quimica

cuticular das operarias e nem o comportamento das mesmas.
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1- Introducédo

A capacidade de reconhecer companheiras de ninho e distingui-las de néo-
companheiras esta baseada no fato de que cada coldnia tem sua prépria “assinatura
quimica’, uma mistura de compostos quimicos especifica e caracteristica de cada
col6nia (Holldobler e Michener 1980). O reconhecimento de companheiras de ninho
nas formigas é definido pela habilidade das operérias discriminarem membros da sua
prépria colénia de outros co-especificos (Vander Meer et al. 1989). Diferentes
métodos de reconhecimento, baseados na origem da col6nia (odores do ambiente e
feromdnios produzidos por cada individuo e pela rainha), sdo encontrados nas
sociedades das formigas (Whitehouse & Jaffé 1995). Os hidrocarbonetos
compreendem uma por¢do significante dos lipidios cuticulares que previnem a
dessecacdo do inseto e sdo importantes no processo de comunicagdo quimica
(Howard e Blomquist 1982). E geramente aceito que, entre os Formicidae, os
hidrocarbonetos cuticulares (HCs) desempenham um importante papel no
reconhecimento de companheiras de ninho (Lahav et al. 1999) A formiga
Pogonomyrmex barbatus pode perceber diferencas na composicdo de HCs no
reconhecimento de companheiras de ninho (Wagner et al. 2000). Adicionamente,
Greene & Gordon (2003) mostraram que operarias desta espécie utilizam-se deles
para informar uma companheira de ninho a tarefa a ser executada. A producéo
individual de HCs é dindmica e polimorfica (Vander Meer et al. 1989), assim é
essencial para as companheiras de ninho que elas homogeneizem seus HCs
freqlientemente a fim de se criar um perfil uniforme colénia-especifico. Em

Camponotus fellah o isolamento social de operarias induziu uma divergéncia no
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perfil de hidrocarbonetos individuais (Boulay et al. 2000). Estes autores constataram
que as operarias devem redlizar, continuamente, uma troca entre S de seus
hidrocarbonetos cuticulares, via trofalaxia, obtendo-se assim o odor Gestalt. Segundo
0 modelo Gestalt (Crozier & Dix 1979) o odor de colénia é formado pela mistura de
odores individuais de rainhas e operérias mais aqueles odores provenientes do
ambiente.

E razoavel especular que é um foco para a seleco parental o favorecimento
da evolucdo de sinais de orientacéo col dnia-especificos que induzam os individuos a
levarem 0s recursos que eles forragearam para 0 seu proprio ninho. Realmente,
fidelidade ao ninho e exclusividade territorial sGo comportamentos refor¢ados, as
vezes, por marcadores quimicos (Hdlldobler & Michener 1980). De outro lado, um
comportamento menos agressivo e a auséncia de comportamento territorial poderiam
levar a uma ata densidade populacional. Isto porque a energia que seria alocada em
competicao por recursos e defesa podem ser investidos na reproducdo, em maior
producdo de prole e na manutencdo da colbnia. A auséncia de agressdo
intraespecifica é considerada um dos fatores-chave na expansdo da distribuicdo da
formiga exdtica Linepithema humile nos Estados Unidos e Europa Meridional
(Holway et al. 1998, Girauld et al. 2002).

Provost et al. (1994) conduziram estudos em laboratério com a formiga
Messor barbarus e concluiram que operarias de colénias monoginicas foram mais
eficientes na discriminacdo de operarias intrusas do que oper&rias de colbnias
poliginicas. Starks et al. (1998) também encontraram resultados semelhantes com a
formiga Pseudomyrmex pallidus. A importancia da rainha no processo de

reconhecimento de operérias varia entre espécies de formigas com estruturas sociais
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distintas (Lenoir et al. 1999). Dos poucos estudos que tém se ocupado desta questéo,
dois modelos surgiram. O primeiro, baseado em ensaios comportamentais com
Camponotus floridanus, sugere que a rainha é a origem principal do odor de col6nia
(Carlin & Holldobler 1987). O segundo, baseado em estudos bioguimicos em
Cataglyphis niger, sugere que a rainha adquire uma porcéo média de todos os odores
da colénia (via lambedura de operérias) e se torna o centro do odor de coldnia, em
vez de ser aorigem dele (Lahav et al. 1999).

O objetivo deste estudo foi avaliar as respostas comportamentais de operarias
de Ac. subterraneus molestans de col6nias poliginicas e monoginicas a operérias
adultas de outras coldnias da mesma subespécie, inferindo dai a importancia do
nimero de rainhas no comportamento discriminatério das operérias desta subespécie.
Foram efetuados também encontros de operérias de Ac. subterraneus molestans com
oper&rias de Ac. subterraneus subterraneus para melhor avaliacdo dos graus de
agressividade apresentados pela subespécie estudada. Avaliou-se, ainda, o perfil
quimico das col6nias estudadas, relacionando este ao comportamento discriminatorio
apresentado. A hipétese testada foi: operérias oriundas de colnias poliginicas de Ac.
subterraneus molestans sdo menos agressivas contra operdrias de outras colbnias (da
mesma subespécie e de subespécie diferente) do que operédrias oriundas de colbnias

monoginicas.
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2—Material e Métodos

2.1 Coleta das col6nias e manutencédo em laboratorio

Os experimentos foram conduzidos com operérias de quatro colénias de Ac.
subterraneus molestans e duas de Ac. subterraneus subterraneus que foram coletadas
em Vigosa, Minas Gerais, 4 meses antes do experimento. Duas colGnias de Ac.
subterraneus molestans eram monoginicas (M7 e M8) e duas poliginicas— P1 e P3 —
com 6 e 2 rainhas respectivamente. As outras duas coldnias da subespécie Ac.
subterraneus subterraneus eram monoginicas (SS1 e SS2). Estas colénias foram
estabelecidas em laboratério e eram compostas de um ndmero superior a 13000
individuos e de um jardim de fungo de 1,6 litros. Elas foram criadas em ninhos
artificiais, colocadas em vidros de 1,7 litros, de acordo com metodol ogia descrita por
DellaLuciaet al. (1993). A umidade e a temperatura na sala de criacdo eram de 75
5%, 25 + 2 °C, fotoperiodo de 10 horas de luz seguido de 14 horas de escuro. Cada
col6nia era mantida dentro de uma bandeja plastica onde as formigas tinham acesso a
area de forrageamento. Folhas (Ligustrum e Acalypha) e pétalas de flores (Rosa e
Tecoma) foram supridas diariamente, igualmente para todas as col6nias. O
acondicionamento das colbnias em laboratério permitiu aferir a importancia da
rainha no processo de discriminacdo das operérias, ja que o efeito de variacOes

ambientais foi isolado.
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2.2 Ensai0os comportamentais

Habilidade discriminatéria entre operéarias adultas de Ac. subterraneus molestans,

oriundas de col6nias poliginicas e monoginicas mantidas em laboratorio

Com o propésito de estimar o grau de discriminacdo das operérias de Ac.
subterraneus molestans, foram efetuados testes de agressividade. O bioensaio
compreendeu encontros entre uma operaria intrusa — aguela que era oferecida — e trés
oper&rias ndo-companheiras de ninho- as quais tinham seu grau de agressividade
avaliado. A operédriaintrusa era marcada com um ponto de tinta colorida (Testors ©)
no gaster e avaliava-se a resposta das operérias ndo companheiras frente a esta
formiga. Nos encontros controles, as quatro formigas eram companheiras de ninho
(uma marcada) e estes serviam para a certificacdo de que a marcagdo da operéria
com tinta ndo afetava 0 comportamento das outras formigas. Operarias de uma
col6nia pequena de Ac. subterraneus molestans (Pg), que possuia cerca de 500 ml de
fungo, coletada 48 horas antes no campo, também foram oferecidas as operédrias de
mesma subespécie mantidas em laboratdrio a fim de avaliar se a manutencdo em

laboratorio afetava 0 comportamento das operarias.
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Figura 1 — Desenho esquemético da arena artificial montada a partir de uma
placa de Petri de 90mm de diémetro (A) e um tubo de vidro de 7 cm de atura (B). A
seta indica onde as operérias eram introduzidas. O bioensaio tinha inicio com o
levantamento do tubo de vidro e liberacdo da operaria marcada, abaixando-o em
seguida.

Os encontros foram conduzidos por 3 minutos em uma placa de Petri (90 mm
de didmetro). Antes de cada encontro, permitiu-se que a formiga marcada
aclimatasse isoladamente em um tubo de vidro inserido no centro da placa de Petri.
Cada encontro tinha inicio com a remoc¢do do tubo de vidro (Figura 1), sendo em
seguida registrada a reacdo das formigas contra a formiga marcada (companheira ou
nao-companheira de ninho), de acordo com o seguinte indice de agressdo (Hefetz et

al. 1996; Errard & Hefetz 1997):
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aAIi*ti
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T

Em que Ali representa o indice de agressao, t; a duracdo de cada ato e T o tempo de
interacdo total definido como a soma de todos os tempos nos quais as formigas
interagiram. Ali é um fator aplicado a cada ato de acordo com o grau de
agressividade: nenhuma interacdo agressiva (contatos antenais e lambedura)
marcava-se Al i = 0; abertura das mandibulas e flexo do abdémen marcou-se Al i =
1; mordida marcou-se Al i = 2; luta e mutilagdo reciprocareceberam Al i = 3. ti erao
tempo de duracdo de cada ato. O indice Al varia de 0 (nenhuma agressao) a 3 (todas
as interacBes sdo luta e mutilacdo reciproca). A freqliéncia e duracdo de cada
componente comportamental foram registradas usando-se o programa de computador
ODlog (Macropod Software). Foram avaliados neste experimento os graus de
agressividade entre col6nias poliginicas (P x P), entre colénias monoginicas (M x M)
e entre colénias monoginicas e poliginicas (M x P) da subespécie Ac. subterraneus
molestans. Avaliou-se, também, o grau de agressividade de operarias de colbnias
poliginicas e monoginicas dessa subespécie a oper&rias de uma coldnia da mesma
subespécie coletadas no campo (Pq) e a operarias de uma outra subespécie (SS). Os
graus de agressividade apresentados por cada col6nia foram testados com uma
andlise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey para amostras com diferentes

numeros de repeticao a 5% de probabilidade.
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2.2 Andlises quimicas

A fim de determinar o perfil quimico das colonias e, futuramente, identificar
0s compostos encontrados em cada uma delas, foi preparado um extrato dos
componentes cuticulares de quarenta operarias médias. Estas oper&rias foram
colocadas em 3 ml de hexano por 1 hora a 50 °C, com leve agitacdo a cada cinco
minutos. Um mililitro de cada extrato foi seco com N, O residuo foi re-dissolvido
em 50 ul de cloroférmio. As amostras foram analisadas com um aparelho de
cromatografia gasosa acoplado a um espectrometro de massa (Shimadzu GCMS-
QP5050/GC17A). Aliquotas de 2 ul foram injetadas (modo split, taxa 5:1) em uma
coluna de silica DB-5 (30 m x 0,25 mm, 0,25 um de espessura do filme), sendo o
hélio o gés de arraste. A temperatura foi de 170°C durante a injecdo e aumentada até
300°C a uma taxa de 3,25°C/min, seguido por uma temperatura constante de 300°C
por 3 minutos. Uma mistura padréo contendo varios al canos saturados lineares (C18,
C19, C20, C22, C24, C26, C28, C30, C34, C36), adquiridos da Sigma-Aldrich, foi
analisada nas mesmas condi¢cbes, com a excecdo de que 1 pl dessa amostra
(~10mg/ml em cloroformio) foi injetada no modo split a uma taxa de 50:1. Este
procedimento objetivou auxiliar na identificacdo dos compostos cuticulares. A
metodologia de extracdo e andlise dos componentes quimicos cuticulares foi

adaptada de Wagner et al. (1998).
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2.3 Andlise dos dados

A abundancia relativa de cada composto foi estimada como a é&rea
proporciona a cada pico no cromatograma. Todos 0s compostos que constituiram
pelo menos 1% da abundancia total foram incluidos nas andlises estatisticas. Foi
usado entdo uma andlise hierérquica de cluster para separacdo das coldnias (Método
de Ward, coeficiente r-Pearson, Statistica 5.5). O método de Ward, ou de Variancia
Minima, distingue-se dos demais porque se utiliza da andlise de varidncia para
avaliar as disténcias entre grupos. Em sintese, este método minimiza a soma de
quadrados de quaisquer dois grupos gque venham a ser formados a cada iteragcéo do
algoritmo. O coeficiente de correlacdo de Pearson diz 0 quanto duas varidveis sdo

proporcionais entre si. Ele é dado pela seguinte formula:

onde n e m sdo as duas variaveis. O grau de significancia das correlacfes foi testado

a 5% de probabilidade.
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3 — Resultados e Discussao

3.1 Habilidade discriminatéria de operérias de Ac. subterraneus molestans

Nos encontros realizados em placa de Petri, ndo foi observada nenhuma
reacao agressiva por parte das operdrias de Ac. subterraneus molestans contra a
oper&ria marcada de mesma subespécie, sendo companheira de ninho ou ndo. Como
o valor do indice de agressividade foi nulo (Al i = 0), ndo se pode relacionar o grau
de agressividade das operarias ao nimero de rainhas presentes na coldnia. Operérias
das colénias monoginicas (M7 e M8) ndo foram agressivas contra co-especificas de
outras col6nias, 0 mesmo ocorrendo com as operarias de colonias poliginicas (P1 e
P3). Nesses encontros, em toda situacdo, o Unico ato observado entre as operarias foi
0 toque de antenas, que durava menos de um segundo. As operarias moviam-se
constantemente pela placa e os encontros e 0s toques de antenas pareciam casuais.
Colbnias mantidas em laboratério tendem a ser menos agressivas umas com as outras
do que aguelas coletadas recentemente no campo (Obin 1986, Crosland 1989, Tissot
et al. 2001). O comportamento destas coldnias testado frente a operarias de uma
col6énia peguena, (500 ml de fungo, monoginica, coletada no campo 48 horas antes
dos bioensaios) indicou grau de agressividade proximo de zero, ndo diferindo
estatisticamente dos outros encontros entre co-especificos (Figuras 2a a 2d). No
entanto, as operérias de colénias monoginicas e poliginicas de Ac. subterraneus
molestans, mantidas em laboratério, apresentaram comportamento agressivo contra
operarias de outra subespécie, Ac. subterraneus subterraneus. Na maioria dos

encontros realizados houve luta e mutilagdo reciproca. A média do indice de
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agressividade apresentado pelas colonias de Ac. subterraneus molestans foi entre 1 e
2. Nessa situagdo, em que ocorreu resposta agressiva, 0 comportamento das quatro
col6nias ndo diferiu estatisticamente entre si (ANOVA; F36,=0,707, p=0,55), isto &, a
média do grau de agressividade contra as col6nias SS1 e SS2 foi igual paratodas elas

(Figura 3).
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Figuras 2a a 2d — Grau de agressividade médio das coldnias poliginicas (PL/P3) e monoginicas

(M7/M8) de Ac. subterraneus molestans. Pq se refere ao comportamento dessas col6nias frente a

operérias de uma colbnia pequena coletada no campo 48 horas antes dos bioensaios. SS1 e SS2 se

referem a0 comportamento frente a oper&rias de duas colénias monoginicas de outra subespécie.

Médias seguidas por mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey para

diferentes valores de N, 5% de significancia. Entre paréntese esta 0 nimero de observacoes.
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(SS1 e SS2). As médias ndo apresentaram diferencas a 5% de significancia

(A NOVA; F3’60:0,707, p:0,55) .

Durante as lutas ocorridas entre operérias das duas subespécies observou-se,
na maioria das vezes, que a operaria agredida e a operéria agressora liberavam
liquido feca. O contato das operarias com este liquido interrompia a luta
temporariamente. Bernasconi et al. (2000) investigaram o papel do lancamento de
liquido fecal pelas rainhas virgens de Apis mellifera durante luta umas com as outras.
Segundo estes autores, a funcdo do liquido seria interromper temporariamente a luta,
sendo que arainha que liberava goticulas fecais tinha maiores chances de vencer sem
ocorréncia de maiores danos. Anteriormente, Bernasconi et al. (1999) caracterizaram

cinco compostos quimicos — orto-aminoacetofenona, &acido decandico, é&cido
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dodecandico, decanoato de octila e decanoato de decila- presentes apenas no liquido
feca de rainhas de A. mellifera. Tem sido proposto que o liquido fecal de formigas
da tribo Attini contém principalmente enzimas (Martin et al. 1975) que podem ser
originadas pelo fungo (Boyd & Martin 1975), mas até o que se conhece, nenhum
trabalho investigou como os componentes do liquido fecal afetam o comportamento

das formigas cortadeiras.

3.1 Andlises quimicas

Analise dos cromatogramas

Operdrias de colbnias monoginicas e poliginicas de Ac. subterraneus
molestans possuem um perfil quimico cuticular semelhante, ndo existindo diferencas
qualitativas entre elas, conforme pode se observar nos cromatogramas das col6nias
monoginicas e poliginicas (Figura 4). Ja as col6nias da subespécie Ac. subterraneus
subterraneus mostraram diferencas qualitativas no perfil quimico quando
comparadas com a primeira subespécie. Com a andlise dos tempos de retencéo dos
padrbes de alcanos lineares, pode-se afirmar que, em grande parte, o0s
hidrocarbonetos cuticulares das subespécies aqui estudadas possuem entre 25 e 36
adtomos de carbono em sua estrutura, estando estes dados de acordo com os obtidos
por Wagner et al. (1998) para Pogonomyrmex barbatus. A identicacdo destes
hidrocarbonetos ainda prossegue.

A representacdo esguematica dos agrupamentos obtidos com a Anaise
Hierarquica de “Cluster” feita com base em 65 picos, listados no Apéndice 1, das 6

colbnias estudadas mostra a separacdo de dois grupos (Figura 5). O primeiro é
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formado pelas coldnias da subespécie Ac. subterraneus subterraneus (SS1 e SS2),
sendo o coeficiente de correlagdo de Pearson significativo a 5% para essas duas
colénias. O segundo grupo é formado pelas colbnias da subespécie Ac. subterraneus
molestans, agrupando tanto as cold6nias monoginicas (M7 e M8) quanto as
poliginicas (P1 e P3), encontrando-se um coeficiente de correlacdo significativo a
5% entre estas colonias. N&o houve correlacéo significativa entre as colonias de
diferentes grupos. Esta andlise de cluster reflete claramente a proximidade entre os
mesmos el ementos de diferentes col 6nias da mesma subespécie e a disténcia entre as

col6nias de subespécies distintas.
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Figura 4 — Cromatogramas do perfil quimico cuticular de operarias de Ac.
subterraneus molestans de coldnias poliginicas (P) e de colénias monoginicas (M).
SS representam o cromatogramas de colonias da subespécie Ac. subterraneus

subterraneus. Os asteriscos indicam contaminantes derivados do acido ftélico.
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Figura 5 — Andlise hierarquica de cluster (Méodo de Ward, distancia de Pearson)
conduzida na proporcao relativa de 68 picos exibidos nos cromatogramas de extratos
cuticulares de operarias de col6nias monoginicas (M7 e M8) e poliginicas (P1 e P3)
de Ac. subterraneus molestans e Ac. subterraneus subterraneus (SS1 e SS2).

Utilizou-se nessa andlise os picos cuja propor¢ao relativafoi maior ou igua a 1%.

Alguns estudos mostraram que operérias de colénias poliginicas exibem menor
capacidade discriminatéria contra intrusos (Provost et al. 1994, Vienne et al. 1998,
Starks et al. (1998). Por exemplo, em Pseudomyrmex pallidus, Starks et al. (1998)
encontraram uma correlagdo negativa entre 0 nlmero de rainhas presentes na colonia
e 0 grau de agressividade apresentado pelas operérias. No estudo aqui apresentado,
oper&rias de colbnias poliginicas ndo foram menos agressivas do que aquelas de
col®nias monoginicas. Jutsum et al. (1979) mostraram que fatores ambientais, como
a dieta fornecida as colbnias, foram mais importantes que fatores enddgenos no
desencadeamento de resposta agressiva pelas operérias de Ac. octospinosus. O fato

de se ter fornecido 0 mesmo tipo de folhas a todas as colOnias de Ac. subterraneus

50



molestans explicaria a auséncia de agressividade entre elas, mas por elas ndo
exibirem agressividade contra operérias de uma coldnia coletada no campo, pode-se
dizer que esta subespécie apresenta baixo grau de discriminacdo contra co-
especificos. Além disso, a andlise dos hidrocarbonetos cuticulares, cuja produgdo €
geneticamente controlada, mostrou que eles variam pouco entre as coldnias. Quando
se tomou uma subespécie diferente, verificou-se diferenca na composicdo de
hidrocarbonetos com consequiente reacdo de agressividade. Colonias de uma mesma
regido podem apresentar menor variabilidade nos loci que determinam a producéo
destes hidrocarbonetos, por isso, € possivel que colénias oriundas de regifes mais
distantes possam apresentar maiores variagbes nestes hidrocarbonetos. Assim,
sugere-se arealizacdo de testes de agressividade com coldnias de regides e tamanhos
distintos. Estes talvez fornecam melhor entendimento desse comportamento em Ac.
subterraneus molestans.

O uso de uma outra subespécie serviu como parametro de avaliacdo do
comportamento das operarias de Ac. subterraneus molestans. Ainda mostrou que a
composicdo de hidrocarbonetos cuticulares € um cardter que distingue estas duas
subespécies que ocorrem em simpatria na regido de Vicosa. O principal carédter
morfol 6gico usado para separar as trés subespécies de Ac. subterraneus (as duas aqui
estudadas mais Ac. subterraneus brunneus) € o espinho mesonotal inferior que,
segundo Fowler & Ketelhut (1993), é variavel demais. Além da grande semelhanca
morfolégica, as duas subespécies desse trabalho tém mesmo nimero cromossdomico
(2n=38) (Fadini & Pompolo 1996) e seus espermatozOides parecem ndo possuir
diferencas morfologicas (observacdo pessoal). Na auséncia de outra forma de

isolamento, poder-se-ia aventar a hipétese da existéncia de uma barreira quimica
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separando estas duas subespécies. Duas espécies muito préximas de mariposas,
Trichoplusia ni e Autographa californica, utilizam o mesmo feromonio de atragdo
sexual, mas a concentragdo deste varia entre as duas espécies, 0 que garante o
isolamento reprodutivo entre elas (Kaae et al. 1973). O perfil diferenciado de
hidrocarbonetos de Drosophila mojavensis, uma mosca que se alimenta de cactos,
funciona como um dos mecanismos de isolamento pré-copula de populagdes que
usam diferentes substratos (Fogleman & Danielson 2001)

Este estudo mostrou que o nimero de rainhas em colénias de Ac.
subterraneus molestans ndo afetou o comportamento discriminatorio das operarias.
O perfil semelhante de hidrocarbonetos cuticulares dessas col6nias seria a causa da
auséncia de agressividade observada no encontro entre oper&rias da mesma
subespécie, porém de colbnias distintas. Quando diante de oper&rias de outra
subespécie, com perfil de hidrocarbonetos cuticulares distinto, as operarias de Ac.
subterraneus molestans exibiram comportamento agressivo, mas este também néo

diferiu entre col6nias monoginicas e poliginicas.
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CAPITULO 3

O lixo em col6nias monoginicas e poliginicas de Acromyrmex
subterraneus molestans: perigo para as operérias?

Resumo

Neste capitulo, avaliou-se 0 impacto do lixo sobre operarias médias de colbnias
monoginicas e poliginicas de Ac. subterraneus molestans, mantidas em placa de Petri
com o lixo de sua prépria coldnia, em duas situagdes. sem manutencdo e com
manutencdo da umidade interna do sistema. A manutengdo da umidade interna das
placas aumentou o periodo de sobrevivéncia das operérias, permitindo-se um maior
nimero de dias recenseados. O lixo ndo afetou a sobrevivéncia de operérias em
nenhuma das duas situacfes - com ou sem controle da umidade — n&o se observando
também sobrevivéncia diferencial entre as operérias de colénias monoginicas e

poliginicas desta subespécie.
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1 - Introducéo

As formigas da tribo Attini tém uma relacdo simbidtica obrigatdria com
fungos basidiomicetos (Weber 1972), muitos deles pertencentes a familia
Lepiotaceae (Chapela et al. 1994; Mueller et al. 1998), que sdo a principa fonte de
alimento para suas proles (Quinlan & Cherret 1979).

A organizagdo social das formigas garante a elas maior eficiéncia na
exploracdo dos recursos e protecao contra inimigos (Holldobler & Wilson 1990). No
entanto, a vida social ndo prové apenas beneficios, mas também implica em custos
tais como 0 aumento na vulnerabilidade a patdgenos e parasitas (Keller 19953). Isto
ocorre porgue a proximidade fisica e a taxa de contato aumentam nos grupos,
conseguientemente aumentando as chances de um individuo sadio encontrar outro
infectado. Como as formigas cortadeiras tém uma relagdo de mutualismo obrigatorio
com um fungo simbionte, espera-se que elas sgjam afetadas por qualquer parasita que
ataque este simbionte. O sucesso desta relacdo depende da habilidade das formigas
em proteger seu fungo cultivado contra microrganismos competitivamente superiores
que podem estar presentes no material vegetal que elas adicionam ao jardim e
também no lixo da col6nia (Currie & Stuart 2001). Assim como has sociedades
humanas, que utilizan medidas sanitarias para evitar a propagacéo de doencas
infecciosas, medidas higiénicas também sdo utilizadas pelos insetos sociais. Os
estudos deste comportamento tém se concentrado na atividade de lambedura e
eliminacdo de membros da col6nia mortos, principamente em abelhas e formigas
(Robinson & Page 1988, Holldobler & Wilson 1990). Estas Ultimas desinfetam o
jardim usando dois comportamentos principais. lambedura de esporos contaminantes

e remocao de partes do substrato que estejam infectadas (Currie & Stuart 2001).
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Fungos do género Escovopsis (Ascomycota: Hypocreales), estudados mais
recentemente em detalhes, sdo parasitas especialistas do jardim de fungo dos Attini
(Currie et al. 19994), mas ndo prejudicam as formigas diretamente. Eles causam a
reducdo do crescimento do jardim e, ocasionamente, a morte da col6nia, apos
atingirem todo o fungo simbionte (Currie et al. 1999a). A frequéncia de Escovopsis
em col6nias do campo é ata (Currie et al. 1999a) mas, pelo menos em laboratdrio,
verificou-se que as formigas cortadeiras podem controlar o parasita, desde que néo
haja sucessivas re-infecgdes (Currie & Stuart 2001). A presenca de um actinomiceto
também foi acrescentada a essa relagéo (Currie et al. 1999b). Segundo estes autores,
0 actinomiceto, presente no corpo das operarias, produz substancias antibidticas que
controlam o crescimento do fungo parasita

Nas formigas cortadeiras, existe um fator adiciona que prejudica o controle
de doencas na sua colénia: 0 aciumulo de lixo, tais como restos de folhas, restos da
esponja fungica, fezes e operdrias mortas. Segundo Bot et al. (2001), o lixo é
perigoso para operarias de Atta e Acromyrmex, que morrem a uma taxa maior na
presenca dele, e também para o fungo simbionte, ja que Escovopis foi detectado no
lixo de coldnias do campo. A acumulacdo de lixo é um problema mais sério para as
grandes sociedades, tanto para as humanas quanto para a dos insetos. Colbnias
adultas do género Acromyrmex podem conter aproximadamente 35.000 operérias e
de um a vérios jardins de fungos (Weber 1972, Lewis 1975, Wetterer 1999). Na
subespécie Ac. subterraneus subterraneus este numero pode chegar a 21000
individuos por colonia (Pereira & Della Lucia 1998). Este nimero é bastante
pegueno gquando se compara com aguele das colénias do género Atta, que podem

conter milhdes de operarias e centenas de jardins de fungo (Weber 1972, Holldobler
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& Wilson 1990). Autuori (1947) escavou uma colbnia adulta de Atta sexdens
rubropilosa, que possuia 296 camaras de deposito de lixo, o qual pesava, no total,
475,2 Kg.

Além do lixo, outros fatores abidticos podem estar envolvidos na
sobrevivéncia das operérias de formigas, como a umidade do ar. O pequeno tamanho
das formigas permite-lhes explorar melhor os recursos, penetrar em fendas e em
outros microambientes (Kaspari & Weiser 1999) mas, também, Ihes tornam mais
vulnerévels a dessecacdo. Animais de pequenos tamanhos se aguecem e ressecam-se
mais rapidamente (Hood & Tschinkel 1990, Kaspari 1993). A baixa umidade do ar
pode regular o periodo de forrageamento de algumas espécies de formigas em
florestas tropicais (Kaspari & Weiser 2000). A despeito da importancia da umidade
na sobrevivéncia das formigas, estudos recentes, que avaliaram esse aspecto em
formigas cortadeiras em placa de Petri, ndo discutiram os efeitos da umidade nos
resultados encontrados (Bot et al. 2001, Silvaet al. 2003).

Outra caracteristica adiciona dos insetos sociais, que 0s tornam
particularmente suscetiveis a patdgenos e parasitas, € 0 alto grau de parentesco
genético entre os membros da col6nia. Hospedeiros muito préximos geneticamente
s80 similares em suas caracteristicas de suscetibilidade, o que pode facilitar a
disseminacdo de um patégeno por toda a coldnia (Tooby 1982, Hamilton 1987, Seger
& Hamilton 1988). Hamilton (1987) e Sherman et al. (1988) sugerem que a
ocorréncia de multiplos acasalamentos nas rainhas de formigas evoluiu como
estratégia de aumento da diversidade genética dentro da colbnia, que aumentaria as
chances da colénia contra a acdo de patdgenos. Além da poliandria (acasalamento

com varios machos), um importante fator que afeta a variabilidade genética, dentro
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da colbénia, € o nimero de rainhas (Keller 1995b). Uma vantagem potencia da
poliginia, presenca de mais de uma rainha fértil por colénia, é que o aumento da
variabilidade genética decorrente desta situagdo diminuiria a suscetibilidade a
parasitas. Segundo Keller (19954a), € improvavel que a poliginia tenha evoluido nos
insetos sociais somente em resposta a patdgenos e parasitas. Outros fatores
ecol6gicos, como a taxa em que coldnia perde sua(s) rainha(s) e o risco de dispersdo
das fémeas sexuais, também contribuiram para a evolugdo da poliginia (Nonacs
1988, Rosengren et al. 1993).

A hipétese testada neste capitul o foi:

Coldnias poliginicas apresentam menor taxa de mortalidade diaria em relacéo

a col6nias monoginicas, por apresentarem maior resisténcia a parasitas.

Para isto, avaliou-se os efeitos do lixo, com ou sem controle da umidade, na

sobrevivéncia de operérias de Ac. subterraneus molestans.
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2-Material e Métodos

2.1.Coleta e manutencao das coldnias

Colbnias monoginicas (M1, M3, M7) e poliginicas (P1, P3, P8) de Ac.
subterraneus molestans foram coletadas no campus da Universidade Federal de
Vigosa, entre os meses de marco e maio de 2001, para posterior utilizagdo nos
experimentos. A col6nia poliginica P1 possuia seis rainhas e as demais duas. As seis
colénias foram mantidas em laboratorio, a 25 + 3C°, 75 + 5% de umidade relativa e
alimentadas diariamente com folhas de Acalypha wilkesiana, Ligustrum japonicum e
pétalas de Rosa spp. e Tecoma stans, que eram livres da presenca de defensivos
agricolas. Tampas plésticas de 2 cm de didmetro contendo agua eram também
fornecidas para cada col6nia, além de se manter um algoddo Umido sobre as tampas

dos recipientes de vidros da col6nia.

2.2. Sobrevivéncia de operarias mantidas em contato com o lixo da propria coldnia

O objetivo deste experimento foi determinar o efeito direto do lixo, sem
manutencdo do teor de umidade, na mortalidade individual de oper&ias. Seis
col6nias de Ac. subterraneus molestans, monoginicas (M1, M7, M8) e poliginicas
(P1, P3, P8) foram utilizadas neste experimento. Quarenta (40) operérias médias de
cada colbnia, que estavam no jardim de fungo, foram coletadas e colocadas em 4
placas de Petri de 9 cm de didmetro, sendo 10 oper&rias em cada uma. Duas (2)
placas tratamento continham 1,5 g de lixo da propria col6nia e duas placas controles
continham 1,5 g de substrato de papel filtro com umidade equivalente aquela do lixo,

que era de 41%. Para estimar esta umidade, retirou-se 10g do lixo de cada col6énia
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utilizada neste bioensaio, o qual foi pesado previamente e seco em estufa por até 6
horas a 50°C. Durante o0 processo de secagem, o lixo foi pesado seguidas vezes até
que se obtivesse um valor constante. Desta forma, chegou-se ao valor médio da
umidade presente nos lixos das col6nias de Ac. subterraneus molestans. Ao substrato
preparado com papel filtro foi adicionada a mesma propor¢ao de agua encontrada no
lixo das coldnias. Um fragmento de papel filtro foi colocado sob a tampa da placa,
permitindo-se assm que ocorresse ventilacdo. As operérias foram mantidas sem
nenhum tipo de alimento e, diariamente, contou-se 0 nimero de sobreviventes em
cada placa até o fim do experimento, o qual abrangeu um periodo de 15 dias, a

semelhanga de Bot et al. (2001).

2.3 Sobrevivéncia de operarias mantidas em contato com o lixo da prépria coldnia

com suprimento constante de umidade

O procedimento utilizado neste experimento foi semelhante ao do item
anterior, com a diferenca de que a umidade interna da placa foi mantida. Para isto,
utilizou-se um barbante de algod&o de 7 cm de comprimento, o qual foi inserido sob
a tampa da placa de Petri. Uma extremidade do barbante permanecia dentro da placa
e a outra era conectada a um pequeno recipiente contendo adgua. Esta era conduzida
por capilaridade para o ambiente interno da placa, mantendo-se uma atmosfera
constantemente Umida durante o transcorrer do experimento. Foi mantida a umidade
tanto para o tratamento (lixo) quanto para o controle (papel filtro umidificado). O

periodo estipulado para avaliacdo da sobrevivénciatambém foi de 15 dias.
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2.4 Andlises estatisticas

Para analisar-se os dados de sobrevivéncia, utilizou-se a curva de Kaplan-
Meier. As curvas foram comparadas usando o teste ndo paramétrico Log Rank a 5%
de significancia, a exemplo de Sargento et al. (2002) e Silva et al. (2003). As curvas
de Kaplan-Meer e o teste de Log Rank foram obtidos por meio do programa

Statistica 5.5.

3 - Resultados e discussao

3.1. Sobrevivéncia de operarias mantidas em contato com o lixo da propria coldnia

O periodo maximo que as operarias sobreviveram, tanto em contato com lixo
guanto no meio estéril, ambos sem suprimento de umidade, foi de apenas 6 dias. O
Figura 1 mostra as curvas de Kaplan-Meier descritas para cada populagéo. No

Quadro 1 sdo apresentados os valores de p do teste Log Rank cal culados.
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Quadro 1 — Valores de p obtidos pelo teste Log Rank de comparacéo das curvas de
sobrevivéncia de Kaplan-Meier, duas a duas, dos quatro tratamentos, sem

manutencdo da umidade, em colbnias de Ac. subterraneus molestans.

SLM SLP SBM SBP
SLM - 0,732 0,168 0,00001
SLP 0,732 - 0,097 0,00001
SBM 0,168 0,097 - 0,00001
SBP 0,00001 0,00001 0,00001 -

SLM=Sobrevivéncia de operarias de colénias monoginicas no  lixo;
SLP=sobrevivéncia de operérias de colbnias poliginicas no lixo;
SBM=sobrevivéncia de operérias de colénias monoginicas em meio estéril (branco);

SBP=sobrevivéncia de operérias de col 6nias poliginicas em meio estéril (branco).
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Figura 1- Curvas de Kaplan-Meier para a sobrevivéncia de operérias de Ac.
subterraneus molestans para os quatro tratamentos, sem manutencdo da umidade:
SLM= sobrevivéncia de operarias de colénias monoginicas em contato com o
lixo; SLP= sobrevivéncia de operérias de coldnias poliginicas em contato com o
lixo; SBM= sobrevivéncia de operarias de colénias monoginicas em meio estéril;
SBP= sobrevivéncia de operarias de colbnias poliginicas em meio estéril. Cada

curva representa a média de trés col 6nias observadas, num total de 60 individuos.

De acordo com o teste de Log Rank, constatou-se que o Unico tratamento que
diferiu dos demais a 5% de significancia foi aquele onde se avaliou a sobrevivéncia
de operarias de colbnias poliginicas em meio estéril (SBP). O periodo méximo de
sobrevivéncia das operarias foi de 6 dias a partir do inicio dos experimentos. Este
tempo foi muito menor que o estipulado para avaliagdo da sobrevivéncia. Mesmo

assim, pdde-se constatar que, no tratamento em gue as operarias foram mantidas em
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contato com lixo (SLM,SLP), ndo ocorreu sobrevivéncia diferencial entre operérias
de col6nias monoginicas e poliginicas, sendo que essa sobrevivéncia foi igual a
obtida no tratamento de operarias de col6nias monoginicas mantidas em meio estéril
(SLM). O tratamento SBP diferenciou-se dos demais, tendo menor taxa de
mortalidade de operérias. Entretanto, ndo se pode atribuir tal diferenca a uma maior
resisténcia das operérias deste grupo contra infecgcdo, ja que o lixo ndo mostrou ter
efeito danoso sobre as mesmas. O fato das operérias terem morrido em um tempo
menor que o estipulado prejudicou a avaliagdo dos efeitos dos tratamentos, pois
menor nimero de dias foram recenseados. Os efeitos dos tratamentos foram mais
bem avaliados no experimento seguinte, em que houve manutencdo do teor de

umidade nos tratamentos.

3.2. Sobrevivéncia de operarias mantidas em contato com o lixo da propria colénia

com manutencao da umidade

Com o suprimento de umidade constante no interior da placa de Petri,
aumentou-se o periodo de sobrevivéncia das operérias de Ac. subterraneus molestans,
0 que permitiu que se recenseasse as operdrias sobreviventes até o 15° dia. Isto
mostrou que, ao avaiar-se a mortalidade de operéarias em placas de Petri, deve-se
manter o teor de umidade interno, pois o sistema perde umidade para 0 meio externo
e isto acelera a morte das operarias. Também, variacbes da umidade interna entre os
tratamentos podem levar a conclusdes imprecisas, ja que lixo e papel filtro podem
perder sua umidade a taxas diferentes. Ao se manter uma atmosfera saturada, atravées

do barbante, evitou-se estas variacfes. Isto permitiu concluir que o lixo das colénias
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de Ac. subterraneus molestans néo teve efeito nocivo sobre suas operérias e que ndo

existem diferencas na sobrevivéncia dessas, relacionadas ao nimero de rainhas da

coldnia. Operérias de colbnias monoginicas morreram na mesma proporgao que

operdrias de colbnias poliginicas. O Quadro 2 mostra os valores de p do teste de Log

Rank que comparou as curvas de Kaplan-Meier obtidas (Figura 2).

Quadro 2 — Valores de p obtidos pelo teste Log Rank de comparacéo das curvas de

sobrevivéncia de Kaplan-Meler, duas a duas, dos quatro tratamentos, com

manutencdo da umidade em col6nias de Ac. subterraneus molestans.

SLM SLP SBM BP
SLM - 0,626 0,691 0,412
SLP 0,626 - 0,439 0,846
SBM 0,691 0,439 - 0,455
SBP 0,412 0,846 0,455 -
SLM=Sobrevivéncia de operdrias de colénias monoginicas no  lixo;

SL P=sobrevivéncia de operérias de colénias poliginicas no lixo; SBM=sobrevivéncia

de operéarias de coldnias monoginicas em meio estéril (branco); SBP=sobrevivéncia

de operérias de col6nias poliginicas em meio estéril (branco).
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Figura 2- Curvas de Kaplan-Meier para a sobrevivéncia de operd&rias de Ac.
subterraneus molestans para 0s quatro tratamentos, com manutencdo da umidade:
SLM= sobrevivéncia de operérias de coldnias monoginicas em contato com o |ixo;
SLP= sobrevivéncia de operarias de colbnias poliginicas em contato com o |ixo;
SBM= sobrevivéncia de operarias de colénias monoginicas em meio estéril; SBP=
sobrevivéncia de operérias de colénias poliginicas em meio estéril. Cada curva

representa a média de trés col 6nias observadas, num total de 60 individuos.

Os resultados aqui apresentados diferem dos obtidos por Bot et al. (2001)
com Ac. echinatior. Esses autores avaliaram a sobrevivéncia de operarias no
tratamento com o lixo da propria colénia e no meio estéril com chumaco de algodao
umedecido, e concluiram que operarias de Ac. echinatior em contato com o lixo
morrem mais rapidamente. No entanto, eles nd mantiveram um suprimento
constante de umidade, o que possivelmente explicaria os diferentes resultados. Mas
deve ser ressaltado, também, que eles utilizaram uma outra espécie de Acromyrmex e

talvez o lixo ndo represente um perigo para todas as espécies do género, as quais
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possuem ecologia e comportamento distintos. Uma hip6tese que, futuramente, deve
ser testada € o efeito da dieta — tipo de folha — no grau de parasitismo da colnia,
pois € sabido que alguns tipos de folhas utilizadas pelas formigas contém substancias
com propriedades antimicrobianas. Bot et al. (2001) concluiram que o acimulo de
lixo nas colbnias de Ac. echinatior néo tinha efeito nocivo sobre estas nos meses em
que a qualidade das folhas era melhor. Esta qualidade melhor pode significar maior
quantidade de substancias com propriedades antimicrobianas. Diferentemente de Bot
et al. (2001), que utilizaram operérias de diversos tamanhos, foram utilizadas neste
trabalho apenas operarias médias. Isto contribuiu para que se obtivesse uma andlise
mais uniforme da sobrevivéncia, ja que agqueles autores detectaram que as operarias
minimas da Ac. echinatior morriam mais rapidamente, 0 que pode ter acontecido pela
maior suscetibilidade destas operérias a dessecacdo, desde que a relagdo érea de
superficie e massa corporal é de 2/3 para organismos de uma dada forma (Calder
1984).

As operarias utilizadas na avaliacdo da sobrevivéncia foram coletadas no
interior da esponja fungica, pois estas teriam um contato prévio minimo ou nulo com
o lixo produzido pela colbénia. Futuras andlises de sobrevivéncia deverdo também
levar em conta a alimentacdo das operdrias, providenciando alimentacdo durante a

avaliacéo, de formaa excluir os efeitos de morte por inanicao.
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Conclui-se, com base no resultado destes experimentos que:
1 — E importante manter uma umidade constante no ambiente teste a fim de melhor
avaliar os efeitos do lixo.
2 — O lixo ndo aumenta a mortalidade das operérias de Ac. subterraneus molestans
que permanecem em contato com ele.
3 — Operérias de colénias monoginicas e poliginicas de Ac. subterraneus molestans

apresentam taxas iguais de mortalidade.
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CONCLUSOESGERAIS

1 — Colénias monoginicas de Acromyrmex subterraneus molestans adotam novas
rainhas.

2 — Oper&rias de coldnias monoginicas e poliginicas desta subespécie néo
demonstram agressividade contra operérias co-especificas de outras colOnias.

3 — Operarias de coldnias monoginicas e poliginicas de Ac. subterraneus molestans
S80 agressivas contra operérias de uma outra subespécie, Ac. subterraneus molestans.
4 — Semelhancas no perfil quimico cuticular de operarias de Ac. subterraneus
molestans explicam a auséncia de agressividade intraespecifica observada nos testes
de agressividade.

5 — Diferencas no perfil quimico cuticular entre operarias de Ac. subterraneus
molestans e Ac. subterraneus subterraneus permitem que haja discriminagdo entre
elas.

6 — Operéarias de coldnias poliginicas de Ac. subterraneus molestans ndo apresentam
sobrevivéncia diferencia em relacdo aquelas de coldnias monoginicas, quando em

contato com o lixo da prépria colénia.
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Apéndicel

TR SS2 SS1 P1 P3 M7 M8
56.752 0.99 1.89 0.83 2.53 0 1.77
57.471 10.51 6.69 0.31 0.39 0 0.26
58.091 3.2 1.97 0.19 0.28 0.24 0
59.703 2.56 2.01 0.18 0.42 0.34 0
60.302 1.5 1.16 0.21 0.41 0.4 0
61.225 0 1.44 0 1.09 0.88 0
61.292 0 0 0.46 0 0 1.73
61.877 6.88 5.05 1.58 2 1.36 1.16
62.424 0 4.32 1.6 2.12 1.99 1.26
62.463 5.01 0 0 0 0 0
63.416 0 1.17 0 0.78 0.86 0
63.979 0 0 1.86 0 1.32 0
64.327 0 5.46 0 5.25 0 0
64.497 4.63 0 2.31 0 2.97 5.85
65.482 0 0 0 1.44 0 0
66.036 3.67 4.33 7.72 6.75 6.94 7.02
66.529 0 0 7.27 6.25 5.7 0
66.566 3.34 3.35 0 0 0 4.81
67.423 1.67 2.53 0 0 1.76 0
67.476 0 0 0 1.44 0 0
68.097 0 0 4.78 3.83 3.28 5.79
68.154 2.19 0 0 0 0 0
68.633 2.2 5.38 3.51 3.45 3.71 4.83
69.349 3.21 5.12 0 0 0 0
69.769 0 0 0 2.13 2.1 0
70.498 2.4 2.89 11.79 8.86 7.34 9.32
71.139 2.07 2.93 12.23 7.18 7.04 9.01
71.815 3.1 2.52 0 0 0 0
71.88 3.1 0 0 1.03 3.15 0
72.888 1.74 3.77 0 0 0 0
73.233 0 0 3.65 4.13 3.45 3.49
73.968 0 0 4.5 3.22 4.09 4.54
74.075 2.85 2.25 0 0 0 0
74.59 0 1.49 0 0.6 0 0
75.342 0 0 1.34 0 1.34 0
75.485 0 2.28 0 0 0 0
75.602 0 0 0 1.47 0 3.1
76.222 0 2.24 0 0 0 0
76.533 13.47 0 5.9 3.58 4.57 3.85
77.211 0 1.11 0 0 0 0
77.327 0 0 0 0 6.48 0
77.436 0 0 9.98 5.73 0 5.21
77.775 0 1.39 0 0 0 0
78.612 0 0 0 1.83 0 0
78.704 2.95 1.8 0 0 1.13 0
78.783 0 0 0 0 0 1.77
79.269 0 0 0 0 1.02 0
79.383 0 0 0 0 0 1.47
79.638 0 0 0 1 0 0

79.7 0 1.22 0 0 0 0
80.375 0 0 3.62 1.48 1.55 0
80.473 0 0 0 0 0 2.23
80.734 2 1.14 0 0 0 0
81.439 0 0 2.89 1.57 1.71 0
81.461 0 1.33 0 0 0 0
81.539 0 0 0 0 0 2.89

82.7 1.09 0 0 0 0 0
83.962 0 0 0 0 8.12 1.62
84.476 1.36 0 0 0 0 0
84.563 0 1.6 0 0 0 0
85.063 1.19 0 0 1.59 2.22 1.64
85.172 0 0 2.3 0 0 0
85.397 0 1.55 0 0 0 0
86.28 0.34 0 0 2.19 4.18 0
86.386 0 0 4.94 0 0 1.48

TR se refere ao tempo de retenco (em minutos) de cada composto que apareceu no
cromatograma. A respectiva concentragdo relativa deste composto em cada colénia
analisada estd mostrada nas colunas 2 a 7. Estes dados foram usados para fazer a Andlise
Hierérquica de Cluster.
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