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The evidence for communication between
a fungal symbiont and an animal has
implications for evolutionary
sociobiology (Ridley et al., 1996).






RESUMO

As formigas cortadeiras Atta (salvas) e Acromyrmex (quenquéns) sdo apontadas
como as principais pragas de ecossistemas florestais e agricolas, em razéo dos
prejuizos que causam ao cortarem as folhas das plantas para o cultivo do fungo
simbionte. Esse material vegetal selecionado é transportado para a camara de
fungo, onde passa por varias fases de processamento, desde o corte, a
incorporacdo no jardim do fungo. Tal selecéo feita pelas operarias forrageiras é
influenciada pelas necessidades nutricionais do jardim de fungo e/ou a auséncia de
substancias potencialmente nocivas a colénia. Conhecimento este, evidenciado em
estudos que observaram a rejeicdo de plantas palataveis quando essas
apresentaram substancias nocivas a colbnia, como a cicloheximida (CHX),
substancia conhecida como fungicida em estudos realizados com formigas
cortadeiras. As formigas ndo sdo capazes de detectar tal fungicida, mas observa-se
uma rejeicao retardada, quando o fungicida é incorporado ao jardim de fungo. Esse
reconhecimento retardado, hipotetizou que um semioquimico emitido pelo jardim de
fungo regula a selecdo de plantas por operarias, sendo interpretado como uma
comunicacao entre o fungo simbionte e as operarias de formigas cortadeiras. Assim,
alguns guestionamentos sdo importantes como: as operarias respondem a acéo do
fungicida alterando seus comportamentos dentro da colbnia e quais sdo? Qual o
efeito ocasionado pela a CHX em formigas cortadeiras? Existe uma comunicacao
através de um volatil semioquimico liberado pelo fungo para promover a rejeicéo do
substrato pelas forrageiras? Visto esses questionamentos, o objetivo desse estudo
foi avaliar as alteracdes comportamentais das operarias de formigas cortadeiras,
tempo de carregamento, deposicdo de lixo, quando sujeitas a presenca da CHX, o
efeito na mortalidade de formigas cortadeiras por via oral pela acdo da CHX e
identificar os compostos volateis liberados pelo jardim de fungo em resposta a CHX,
bem como a resposta comportamental das operarias em relacéo a jardins de fungos
saudaveis e ndo saudaveis. Como resultado o fungicida afetou negativamente e
estruturalmente as coldnias de formigas cortadeiras. Os comportamentos sofreram
aumento nas frequéncias de lamber o pellet e a limpeza entre as formigas, além
disso, ocorreu aumento do tempo de carregamento e mortalidade de operarias
encontradas na camera de lixo no decorrer da incorporagdo com CHX. Para o

estudo da mortalidade observou-se que a CHX em altas concentragdes promove a



mortalidade de operarias de formigas cortadeiras por ingestdo. No entanto, a CHX
nao pode ser considerado um potencial formicida, devido a sua baixa mortalidade
em alta concentracdo (menor 50%), modo de acdo desconhecido para esses
insetos, ndo apresentar acdo retardada como a sulfluramida, e ser tdxica ao ser
humano e a outros organismos. Além disso, nenhum semicoquimico volatil foi
emitido pelo jardim de fungo sob a acdo de substancias deletérias. Portanto, o
presente estudo concluiu que o0s comportamentos realizados durantes a
incorporacao, sofrem alteragdes quando presente uma substancia nociva a colonia,
e a ndo presenca de um semioquimico volatil presente para a comunicacdo fungo-
formigas, além do mais, fato importante é a CHX ocasionar mortalidade em formigas

cortadeiras.

Palavras-Chave: formigas cortadeiras, comportamentos, comunicacgao.



ABSTRACT

Leaf-cutting ants Atta (sauvas) and Acromyrmex (quenquéns) are indicated as the
main pests of forest and agricultural ecosystems, due to the damage they cause
when cutting the leaves of the plants for the cultivation of the symbiotic fungus. This
selected plant material is transported to the fungus chamber, where it goes through
various stages of processing, from the cutting, incorporation into the fungus garden.
Such selection made by forage workers is influenced by the nutritional needs of the
fungus garden and / or the absence of substances potentially harmful to the colony.
This knowledge, evidenced in studies that observed the rejection of palatable plants
when they presented substances harmful to the colony, such as cycloheximide
(CHX), a substance known as fungicide in studies with leaf cutting ants. Ants are not
able to detect such fungicide, but a delayed rejection is observed when the fungicide
is incorporated into the fungus garden. This delayed recognition hypothesized that a
semiochemical emitted by the fungus garden regulates the selection of plants by
fodder, being interpreted as a communication between the symbiotic fungus and the
workers of cutter ants. Thus, some questions are important as: the workers respond
to the action of the fungicide by changing their behavior within the colony and what
are? What effect does CHX have on leaf cutting ants? Is there a communication
through a volatile semiochemical released by the fungus to promote substrate
rejection by forages? Considering these questions, the objective of this study is to
evaluate the behavioral alterations of cutter ant workers, loading time, garbage
deposition, when subjected to the presence of CHX, the effect on mortality of leaf
cutting ants by the action of CHX and to identify the volatile compounds released by
the fungal garden in response to CHX, as well as the behavioral response of workers
to healthy and unhealthy fungal gardens. As a result, the fungicide adversely and
structurally affected the cutting ant colonies. The behaviors were affected by changes
in the frequency of pellet licking and cleaning among the ants. In addition, there was
an increase in the loading time and mortality of workers found in the trash chamber
during the incorporation with CHX. For the study of mortality it was observed that
CHX in high concentrations promotes the moderate mortality of cutter ant workers
through ingestion. However, CHX can not be considered a potential formicide, due to
its low mortality in high concentration (lower 50%), unknown mode of action for

insects, no delayed action such as sulfluramide, and being toxic to humans and other



bodies. In addition, no volatile semiochemical was emitted by the fungus garden
under the action of deleterious substances. Therefore, the present study concludes
that the behaviors realized during the incorporation, undergo alterations when a
substance harmful to the colony present, and the presence of a volatile
semioquimico present for the communication fungus-ants, in addition, important fact

is the CHX to cause mortality in leaf cutting ants.

Keywords: leaf-cutting ants, behaviors, communication.
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INTRODUCAO GERAL

As formigas pertencem a Familia Formicidae, a qual é dividida em varias
subfamilias. Dentre elas, a subfamilia Myrmicinae que abrange as formigas da Tribo
Attini, grupo este, que sédo cultivadores de fungo simbionte, do qual se alimentam. As
formigas Attini vivem em simbiose obrigatéria com fungo Leucocoprinus
gongylophorus (Leucocoprini, Agaricales) (= Leucoagaricus gongylophorus
[Agaricales, Basidiomycot]) (MUELLER; REHNER; SCHULTZ, 1998; MUELLER et
al., 2018). Essa relagdo mutualistica se originou ha aproximadamente 50 milh&es de
anos e garantiu as formigas maior sucesso no processo de adaptacdo ao ambiente,
grande versatilidade nutricional e alta eficiéncia na competicho com outros
herbivoros na colonizacao de diversos habitats (VASCONCELOS; FOWLER, 1990;
SCHULTZ; BRADY, 2008).

A tribo Attini é encontrada somente no continente americano, porém
abrangendo uma ampla area geogréfica, desde o norte da Argentina até o sul dos
Estados Unidos. Dentro dessa faixa, as formigas dessa tribo ocorrem nos mais
diversos biomas, como, por exemplo, a floresta amazbnica e em ambientes
extremos, como o deserto (WEBER, 1972a; SOLOMON et al., 2008).

As formigas cortadeiras do género Atta e Acromyrmex, sdo conhecidas
popularmente como “sauvas” e “quenquéns”, respectivamente, sendo no Brasil,
reconhecidas como pragas na agricultura, em florestas plantadas e na pecuéria
(CHERRETT, 1986a b c). O sucesso desse grupo e o seu dificil controle esta
relacionado tanto com a organizacdo social existente dentro da colbnia, como
também, pela a interacdo formiga - planta — fungo (CHERRETT, 1968; FORTI, 1985;
DEJEAN; OLMSTED; CAMAL, 1992; GARCIA et al., 2003). Diversos estudos sao
focados em métodos de controle eficientes para as formigas cortadeiras, pois séo
insetos complexos para 0 controle por causa de suas caracteristicas biolégica e
social. Dentre os métodos existentes, o quimico é o mais efetivo, sendo a
sulfluramida o principal principio ativo utilizado na fabricagdo de iscas formicidas,
para o controle dos géneros Atta e Acromyrmex (FORTI et al., 1993; NAKANO et al.,
1993; PINHAO et al., 1993; ZANUNCIO et al., 1993; ZANUNCIO et al., 1993). Para
ser eficaz o ingrediente ativo deve atender a algumas especificacbes como: nao

ocorrer rejeicdo inicial, a acdo retardada deve ocorrer no tempo certo para que
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desenvolva toda a contaminacédo da col6nia, e apresentar especificidade. Além do
mais, a atratividade € o ponto vital na eficiéncia das iscas granuladas, onde ela deve
ser atrativa mesmo distante do ninho (ETHERIDGE; PHILLIPS, 1976; FORTI,
NAGAMOTO; PRETTO, 1998; NAGAMOTO et al., 2004; VERZA et al., 2006).

O género Atta € considerado um grupo de insetos eusociais por apresentarem
sobreposicdo de geragbes, divisdo de trabalho e cuidado com a prole
(HOLLDOBLER; WILSON, 1990). A organizacdo social caracteriza-se pelo
polimorfismo acentuado e divisdo das tarefas entre os individuos (OLIVEIRA, 2006).
Sendo essa divisdo de tarefas organizada relativamente como: as operarias
jardineiras s@o responsaveis pelo cuidado com a prole e manutencéo do jardim de
fungo; as operérias generalistas exploram novos recursos alimentares, cortam e
transportam o substrato vegetal e escavam os ninhos; os soldados defendem a
colénia por apresentarem mandibulas bem desenvolvida e grande tamanho e; as
formas aladas icas (fémeas) e bitls (machos) aparecem somente na época de
reproducdo (DELLA-LUCIA; OWLER; ARAUJO, 1993; BRITTO et al., 2016).

A fundacdo de uma nova coldnia se inicia com a revoada das formas
sexuadas. A revoada, ocorre ap0s as primeiras chuvas da primavera, sendo que
uma grande parte das formas sexuadas dos ninhos, saem dos ninhos para iniciar
seu voo nupcial. Ao sairem da colbnia, as icas carregam uma pequena porcdo do
fungo simbionte em sua cavidade inflabucal (JUSTI JUNIOR et al., 1996). Durante o
voo 0s machos fecundam as fémeas que regressam ao solo, arrancam as asas e
comecgam a buscar um local para a construgdo de um novo ninho (AUTUORI, 1957;
CAETANO; ZARA; JAFFE, 2002). Uma vez escolhido o local, a rainha comeca a
perfurar com as mandibulas um canal para formar uma pequena camara, na qual o
fragmento do fungo simbionte é regurgitado e depois de cultivado, servird de
alimento para o sauveiro (JUSTI et al., 1996).

As formigas cortadeiras desenvolveram uma série de mecanismos e
comportamentos que promove a protecao de seu fungo simbidntico (Ol; PEREIRA,
1993), como também, fornecem condi¢cOes favoraveis para o crescimento do seu
fungo (WEBER, 1972b). Esses comportamentos sdo realizados para a atividade de
incorporacao de substrato no fungo, que passa por etapas que sao principalmente o

corte da folha. As operéarias cortam em pedacos menores e posteriormente, é



19

adicionado ao material, saliva e goticulas do liquido proveniente do intestino
posterior (reto) das mesmas (WEBER, 1972). As operarias apresentam também o
comportamento de “lamber” as folhas contribuindo para retirada de epicuticulas e
mircrorganismos presente na folha (QUINLAN; CHERRETT, 1977). Este
comportamento estd relacionado com a estrutura denominada de cavidade
infrabucal que atua como filtro, impedindo a entrada de particulas soélidas, incluindo
os esporos de fungos coletados durante a limpeza das folhas, do ninho e do préprio
corpo das operarias. O material retido é posteriormente regurgitado no ‘lixo”
(QUINLAN; CHERRETT, 1978). Esse regurgito é reunido em pilhas que forma o lixo,
e que aparentemente, essas pilhas auxiliariam na defesa do jardim contra
microrganismos indesejaveis. Portanto, as formigas exercem um papel fundamental
na continua protecdo do fungo mutualistico (WEBER, 1957; BASS; CHERRETT,
1994), realizando uma série de atividades que levam ao estabelecimento de um
ambiente propicio para o desenvolvimento do fungo e saude da colénia (QUINLAN;
CHERRETT, 1977; ANDRADE et al. 2002; GARRETT et al. 2016).

A relacdo simbidtica entre o fungo e as formigas proporciona beneficios a
ambos (SCHULTZ et al., 2005). Devido a acdo enzimatica, o fungo degrada os
polissacarideos vegetais do substrato, resultando dessa hidrolise acicares simples
que servirdo de alimento para o préprio fungo e para as operéarias (SILVA et al.,
2003; RICHARD et al., 2005), enquanto que as larvas se alimentam do préprio fungo
(KNAPP; HOWSE; KERMARREC, 1990; CAETANO; ZARA; JAFFE, 2002). Essa
relacdo obrigatdria, promoveu que as operarias aprendessem a rejeitar material que
contenha substancias prejudiciais ao fungo simbionte. Para a observacdo dessa
atividade de rejeicdo, varios estudos foram feitos utilizando uma substancia

chamada de cicloheximida.

A cicloheximida € um antibiotico produzido por Streptomyces griseus que
inibe a sintese proteica, conhecido também como inibidor de crescimento de muitas
leveduras e fungos. No entanto, essa substancia também é utilizada em diferentes
insetos com diversos foco de estudo como, que envolvem a formacdo de memoria a
longo prazo, genotipos resistentes, alteracdo da morfologia, alteragcdo em niveis de
proteinas e destruicdo de neurdnios (KENNE; BOMAN, 1980; AKAHANE;
AMAKAWA, 1983; OBERLANDER; LEACH; LYNN, 1981; FLYG; NOURI; FALLON,
1987; FAHRBACH; CHOI; TRUMAN, 1994; SOLTANI-MAZOUNI; SOLTANI, 1995).
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Estudos evidenciaram que as formigas cortadeiras recusam plantas
palataveis quando essas apresentam a cicloheximida, porém, as operarias ndo séo
capazes de detectar tal fungicida no primeiro contato, mas observa-se uma rejeicéo
retardada, quando o fungicida é incorporado no jardim de fungo (RIDLEY; HOWSE;
JACKSON, 1996). Essa observacdo sugere que pode ocorrer um aprendizado por
meio da recusa das operarias a forragear uma planta palatavel, embora o
mecanismo para essa rejeicdo nao tenha ainda sido elucidado (RIDLEY; HOWSE;
JACKSON, 1996; HERZ; HOLLDOBLER; ROCES, 2008; SAVERSCHEK; ROCES,
2011). Além disso, o ato de promover a rejeicdo de materiais contendo substancias
nocivas para a colbnia, influenciou na hipotese que haveria algum semioquimico
volatil que serviria de comunicacdo entre as formigas e o fungo, fato que
influenciaria na sele¢ao de plantas (NORTH; JACKSON; HOWSE, 1999). Com esse
cenario exposto, algumas questdes surgem: As operarias respondem a acao do
fungicida alterando seus comportamentos? Qual o efeito ocasionado pela a
cicloheximida nas operarias? Existe uma comunicacdo através de um volatil
semioquimico liberado pelo fungo para promover a rejeicdo do substrato pelas

forrageiras?

Para responder a esses questionamentos foi estudado os comportamentos
das operarias de formigas cortadeiras frente a contaminacdo do fungo, com um
fungicida veiculado em pellets a base de polpa citrica, o efeito na mortalidade de
operarias por ingestdo de cicloheximida, como também a diferenca de volateis

emitidos pelo jardim de fungo quando presente uma substancia nociva a col6nia.
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OPERARIAS DE FORMIGAS CORTADEIRAS?
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Resumo: As formigas cortadeiras s&o insetos que utilizam material vegetal para
cultivarem o fungo do qual se alimentam. Essas formigas cultivadoras de fungo
desempenham diversas atividades comportamentais para estabelecer um ambiente
propicio ao fungo. Dentro desses comportamentos estédo as atividades que podem
servir deteccdo de matérias prejudiciais a colénia, como o comportamento de
lamber, raspagem, repicagem, etc., no entanto existem substancias que podem ao
primeiro contato ndo serem detectadas como prejudiciais ao fungo, como é o caso
da cicloheximida (CHX), descrito como fungicida que inibi a sintese de proteinas em
eucariotos. Embora seja o0 mecanismo de acdo ainda ndo esclarecido. Tendo em
vista outros estudos com utilizacdo dessa substancia com formigas o presente
estudo teve como objetivo de avaliar as alteracbes comportamentais das operarias
de formigas cortadeiras, tempo de carregamento, deposicdo de lixo e mortalidade,
guando sujeitas a sete dias com pellets incorporados com CHX e mais sete dias com
pellets sem CHX. O fungicida afetou negativamente e estruturalmente as colénias de
formigas cortadeiras. Os comportamentos sofreram alteraces como principalmente
0 aumentado das frequéncias de lamber o pellet e a limpeza entre as formigas a
partir do terceiro dia do experimento, além disso, ocorreu aumento do tempo de
carregamento e mortalidade de operarias no decorrer da incorporagdo com CHX.

Palavras-chaves: Comunicacéo; formigas cortadeiras; fungicida

Abstract: Leaf-cutting ants are insects that use plant material to grow fungus from
which they feed. These fungus-growing ants perform various behavioral activities to
establish an environment conducive to the fungus. Among these behaviors are
activities that can serve to detect materials harmful to the colony, such as licking,
scraping, chopping, etc. However, there are substances that may not be detected as
harmful to the fungus on first contact. Cycloheximide (CHX) is one such substance,
described as a fungicide that inhibits the synthesis of proteins in eukaryotes,
although its mechanism of action remains unclear. The present study aimed at
evaluating the behavioral changes of worker ants, time carrying orange pellets, waste
deposition and mortality, when subjected to seven days of CHX-incorporated pellets
and another seven days of CHX-free pellets. The fungicide adversely and structurally
affected the leaf-cutter ant colonies. Their behavior went through changes, such as
an increase in pellet-licking frequencies and cleaning among the ants from the third
day onward. Moreover, there was an increase in time carrying orange pellets, as well
as in the mortality of workers during CHX incorporation.

Keywords: communication; leaf-cutter ant; fungicide
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1. Introducéao
As formigas cortadeiras sao insetos sociais da regido Neotropical que

apresentam uma relacdo simbidtica com o fungo que cultivam, em que as formigas
fornecem condic6es favoraveis para o crescimento do fungo simbidtico, e este como
fonte de alimento para a colonia, sendo esta uma relacédo benéfica [1,2]. As formigas
cortadeiras usam diversas estratégias para fornecer um crescimento saudavel ao
jardim do fungo. Uma vez que o material da planta foi selecionado e transportado
para as camaras de fungo, este material passa por vérias fases de processamento,

desde o corte, até a incorporacao no jardim do fungo [3].

Essa relagdo obrigatéria promoveu que as operarias aprendessem a rejeitar
qualquer material que contenha substancias prejudiciais ao fungo simbionte, isso foi
observado experimentalmente em laboratério com o fornecimento de pellet com
cicloheximida (CHX), um antibiético produzido por Streptomyces griseus que inibe a
sintese proteica, conhecido também como inibidor de crescimento de muitas
leveduras e fungos. Em estudos com colonias de Atta laevigata Smith, o
fornecimento de pellets com CHX apresentaram uma aceitacdo de
aproximadamente 48 horas e em seguida rejeicdo do mesmo material sem a
presenca do fungicida [4]. Segundo os autores, existe uma comunicagdo entre as
operarias de ndo aceitacdo do material forrageado, sendo uma resposta produzida
pelo fungo “estressado”, produzindo um semioquimico que impede qualquer
incorporacdo do material forrageado ao jardim de fungo. Em contraposicdo, um
estudo com Atta sexdens rubropilosa Forel ndo foi observado essa comunicacao,
somente uma possivel comunicacao entre operarias [5]. Com a espécie Acromyrmex
lundi Guering, o fornecimento de CHX juntamente as folhas conduziu a um resultado
similar, em que a rejeicdo do material tratado ocorreu em 10 horas apds a

incorporagao e mantido por 9 semanas [6].

Posteriormente a CHX passou a ser utilizada para estudos com formigas
cortadeiras que envolvesse processo de memodria olfativa a longo prazo, estudos
gue abrangem a selecao de plantas pelas jardineiras, em que particulas de residuos
removidas do jardim ao lixo, poderiam conter pistas provenientes de planta
inadequada ou de fungo danificado [7—11]. Para estudo referente a memdria olfativa
a longo prazo, foi experimentalmente induzido a infiltracdo de fungicida na folha, e

oferecido para col6nia de Atta colombica Guerin e observado que as formigas
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passam a rejeitar o material por até 18 semanas, indicando o envolvimento da
aprendizagem forte de rejeicdo a longo prazo para as operarias forrageiras [10].
Também comprovou-se que apés dois dias de aprendizagem, operarias da espécie
Acromyrmex ambiguus Emery apresentam um aumento da massa de complexos
sinapticos, entretanto, no quarto ao decimo quinto dia a massa reduziu para o
estado inicial, ou seja, ocorrendo um remodelamento estrutural no cérebro onde
essa reorganizacdo foi desencadeada pela evitacdo da formacdo de memdria de
longo prazo, sendo que espécie também rejeita o material com CHX posteriormente

incorporado no fungo [11,12].

A CHX é bastante utilizada em insetos como moscas, grilos, lepidépteros,
coledpteros entre outros, para estudos que envolve formacdo de memoéria a longo
prazo, toxicidade de genotipos resistentes, alteracdo da morfologia, alteracdo em
niveis de proteinas e destruicdo de neurbnios [13—-20]. Dentro desse amplo campo
de estudo, a acao da substancia tende a ter grande variagcdo de resultados que se
manifestam de maneiras diferentes dependendo da ordem estudada, porém a
toxicidade nas operarias de formigas cortadeiras € ocultada em todos os estudos [4—
12]

Dado ao exposto, sobre a relacdo intrinseca entre as formigas cortadeiras e
seu fungo simbionte, surge a questao: Qual o efeito da cicloheximida nas operarias
de formigas cortadeiras? Para tanto, o estudo prop6s identificar as alteracdes de
comportamentos das operérias durante o cultivo do jardim de fungo com iscas
contendo o fungicida sintético CHX. Além disso, foi estudado a mortalidade das

operarias, producao do lixo e a taxa de carregamento e devolucao dos pellets.
2. Material e Métodos

2.1. Colbnias estudadas

Foram utilizadas oito colénias de Atta sexdens rubropilosa de
aproximadamente um ano, coletadas em marco de 2016 e mantidas no Laboratorio
de Insetos Sociais-Praga, LISP, UNESP, Botucatu. Cada colbnia continha um
recipiente de jardim de fungo, e estes foram alimentados com Acalypha spp. e
Ligustrum spp. As colbnias foram mantidas a uma temperatura de 24 + 2 °C,

umidade relativa de 80% e fotoperiodo de 12 h.
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2.1.1. Preparacéao de pellets

Os pellets consistiram em pequenos granulos feitos de polpa de laranja
desidratadas a 50 °C por 72 h. A polpa foi retirada de laranjas provenientes de
cultivos organicos, onde foram desidratadas e moidas até pd, num processo de
moagem, foi misturado de forma homogénea 1,8 g deste po, 0,2 g de
carboximetilcelulose e acrescentado 0,025 g CHX (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) dissolvido em 2,5 mL de agua para produzir granulos de laranja com
cicloheximida. A matriz foi colocada em seringa de 20 ml para produzir os granulos.
Os gréanulos foram entédo deixados secar a 25 °C durante 24 h. O mesmo método foi
utilizado para producgéo de pellets sem o fungicida, ou seja, sem acrescentar a CHX.
Finalizando com as repicagens dos pellets em tamanhos aproximadamente iguais e
armazenados em freezer dentro de potes de plastico até quando requeridos

(metodologia adaptada) [4].

2.1.2. Preparacéao das colbnias

As colbnias de Atta sexdens rubropilosa, foram mantidas em laboratério, e
utilizadas quando apresentaram volume médio de 350 cm3. Apds crescimento, 0
fungo junto com as jardineiras foram transferidos para caixas de vidro com
aproximadamente 500 cm?® de volume, fechada com uma tapa de vidro transparente
para evitar a fuga das formigas, esta caixa que proporciona a facil observacédo dos
comportamentos realizados na colbnia. A caixa de vidro foi conectada com mais
duas camaras, uma de forrageamento do material fornecido e outro para deposito do
lixo, sendo essa conexdo feita por mangueiras (diametro interno: 12,7 mm,
espessura da parede: 2,0 mm e comprimento: 5 cm) que permitia o fluxo das

formigas entre as camaras.

2.1.3. Experimento 1

Foram utilizadas 4 col6nias para registrar os comportamentos executados na
preparacao e incorporacdo dos pellets no jardim de fungo. As observacdes foram
realizadas durante 8 horas por dia, totalizando 14 dias de observacdo. As colbnias
receberam 5 pellets com CHX durante 7 dias seguidos e 5 pellets sem CHX pelos
proximos 7 dias, 14 dias de observacdo no total. Cada tratamento correspondeu a 8
horas de observacdo, em um intervalo de tempo de dez minutos cada. Os

comportamentos relacionados ao processamento dos pellets de polpa citrica,
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limpeza mutua e autolimpeza foram quantificados. Para esta amostragem foi
realizado o sistema do tipo varredura com observacdo livre, sem utilizacdo de
microscopio estereoscopico, onde um grupo de individuos é observado rapidamente
e 0os comportamentos de cada um foi registrado com intervalo de tempo regular. Os
comportamentos realizados pelas operarias de Atta sexdens rubropilosa durante o
processamento e incorporacao dos pellets no jardim de fungo foram classificados e,
posteriormente, calculadas as frequéncias de ocorréncia desses atos e seus

percentuais.

2.1.4. Experimento 2

Foram comparados 2 grupos experimentais a fim de estudar o efeito da CHX
nas col6nias: a) 4 colbnias receberam pellets com CHX; b) 4 coldnias receberam
pellets sem CHX; As variaveis estudadas foram: tempo de carregamento dos pellets
para o jardim de fungo, feito de acordo com metodologia referida na experimento 1
ao longo de oito horas de observacgéo; devolucado dos pellets na camara de lixo,
avaliado pela quantidade de pellets devolvidos apds 24 h do fornecimento; producao
de lixo, avaliado pelo peso seco do material depositado na camera de lixo apos 24 h
do fornecimento dos pellets; e mortalidade de operérias, que foi avaliada pela
guantidade de formigas depositadas na camara de lixo ap6s 24h do fornecimento de

pellets.

2.1.5. Andlise estatistica

Os dados de frequéncia de comportamento foram analisados de duas formas:
a) comparando-se 0s comportamentos nos 7 dias iniciais (pellets com CHX) com os
7 dias subsequentes (pellets sem CHX) por meio do teste G; b) comparando-se
todos os atos comportamentais nos 14 dias de observacéo por meio do teste Kruskal
Wallis (ANOVA né&o paramétrica, dada a distribuicdo ndo normal dos dados), e com

0 po6s-teste de Student-Newman-Keuls (5 % de significancia).

As variaveis de carregamento de pellets, devolucao dos pellets na camara de
lixo, producdo de lixo e mortalidade de operarias foram comparados com col6nias
gue receberam pellets CHX com colbnias que receberam pellets sem CHX por meio
do teste T Student (5 % de significancia). Essas mesmas variaveis foram
comparadas nos 7 dias iniciais (pellets com CHX) com os 7 dias subsequentes
(pellets sem CHX) por meio do teste T Student (5 % de significancia).
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3. Resultados

3.1. Experimento 1

Encontrou-se diferencas significativas na estrutura do fungo (Figura 1). Com
relacdo as frequéncia dos atos comportamentais, também foi encontrado diferenca
estatistica nos 7 dias iniciais (pellets com CHX ) e com os 7 dias subsequentes
(pellets sem CHX), sendo elas: transporte dos pellets para a superficie do fungo
(Teste G, G = 515,23, GL=6, p< 0,0001), lamber os pellets (Teste G, G = 452,40, GL
= 6, p<0,0001), segurar os pellets no jardim de fungo (Teste G, G = 428,09, GL = 6,
p<0,0001), repicar os pellets (Teste G, G = 980,47, GL = 6, p<0,0001), mastigar
fragmento apds estar repicado (Teste G, G = 792,42, GL = 6, p< 0,0001), incorporar
fragmento no jardim de fungo (Teste G, G = 416,56, GL = 6, p<0,0001), lamber
superficie dos fragmentos recém incorporados (Teste G, G = 2606,5, GL = 6,
p<0,0001), depositar tufos de hifas nos fragmentos incorporados (Teste G, G =
215,10, GL = 6, p<0,0001), limpeza entre formigas (Teste G, G = 1574,08, GL = 6,
p<0,0001) e transportar fragmento para o lixo (Teste G, G = 147,85, GL = 6,
p<0,0001) (Tabela 1). Também foi detectado diferencas significativas quando se
comparou as frequéncias dos atos comportamentais entre si (Kruskal Wallis test, H =
87,67, GL = 9, p<0,001).
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2cm

Figura 1. Jardim de fungo durante o experimento 1. (A) Colbnia A; e (B) Colbnia B.
Foto 1: fungo saudavel; Foto 2: 7° dia do experimento (Com fornecimento de pellets

com cicloheximida (CHX); e Foto 3: 14° dia do experimento.
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Tabela 1. Média (xEP) dos comportamentos das operarias. Nos sete primeiros dias com fornecimento de pellets com CHX e os

sete dias seguintes com fornecimento de pellets sem CHX. Comportamentos: (1) Transporte dos pellets para a superficie do

fungo; (2) lamber pellet; (3) segurar os pellets no jardim de fungo; (4) repicar de pellet; (5) mastigar os fragmentos apos o corte;

(6) incorporando fragmentos no jardim de fungo; (7) lamber os fragmentos recém-incorporados; (8) depositar tufos de hifas nos

fragmentos incorporados; (9) limpeza de formigas; e (10) transporte de fragmentos para a camara de lixo. Experimento 1.

Média dos comportamentos

Comportamentos 1° Dia 2° Dia 3° Dia 4° Dia 5° Dia 6° Dia 7° Dia 8° Dia 9° Dia 10° Dia 11° Dia 12° Dia 13° Dia 14° Dia
1 25+1,0 34,8+ 16,6 83+ 31,6 51,3+6,0 64,5+ 28,8 29,3+21,0 16,8 £ 15,1 4,8+30,4 40+31,1 56 + 43,7 11,8 +6,8 6,0+35 57+25 57+18
2 268,75 +29,0 389,3+63,6 543,8+112,3 601,3+88,3 4385+60,6 3148+136,3 163,8+952 262,5+1546 463+2165 397,8+168,8 303,8+101,0 290,8+67,4 308+726 258,3+101,2
3 13,75+ 2,3 7+35 48+1,7 45+26 1,3+0,9 0,0 0,0 0,0 0,3+0,3 0,3+0,3 0,3+0,3 0,8+0,5 1,3+0,8 0,7+0,6
4 39,75+ 7,0 38 + 26,0 18+ 14,3 7545 0,3+0,3 05+0,5 0,3+0,3 1,3+13 6,3+3,7 28,5+17,0 48,5+ 28,1 32,8+196 747+356 67,7+293
5 30+3,7 27,3+ 16,0 16,8 +12,8 10,5+6,3 0,0 0,0 1,0£1,1 0,8+0,8 5+3,0 34,3+22,0 43+255 36,3+0,5 57,7+250 73,3+318
6 47 +12,8 5+3,0 11,8 +£9,6 48+33 0,0 0,0 05+0,5 0,3+0,3 0,3+0,3 73+54 7+44 93+6,6 16,7+7,2 12,3+5,3
7 266,25 £ 65,4 36,3 +28,3 21,8+12,6 10,5+ 6,1 0,0 0,0 15+£15 0,5+£0,5 0,0 33+21 100,3 + 60,2 83+4,2 136 +62,0 111,7+54,5
8 11,25+ 2,9 3824 4+2,6 23+13 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 30+1,8 4828 11,3538 8,7+3,9
9 226.75 £ 76.6 245 + 75,8 287,3+82,8 377+109,4 473,3+1356 517,3+201,4 590,3+162,9 593+1275 505+169,6 609 +57,7 591,8+84,9 5453+1228 441+53,9 526+132,0
10 37,25+6,7 423+11,8 453+11,9 60,3+8.2 40,3+5.2 71+ 64,6 43,82 3871 32,3+6,1 16,8+1,1 10,8 £3,8 7+38 25,7 £11,0 43+ 13,0




30

3.3. Experimento 2

Foi encontrado diferencas significativas nas variaveis: carregamento de
pellets (Teste t, t = -5,0898, Gl = 13, p<0,0001), devolucéo dos pellets na camara
de lixo (Teste t, t = 3,5664, Gl = 13, p<0,001) (Figura 2), producéo de lixo umido
(teste t, t = 2,2051, Gl = 13, p<0,05) e seco (teste t, t = 4,0943, Gl = 13, p<0,001)
(Figura 3), e finalmente, mortalidade de operérias pequenas (Teste t, t =5,0370,
Gl = 13, p<0,001) e médias (Teste t, t =4,5115, Gl = 13, p<0,001) em colbnias
gue receberam pellets com CHX comparado com colénias que receberam
pellets sem CHX (Figura 4). Também foi observado e analisado o tempo médio
gasto de carregamento de pellets durantes o fornecimento de pellets com ou
sem CHX incorporado, este apresentou um aumento no tempo gasto para o

carregamento de pellets ap0és o terceiro dia de experimento (Tabela 2).

e
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Meédia de pellets

o e e e e
A N N s |
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T T T T T

£ Média de pellets carregados B Média de pellets devolvidos

Figura 2. Média (tEP) de pellets carregados em relacdo a média de pellets

devolvidos.

Quando se compara essas variaveis nos 7 dias iniciais (pellets com CHX)
com os 7 dias subsequentes (pellets sem CHX) observou-se diferencas
significativas em: carregamento dos pellets (Teste t, t =3,7146, GIl=6, p<0,05),
devolucdo dos pellets na camara de lixo (Teste t, t =3,9375, GI=6, p<0,001),
producédo de lixo umido (Teste t, t =2,3567, GI=6, p<0,05) e seco (Teste t, t
=2,5205, GI=6, p<0,05), e finalmente, mortalidade de operarias pequenas (Teste
t, t =3,8907, GI=6, p<0,001) e médias (Teste t, t =3,2122, GI=6, p<0,05).
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Figura 3. Peso médio (+ EP) dos residuos depositados na camara de lixo pelas

operarias. CHX +: com cicloheximida; CHX -: Sem cicloheximida.
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Figura 4. Numero meédio (+ EP) de operarias mortas durante os 14 dias de

experimento.
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Tabela 2. Namero médio (+ EP) de pellets carregados e o tempo médio gasto

para carregamento. Com cicloheximida (CHX +) e sem cicloheximida (CHX -).

Média de pellets Tempo médio (min) gasto
Dia carregados carregando
CHX + CHX - CHX + CHX -
1° 50+0,0 50+0,0 55+£0,5 50+0,0

2° 50+0,0 50+0,0 143+8,6 50+0,0
3° 5,0+0,0 5,0+0,0 248 +12,2 5,0+0,0
4° 38+1.3 5,0+0,0 21,5+8,5 50+0,0
5° 3,8+0,9 50+0,0 2465%+1348 50+0,0
6° 30+1,2 50+0,0 2603+127,3 5,0+0,0
7° 25+14 50+00 2668+1232 5,0+0,0
8° 38+1,3 50+0,0 138,5+1149 5,0+0,0
9o 30+1,2 50+0,0 252+131,6 50+0,0
10° 25+14 50+0,0 124+118,7 50+0,0
11° 25+14 50+0,0 1258+118,1 5,0+0,0
12° 28+13 50+0,0 1258+1181 5,0+0,0
13° 3,713 50+0,0 165%1575 50+0,0
14° 3,713 50+0,0 165%157,5 50+0,0

4. Discussao

Indubitavelmente, a CHX afetou desfavoravelmente as colonias de
formigas cortadeiras (Figura 1), em especial, os atos comportamentais das
operarias durante o carregamento, preparo e incorporacdo dos pellets no jardim
de fungo. O resultado de carregamento corrobora ao observado por Ridley et al.
1996, em que ocorre um carregamento inicial com posterior recusa dos pellets
de polpa citrica, embora o autor ndo tenha observado os atos comportamentais
durante o cultivo do fungo simbionte. Essas observacdes sobre os atos
comportamentais durante o processamento dos pellets evidéncia claramente a
tomada de decisdo das formigas em mudar seu comportamento forrageiro. Essa
mudanca de comportamento, j& foi estudada quanto a resisténcia fisica do
material forrageado como um critério de pos-selecdo no interior do ninho,
entretanto a pos-selecdo foi apenas uma mudanca comportamental [22,23].
Nesse estudo, podemos atribuir uma possivel comunicacao fungo-operaria [5] ou

apenas, uma reposta a toxicidade da CHX as operarias.
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Durante os 14 dias, as frequéncias dos comportamentos das operérias
variaram de acordo com a presenca da CHX nos pellets (Tabela 1). No primeiro
dia de fornecimento dos pellets, os comportamentos apresentaram uma
frequéncia normal, ou seja, no primeiro contato com o fungicida ndo ocorreu
alteracdes bruscas nos comportamentos, em comparacdo aos outros dias.
Seguindo os sete dias de fornecimento de pellets com CHX, ocorrem alteragoes
nas frequéncias nos comportamentos, principalmente aumentando as
frequéncias em lamber o pellet e a limpeza entre as formigas, a partir do terceiro
dia do experimento, tal aumento da frequéncia ja observada em outros trabalhos
[24,25]. Dessa forma pode-se sugerir que ocorre um aumento do preparo dos
pellets antes da incorporacdo, visto que algumas formigas cortadeiras
apresentem propriedades antifungicas e antibidticas na saliva que podem
promover uma assepsia nos pellets para incorporacao [26], 0 mesmo pode estar
relacionado ao aumento da limpeza entre as formigas, onde possivelmente

aumente a assepsia entre as operarias contaminadas.

Esse fato, das formigas ndo detectarem tal fungicida é analogo aos
inseticidas empregados atualmente em seu controle [27], ou seja, ocorre 0
carregamento das iscas formicidas com ingrediente ativo de acdo retardada,
demorando dias para a contaminagcdo da colonia como um todo. Em alguns
casos, ocorre a devolucao de iscas ao exterior do ninho [28], similar a taxa de
devolucdo dos pellets observado em nossos resultados (Figura 2). Porém,
naturalmente, determinadas plantas podem conter substancias deletérias ao
fungo, promovendo o ndo carregamento ou rejeicdo [29]. Tais substancias sao
detectadas pelas formigas, provavelmente através de um aloménio produzido
pelo fungo que atua como um reforco negativo a elas [4]. Uma vez que a colbnia
tenha recebido tal efeito, a planta é rejeitada por dias ou até mesmo semanas
[29]. Desta forma, ndo apenas materiais com substancias deletérias ao fungo
sdo recusadas ou descartadas, mas também, materiais inadequados para o
cultivo do jardim de fungo [23]. Alguns autores sugerem um aprendizado por
meio da recusa das operarias a forragear uma planta palatavel, até mesmo
memoria a longo prazo [10], embora o mecanismo de agdo da substancia ainda
nao tenha sido elucidado [12]. Recentemente, verificou-se que essa memoria a

longo prazo de evitagcdo estd associado com um aumento transitério da massa
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de complexos sinapticos em formigas cortadeiras [11], sendo possivel no nosso
estudo observar um aumento do tempo de carregamento dos pellets para
camera de fungo apos o terceiro dia (Tabela 2), visto que, possivelmente foi
formado essa memoria de longo prazo para evitagcdo desse material, apos a
deteccdo pelas operarias dos danos na colbnia ocasionados pelo substrato
incorporado, 0 que pode ter provocado o aumento do tempo gasto para o
carregamento dos pellets para a camera de fungo (Tabela 2).

Embora essa memoéria a longo prazo seja aplicada para explicar a
dindmica de forrageamento e selecdo de plantas pelas formigas cortadeiras, 0s
autores [4-12] sempre utilizam a CHX como um agente indutor do colapso
colonial. Os autores supracitados excluem a possibilidade de a CHX causar
toxicidade as operérias, além de atuar no fungo simbionte. A CHX é toxica a
muitos insetos, como moscas, grilos, lepiddpteros, colebpteros entre outros,
como diversas consequéncias, como formacdo de memoéria a longo prazo,
toxicidade de gendtipos resistentes, alteracdo da morfologia, alteragdo em niveis
de proteinas e destruicdo de neurdnios [13-20]. No foi estudo observado uma
elevada mortalidade das operarias que receberam os pellets com CHX (Figura

4), diferindo significativamente do grupo controle sem CHX.
5. Concluséo

Conclui que a cicloheximida altera as frequéncias dos atos
comportamentais das operarias de formigas cortadeiras quando
homogeneizados em pellets, ocorrendo principalmente aumento das frequéncias
de lamber o pellets e limpeza entre as operarias, além disso, ocorre alta
mortalidade das formigas e a observacdo do declinio do jardim de fungo no

decorrer da incorporagao com cicloheximida.
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RESUMO

As formigas cortadeiras cortam as plantas para cultivar um fungo simbionte do
qual elas se alimentam. Compreender o mecanismo de sele¢do de plantas
desperta o interesse de muitos pesquisadores, visto 0s inUmeros estudos que
tratam essa questdo. Muitos estudos classicos apontam que as plantas sao
selecionadas de acordo com necessidade nutricional do jardim de fungo, e
auséncia de substancias que sejam potencialmente nocivos a ele. Essa hipétese
pode estad apoiada em experimentos comportamentais que utilizam “fungicida”
veiculado com pellets de polpa citrica ou plantas de alta aceitabilidade pelas
forrageiras. De acordo com a hipétese, o fungo sob a acdo do fungicida emitiria
um aloménio que informaria as operarias que o alimento ndo € propicio para o
seu crescimento. Embora os autores afirmem que o “fungicida” empregado é de
acao especifica e atoxico as formigas, nos encontramos resultados
contraditorios. Para chegar a essa conclusdo, foi administrado via oral
diferentes concentracdes de cicloheximida (CHX) para operérias de formigas
cortadeiras, via uma dieta pastosa a base de polpa citrica. Apés o periodo de
ingestao, essas foram isoladas e alimentadas com fungo simbionte por 21 dias,
avaliando sua mortalidade no periodo. Como esperado, observou-se que o
tratamento CHX 0,01% apresentou uma baixa mortalidade (8,86%), CHX 0,1%
apresentou uma mortalidade leve (27,85%) e o tratamento CHX 1% apresentou
a mortalidade moderada (45,57%). Ja o padrao, sulfluramida 0,1%, apresentou
uma elevada mortalidade (91,14%). Dessa forma, concluiu-se que a CHX em
altas concentracdes promove moderada mortalidade de operarias de formigas
cortadeiras por ingestdo em comparacdo ao ingrediente ativo sulfluramida a
0,1%.

Palavras-chaves: Formigas cortadeiras; Cicloheximida; Mortalidade;

Formicidae “screening”
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ABSTRACT

Leaf-cutting ants live symbiotically with a fungus that they cultivate on the plant
leaves that they cut. The innumerous studies on the plant selection mechanism
used by leaf-cutting ants show the researchers’interest in this issue. Many
classical studies propose that plants are selected according to the fungus garden
nutritional needs and the absence of potentially harmful substances. This
hypothesis is corroborated by behavioral experiments using cycloheximide
(fungicide) with citric pulp or forage plants greatly accepted by leaf-cutting ants.
According to this hypothesis, under the action of a fungicide, the fungus emits an
allomone that informs worker ants that some food is inadequate to its growth.
Although some authors state that the cycloheximide “fungicide” used is specific
and non toxic to ants, our findings are distinct. In our study, various
concentrations of cycloheximide were administered orally to leaf-cutting worker
ants in a citric pulp paste diet. After the ingestion period, the ants were isolated
and of fered the symbiotic fungus for 21 days and the mortality rate was
evaluated. As expected, the treatment with 0.01% cycloheximide showed a low
mortality rate (8.86%). At 0.1%, the mortality rate was mild (27.85%), and
treatment with 1% cycloheximide resulted in moderate mortality (45.57%). In
contrast, the positive control with 0.1% sulfluramid showed a high mortality rate
(91.14%). Therefore, we concluded that the ingestion of high concentrations of

cycloheximide results in a moderate mortality rate in leaf-cutting worker ants.

Keywords: Leaf-cutter ant; Cycloheximide; Mortality; Formicidae “screening”
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As formigas cortadeiras séo insetos da regiao Neotropical, sdo conhecidas
principalmente como pragas em algumas culturas, mas também pelo seu
mutualismo com fungo simbionte, Leucocoprinus gongylophorus (Heim) Moeller,
gue é a base da alimentacéo da colénia (Holldobler end Wilson, 1990; Schultz et
al., 2005). Muitos estudos classicos propdem que as plantas sdo selecionadas
de acordo com as necessidades nutricionais do jardim de fungo e a auséncia de
substancias potencialmente nocivas (Britto et al., 2016). Essa hipotese
corroborada em experimentos comportamentais utilizando cicloheximida (CHX),
substancia essa conhecida por inibir a sintese proteica, entretanto, seu
mecanismo de acdo ainda é desconhecido. Conhecida também como “fungicida”
em estudos com formigas cortadeiras, especialmente em estudos

comportamentais sobre comunicacao fungo-formiga para selecdo de plantas.

Os primeiros estudos observaram que a CHX modifica 0 comportamento
forrageiro das operarias de formigas cortadeiras, causando um reconhecimento
retardado da substancia as operarias, uma vez que, a CHX nao é identificada
como prejudicial a colénia no primeiro contato. Entretanto, ao longo tempo, a
incorporacao de CHX cessa, e tal comportamento foi hipoteticamente justificada
por uma comunicac¢ao através de um semioquimico volatil liberado pelo fungo
das formigas cortadeiras (Ridley et al., 1996). Além disso, estudos
comportamentais relatam a existéncia hipotética da comunicacéo fungo-formiga
através de processos semioquimicos volateis, ainda a serem identificados e
aprendidos (Ridley et al., 1996; North et al., 1999).

Recentemente, Sousa et al. (2017), observaram alteracbes nos
comportamentos de forrageamento e cultivo do jardim de fungo pelas operérias
de formigas cortadeiras, quando ofertado pellets a base de polpa citrica com
CHX, em colénias mantidas em laboratério. Os autores relataram um aumento
significativo na mortalidade de operaria na camara de lixo, sugerindo uma
potencial mortalidade de formigas cortadeiras devido a CHX. Muitos estudos
foram conduzidos com CHX para analisar as células responsaveis pela memoéria
de longo e curto prazo em insetos. No entanto, poucos estudos demonstraram o
efeito e a toxicidade da CHX para as formigas cortadeiras (Akahane e Amakawa,
1983; Jaffé, 1980; Fahrbach et al., 1994; Nouri e Fallon, 1987; Wittstock et al.,
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1993; Matsumoto et al., 2013), para outros insetos Marcos et al. (1982),
relataram efeito toxico sobre ovos, larvas e adultos de Drosophila melanogaster
Meigen, causando uma acentuada mortalidade nos individuos, efeito
notoriamente esperado, visto que essa substancia é altamente téxica em muitos

animais (Bennett et al., 1972).

Com base na literatura supracitada, observamos a inexisténcia de estudos
sobre o efeito do CHX em operarias de formigas cortadeiras. Para tanto, este
estudo avaliou-se o efeito da CHX em diferentes concentrac6es administrado via

oral em operarias de formigas cortadeiras.

Colbnia estudada

Foi utilizado operarias de coldnia de Atta sexdens rubropilosa Forel, com
aproximadamente 9 anos de idade, mantida no Laboratério de Insetos Sociais-
Praga, LISP, UNESP, Botucatu, SP, Brasil. A colénia consiste de treze
recipientes transparentes contendo, nove camaras de jardim de fungo, com 2 cm
de gesso para manter a umidade na camera de fungo; dois para forrageamento
e dois para deposicao de residuos, cada recipiente com diametro e altura de 18
cm. Os recipientes sdo mantidos interligados por tubos plasticos transparente
entre ambas camaras descrita. Foi oferecido a colénia folhas de Acalypha spp.,
Ligustrum spp. e Citrus spp. como substrato para o fungo simbionte. A
manutencdo da colonia foi mantida em temperatura de 24 + 2°C, umidade

relativa de 80% e fotoperiodo de 12 h de luz.

Formulacao da pasta

Para a avalicdo da mortalidade por ingestdo de substancia via oral, foi
utilizado a metodologia de Nagamoto et al. (2004), protocolo desenvolvido e
estabelecido no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento/Secretaria
de Defesa Agropecuaria (MAPA/SDA) (Brasil, 2011) do Brasil. Protocolo
desenvolvido para identificacdo de produtos efetivos no controle de formigas
cortadeiras, onde apresenta métodos para a observacdo da mortalidade de
operarias, ocasionada por ingestdo de substancia via oral. Este método
(screening) consiste na utilizacdo de pastas atrativas a base de polpa citrica em

po, sacarose p.a e agua destilada para o fornecimento ao um grupo de operarias
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de formigas cortadeiras (Nagamoto et al. 2004). Cada experimento foi
constituido de uma testemunha (auséncia de ingrediente ativo), padrao
(Sulfuramida [Griffin, USA] 0,01%) e trés concentracdes de CHX (Sigma-Aldrich,
St. Louis, Missouri, EUA) (1%, 0,1% e 0,01%), totalizando 5 tratamentos com 4
repeticbes. As concentracdes utilizadas foram estabelecidas por base dos
estudos realizados por Ridley et al. (1996) e Sousa et al. (2017), que utilizaram
uma concentragéo de 1,25% de CHX.

Todas as formulacGes foram preparadas na relacdo p/p (peso/peso). Os
ingredientes ativos, sulfluramida e CHX, foram primeiramente dissolvidos em
acetona p.a., em seguida, adicionou-se polpa citrica, misturou uniformemente e
esperou a evaporacao total do solvente, e com um bastdo de vidro misturou essa
pré-formulacdo uniformemente, e finalizou com adicdo de solu¢cdo aquosa de
glicose (10%), de modo que formasse uma pasta atrativa, uniforme e Umida.
Para a testemunha, realizou o mesmo tratamento, mas sem a adicdo de

ingrediente ativo (CHX e sulfluramida).

Preparacdo e aplicacdo da pasta em grupos de operarias

Os recipientes utilizados para os ensaios foram potes plasticos
transparente com diametro de 7,5 cm e 55 cm de altura, com tampas
herméticas. Cada pote foi forrado com 1 cm de gesso e secado por 24 h a 50°C.
Apbs esse periodo, os potes foram umedecidos com agua destilada, antes de
receberem as operarias médias, formigas com largura da cabeca
aproximadamente de 2,2 mm. Entdo, em cada pote foram colocadas 20
operéarias médias e deixadas isoladas por 24 h sem o fungo e o substrato. Logo
apos esse periodo, foi fornecido 2 g de pasta formulada por 24 h, e retirado apés
este periodo. Em seguida a retirada da pasta, cada grupo de operarias recebeu
aproximadamente 2,5 cm? de esponja de fungo e cerca de 20 operarias minimas,
formigas com largura de cabeca aproximadamente 0,8 a 1,0 mm (jardineiras),
pois as operarias médias ndo sao capazes de cuidarem eficientemente do fungo
(Bass and Cherrett, 1995). Feito isso, avaliou-se a mortalidade no 1°, 2°, 3°, 5°,
7°, 9°, 11°, 14°, 17° e 21° dia ap6s o fornecimento da pasta, metodologia de

Nagamoto et. al. (2004). A correcdo da mortalidade das operarias foi feita pela
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formula de Abbott (Abbott, 1925), tem a finalidade de subtrair o efeito da

mortalidade natural, como também, unificar os resultados entre 0os ensaios.

Analises Estatisticas

Primeiramente, os dados foram submetidos ao teste de Shapiro Wilk, a
fim de detectar se havia ou ndo uma distribuicdo normal. Confirmado essa
distribuicdo, realizou-se uma analise de variancia (ANOVA), com comparacdes
pareadas (pOs-teste Tukey) entre os tratamentos, ao nivel de significancia de
5%.

Como esperado, foi detectado diferenca significativa entre os tratamentos
para a mortalidade das operarias (ANOVA, F4;15=41,85, P< 0,0001). A
sulfluramida 0,1% apresentou uma elevada mortalidade (91,14%), diferindo
significativamente da testemunha (P< 0,01), CHX 0,01% (P< 0,01), CHX 0,1%
(P< 0,01) e CHX 1% (P< 0,01). O tratamento CHX 0,01% apresentou uma baixa
mortalidade (8,86%) nédo diferindo da testemunha (P >0,05). O tratamento CHX
0,1% apresentou uma mortalidade leve (27,85%), diferindo da testemunha
(P<0,05), porém nao diferindo dos tratamentos CHX 0,01% e CHX 0,1%. O
tratamento CHX 1% apresentou a mortalidade mais elevada (45,57%) dentre os
tratamentos com CHX, diferindo significativamente da testemunha (P< 0,01) e
CHX 0,01% (P< 0,01). Porém a mortalidade das operarias do tratamento CHX
1% néo diferiu do tratamento CHX 0,1% (Tabela 1 e Fig.1)

Tabela 1. Porcentagem da mortalidade de operarias de formigas cortadeiras

Tratamentos Taxa da Mortalidade (%)
0,1% Sulfluramida 91,14 a

1% CHX 45,58 b

0,1% CHX 27,85 b
0,01% CHX 8,86 bc
Controle 1,25 ¢

O tratamento que compartilha a mesma letra ndo é significativamente diferente, no nivel de significancia de
5%.
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Fig 1. Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens durante 21 dias.

No estudo observou que a ingestdo de CHX (em concentracdes de 0,1 e
1%) por A. sexdens resultou em um aumento na taxa de mortalidade das
operérias, corroborando com o relatado por Sousa et al. (2017). Além disso,
Sousa et al. (2017) observaram mudancas nos comportamentos de
forrageamento e cultivo de fungo, quando foi oferecida a colénia pellets de polpa

citrica contendo CHX, bem como a degradacéao do jardim de fungo.

Quando utilizadas concentragdes mais baixas de CHX (0,01, 0,1 e 1 %)
na formulacdo da dieta, nesse estudo, em comparacdo ao encontrado na
literatura. Por exemplo, Sousa et al. 2017 utilizaram uma concentracdo de 1,25
% de CHX em pellets de polpa citrica, oferecido a colénia durante sete dias
consecutivos. Provavelmente, o fato dos pesquisadores administrar CHX nas
colénias em dias consecutivos potencializou a sua acao, e dessa forma, ocorreu
um aumento a dosagem aplicada nas operdrias, conseguentemente, uma
mortalidade acentuada. Esse procedimento foi similar ao realizado por Ridley et
al. (1996) e North et al. (1999), porém, os autores nao relatam a mortalidade das
operérias nas formigas cortadeiras. Apesar de sua identificagdo como inibidor de
sintese de proteinas e RNA, a CHX também foi rotulada como fungicida em

estudos conduzidos com formigas cortadeiras (Ridley et al., 1996; North et al.,
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1999). Embora se saiba que CHX também afeta o crescimento de muitas
leveduras e fungos, mas com pouco efeito sobre o crescimento de bactéria
(Ennis & Lubin, 1964).

Outra questdo € o modo de acdo da CHX, sabe-se que essa molécula é
um antibiético produzido por Streptomyces griseus (Obrig et al.,, 1971,
Schneider-Poetsch et al., 2010), porém esta apresenta uma ampla aplicagdo em
pesquisas pioneiras. Em insetos, essa molécula tem sido utilizada em estudos
gue envolvem a formacdo de memdria a longo prazo, genétipos resistentes,
alteracdo da morfologia, alteracdo em niveis de proteinas e destruicdo de
neurénios (Flyg et al. 1980, Oberlander, 1981, Akahane & Amakawa, 1983,
Nouri and Fallon, 1987, Fahrbach et al. 1994, Soltani-Mazouni, and Soltani,
1995,). Por outro lado, Marcos et al. (1982), relataram o efeito toxico em ovo,
larva e adultos de D. melanogaster, causando uma acentuada mortalidade nos
individuos, efeito notoriamente esperado, visto que essa substancia € altamente
toxica em muitos animais (Bennett et al., 1972). Embora para as formigas
cortadeiras, como dito anteriormente, os estudos ndo relatam a mortalidade das
operérias e afirmam que a CHX é atboxica as formigas e com acdo fungicida
especifica (Ridley et al. 1996).

Embora tenha sido observado uma mortalidade de aproximadamente 46%
das operéarias na concentracdo mais alta de CHX, essa pode ser considerada
baixa quando comparado ao padrdo, sulfluramida 0,01%. O principio ativo
sulfluramida é utilizado no Brasil, como ingrediente ativo na fabricacdo de iscas
formicidas, para o controle de formigas cortadeiras do género Atta (salvas) e
Acromyrmex (quenquéns), que sdo 0s insetos que causam danos a agricultura
nacional. O uso de iscas toxicas a base de sulfluramida, € hoje o principal
produto que apresenta as caracteristicas: (I) possuir acdo retardada em
operarias adultas (Nagamoto, 1998, 2003; Nagamoto et al., 2004; 2007); (1) ndo
€ repelente (Forti et al., 1998, Nagamoto, 2003); (lll) € bem dispersada nas
colénias (Pretto and Forti 1993, 1995, Forti et al., 2007); (IV) possui suficiente
estabilidade quando exposto ao ambiente (Cameron, 1990); e (V) néo é tbxica
ao ser humano nem a outros organismos, sendo essas as caracteristicas

esperadas quando se busca um i.a. para formigas cortadeiras. Adicionalmente,
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observou-se que padrdo (sulfluramida 0,1%) afetou significativamente a
sobrevivéncia das operarias no periodo estudado, com reducdo de 50% das
operérias no 14° dia e quase 100% no 21° dia, sendo uma caracteristica do
ingrediente ativo essencial para o emprego em na formulacdo de iscas
formicidas. De acordo com Nagamoto et al. (2004), a sulfluramida apresenta
classe Il com aparente indicagdo de maior amplitude de concentragdes, se
aproximando da classe IV. Para melhor entendimento, os inseticidas sao
agrupados em classes distintas para servir como "screening" de formicidas
(Stringer et al., 1964; Lofgren et al., 1967; Vander Meer et al., 1985), sendo: a)
Classe I: os compostos causam mortalidade menor que 90% no final do periodo
teste. b) Classe Il: os compostos matam rapidamente em altas concentragdes
(mortalidade acima de 15% apdés 24 horas e maior que 90% no final do periodo
testado), e causa mortalidade total abaixo de 90% em baixas concentracdes. c)
Classe lll: os compostos apresentam acao retardada com mortalidade menor
que 15% apds 24 horas, mas acima de 90% no final do periodo teste, sobre uma
amplitude de concentracfes de 1 a 9 vezes. d) Classe IV: séo similares a classe
lll, diferindo destes por ter acdo retardada sobre uma amplitude de
concentracbes de 10 a 99 vezes. e) Classe V: sdo compostos raros,
apresentando acéo retardada sobre uma amplitude de concentragdes acima de
100 vezes.

Como discutido anteriormente, a CHX n&do pode ser considerado um
potencial formicida, devido a sua baixa mortalidade em alta concentragao (menor
gue 50%), modo de acdo desconhecido para insetos, ndo apresentar agao
retardada como a sulfluramida, e ser téxica ao ser humano e a outros
organismos. Contudo, essa molécula causa mortalidade as operarias, levando a
davida sobre os resultados de estudos comportamentais com formigas
cortadeiras. Com isso, este estudo tem como conclusdo que a CHX em altas
concentragbes promove moderada mortalidade em operarias de formigas

cortadeiras por ingestao.
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Resumo:

A simbiose entre o fungo e as formigas cortadeiras (Hymenoptera:
Formicidae) tem despertado interesse nos pesquisadores sobre 0 mecanismo
utilizado pelas formigas para selecionar as plantas. As necessidades nutricionais
do jardim de fungo e/ou a auséncia de substancias potencialmente nocivas a
colénia, séo critérios para essa selecédo de plantas por operarias forrageiras. Isto
€ apoiado por experimentos comportamentais usando fungicida nas iscas (polpa
citrica) ou plantas forrageiras altamente aceitas pelas formigas cortadeiras.
Portanto, o jardim de fungo poderia emitir um semioquimico voléatil em resposta
ao fungicida, que informa as formigas que uma planta ou material é inadequada
para o seu crescimento. O objetivo deste estudo foi identificar os compostos
volateis liberados pelo jardim de fungo de formigas cortadeiras em resposta a um
fungicida, bem como a resposta comportamental das operarias em relacdo a
jardins de fungos saudaveis e ndo saudaveis. Os resultados ndo apesentaram
diferenca na proporcao de compostos liberados pelo jardim de fungo saudaveis e
nao saudaveis. A andlise das respostas de formigas ao jardim de fungo
saudaveis e ndo saudaveis no experimento de escolha dupla revelou uma forte
atracdo para o fungo, independentemente do seu estado de saude. Portanto
esse estudo conclui que nenhum semicoquimico volatil foi emitido pelo jardim de

fungo sob a acao de substancias deletérias.

Palavras-chave: Formicidae; Atta; fungo simbidtico
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Abstract:

The symbiosis between fungi and leaf-cutting ants (Hymenoptera:
Formicidae) has aroused the interest of researchers in the mechanism used by
ants to select plants. The nutritional needs of the fungus garden and the absence
of potentially deleterious substances from plants are criteria for selection by
foraging workers. This is supported by behavioral experiments using fungicide
with baits (citrus pulp) or forage plants highly accepted by leaf-cutting ants. The
fungus garden emits a volatile semiochemical in response to a fungicide, which
informs ants that a plant is unsuitable for its growth. The aim of our study was to
identify the volatile compounds released by the fungus garden of leaf-cutting ants
in response to a fungicide, as well as the behavioral response of workers towards
to healthy and unhealthy fungus gardens. The results showed no difference in the
proportion of compounds released by healthy and unhealthy fungus gardens.
Analysis of the responses of ants to healthy and unhealthy fungus gardens in a
dual-choice experiment revealed a strong attraction to the fungus garden,
regardless of its health status. We therefore conclude that no volatile
semiochemicalis emitted by the fungus garden under the action of deleterious

substances.

Keywords: Formicidae; Atta; symbiotic fungus
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Introducao

As formigas cortadeiras (Hymenoptera: Formicidae) tém um mutualismo
com o fungo Leucoagaricus gongylophorus (Heim) Moeller, o qual, serve de
principal fonte de alimento para a colénia (Schultz et al. 2005; Hoélldobler &
Wilson 2009). Essas formigas selecionam e cortam varias espécies de plantas
para o cultivo de seu fungo simbiodtico (Weber, 1972). Consequentemente,
algumas espécies de formigas sdo conhecidas principalmente como pragas de
algumas culturas na regido Neotropical (Della Lucia & Souza 2011). A selecéo
de material vegetal envolve a escolha adequada de espécies de plantas que sao
adequadas para o desenvolvimento do fungo simbiético (Hoélldobler & Wilson
1990), embora a existéncia de uma comunicacao formiga-fungo para a selecéo
correta de plantas seja apenas hipotetizada (Ridley et al. 1996; North et al.,
1999; Green e Kooij, 2018).

Estudos que investigaram a existéncia dessa comunicacao utilizaram um
inibidor da sintese proteica, a cicloheximida (CHX) (Obrig et al., 1971; Schneider-
Poetsch et al., 2010). Esta substancia, relatada como fungicida, tem sido
aplicada em estudos comportamentais em formigas cortadeiras. Verificou-se que
o efeito da CHX no jardim de fungo € responsavel por mudancas no
comportamento de forrageamento de operarias de formigas cortadeiras, uma vez
gue a CHX nao é identificada como um composto prejudicial para a coldnia no
primeiro contato com as operarias (Ridley et al. 1996). North et al. 1999
hipotetizou que um semioquimico emitido pelo jardim de fungo regula a selecéo
de plantas por forrageiras, sendo interpretado como uma comunicacao entre o
fungo simbionte e as operarias de formigas cortadeiras. Os autores mostraram
gue as formigas aprendem a rejeitar o material vegetal que contém substancias
guimicas nocivas ao fungo. Apés um periodo inicial de aceitacéo, as formigas de
ninhos de laboratério pararam de carregar pellets contendo o agente fungicida
(cicloheximida) com polpa citrica. Posteriormente, muitos estudos
comportamentais utilizaram a CHX para compreender os efeitos sobre a
memoria olfativa de longo prazo das formigas cortadeiras. Alguns desses
estudos apoiam a existéncia de uma comunicacdo entre a formiga e o fungo

através de um composto volatil semioquimico que ainda nao foi identificado e
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cuja presenca é apenas hipotetizada (Cazin et al. 1989; Ridley et al. 1996; North
et al. 1999; Herz et al., 2008; Saverschek et al., 2010; Saverschek & Roces,
2011; Thiele et al.,, 2014; Falibene, A., Roces, F., Rdssler, 2015; Arenas &
Roces, 2016, 2017; Arenas, A. Roces, 2016).

O presente estudo tem como objetivo testar a hipotese proposta por North
et al. 1999. Essa hipdtese sugere que um semioquimico volatil emitido pelo
jardim de fungo regula a selecdo de plantas por forrageiras de formigas
cortadeiras, o que é interpretado como uma comunicacdo entre o fungo
simbidtico e as operarias de formigas cortadeiras. Portanto, o objetivo foi
identificar os compostos volateis liberados pelo jardim de fungo de formigas
cortadeiras, bem como a resposta comportamental das operarias ao jardim de

fungo saudavel e ndo saudavel.
Materiais e Métodos

COLONIAS

Colonias de Atta sexdens rubropilosa Forel, 1908 (Hymenoptera:
Formicidae), conhecidas como sauvas, foram utilizadas nos experimentos,
mantidas no Laboratério de Insetos Sociais-Praga da Faculdade de Ciéncias
Agronémicas da Universidade Estadual Paulista - UNESP, Botucatu, Brasil. As
colonias com rainha foram coletadas em margo de 2016, com aproximadamente
dois anos de idade no inicio dos experimentos. Cada col6nia tem um recipiente
(comprimento: 15 cm, largura: 15 cm e altura: 15 cm) com o jardim de fungo e
fornecido as plantas Acalypha spp. e Ligustrum spp. (folhas e caules). O
recipiente de jardim de fungo foi conectado a duas camaras adicionais, uma para
forrageamento das plantas fornecidas e outra para deposicdo de lixo. As
colonias foram mantidas a uma temperatura de 24 = 2 °C, umidade relativa de
80% e fotoperiodo de 14: 10h L: D em laboratério.

PREPARACAO DOS PELLETS A BASE DE POLPA CITRICA

Os pellets consistiram em pequenos granulos feitos a base de polpa de
laranja. Para o preparo da polpa da laranja, foi utilizado frutas providenciadas de
culturas organicas. As laranjas foram descascadas e foi utilizado sua polpa, mais

especificamente a parte do mesocarpo da fruta, zona mediana do um fruto, entre
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a epiderme e o nucleo. A polpa foi desidratada por 72 horas a 50 °C e moidas
em pO em um processo de moagem. Em seguida, misturaram-se
homogeneamente 1,8 g deste pé com 0,2 g de carboximetilcelulose e adicionou-
se 0,025 g de CHX (Sigma-Aldrich) dissolvida em 2,5 mL de agua para produzir
os pellets de laranja com CHX. A matriz foi transferida para uma seringa de 20
mL para produzir os pellets, que foram deixados secar por 24 horas a 25 °C. O
mesmo método foi usado para produzir pellets sem o fungicida. Os pellets foram
cortados em pedacos iguais e armazenados em um freezer dentro de potes de
plastico até o momento do uso (método adaptado de Ridley et al. 1996 e Sousa
et al. 2017).

VOLATEIS LIBERADOS PELO JARDIM DE FUNGO

Para avaliacdo dos volateis liberados pelo jardim de fungo, comparou-se
dois grupos experimentais: a) col6nias que receberam pellets com CHX por 7
dias, seguidos de pellets sem CHX por mais 7 dias, totalizando 14 dias (N = 6);
b) colénias que receberam pellets sem CHX por 14 dias (N = 6). Amostras do
jardim de fungo (0,75 g) foram coletadas em dias diferentes dos dois grupos: 1°
dia (inicio do experimento), 7° e 14° dia. Segundo Souza et al. 2017, o declinio e
a reducdo no volume do jardim de fungo indicam que o fungo esta insalubre,
devido aos efeitos CHX (Fig. 1). As amostras de jardim de fungo coletados

(saudaveis e insalubres) foram submetidas a analise cromatogréafica.
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Fig. 1. Jardim de fungo: A - Fungo saudavel; B - Fungo com incorporacgdo de

pellets com CHX; C - Fungo no 14° dia do experimento.
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ANALISE DE CROMATOGRAFIA

O estudo quimico do jardim de fungo foi realizado no Laboratério Central
do Departamento de Agricultura da Faculdade de Ciéncias Agrarias da
Universidade Estadual Paulista - UNESP, Botucatu, Brasil. Foi usado para este
experimento o PerkinElmer TurboMatrix ™, conectado a um PerkinElmer SQ 8 T
GC / MS, operando no modo headspace sem o trap. As condi¢cdes do espacgo
livre foram: equilibrio do frasco a 80 °C por 5 minutos, temperatura da agulha de
90 °C, temperatura da linha de transferéncia de 125 °C e hélio como gas
carreador a 20 psi. As condicbes do espectrobmetro de massa foram: faixa de
varredura de 30 a 300 Daltons, tempo de varredura de 0,1 segundos,
temperatura da fonte de 180 °C e temperatura de entrada de 200 °C. Utilizou-se
uma coluna Elite 5 ligeiramente polar (5% de fenil-silicone, 30 m x 0,25 mm x
0,25 um). Essa coluna de pelicula espessa proporcionou retencdo suficiente
para separar 0s componentes mais volateis eluidos no inicio e forneceu a faixa
dindmica necessaria para separar os componentes de alto nivel e de baixo nivel

presentes na matriz.
BIOENSAIOS DE ESCOLHA

Respostas de formigas ao jardim de fungo saudavel e ndo saudavel: sistema de
escolha em forma de Y

Para determinar se as operarias de formigas cortadeiras sédo atraidos por
jardim de fungo saudéavel e ndo saudavel, monitoramos a escolha das operarias
em seis bioensaios experimentais, 12 vezes por bioensaio: 1) Fungo saudavel do
1° dia versus fungo saudavel; 2) Fungo saudavel do 1° dia versus nenhum fungo;
3) Fungo nao saudavel do 7° dia versus fungo saudavel; 4) Fungo ndo saudavel
do 7° dia versus nenhum fungo; 5) Fungo néo saudavel do 14° dia versus fungo

saudavel; 6) Fungo nao saudavel do 14° versus nenhum fungo.

Utilizou-se um sistema de escolha simples, em forma de Y, de vidro
transparente, que consistia em ramos de comprimento igual (40 cm) e largura (3
cm), com 0s ramos superiores dispostos em um angulo de 60° (Fig. 2). No ramo

da base do sistema de Y foi instalado uma camera para liberacdo das operarias.
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Nos ramos superiores do sistema de Y foram instaladas as camaras, onde as

escolhas foram fornecidas aleatoriamente.

Cinquenta formigas com uma largura média da cabeca de
aproximadamente 2,2 mm foram introduzidas na camera da base do sistema de
Y para permitir escolhas entre os bioensaios contendo 0,5 g (500 mg) de fungos
limpos com remocédo de formigas, ovos, larvas e pupas. O niumero de operérias
foi contado em intervalos de 5 minutos por 30 minutos, correspondendo a
escolha da operaria em cada camera contendo os bioensaios. Cada bioensaio

foi repetido 12 vezes.

20 cm

60°

3 cm
4

0,
I])

o
Fig. 2. Modelo olfatométrico utilizado no experimento de respostas de formigas a

fungos saudavel ou ndo saudavel no sistema de escolha em forma de Y.

Respostas das formigas a extratos de fungo saudavel e ndo saudavel: escolha

simultdnea

Os extratos de fungo foram obtidos utilizando pedacos do fungo das
colonias que receberam pellets com CHX e pellets sem CHX como descrito
acima. Os pedacos de fungo foram limpos, removida toda a cria e operarias, e
500 mg de fungos foram utilizados (adaptado ao Viana et al. 2001). Este jardim
de fungo foi imerso em 5 mL de diclorometano por 2 horas, filtrado com papel
filtro (Qualy®) e mantido em baixa temperatura. Esses extratos foram utilizados

nos bioensaios.

Para determinar se as operarias de formigas cortadeiras séo atraidas por
extratos de fungo saudavel e ndo saudavel, foram oferecidos discos de papel de

filtro (Qualy®) (diametro: 0,6 cm) contendo o extrato do fungo na éarea de
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forrageamento em cinco tratamentos: 1) 10 discos com extrato de fungo
saudavel; 2) 10 discos com extrato de fungo ndo saudavel do 7° dia; 3) 10 discos
com extrato de fungo ndo saudavel do 14° dia; 4) 10 discos com diclorometano;

5) 10 discos sem diclorometano e sem extratos, como controle.

Quatro colonias foram utilizadas e sete ensaios foram realizados por
colonia, totalizando 350 discos oferecidos por colénia. O bioensaio foi encerrado
guando o tratamento foi completamente transportado por forrageiras para a
colénia. O numero total de discos transportados foi contado para cada

tratamento.

ANALISE ESTATISTICA

Primeiro, o teste de Shapiro-Wilk foi aplicado para determinar se os dados
eram normalmente distribuidos ou ndo. A propor¢cdo de compostos de aldeido
nos 1°, 7° e 14° dias foi comparada entre colbnias que receberam pellets com
CHX e aquelas que receberam pellets sem CHX usando o teste de Mann-
Whitney para amostras independentes. O mesmo teste foi utilizado para
comparacao dos dados do sistema de escolha no sistema de Y. O namero total
de discos transportados foi submetido ao teste de Kruskal-Wallis e ao teste de
Student-Newman-Keuls como pés-teste. Um nivel de significancia de 1% foi
adotado para todos os testes. As analises foram feitas através do programa
BioEstat 5.0, Manaus, Brasil.

Resultados

O jardim de fungo emitiu quatro substancias volateis, 2-metilpropanal, 3-
metilbutanal, pentanal e hexanal, pertencentes a classe dos aldeidos (Fig. 3). A
proporcado de aldeidos foi semelhante nas quatro colénias que receberam os
pellets com CHX e nas coldnias que receberam pellets sem CHX (Fig. 4). Nao
encontramos diferencas significativas na proporcao de 2 metilpropanal [1° dia (U
=1,29,n=4, p>0,01), 7°dia (U =2,16, n =4, p> 0,01), 14° dia (U=1,87 ,n =4,
p> 0,01)], 3-metilbutanal [1° dia (U = 1,01, n =4, p> 0,01), 7° dia (U = 2,02, n = 4,
p>0,01),14° dia (U = 1,88, n = 4, p> 0,01)], pentanal [1° dia (U =2,30, n =4, p>
0,01), 7° dia (U = 0,86, n = 4, p> 0,01), 14°dia (U = 0,86, n = 4, p> 0,01)], ou
hexanal [1° dia (U = 0,57, n = 4, p> 0,01), 7° dia (U = 0,10, n = 4, p> 0,01), 14°
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dia (U = 1,29, n = 4, p> 0,01)] entre colénias que receberam pellets com e sem

CHX.
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Fig. 3. Volateis emitidos pelo fungo. A - fungo saudavel; B - fungo sem CHX por
7 dias; C - fungo sem CHX por 14 dias; D - fungo com CHX por 7 dias; E - fungo
com CHX por 14 dias.
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volateis emitidos pelo fungo; A - Fungo saudavel; B - fungo saudavel e fungo

com CHX do 7° dia; C - fungo saudavel e fungo com CHX do 14° dia.

A andlise das respostas das formigas ao jardim de fungo saudavel e néo
saudavel usando o sistema de escolha em forma de Y (Fig. 2) revelou uma
atracdo para o jardim de fungo, independentemente do seu estado de saude

(Fig. 5). Observamos diferengas significativas entre o fungo saudavel versus
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nenhum fungo (U = 42, n = 12, p <0,01), entre fungo ndo saudavel do 7° dia
versus nenhum fungo (U = 28,8, n = 12, p <0,01) e entre o fungo ndo saudavel
do 14° dia versus nenhum fungo (U = 41,5, n = 12, p <0,01). Por outro lado, ndo
houve diferencas significativas entre fungo saudavel do versus fungo saudavel
(U =054, n = 12, p> 0,01), entre fungos ndo saudaveis do 7° dia e fungos
saudavel (U = 24,8, n = 12, p> 0,01), ou entre fungo ndo saudavel o 14° dia
versus fungo saudavel (U = 0,054, n = 12, p> 0,01).
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Fig. 5. Percentual e intervalo de confianca da escolha de operarias de formigas
no sistema de escolha em forma de Y. A - Camara com fungo saudavel e
camara sem fungo; B - Camara com fungo saudavel e camara com fungo
saudavel; C - Camara contendo fungo do 7° dia com CHX e camara sem fungo;
D - Camara com fungo saudavel e camara contendo fungo do 7° dia com CHX ;
E - Camera contendo fungo do 14° dia com CHX e camara sem fungo; F -

Camara com fungo saudavel e camara contendo fungo do 14° dia com CHX.
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Foi detectado uma diferenca significativa entre os tratamentos com
extratos de fungos saudavel e ndo saudavel (Fig. 6) (teste de Kruskal-Wallis, H =
27,15, g.l. = 4, p <0,001). Os discos com extrato de fungo saudavel foram
altamente transportados por forrageiras (175 discos), com uma diferenca
significativa em comparacédo com discos com extrato de fungo ndo saudavel do
7° dia (59 discos, p <0,001) e discos com extrato de fungo ndo saudavel do 14°
dia (89 discos, p <0,001). No entanto, o numero de discos transportados com
extrato de fungo saudavel ndo foi significativamente diferente do numero de
discos com diclorometano (155 discos, p = 0,5542) ou de discos sem

diclorometano e extratos (182 discos, p = 0,7858).
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extrato de fungo saudavel e ndo saudavel para a colbnia.

Discussao

Uma das principais descobertas deste estudo é que os compostos de
aldeido liberados pelo jardim de fungo, foram os mesmos em colénias que
receberam pellets com CHX e que receberam pellets sem CHX nos 1°, 7° e 14°
dia (Fig. 3). Esse resultado n&o corrobora com o estudo sugerido por North et al.
1999, que sugere que um semioguimico volatil emitido pelo jardim de fungo
regula a selecdo de plantas por forrageiras de formigas cortadeiras, o que é
interpretado como uma comunicacdo entre o fungo simbidtico e as operarias.
Eles mostraram que as formigas aprendem a rejeitar plantas que contém
substancias quimicas prejudiciais ao fungo. Apés um periodo inicial de
aceitacdo, formigas de ninhos de laboratério pararam de colher isca granular

contendo um agente fungicida (CHX) com polpa de laranja. Em contraste,
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estudos mostram que a CHX causa mortalidade nas operarias de formigas
cortadeiras e ao fungo e, portanto, pode promover a rejeicdo de pellets devido a
mortalidade das operarias e pela morte do jardim de fungo (Sousa et al. 2017).

Aproximadamente 250 compostos organicos volateis foram identificados
em 129 espécies de fungos (126 Macromycetes e 3 Micromycetes patogénicos
para plantas: Puccinia) onde ocorrem como aldeidos, cetonas, alcoois, fenadis,
entre muitos outros (Chiron & Michelot 2005). Entretanto, em nosso estudo, o
jardim de fungo emitiu quatro substancias volateis, 2-metilpropanal, 3-
metilbutanal, pentanal e hexanal, pertencentes a classe dos aldeidos. Sabe-se
que as flores, partes vegetativas e raizes das plantas liberam mais de 1.000
compostos organicos volateis, principalmente aldeidos de 6 carbonos, alcoois,
ésteres e varios terpenodides (Pichersky et al. 2006). Em alguns casos, as plantas
liberam compostos volateis quando danificadas por herbivoros (Tumlinson et al.,
1999). No caso de formigas cortadeiras, as folhas das plantas sao cortadas,
processadas em uma polpa e incorporadas na superficie do jardim de fungo
pelas operarias (Camargo et al. 2007; Garrett et al. 2016). Provavelmente, estes
fragmentos de folhas no jardim de fungo emitem substancias volateis, como
observado em folhas danificadas mecanicamente de estacas de alamo (Populus
simonii e P. pyramidalis) (Hu et al. 2008). Esses autores identificaram 16
aldeidos: acetaldeido, butanal, pentanal, hexanal, heptanal, octanal, nonanal,
decanal, undecanal, dodecanal, tetradecanal, (Z) -3-hexenal, (E) -2-hexenal, (E)
-2- nonenal, benzaldeido e furfural. Curiosamente, a maioria dessas substancias
foi liberada 24 horas apés o oferecimento (Hu et al. 2008), sugerindo que o
mesmo possa ocorrer nas folhas fragmentadas do jardim de fungo das formigas

cortadeiras.

Sabe-se que partes de plantas insalubres, danos mecanicos, infec¢des
por patdgenos e lesbes de herbivoros podem induzir a rapida sintese de
compostos volateis, como hexenais e hexanal (Arimura et al.,, 2000).
Analogamente, o fungo simbidtico degrada as folhas como substrato para sua
colonizagdo e pode induzir a liberagdo de alguns aldeidos. Leucoagaricus

gongylophorus € um fungo basidiomiceto que produz hifas especializadas

(gongylidios) para alimentar formigas e larvas (Hélldobler & Wilson 2009), bem
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como enzimas para a degradacao da lignocelulose (Boyd & Martin 1975; Martin
et al. 1975; Schigtt et al. 2008, 2010; Aylward et al., 2013; Grell et al., 2013; Kooij
et al., 2014, 2016). A degradacao da lignina pelos basidiomicetos produz uma
variedade de metabdlitos aromaticos extracelulares (Jong et al. 1994),
especialmente aldeidos (Gallois et al. 1990), tais como hexanal, heptanal, 2-
butenal, 2-metil-2-butenal, 4-nonenal e 2,4-decadienal. Estes resultados apoiam
a producdo de alguns aldeidos pelo jardim de fungo durante a degradacdo da

lignocelulose.

As respostas das operarias ao jardim de fungo saudavel e ndo saudavel
indicaram uma atracédo para o jardim de fungo (Fig. 5). Essa atracdo pode ser
atribuida a presenca de hidrocarbonetos de formigas e grandes quantidades de
n-alcanos no jardim de fungo que constituem um sinal para as operarias de
formigas cortadeiras (Viana et al., 2001). Este fato também pode explicar por que
as operéarias ndo distinguiram entre jardim de fungo saudavel e ndo saudavel
(Fig. 5), embora a operaria em uma colénia possa levar o fungo ndo saudavel
para a camara de lixo (Sousa et al. 2017). Esta observacdo foi corroborada
gquando os extratos fangicos saudaveis e ndo saudaveis foram testados,
sugerindo que as operarias ndo podem distinguir o estado de saude do fungo
(Fig. 6). Provavelmente, os resultados comportamentais reforcam a falta de um
semioquimico volatil emitido pelo jardim de fungo, como sugerido por North et al.
1999, pois as operarias devem evitar produtos de decomposicao de fungos néao
saudaveis ou mortos. Além disso, a escolha dessas formigas poderia ter sido
afetada por muitos outros fatores, como a escolha da operaria, a forma como o0s
extratos foram produzidos, a maneira como as partes saudaveis e nao saudavel

foram selecionadas, etc.

Realizando experimentos comportamentais, o estudo de North et al. 1999,
concluiu que compostos altamente volateis emitidos pelo jardim de fungo afetam
diretamente o comportamento de forrageamento das operarias de formigas
cortadeiras. A principal falha em seu estudo € que eles nao identificaram
guaisquer compostos volateis de fungo ndo saudavel ou morto por causa do
efeito da CHX. Em altas concentracdes, como usado por Ridley et al. 1996, CHX

provoca a morte as operarias e ao jardim de fungo (Sousa et al. 2017, 2018). O
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comportamento de forrageamento é provavelmente afetado pela toxicidade da
CHX nas operarias e ao jardim de fungo e assim, ndo sendo uma resposta

comportamental ao semioquimico volatil.

Em conclusdo, foi observado que o jardim de fungo saudavel e néo
saudavel emitiram quatro substancias volateis na mesma propor¢cao e que as
operérias ndo discriminaram entre elas. Assim, poderiamos hipotetizar que

semioquimicos nao volateis podem estar envolvidos.
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CONSIDERACOES FINAIS

As formigas cortadeiras sao pertencentes um grupo de insetos eusociais,
conhecidas principalmente como cultivadora de fungo, o qual é mantido em
condicBes favoraveis para seu crescimento pelas formigas cortadeiras através
de incorporacfes de substrato nutritivo que favorecendo o seu desenvolvimento,
e na manutencao de entrada de microrganismos nocivo ao fungo. Portanto, a
selecdo de plantas por operarias forrageiras pode seguir esses critérios para a
selecdo de plantas. Desse modo, estudos apontaram que o jardim de fungo
poderia emitir um semioquimico volatil em resposta a incorporacdo de materiais
nocivos ao seu crescimento, que informaria as formigas que tal material

incorporado é inadequado para 0 seu crescimento.

Sendo assim, o0 primeiro estudo teve a finalidade de agregar
conhecimentos sobre os comportamentos realizados, o tempo de carregamento,
a deposicao de lixo pela colénia quando fornecido um material conhecido como
nocivo ao fungo, sendo tal substancia ndo detectada ao primeiro contato pelas
formigas cortadeiras. Assim, este primeiro estudo constatou que a cicloheximida
(CHX), conhecida nos estudos com formigas cortadeiras como fungicida afeta
negativamente e estruturalmente as colonias de formigas cortadeiras. Os
comportamentos sofrem alteracbes como principalmente o aumento das
frequéncias de lamber o pellet e a limpeza entre as formigas, aumento do tempo
de carregamento, e além disso, o presente estudo observou o aumento da

mortalidade de operarias no decorrer da incorporacao da substancia.

Dessa forma, com o resultado de mortalidade de operarias no estudo
anterior, o0 segundo estudo teve o objetivo de estudar o efeito na CHX na
mortalidade de operarias, administrado diferentes concentracdes de CHX as
operarias de formigas cortadeiras. Como esperado, observou-se que o
tratamento de CHX a 1% apresentou uma mortalidade nas formigas. Embora
tenha sido observado essa mortalidade moderada na concentracdo mais alta de
CHX, a substancia ndo pode ser considerada como um potencial formicida,
devido a sua baixa mortalidade em alta concentracdo, menor 50% visto a
sulfluramida apresenta um potencial de 91,14% de mortalidade a 0,1% de

concentracdo. Além disso, o modo de acdo da CHX ainda € desconhecido para
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insetos, por ndo apresenta acdo retardada como a sulfluramida, e ser toxica ao
ser humano e a outros organismos. E assim, levando a davida sobre os
resultados de estudos comportamentais em relagdo ao fato da alteracdo dos
atos comportamentais ser influenciados por um semioquimico volatil, que pode

esta sendo também, influenciado pela mortalidade das operarias.

Dessa maneira, o terceiro estudo teve a finalidade de identificar os
volateis que séo emitidos pelo jardim de fungo quando incorporado a CHX, bem
como a resposta comportamental das operarias em relacdo a jardim de fungo
saudaveis e ndo saudaveis. Os resultados ndo apresentaram diferenca na
propor¢cdo de compostos liberados pelo jardim de fungo saudaveis e né&o
saudaveis, sendo identificado 4 substancias presentes nos dois tratamentos,
além disso observou-se forte a atracdo para o fungo, independentemente do seu
estado de saude. Assim, poderiamos hipotetizar que um semioquimico nédo

volateis podem estar também envolvidos.

Portanto, esse estudo atendeu aos objetivos tracados para o
conhecimento das respostas comportamentais das operéarias de formiga
cortadeiras as substancias quimicas, trazendo contribuigcdes importantes como o
primeiro estudo que demostrou o efeito na mortalidade de formigas cortadeiras
pela substancia cicloheximida. Além disso, também, o primeiro estudo que

identificou volateis emitidos pelo jardim de fungo de formigas cortadeiras.
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CONCLUSAO

A cicloheximida altera as frequéncias dos comportamentos das operarias
de formigas cortadeiras quando homogeneizados em pellets, ocorrendo
principalmente aumento das frequéncias de lamber o pellets e limpeza
entre as operarias, além disso, ocorre alta mortalidade das formigas e a
observacédo do dano no jardim de fungo no decorrer da incorporagcdo com

cicloheximida.

A cicloheximida em altas concentracdes causa mortalidade em operarias

de formigas cortadeiras por ingestao.

Foi observado que o jardim de fungo saudavel e ndo saudavel emitiram
guatro substancias volateis na mesma propor¢ao e que as operarias nao
discriminaram entre elas. Assim, poderiamos hipnotizar que

semioquimicos nao volateis podem estar envolvidos.
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