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Resumo

As formigas cortadeiras sdo conhecidas por cortar material vegetal para cultivo do fungo
simbionte utilizado como base em sua alimentacdo. Por esse motivo, plantagdes sao
prejudicadas por esses insetos. Como forma de controle, iscas formicidas sdo utilizadas. A
partir desse estudo buscamos demonstrar que os comportamentos de contato direto
(comportamentos relacionados ao processamento do material vegetal) e indireto (auto-
limpeza, limpeza mutua ou toques) com iscas formicidas promovem a contaminagdao de
operarias. Para o contato direto, foram realizadas observagodes e contabilizadas as freqiiéncias
dos comportamentos realizados por operarias no processamento de pellets a base de polpa
citrica. Obtivemos que os comportamentos de segurar e lamber as iscas sao 0s mais
recorrentes. Para o contato indireto, procedeu-se a aplicagdo topica de tragador (corante,
Sudan III) em operaria, posteriormente, estudaram-se as interagdes sociais entre a operaria
com tragador e as operarias sem tragador. Adicionalmente, as cabegas das operarias foram
dissecadas para visualizar a presenga de corante na glandula pds-faringeal. Os resultados
foram que de 50 a 70 % das operarias estavam com a glandula pos faringeal corada,
dependendo do tamanho do grupo. A andlise comportamental mostrou uma interagdao
crescente de acordo com o aumento de individuos, sendo os toques entre as operarias o
comportamento mais frequente. Provavelmente a rota do corante tragador ocorreu pelos
toques excessivos entre as operarias, com posterior auto limpeza e limpeza mutua. Os
comportamentos de contato direto e indireto analisados s3o responsaveis em dispersar
rapidamente uma substancia entre os membros da colonia, como verificamos em nosso
experimento. Dessa forma, corroboramos a hipdtese que o contato direto e indireto promove a
contaminag¢do das companheiras do ninho.

.Palavras-chaves: Isca formicida, comportamento, corante Sudan III, glandula pos-faringeal,
contaminagao.



Abstract

Leaf-cutting ants are known to cut plants for cultivating the symbiotic fungus used as a food.
For this reason, plantations are harmed by these insects. As a control, toxics baits are used.
From this study we aim to demonstrate that direct contact behaviors (behaviors related to the
processing of plant material) and indirect (self-grooming, allogrooming or touches) with toxic
baits promote the contamination of workers. For the direct contact, observations were made
and counted the frequencies of of worker behavior in the processing of pellets based on citrus
pulp. We found that the behaviors of holding and licking the baits are the most recurrent. For
indirect contact, topical application of tracer (dye, Sudan III) was performed on the worker,
and social interactions were then studied between the worker with tracer and without tracer.
Additionally, the workers' heads were dissected to visualize the presence of dye in the post-
pharyngeal gland. The results were that from 50 to 70% of the workers had their pharyngeal
gland stained, depending on the size of the group. The behavioral analysis showed an
increasing interaction according to the increase of individuals, with the touches among the
workers being the most frequent behavior. Probably the route of the tracer dye occurred by
the excessive touching between the workers, with self-grooming and allogrooming. The direct
and indirect contact behaviors analyzed are responsible for rapidly dispersing a substance
among the members of the colony, as we have seen in our experiment. Thus, we corroborate

the hypothesis that the direct and indirect contact promotes the contamination of nestmates.

Key word: Formicidal baits, behavior, Sudan III dye, post-pharyngeal gland, contamination.



SUMARIO
1. APRESENTACAO
2. CAPITULO 1 - COMPORTAMENTOS DO CULTIVO DO JARDIM DE

FUNGO: ROTA DE CONTAMINACAO DE OPERARIAS DE FORMIGAS
CORTADEIRAS POR TRACADOR LIPOSSOLUVEL

2.1. RESUMO
2.2. ABSTRACT
2.3. INTRODUCAO

2.3.1. Cultivo do fungo simbionte com pellets a base de polpa citrica: contato
direto?

2.4. MATERIAL E METODOS

2.5. RESULTADOS

2.6. DISCUSSAO

2.7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
2.8. TABELAS

3. CAPITULO 2 - COMPORTAMENTOS DE LIMPEZA MUTUA, AUTO

LIMPEZA E TOQUES: ROTAS DE CONTAMINACAO DAS OPERARIAS EM
FORMIGAS CORTADEIRAS POR CORANTE TRACADOR LIPOSSOLUVEL”

3.1. RESUMO

3.2. ABSTRACT

3.3. INTRODUCAO

3.3.1. Comportamentos de limpeza e autolimpeza: contato indireto?
3.4. MATERIAL E METODOS

3.5. RESULTADOS

3.6. DISCUSSAO

11

12

13

14

14

16

18

20

23

26

29

30

31

32

32

34

35

36



3.7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
3.8. FIGURAS E TABELAS

4. CONSIDERACOES FINAIS

39

43

46



1. APRESENTACAO

O objetivo desse estudo foi analisar os comportamentos mais frequentes
realizados por operarias de formigas cortadeiras no processamento de iscas formicidas e nos
comportamentos de contato indireto com a isca, como 0s toques entre as companheiras de
ninho, auto-limpeza e limpeza-mutua, que podem estar relacionados com a contaminagdo das
operarias. Para comprovar a hipotese de que os comportamentos de contato direto e indireto
com os componentes toxicos de iscas formicidas promovem a contaminacao de operarias, dois
experimentos foram realizados e organizados em dois capitulos. Uma explicagdo breve do que

foi feito est4 descrito a seguir:

O primeiro capitulo entitula-se “Comportamentos do cultivo do jardim de fungo:
rotas de contaminacdo de formigas cortadeiras por tracador lipossoluvel”. O experimento
consistiu em observar os comportamentos de processamento de pellets de polpa citrica
realizados por operarias de Atta sexdens rubropilosa. A partir dos resultados, obtivemos que
os comportamentos de segurar a isca na superficie do fungo e lamber a isca foram os mais
frequentes e consideramos que estdo envolvidos de forma mais significativa com a entrada de

substancias toxicas presentes em iscas formicidas no corpo das operarias.

O segundo capitulo entitula-se “Comportamentos de limpeza mutua, auto limpeza
e toques: rotas de contaminacdo das operarias em formigas cortadeiras por corante tracador
lipossoluvel”. O experimento realizado consistiu na aplica¢do de corante tragador lipossoltiivel
(corante Sudan III) aplicado no pronoto de uma operaria e posteriormente foram analisadas as
interagdes entre a operaria com presenca de corante e operarias sem a presen¢a de corante.
Tratamentos com diferentes quantidades de operarias foram realizados com trés repeti¢des
cada e os comportamentos de interacdo entre elas foram identificados e contabilizados por
meio de observagdo de videos. Os comportamentos de toques entre operarias foram os mais
frequentes, seguidos da auto-limpeza e limpeza mutua. A cabega das operarias foram
dissecadas para visualizar a presenga de corante na glandula pos-faringeal. 50 a 70% das
operarias apresentaram a glandula corada. Desta forma, foi possivel comprovar pelos
experimentos, que os comportamentos de contato indireto com as substancias toxicas

presentes em iscas formicidas provocam a contaminagao de operarias.

A partir dos resultados obtidos nos dois experimentos, concluimos que os
comportamentos de contato direto mais recorrentes foram “segurar a isca na superficie do

fungo” e “lamber a isca”, e os comportamentos de contato indireto com a isca, listados em
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ordem de frequéncia de ocorréncia foram toques entre operdrias, auto-limpeza e limpeza
mutua. Através de experimentos adicionais de dissec¢do da cabeca das operarias pudemos
observar a presenga de corante na glandula pos faringeal de parte sigificativa dos individuos,
e, dessa forma, corroboramos a hipotese de que os comportamentos de contato direto e

indireto sdo responsaveis pela contaminacao das operarias.
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2. CAPITULO 1 - COMPORTAMENTOS DO CULTIVO DO JARDIM DE
FUNGO: ROTA DE CONTAMINACAO DE OPERARIAS DE FORMIGAS
CORTADEIRAS POR TRACADOR LIPOSSOLUVEL.
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CAPITULO 1 — COMPORTAMENTOS DO CULTIVO DO JARDIM DE FUNGO: ROTA
DE CONTAMINACAO DE OPERARIAS DE FORMIGAS CORTADEIRAS POR

TRACADOR LIPOSSOLUVEL.

2.1. Resumo

As formigas cortadeiras cultivam no interior de seus ninhos um fungo simbionte utilizado
como base em sua alimentacdo. Para isso, material vegetal, como folhas e brotos sdo cortados
pelas operarias que realizam uma série de comportamentos para incorpora-los no jardim de
fungo, promovendo seu crescimento. Por esse motivo, plantacdes de algumas culturas acabam
sendo prejudicadas por esses insetos. Como forma de controle, iscas formicidas sdo utilizadas.
A partir desse estudo buscamos demonstrar que os comportamentos de contato direto com as
iscas promovem a contaminacdo de operarias. Através dos experimentos realizados,
obtivemos que os comportamentos de segurar ¢ lamber as iscas s30 os mais recorrentes.
Concluimos que esses atos comportamentais sdo vias de entrada dos agentes toxicos de iscas

no organismo das operdrias promovendo a sua contaminagao.

Palavras-chave: contato direto, isca formicida, operarias, contaminagdo, agentes toxicos.
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BEHAVIORS OF FUNGUS GARDEN CULTIVATION: CONTAMINATION ROUTE

OF LEAF-CUTTING ANT WORKERS USING A FAT-SOLUBLE TRACER DYE

2.2. Abstract

Leaf-cutting ants cultivate inside their nests a symbiotic fungus used as a base in their diet.
For this, material plant, such as leaves and shoots are cut by workers who perform a series of
behaviors to incorporate them in the fungus garden, promoting their growth. For this reason,
plantations of some crops end up being harmed by these insects. As a form of control, toxic
baits are used. From this study, we tried to demonstrate that direct contact behaviors with the
baits promoted the contamination of workers. Through the experiments performed, we
obtained that the behaviors of holding and licking the baits are the most recurrent. We
conclude that these behavioral acts are ways of entering the toxic agents of baits in the

workers' organism promoting their contamination.

Key words: direct contact, toxic bait, workers, contamination, toxic agents.
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2.3. INTRODUCAO
2.3.1. Cultivo do fungo simbionte com pellets a base de polpa citrica: contato direto?

As formigas cortadeiras sdo notdérias em cortar folhas para o cultivo do fungo
simbionte, base de sua alimentagdo (WEBER, 1972). Durante esse cultivo, uma série de
comportamentos estereotipados e sequenciais sdo realizados visando a preparagdo adequada
do material vegetal (DINIZ; BUENO, 2009).

Garrett et al. 2015, identificaram e descreveram todos os comportamentos
realizados por operarias de Atta cephalotes durante o processamento e incorporagao de folhas,
sendo a seguinte sequéncia: Apds os discos foliares serem levados para o jardim de fungo,
uma ou mais operarias seguram o substrato com suas mandibulas elevando-o e estabilizando-
0; outras operarias realizam uma série de comportamentos, como lamber, raspar e repicar o
substrato: a superficie e extremidades dos discos foliares sdo lambidos pelas operarias
promovendo sua limpeza e liberando em toda sua extensdo agentes fungicidas e bactericidas,
algumas vezes passam por um processo de raspagem, em que a mandibula das operarias
abrem e fecham no disco, possivelmente para aumentar a superficie de contato e facilitar o
acesso do fungo, e posteriormente sdo repicados em pedagos menores; os fragmentos de
folhas tem as suas bordas mastigadas pelas operarias provocando cicatrizes que facilitam a
entrada dos agentes digestivos liberados pelo fungo; de forma menos recorrente e ainda pouco
estudado, algumas operarias depositam fluidos fecais no fragmento de folha durante seu
processamento, o que pode estar relacionado com o processo de decomposicao; apos serem
repicados, os fragmentos de folha sdo depositados temporariamente em uma regiao do fungo e
aos poucos sdo recolhidos pelas operarias e inseridos no jardim de fungo; por fim, operarias
pequenas inoculam hifas nos fragmentos inseridos no jardim de fungo, facilitando o processo
de decomposicao das folhas.

Os comportamentos acima citados estdo relacionados a caracteristicas
morfoldgicas das operdrias. De acordo com Wilson, 1980, 1983, as diferencas nas
caracteristicas morfologicas de Atta sexdens rubropilosa, especificamente em relagdo ao
tamanho do corpo das operarias, com variacdo da largura da cabeca entre 0,8mm e 3,0mm,
estao relacionadas com a divisdo de tarefas no processamento do substrato. Esses resultados
foram comprovados por Andrade et al. (2002); Wilson (1980); Fowler (1983); Lopes et al.
(2004); Camargo (2007); Diniz e Bueno (2009); (2010), porém deram enfoque no tamanho
das operdrias e suas respectivas fungdes: as operarias generalistas, com largura da cabega

entre 1,3 a 1,6 mm, lambem e repicam as folhas; operarias menores, com largura da cabeca
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entre 0,8 a 1,2 mm, mastigam as bordas das folhas e inoculam os fragmentos no jardim de
fungo. Por fim, sdo depositados tufos de hifas na superficie dos fragmentos de folha
(WEBER, 1956; LOPES et al., 2004).

De forma geral tanto folhas como iscas passam pelas mesmas etapas de
processamento: o tratamento fisico, que envolve os comportamentos de segurar e lamber o
substrato; o tratamento quimico, em que as operdrias depositam fluido fecal, prensam e
repicam o substrato; e a incorporagdo, quando as operdrias incorporam os fragmentos de
substrato no fungo e inoculam as hifas (DINIZ; BUENO, 2009).

De acordo com Silva et al. (2015), o processamento de pellets a base de polpa
citrica comparado ao processamento de folhas ¢ mais demorado devido a sua natureza fisica,
sendo um material mais resistente em comparagao as folhas, passando por um processo de
hidratacdo para possibilitar a sua incorporagdo. Os fatores fisicos do substrato a ser
processado influenciam tanto no tempo de processamento, quanto na quantidade de operarias
envolvidas neste processo (SILVA et al., 2015).

Na conclusdo de seu estudo, Silva et al. (2015) demonstrou que as operarias de A.
S. rubropilosa, durante o cultivo do jardim de fungo com os pellets de polpa citrica, trabalham
mais em seu processamento em compara¢do as folhas, ocasionando a contaminagdo das
operarias da colonia pelo ingrediente ativo, principalmente as operarias jardineiras e
generalistas. O contato direto consiste nos comportamentos realizados pelas formigas
cortadeiras que estdo envolvidos na manipulagdo do substrato durante o seu processamento e
incorporacdo no jardim de fungo (BRITTO et al., 2016).

A partir do exposto, pode-se considerar que a preparacao de substrato do tipo
iscas toxicas e a incorporagdo do mesmo no jardim de fungo estd relacionado com a
contaminagdo das operdrias dentro da col6nia por meio do contato direto. Para comprovar
essa hipotese de que o contato direto com a isca promove a contaminagdo das operarias,
pellets de polpa citrica foram oferecidos para colonias de laboratorio. Assim, comportamentos
realizados pelas operarias foram identificados e suas frequéncias foram contabilizadas afim de
descobrir 0os comportamentos mais recorrentes durante o processamento e incorporacdo dos
pellets de polpa citrica e que estdo envolvidos de forma mais direta com a contaminagdo das

operarias.
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2.4. MATERIAL E METODOS

As colonias utilizadas nesse experimento foram coletadas no municipio de
Botucatu-SP e armazenadas Laboratério de Insetos Sociais-Praga (LISP) da Faculdade de
Ciéncias Agrondmicas da UNESP de Botucatu.

Para a realizag@o das observacdes, trés colonias com capacidade de armazenar 1 L
de fungo foram utilizadas. Para manuten¢do da umidade elas continham uma camada de gesso
de 1 cm no compartimento central onde se encontrava o fungo. Além disso, continham
conexoes para recipientes destinados ao forrageamento e deposi¢ao do lixo exaurido em suas
extremidades opostas (LOPES, 2004). A temperatura ambiente foi mantida aproximadamente
a 22+ 2°C, com umidade relativa em torno de 70+ 20%.

Para realizar as observagdes, com o auxilio de um estereomicroscopio com ocular
micrométrica, individuos de variados tamanhos foram retirados de suas colonias para medi¢ao
da largura da cabeca. As castas foram definidas de acordo com o proposto em Wilson (1980).
As observagdes foram feitas com base no comportamento das operarias jardineiras (largura da
cabega entre 0,8 a 1,2 mm) e generalistas (largura da cabega entre 1,3 a 1,6 mm),
categorizadas, respectivamente, como operarias pequenas ¢ médias.

O substrato oferecido as coldnias para as observagdes foi constituido por pellets
feitos com farelo de polpa citrica e formulada sem principio ativo, com superficie padronizada
em 62,86 mm?>.

Em cada uma das 3 colonias foram realizadas 8 horas de observagdes cada para
registrar os comportamentos executados na preparacdo e incorporagdo dos pellets a base de
polpa citrica, totalizando 24 horas de observagao. Foram realizadas duas horas de observagao
por dia até totalizar as 8 horas de cada tratamento. As observacdes foram feitas a cada dez
minutos € os comportamentos relacionados ao processamento de pellets a base de polpa
citrica, limpeza mutua e auto limpeza foram contabilizados. O sistema de observagao foi do
tipo varredura, adaptado ao descrito por Martin e Bateson (1986), em que um grupo de
individuos ¢ escaneado de forma rapida e o comportamento de cada um deles ¢ registrado em

intervalo regulares.

Os comportamentos executados pelas operarias de Atta sexdens rubropilosa
durante o processamento e incorporacao dos pellets a base de polpa citrica no jardim de fungo
foram classificados e posteriormente foram calculadas as frequéncias de ocorréncia desses
atos e suas porcentagens. Esses calculos também foram feitos de acordo com a classe de

tamanho das operarias que realizavam os comportamentos.
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Foi feita uma tabela de contingéncia com aplicagdo de teste Qui quadrado levando
em consideracdo o tamanho das operarias. Os residuos foram julgados usando a distribuigdo
normal padrao (CONOVER, 1999; CONOVER; IMAN, 1979). A andlise dos residuos
padronizados avaliou se a frequéncia dos comportamentos realizados por operarias pequenas e
médias estavam dentro dos padrdes normais. A partir do teste qui quadrado obteve-se que os
comportamentos com valores de Z entre -1,96 ¢ 1,89 estdo dentro do padrdo de ocorréncia
(tabela 4); Z < -1,96 (em italico) sdo identificados como escassez de ocorréncias significativas
dos comportamentos (tabela 4) e Z > 1,89 (em negrito) sdo identificados como excesso de

ocorréncias significativas dos comportamentos (tabela 4).

Para testar a hipdtese de que os 8 comportamentos (1,2,3, 4,5,6,7,8) tém a mesma
distribuicdo, uma “anova nao paramétrica” foi realizado ( Kruskal-Wallis). O teste nado
paramétrico de Kruskal-Wallis rejeitou a hipotese de que todos os comportamentos tém a
mesma distribuicdo = 20,373 valor P > 0,05 (CONOVER, 1999; CONOVER; IMAN, 1979).
Para saber se houve diferenga entre as frequéncias de ocorréncia dos comportamentos,
andlises de comparagdes pareadas foram realizadas utilizando o teste de Conover para
compara¢do multipla de amostras independentes e valores Bonferroni P método de ajuste
(CONOVER, 1999; CONOVER; IMAN, 1979). Na tabela 5 os valores de P < 0,05 (em
negrito) representam diferenga significativa entre a frequéncia de ocorréncia dos
comportamentos, sendo que um deles tem maior frequéncia de ocorréncia comparado ao

outro.

Um experimento adicional foi realizado para estudar a acdo da glandula pods-
faringeal na digestdo dos compostos lipidicos presentes nos pellets a base de polpa citrica.
Para isso, foi adicionado a formulacdo desse substrato um corante tragador que cora a
glandula durante a absor¢ao das moléculas de lipideo. Para realizar esse experimento, foram
utilizadas 3 coldnias, aplicando-se pellets de polpa citrica, contendo 10% do corante tragador
Sudan III. Apds 24 horas da aplicagdo, as colonias foram abertas e coletadas 50 operarias de
cada colonia, totalizando 150 operarias. Essas operarias foram dissecadas e categorizadas de
acordo com a presenca do corante na glandula pos faringeal, portanto, coradas e ndo coradas.
Um teste de Qui quadrado foi aplicado aos resultados, onde Hy as propor¢des eram iguais

entre o observado e esperado, com 0=5% (tabela 6).

As analises foram realizadas utilizando o programa R 3.1.1 (R CORE TEAM,
2015).
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2.5. RESULTADOS

O processamento e incorporacdo de pellets de polpa citrica envolvem diversas
etapas, que de forma geral sao muito similares em relacao as folhas: Segurar o substrato na
superficie do fungo, lamber o substrato, raspagem de substrato, repicar o substrato, depositar
fluidos fecais, inserir o substrato na superficie do fungo e inocular hifas no fragmento de

substrato inserido no fungo.

Alguns comportamentos descritos acima ndo foram observados no experimento,
como raspar o substrato e depositar fluidos fecais. A sequéncia de comportamentos
observados estdo relatados a seguir: os pellets foram carregados no interior da colonia pelas
operarias, ¢ logo depositados na superficie do jardim de fungo. Algumas operarias seguravam
o substrato na superficie do fungo enquanto outras operarias lambiam. Apds essa etapa, as
operarias repicavam os pellets, que por sua vez eram mastigados, promovendo seu
amolecimento ¢ umedecimento. A partir disso, as operarias incorporavam os fragmentos de

pellets ja processados no jardim de fungo e depositavam hifas em sua superficie.

O comportamento com maior frequéncia de observacdo foi o de segurar o pellet
na superficie do fungo, que representou 49,67% (Tabela 1) de todos os comportamentos
executados. A classe de tamanho mais registrada executando esse comportamento foi aquela
representada pelas operarias médias, responsaveis por 95,83% (Tabela2) (Z;1= 1,869867;
712=6,335226; Z;3=-5,16939), seguidas das pequenas 4,17% (Z;1= -4,91235; Z;2= -3,89842;
Z;3=-2,85388).

O comportamento de lamber o pellet foi o segundo maior em frequéncia,
representando 26,79% (Tabela 1) de todos os comportamentos executados. As operarias
médias foram as que mais executaram esse ato, com 89,65% (Tabela 2) (Z;1=7,794788; Z;2=
-6,81778; Z;3= -2,28958), seguidas das pequenas 10,35% (Z;1= 2,633788; Z;2= 1,031894;
7Z;3=1,393092).

Os comportamentos de repicar o pellet, morder as laterais do pellet e incorporar o
fragmento de pellet no fungo, tiveram, respectivamente, frequéncias de 16,56%, 3,44%, 2,5%
(Tabela 1). Observou-se que as operarias médias tiveram uma frequéncia maior na execucao
do comportamento de repicar o pellet 92,69% (Tabela 2) (Z;1= -8,77159 ; Z;2= 2,050101 ;
Z3=7,527665), enquanto que as pequenas realizaram 7,31% desse ato (Z;1= -3,49144; Z,2=
1,988575; Z;3= 0,094049). Em relagdo a atividade de morder as laterais do pellet, as operarias

médias tiveram maior frequéncia na realizacdo desse ato, com 94,32% (Tabela 2) (Z;1= -
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2,51003; Z;2=-2,36097; Z;3= 6,115607) enquanto que as pequenas realizaram 5,68% (Z;1= -
0,76143; Z;2= 0,194791; Z;3= -1,1237). O comportamento de incorporar o fragmento de
pellet no fungo foi realizado com maior frequéncia pelas operarias médias 73,44% (Tabela 2)
(Z11= -2,663; Z;2= -0,18344; Z;3= -0,53046), enquanto que as pequenas realizaram 26,56%
desse ato (Z;1=-0,41797; Z,2=5,307338; Z;3= 4,498051).

Por fim, o comportamento observado com a menor frequéncia foi o de incorporar
hifas no fragmento de pellet depositado no fungo, com 1,1% (Tabela 1). Apenas nessa
atividade, as operarias pequenas realizaram esse comportamento com maior frequéncia, com
88,89% (Tabela 2) (Z;1= 27,3306; Z;2= -1,08545; Z;3= 2,717899), enquanto que as médias
realizaram 11,11% (Z;1=-2,48335; Z,2= -4,42169; Z,3= -2,25726).

Foi realizado um teste de Kruskal-Wallis para analisar se houve diferenga de
frequéncia entre os oito comportamentos estudados. O teste ndo paramétrico de Kruskal-

Wallis rejeitou a hipétese de que todos os comportamentos tém a mesma distribuicio (2 gL =

20,373, P < 0,05). Na tabela 3 observa-se que alguns comportamentos tiveram diferenca
significativa quando comparado aos demais comportamentos, como lamber o pellet na

superficie do fungo, segurar o pellet na superficie do fungo, auto limpeza e limpeza mutua.

De acordo com as analises, lamber o pellet na superficie do fungo teve diferenca
significativa e maior frequéncia de ocorréncia em relagdo ao comportamento de incorporar
hifas no fragmento de pellet depositado no fungo (Tabela 3). O comportamento de segurar o
pellet na superficie do fungo teve diferenca significativa e maior frequéncia de ocorréncia em
relagdo aos comportamentos de morder as laterais do pellet; incorporar fragmento de pellet no
fungo e incorporar hifas no fragmento de pellet depositado no fungo (Tabela 3). O
comportamento de repicar o pellet teve diferenga significativa e menor frequéncia de
ocorréncia em relagdo ao comportamento de limpeza mutua (Tabela 3). Os comportamentos
de auto limpeza e limpeza mutua tiveram diferenca significativa e maior frequéncia de
ocorréncia em relacdo aos comportamentos de morder as laterais do pellet, incorporar
fragmento de pellet na superficie do fungo e incorporar hifas no fragmento de pellet

depositado no fungo (Tabela 3).

Em relagdo ao experimento adicional com corante tragcador Sudam III (Tabela 4),
observou-se que em uma concentracdo mais elevada dessa substincia, houve diferenca

significativa entre operarias com a glandula pos faringeal corada e ndo corada. Foi observado
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que 88,7% das operarias amostradas estavam com a glandula pos faringeal corada e 11,3%

sem a presenca do corante, sendo significativo estatisticamente ((y2> =44,85, p< 0,05).
2.6. DISCUSSAO

Com os resultados obtidos em nosso estudo, corroboramos a hipotese de que o
contato direto com a isca promove a contaminagao das operarias, visto o repertorio
comportamental das operarias realizados durante o processamento dos pellets a base de polpa
citrica, e posteriormente, a frequéncia de operarias marcadas com o corante tragador

lipossoluvel.

A partir do experimento de processamento dos pellets a base de polpa citrica, o
ato comportamental mais recorrente foi o de segurar o pellet na superficie do fungo. De
acordo com Garrett et al. (2015), em relagdo ao processamento de folhas, o ato de segurar os
fragmentos ou discos foliares promove a sua estabilidade, diminuindo a movimentagdo e
promovendo uma tensao para o corte ou outros comportamentos de processamento, podendo

reduzir o gasto energético.

O segundo comportamento mais frequente foi o de lamber o pellet de polpa citrica
(Tabela 1). Garrett et al. (2015) demonstraram que em formigas cortadeiras existe a presenca
de propriedades antibiodticas e antifingicas na saliva das operarias advindas de secrecdes das
glandulas metapleurais e mandibulares, que sdo transferidas para as folhas quando elas
lambem a sua superficie, promovendo a assepcia que beneficia o fungo simbionte. Também
foi proposto que o ato de lamber a folha promove a remogao de cera epicuticular (Garrett et al
2015). Além disso, Silva (2014) inferiu que o ato de lamber torna-se frequente em pellets a
base de polpa citrica, pois promove hidratagdo e posterior amolecimento do mesmo,

facilitando o seu processamento.

O terceiro comportamento mais frequente foi o de repicar a isca. Esse ato
comportamental foi o Unico observado em Atta cephalotes no processamento de folhas
responsavel pela diminuicdo desse substrato em fragmentos (GARRETT et al., 2015).
Podemos inferir que ao diminuir os substratos em fragmentos menores, as operarias terao

maior facilidade de realizar os outros comportamentos de processamento.

Em relacdo a tabela de residuos padronizados e frequéncia de comportamentos em

relagdo ao tamanho das operaria que os realizaram (Tabela 2), observamos que dos seis atos
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comportamentais relacionados ao contato direto, cinco deles tem maior frequéncia de
ocorréncia por parte das operarias médias e esses comportamentos foram: segurar o pellet na
superficie do fungo, lamber o pellet na superficie do fungo, repicar o pellet, morder as laterais
do pellet e incorporar fragmento de pellet no fungo. As operdrias de tamanho pequeno,
realizaram com maior frequéncia o comportamento de incorporar hifas no fragmento de pellet

depositado no fungo em relagdo as formigas médias.

Com os resultados obtidos a partir da teste de Kruskal-Wallis (Tabela 3),
observou-se que os atos que tiveram diferenca significativa em relacdo a frequéncia de
ocorréncia foram: segurar o pellet na superficie do fungo, lamber a superficie do pellet, auto
limpeza e limpeza mutua. A partir disso, conjecturamos que esses comportamentos estao

relacionados de forma significativa com a contaminag@o das operarias nas coldnias estudadas.

Em relacdo ao experimento da glandula pds faringeal, os pellets oferecidos para as
colonias foram preparados com a mesma base de ingredientes de iscas formicidas, mas nesse
caso, sem a presenga do agente toxico que promove a morte das operarias. Apds 24 horas que
os pellets de polpa citrica preparados com corante Sudam III foram introduzidos nas coldnias,
as operarias dissecadas pds processamento desse substrato apresentaram em sua maioria
glandula pos-faringeal coradas (Tabela 4). Peregrine e Mudd; Cherret, 1973; Vinson e
Phillips; Willians, 1980 apud Decio (2013) demonstraram que no limem da glandula foram
encontrados “liquidos de aspecto oleoso amarelado” e que estes poderiam ter origem da
alimentagdo das operarias. Assim, durante a manipulagdo dos pellets, as operarias podem ter
ingerido o corante tragador, e devido a presenca de oleo nesse substrato e a digestibilidade de
lipideos da glandula pos faringeal, esta acabou corada. O mesmo mecanismo pode ocorrer
com as iscas toxicas, promovendo a contaminac¢do das operarias pelos comportamentos de

processamento desse substrato.

A partir do estudo realizado, concluimos que durante o processamento de pellets a
base de polpa citrica os dois comportamentos que ocorreram em maior frequéncia e com
diferenca significativa em relagdo aos demais foram: segurar os pellets na superficie do fungo
e lamber os pellets. Desta forma, existe a possibilidade de que quando iscas formicidas sao
utilizadas como forma de controle de formigas cortadeiras, esses dois comportamentos,
juntamente com outros fatores, podem estar envolvidos de forma mais significativa com a

contaminagdo de operarias. Assim, conclui-se nesse estudo que o contato direto com as iscas
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formicidas promove a contaminacdo das operarias dentro da colonia durante o cultivo do

fungo simbionte.
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Tabela 1 — Frequéncia total e porcentagem total dos comportamentos realizados pelas

operarias nas coldnias analisadas.

Comportamentos

Frequéncia absoluta

%

Lambendo o pellet na superficie

do fungo 686 26,79
Segurando o pellet na superficie 1272 49,67
do fungo
Repicando o pellet 424 16,56
Mordendo as laterais do pellet 88 3,44
Incorporando fragmento de 64 2.5
pellet no fungo
Incorporando hifa no fragmento 27 11
de pellet depositado no fungo ’
Total 2561 100

Tabela 2 — Residuos padronizados no contigenciamento dos comportamentos efetuados por
Atta sexdens rubropilosa, durante a preparagdo e incorporagdo do substrato composto por
pellets de polpa citrica.

Residuos padronizados de cada
Comportamentos Largura da Frequéncia % colonia
cabeca (mm) observada
71 72 7,3
Lambendo o pellet na superficie 0.8-1.2 71 10,35 2,633788 | 1,031894 | 1,393092
do fungo 1.3-1.6 615 89,65 7,794788 | -6,81778 | -2,28958
Total 686 100
Segurando o pellet na superficie 0.8-1.2 53 4,17 -4,91235 | -3,89842 | -2,85388
do fungo 1.3-1.6 1219 95,83 | 1,869867 | 6,335226 | -5,16939
Total 1272 100
0.8-1.2 31 7,311 -3,49144 | 1,988575 | 0,094049
Repicando o pellet 1.3-1.6 393 92,69 | -8,77159 | 2,050101 | 7,527665
Total 424 100
0.8-1.2 5 5,68 -0,76143 | 0,194791 | -1,1237
Mordendo as laterais do pellet 1.3-1.6 83 94,32 | -2,51003 | -2,36097 | 6,115607
Total 88 100
Incorporando fragmento de pellet 0.8-1.2 17 26,56 | -0,41797 | 5,307338 | 4,498051
no fungo 1.3-1.6 47 73,44| -2,663 | -0,18344 | -0,53046
Total 64 100
Incorporando hifa no fragmento 0.8-1.2 24 88,89 | 27,3306 | -1,08545 | 2,717899
de pellet depositado no fungo 1.3-1.6 3 11,11 -2,48335 | -4,42169 | -2,25726
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Tabela 3 — Valor da probalidade da analise Comparacdo multipla de amostras independentes,
com teste de Conover, com 5% de significancia.

Lambend Incomorando
0 o pellet Segurar o Mordendo | Incorporando hifa no
pelletna | Repicando . fragmento de | Auto | Limpeza
Comportamentos . as laterais | fragmento de . ,
.| superficie | o pellet pellet Limpeza| Mitua
superficie do pellet | pellet no fungo .
do fungo depositado
do fungo
no fungo
Segurar o pellet na " " " " % % %
superficie do fungo
Repicando o pellet 0,24123 * * * * * *
Mordendo as " " % % %
laterais do pellet 0.17906 | 0,00282 !
Incorporando
fragmento de pellet | 0,05383 | 0,00092 0,43498 1 * * * *
no fungo
Incorporando hifa
no fragmento de 1 60671 | 000014 | 0,05383 1 1 * * *
pellet depositado no
fungo
Auto Limpeza 0,5815 1 0,07274 0,00092 0,00031 5.3e-05 * *
Limpeza Mutua 0,32435 1 0,03985 0,00053 0,00019 3.3e-05 1 *

Valores em negrito representam diferenga significativa da frequéncia de ocorréncia entre os

comportamentos.

Tabela 4 — Frequéncia total de operarias com corante tragador Sudam III presente na glandula
po6s faringeal. Teste Qui quadrado aplicado aos resultados.

Operarias Operarias
Colodnias coradas ndo coradas Total
Colbnia 1 45 5 50
Colonia 2 46 4 50
Col6nia 3 42 8 50
Total 133 17 150
(%) 88,60 11,34 100
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Figura 1- Porcentagem de cada ato comportamental de Atta sexdens rubropilosa durante a
preparacdo e incorporagdo no jardim de fungo do substrato de pellets de polpa citrica (1:
Lamber o pellet na superficie do fungo; 2: Segurar o pellet na superficie do fungo; 3: Repicar
o pellet; 4: Morder as laterais do pellet; 5: Incorporar fragmentos de pellets no fungo; 6:
Incorporar hifa no fragmento de pellet depositado no fungo).
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3. CAPITULO 2 COMPORTAMENTOS DE LIMPEZA MUTUA, AUTO LIMPEZA E
TOQUES: ROTAS DE CONTAMINACAO DAS OPERARIAS EM FORMIGAS
CORTADEIRAS POR CORANTE TRACADOR LIPOSSOLUVEL
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CAPITULO 2 - COMPORTAMENTOS DE LIMPEZA MUTUA, AUTO LIMPEZA E
TOQUES: ROTAS DE CONTAMINACAO DAS OPERARIAS EM FORMIGAS
CORTADEIRAS POR CORANTE TRACADOR LIPOSSOLUVEL

3.1. Resumo

O presente estudo visou elucidar se os comportamentos de auto-limpeza, limpeza mutua ou
toques entre as operarias promove a dispersdao de substancias entre os membros da coldnia.
Para tanto, procedeu-se a aplicacdo topica de tracador (corante, Sudan III) em operaria,
posteriormente, estudou-se as interacdes sociais entre a operaria com tragador e as operarias
sem tracador. Adicionalmente, as cabegas das operarias foram dissecadas para visualizar se a
glandula pos faringeal estava corada ou ndo. Os resultados foram que de 50 a 70 % das
operarias estavam com a glandula pos faringeal corada, dependendo do tamanho do grupo. A
analise comportamental mostrou uma interacdo crescente de acordo com o aumento de
individuos, sendo o0s toques entre as operarias o comportamento mais frequente.
Provavelmente a rota do corante tracador ocorreu pelos toques excessivos entre as operarias,
com posterior auto limpeza e limpeza mutua. Esses comportamentos sao responsaveis em
dispersar rapidamente uma substancias entre os membros da coldnia, como verificamos em
nosso experimento. Dessa forma, corroboramos a hipdtese que o contato indireto promove a
contaminagdo das companheiras do ninho, servindo como um modelo para estudos adicionais

com contaminacao das operarias com ingredientes ativos de inseticidas.

Palavra chave: Atta sexdens, formigas cortadeiras, limpeza mutua, auto limpeza.
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CHAPTER 2 - Allogrooming, self-grooming and touching behavior: contamination

routes of leaf-cutting ant workers using a fat-soluble tracer dye

3.2. Abstract

The aim of this study was to determine whether worker self-grooming, allogrooming and
touching each other promotes the dispersal of substances among members of the colony. For
this purpose, a tracer (Sudan III dye) was applied topically to a worker ant and the social
interactions between the worker with the tracer and workers without the tracer were studied.
Additionally, the worker heads were dissected to visualize whether or not the postpharyngeal
gland was stained. The postpharyngeal gland was stained from 50 to 70% of workers
depending on the size of the group. Behavioral analysis showed a growing interaction with
increasing number of individuals, with workers touching each other being the most frequent
behavior. The tracer dye was probably passed on by excessive touches between workers,
followed by self-grooming and allogrooming. These behaviors are responsible for the rapid
dispersal of substances among colony members as observed in our experiment. The results
therefore support the hypothesis that indirect contact promotes the contamination of
nestmates, serving as a model for further studies on the contamination of workers with the

active ingredients of insecticides.

Keywords: Atta sexdens, leaf-cutting ants, allogrooming, self-grooming
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3.3.INTRODUCAO
3.3.1. Comportamentos de limpeza e autolimpeza: contato indireto?

A contaminagdo das operarias pode ocorre de forma direta, ou seja, durante o
processamento da isca formicida para o cultivo do fungo simbionte (BRITO et al., 2016),
embora, ndo se conhece ao certo como ocorre a dispersdo de substancias (por exemplo,
inseticidas) entre os membros da colonia. Uma eficiente forma de veicular o i.a. de um

inseticida ¢ através de iscas a base de polpa citrica, a qual ¢ altamente atrativa as forrageiras.

No interior do ninho essa isca € processada para o cultivo do jardim de fungo, e
postula-se que nesse momento, as operarias se contaminam com tal inseticida (FORTI et al.,
1993). Depois que os pellets comegam a ficar hidratados, sdo depositados sobre o jardim de
fungo e entdo as operarias comecam a retirar pequenos pedacos e incorpora-los no jardim de
fungo. Esse processo de incorpora¢do pode-se iniciar 6 horas apos serem ofertadas as iscas e
prolonga-se até 18 horas depois (FORTI et al.,, 1993). Durante esse processo 70% das
operarias ficam contaminadas com o inseticida como comprovado por Forti et al. (2007)
através de um corante tragador. Os autores supde que as formigas contaminadas dispersam o
sulfluramida através da trofalaxia entre adultos, como uma reacao em cadeia (Forti et al.,
1993). Dai a importancia do inseticida matar em baixas concentragdes, pois no processo de
trofalaxia a diluigdo € bastante acentuada. Porém, a trofalaxia oral ¢ altamente discutida entre
adultos em formigas cortadeiras sendo uma questdo bastante contraditéria entre os

mirmecologistas.

Sabe-se que as espécies de formigas sdo altamente variaveis na taxa de trofalaxia,
de forma que reflete a sua posicao filogenética e habitos alimentares (WILSON, 1971). Por
exemplo, em Acromyrmex subterraneus subterraneus verificou-se que operarias minimas
cederam alimento para as operarias de mesmo tamanho e maior a elas, provavelmente através

de trofalaxia oral (SAMUELS et al., 2004).

Porém em um estudo mais detalhado, Paul e Roces (2003), compararam
quantitativamente a taxa de absor¢do de fluidos em espécies de diferentes hdbitos alimentares.
Eles verificaram que as operdrias de espécies de formigas que se alimentam de néctar e
“honeydew” de homopteras, Camponotus rufipes (Formicidae) ¢ Pachycondyla villosa
(Ponerinae), coletam fluido com maiores taxas de absor¢do, enquanto as operdrias de

formigas cortadeiras Atta sexdens (Myrmicinae) e a formiga predadora do complexo de
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Rhytidoponera impressa com menores taxas. Considerando os habitos alimentares, verifica-se
que em espécies que coletam fluidos (néctar) durante o forrageamento, como o género
Camponotus, possuem um papo bem desenvolvido, adaptado a esta estratégia de
forrageamento. Quando a forrageira retorna ao ninho com o papo preenchido ela regurgita e
distribui o alimento através da trofalaxia oral para os companheiros do ninho
(HOLLDOBLER; WILSON, 1990). Enquanto, a baixa taxa de absor¢do de fluidos reflete
outras estratégias de forrageamento. Em Atta sexdens, as operarias coletam folhas para o
cultivo do fungo simbionte, ingerem apenas liquidos extravasados no momento do corte e
processamento vegetal, e raramente visitam fontes de néctar (LITTLEDYKE; CHERRETT,
1976).

De acordo com estas evidéncias, nos habilitamos a conjecturar de que a trofalaxia
ocorra em baixa freqiiéncia ou até mesmo ausente neste grupo. Andrade et al. (2002)
argumentam que a trofalaxia ndo ¢ o maior agente desencadeador da contaminacdo das
operarias com inseticidas na coldnia, ¢ que a intoxicagdo deva ocorrer através do contato
direto com as iscas toxicas durante o seu processamento e incorporacao no jardim de fungo, e
também durante a limpeza mutua e auto-limpeza. Desta forma, conclui-se que a trofalaxia oral
entre adultos em formigas cortadeiras ¢ uma questdo bastante contraditdria e uma rota pouco

confiavel para as trocas de substancias entre os companheiros do ninho.

Dado ao exposto, surge a pergunta: Como ocorre a contaminacao das operarias?
Primeiramente, o contato direto com a isca formicida e o processamento desta para o cultivo
do fungo simbionte. Outra hipdtese ¢ contato indireto com a molécula de i.a., ou seja,
individuo-individuo por auto-limpeza, limpeza mutua ou toques. Para testar essa hipotese, um
experimento foi realizado com grupos de operarias. Para tanto, procedeu-se a aplicagdo topica
de tracador (corante, Sudan III) em operaria, posteriormente, estudou-se as interacdes sociais
entre a operaria com tragador e operarias sem tragador. Adicionalmente, as cabegas das
operarias foram dissecadas para visualizar se a glandula pos faringeal estava corada ou nao.
Espera-se que possa elucidar como ocorre a dispersdao do substancias no interior do ninho, por

meio de um corante tragador.
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3.4. MATERIAL E METODOS

Pouco se sabe a forma de contaminagdo das operarias de formigas cortadeiras,
como ocorre a dispersdo do inseticida no interior da coldnia, hipotetizamos que o contato
indireto promove a contaminagdo, ou seja, individuo-individuo por limpeza mutua ou toques.
Para testar a hipdtese, realizou-se a aplicacao topica de cortante tragador (Sudan III, Sigma-
Aldrich) na concentragdo de 5 % (peso/peso) no pronoto de uma operaria, com posterior
estudo detalhado das interagdes sociais entre a contaminada e o grupo ndo contaminado. As
operarias foram alocadas em foram acondicionadas em um pote plastico de 250 ml de
capacidade, contendo 1 cm de gesso no fundo e uma pequena quantidade (3 g de fungo
simbionte) do fungo pertencente a colonia que foram retiradas, em que uma camera de
filmagem foi posicionada acima do aparato durante 24 horas. O delineamento experimental

foi de 4 tratamentos com 3 repeti¢des, sendo:

1- Grupo 1:1 - 1 operaria + 1 operaria com tragador;
2- Grupo 4:1 - 4 operarias + 1 operaria com tragador;
3- Grupo 9:1 - 9 operarias + 1 operaria com tracador;

4- Grupo 19:1 - 19 operarias + 1 operaria com tragador;

As operarias retiradas dos ninhos foram separadas pela sua classe de tamanho,
através do comprimento da cabeca de 1,2 a 2,2 mm. Posteriormente, foi realizada a marcacao
do pronoto do individuo com o tragador, assim diferenciado por cor. A marcacdo das
operarias sera realizada com as canetas (Marca EDDING®), nas cores rosa, branco e prata,
devido a sua 6tima aderéncia, secagem rapida e boa visibilidade. Esta técnica foi amplamente
utilizada para formigas cortadeiras por Camargo et al. (2007) e detalhes podem ser obtidos.
As formigas serdo recolhidas nas colonias com auxilio de pingas. Com um pincel de ponta
fina, o pronoto sera marcado com um pequeno ponto de tinta. Apds a marcagdo, as operarias
permaneceram por 2 horas acondicionadas em copos plasticos com as bordas untadas com
Fluon (resina de fluoretileno), produto que impossibilita a fuga das formigas, e em seguida,
sera solta em suas respectivas colonias. Apos as 24 horas de filmagem, as operarias foram

congelada para posterior dissec¢ao.

A dissec¢do da cabeca das operarias foi feita com auxilio de tesoura e pinca
entomoldgica em solugdo fisioldgica sob um microscopio estereoscopio. As operarias foram
categorizadas de acordo com a coloragdo ou ndo de sua glindula pds faringeal. Para ter

acuidade na disseccdo, previas foram feitas com operarias de formigas em 3 situacdes
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experimentais (figura 1), para notificar se a glandula seria corada por uma substancia

lipossoluvel (Sudan III, Sigma- Aldrich).

As variaveis estudadas foram: a) analise comportamental (freqiiéncia de
autolimpeza, limpeza mutua e toques); b) frequéncia das operarias com a glandula pos

faringeal corada;

O modelo de regressao logistica de frequéncia de operarias coradas e nao coradas
foi testado usando modelos lineares generalizados com variancia binomial e funcao de ligagao
log. Adicionalmente, o modelo de regressdo logistica frequéncia de individuos corados em
funcdo da proporcao de individuo que recebeu o corante, foi testado usando modelos lineares
generalizados com variancia Poisson e funcdo de ligagdo log. Em contraposi¢ao, o modelo de
regressao logistica frequéncia de individuos ndo corados em funcdo da proporcdo de
individuo que recebeu o corante, foi testado usando modelos lineares generalizados com

variancia Poisson e fun¢ao de ligacdo log (CORDEIRO, 2008).
3.5. RESULTADOS

De forma geral: grupo 1:1 apresentou 4 operarias com as glandulas coradas (66,7
%) e 2 ndo coradas (33,3%); grupo 4:1 apresentou 11 operarias com as glandulas coradas
(73,4 %) e 4 ndo coradas (26,6%); grupo 9:1 apresentou 18 operarias com as glandulas
coradas (60 %) e 12 ndo coradas (40 %); grupo 19:1 apresentou 32 operarias com as glandulas

coradas (53,4 %) e 28 ndo coradas (46,6 %);

O modelo de regressao logistica frequéncia de operarias com glandula corada e
nao corada foi testado usando modelos lineares generalizados com variancia binomial e
funcdo de ligagdo log. A deviance (medida da qualidade do ajuste) do modelo nao foi
significativa (p>0,05) o que indica a ndo existéncia de evidencias contra este modelo. Nao
foram observados efeitos significativos das proporc¢des de operarias com glandula ndo coradas
em relacdo a proporcao de operarias com a glandula corada, nos grupos 19:1 (z value=-0.654,

Pr(>|z|)=0.536), 9:1 (z value=-0.272, Pr(>|z|)=0.760), 4:1 (z value=0.305, Pr(>|z|)=0.760).

Ja o modelo de regressao logistica frequéncia de individuos corados em fung¢ao da
propor¢do de individuo que recebeu o corante, foi testado usando modelos lineares
generalizados com variancia Poisson e func¢do de ligacdo log. A deviance (medida da
qualidade do ajuste) do modelo (4,5212, g.1.=8) ndo foi significativa (p>0,05) o que indica a

nao existéncia de evidencias contra este modelo. Foram observados efeitos significativos das
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propor¢des de individuos corados nos grupos 19:1 (z value=3.921, Pr(>|z|)=8.82e-05) (2,0794
vezes maior) e 9:1 (z value=2.721, Pr(>|z|)=0.00651) (1,5041 vezes maior) em relagdo a
propor¢ao de individuo marcado (p<0,05). O grupo 4:1 nao foi significativo (z value=1.733,

Pr(>[z])=0.08317).

O mesmo ocorreu para o0 modelo de regressao logistica frequéncia de individuos
ndo corados em fung¢do da propor¢do de individuo que recebeu o corante, usando modelos
lineares generalizados com variancia Poisson e fun¢do de ligagdo log. A deviance (medida da
qualidade do ajuste) do modelo (9,7118, g.1.= 8) ndo foi significativa (p>0,05) o que indica a
ndo existéncia de evidencias contra este modelo. Foram observados efeitos significativos das
proporcdes de individuos ndo marcados grupo 19:1 (z value=3.606, Pr(>|z|)=0.0003) (2,6391
vezes maior) ¢ 9:1 (z value=2.346, Pr(>|z[)=0.0189) (1,7918 vezes maior) em relagdo a
proporcao de individuo marcado (p<0,05). O grupo 4:1 ndo foi significativo (z value=0.800,

Pr(>|z|)=0.4234).

Em relagdo aos atos comportamentais executados foram: toques — compreende de
toques entre a operaria com tragador ¢ as demais; auto limpeza — compreende a autolimpeza
da operaria com tragador; limpeza mutua - compreende da limpeza mutua da operaria com
tracador pelas demais. Toques 2 - compreende de toques entre as operarias sem tragador; auto
limpeza — compreende da autolimpeza das operarias sem tracador; limpeza mutua -
compreende da limpeza mutua entre as operarias sem tragador. Quando se comparou os
grupos em cada comportamento, verificou-se que o grupo 19:1 diferiu significativamente em
relagdo aos demais grupos, 9:1, 4:1, e finalmente, 1:1 (Tabela 5). Quando se comparou os
comportamentos entre os grupos, os atos comportamentais toques 2 e auto limpeza 2 foram os
mais frequente e diferiu estatisticamente dos demais nos grupos 19:1, , 9:1 e 4:1 (Figura 3,
tabela 5). J& no grupo 1:1, os atos comportamentais auto limpeza e toques foram mais

frequentes e diferiram dos demais (Figura 3, tabela 5).
3.6. DISCUSSAO

Com os resultados obtidos corrobora-se a hipdtese que o contato indireto promove
a contaminagdo, ou seja, comportamento de limpeza mutua e autolimpeza, bem como, os
toques entre as operarias. A glandula pos faringeal marcada com o corante lipossoluvel Sudan
111, é um resultado positivo da ingestdo de substancias lipossoliveis, como muitos inseticidas
(FORTT et al., 1993; BRITTO et al., 2016). De acordo com Ayre (1967) e Amaral e Caetano

(2006) as glandulas pos faringeal estdo envolvidas na producdo de enzimas digestivas.
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Embora descrita como sendo uma glandula do sistema salivar a glandula pds-faringea,
apresenta-se com caracteristicas de diverticulo do intestino anterior. Este fato ¢ apoiado pela

presenca de nematoides parasitas no seu lumen (JANET, 1893; CAETANO et al., 1990).

Adicionalmente, Hefetz et al. (1992) mostrou que o produto da secrecao desta
glandula atuava como determinante no odor da colonia. Embora, Caetano (1998) mostrou em
estudos enzimoélogicos e ultra-estruturais que esta glandula possui caracteristicas de células
produtoras de hormonios esteredides, sendo ricas em mitocondrias em divisdo, peroxissomos,
sitios com citocromo P450 (junto ao reticulo liso de dois tipos), muitas gotas lipidicas e
mitocondrias derivadas, que se transformavam em depdsitos de lipidios (CAETANO, 1998;
CAETANO et al., 2002; VIEIRA; BUENO, 2015). Recentemente,
Decio et al. (2016) sugerem que este 6rgao ¢ especializado para a nutrigdo lipidica dos adultos
formigas cortadeiras e caracterizada como um diverticulo do intestino anterior, o qual tem a
capacidade de absorver, armazenar, metabolizar ¢ mobilizar lipidios a hemolinfa. Dado essa
deposicdo continua de lipideos, o corante Sudan III foi facilmente observavel nas disseccdes

do presente estudo (Figura 2).

Em relacdo aos atos comportamentais, verificou-se uma intera¢do crescente de
acordo com o aumento de individuos, sendo os toques entre as operarias o comportamento
mais frequente (Figura 3). Provavelmente a rota do corante tracador ocorreu pelos toques
excessivos entre as operarias, com posterior auto limpeza e limpeza mutua. Os insetos sociais
sdao famosos pela notavel higiene demonstrada por muitas espécies para remover organismos
potencialmente patogénicos que estdo na superficie de seu corpo e companheiros do ninho,
por meio da comportamentos de auto limpexa e limpeza mutua (WILSON, 1971). Por
exemplo, a limpeza mutua ¢é eficaz na remogdo de parasitas, tais como Metarhizium da
cuticula, sendo dirigido para individuos expostos a parasitas (ROSENGAUS et al., 1998;
HUGHES et al., 2002; YANAGAWA et al., 2008). Curiosamente, no entanto, verificou-se
que as formigas tendem a se tornar imune ao microorganismo, como Metarhizium, por meio
de sua exposi¢do e contato por limpeza mutua (WALKER; HUGHES, 2009). Porem, o
comportamento de auto-limpeza € proactivo, consequentemente, estimulados por formigas de
detec¢io na presenca de individuos com mircoorganismos (MORELOS-JUAREZ et al.,
2010).

Uma outra questdo sobre tais comportamentos € a sua utilidade na discriminacgao

entre as companheiras e ndo-companheiras de ninho. O reconhecimento ¢ baseado em um
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perfil compostos especificos da colénia, comum a todos os membros da dela, o qual
chamamos de "gestalt" (CROZIER; DIX, 1979; FLETCHER; MICHENER, 1987). Esta
"gestalt" colonial ¢ mantida pela continua troca de sinais de reconhecimento via trophallaxis e
limpeza mutua (SOROKER et al., 1994), e ¢ afetado, por exemplo, por variacdo sazonal na
dieta (NIELSEN et al. 1999; SILVERMAN; LIANG, 2001; RICHARD et al., 2007a) e
substrato de nidificagdo (HEINZE et al., 1996; RICHARD et al., 2007b). O comportamento
de limpeza parece ser fundamental para a passagem do odor no interior da colonia
(MESKALI et al., 1995) através de transferéncia de substancias entre as operarias, como, por

exemplo, em A. subterraneus brunneus (CAMARGO et al., 2006).

Com o exposto acima, verifica-se que os comportamentos de auto-limpeza,
limpeza mutua e toques entre as operaria tem diferentes fungdes na sociedade desses insetos,
ora na higiene e prote¢do contra microorganismos, ora nao reconhecimento entre os membros
da colonia. Porem, esses comportamentos sao responsaveis em dispersar rapidamente uma
substancias entre os membros da col6nia, como verificamos em nosso experimento. Dessa
forma, corroboramos a hipotese que o contato indireto promove a contaminagdo das
companheiras do ninho, servindo como um modelo para estudos adicionais com

contaminagdo das operarias com ingredientes ativos de inseticidas.
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3.8. FIGURAS E TABELAS

Figura 2. Operarias dissecadas de Atta sexdens rubropilosa, com exposi¢do da glandula pos

faringeal (aumento 60 X).

Al e A2 — operaria forrageira que ingeriu 1 pl da solucdo oleosa na cavidade oral. A2 Detalhe

da glandula corada com Sudan III, na solugdo 6leo de soja, com concentragdo de 5% (p/p).

B1 e B2 — operaria forrageira que recebeu no pronoto 1 pl da solucdo oleosa. B2 Detalhe da

glandula corada com Sudan III, na solugdo dleo de soja, com concentragdo de 5% (p/p).

C1 e C2 — operaria forrageira que permaneceu 24 horas com operaria que recebeu no pronoto
Sudan III, na propor¢ao 1:1 (5 com Sudan e 5 sem Sudan) . C2 Detalhe da glandula corada

com Sudan III, na solucdo 6leo de soja, com concentracao de 5% (p/p).

Fonte: material elaborado pelo autor
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Figura 3. Frequencia absoluta dos atos comportamentais de operarias de Atta sexdens

rubropilosa durante 24 horas de observacdo em 4 diferentes situagdes experimentais.
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Tabela 5. Propor¢do dos atos comportamentais executados por operarias de Atta sexdens

rubropilosa. Letras diferem estatisticamente entre si.

Auto Limpeza Auto Limpeza 2 Toques

19:01 70 a  19:01 791,33 a 19:01 428,66 a

9:01 64,33 ab  9:01 434 b 9:01 228,66 b
270,66 c¢ 4:01 144,66 ¢

4:01 53 b 401

1:01 7,66 ¢ 1:01 3 d 101 533 d

Toques 2 Limpeza Mutua Limpeza Mutua 2

19:01 2693 a 19:01 25,66 a 19:01 138,66 a

9:01 698 b 9:01 21 ab 9:01 57,66 b

4:01 252,33 ¢ 4:.01 16,33 b 4:01 24 ¢

1:01 0 ¢ 101 0,33 ¢ 1:01 0,33 d

Tabela 6. Propor¢do dos atos comportamentais executados por operarias de Atta sexdens

rubropilosa. Letras diferem estatisticamente entre si.

01:01 09:01 19:01 04:01
Auto Auto
) 7,67 698 2693 ) 270,67
Limpeza a Toques 2 A Toques 2 a Limpeza 2
Auto Auto
5,33 ) 434 . 791,33 252,33
Toques ab Limpeza 2 B Limpeza 2 b Toques 2
Auto
) 3 228,67 428,67 144,67
Limpeza 2 b Toques C  Toques ¢ Toques b
Limpeza Auto Limpeza Auto
0,33 64,33 138,67 53
Mutua ¢ Limpeza D Mutua?2 d Limpeza
Limpeza Limpeza Auto Limpeza
0,33 57,67 70 24
Mutua 2 ¢ Mutua 2 D Limpeza e Mutua?2
Limpeza Limpeza Limpeza

0 16,33 25,67 21
Toques 2 ¢ MutuaT E  Mutua f  Mutua




46

4. CONSIDERACOES FINAIS

A partir desse estudo pudemos concluir que alguns comportamentos de contato
direto e indireto com os ingredientes ativos de iscas formicidas possuem maior influéncia na
contaminagdo de operarias. Dentre os comportamentos observados durante o processamento
de pellets de polpa citrica, estdo aqueles que ocorreram em maior frequéncia: segurar os
pellets na superficie do fungo e lamber os pellets. Além disso, essas substancias também sao
dispersadas rapidamente entre os membros da col6nia por comportamentos de contato indireto
com a isca. Os resultados dos experimentos realizados mostraram que os toques entre
operarias sdo os mais frequentes, seguidos da auto-limpeza e limpeza mutua. A dissec¢dao de
operarias nos dois experimentos realizados mostraram a presenca de corante tragador na
glandula pos-faringeal de quantidade significativa dos membros da coldnia, o que possibilitou
a comprovacao de nossa hipotese de que os comportamentos de contato direto e indireto sao

responsaveis pela contaminacao das operarias.



