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INTRODUCAO GERAL

Muitas atividades realizadas pelos insetos sociais resultam em padrdes espaco-
temporais altamente organizados onde comportamentos coletivos de elevada
complexidade podem surgir a partir de interacdes entre individuos que executam
comportamentos simples (Bonabeau et al.,1997). Evidéncias da emergéncia de
comportamentos coletivos complexos a partir de comportamentos individuais simples
podem ser observadas no forrageamento e recrutamento em col6nias de formigas. A
capacidade de explorar uma fonte de recursos de forma cooperativa revela o alto nivel
de organizacdo social desses insetos. Milhares de operarias executam diferentes
tarefas coordenadas garantindo o aporte de nutrientes para a colbnia, sua
manutencdo e o sucesso reprodutivo (Deneubourg et al., 1990; Beckers et a./, 1992).

O tipo de recrutamento e a transmissdo das informacGes sobre a qualidade e
localizacdo da fonte de recursos esta diretamente relacionado ao tamanho da col6nia.
Em coldnias de espécies muito populosas ocorre o recrutamento em massa, onde as
escoteiras depositam uma trilha de feroménios que serve como guia para as
recrutadas, frequentemente mobilizadas pelo comportamento ativo da escoteira
quando esta retorna ao ninho (Jaffe & Howse, 1979; Beckers et al, 1989). No caso de
formigas cortadeiras o sistema de recrutamento exibe particularidades como a
amplificagao do sinal quimico, a qual é realizada pelas operarias recrutadas através da
deposicdo de feromonio de trilha (Jaffe & Howse, 1979).

A partir do estudo dos componentes de sistemas complexos, como observado
em coldnias de formigas, é possivel verificar que ha diferentes graus de flexibilidade
comportamental. As a¢dOes individuais e coletivas interagem de modo flexivel através
de processos auto-organizdveis garantindo o rdpido ajuste da estratégia de
forrageamento utilizada pela colonia em funcdo de modificagbes ocorridas no
ambiente (Bonabeau et al, 1997; Gordon,1996; Dussutour et al, 2009). A importancia
do comportamento individual num fenémeno coletivo normalmente ndo se evidéncia
em simples observagdes e requer uma dinamica de analise das interagGes entre
individuos (Jaffé & Deneubourg, 1992). Em um sistema auto-organizavel (self-
organization), um padrdo ao nivel global emerge de numerosas interagdes entre seus

componentes. Operarias forrageiras utilizam somente de informagdes locais para



execucdo de tarefas, sem quaisquer referéncias do préprio padrao global ao qual
pertencem (Bonabeau et al., 1997). Sistemas bioldgicos auto-organizéveis sdo
robustos, flexiveis e adaptativos. A maneira de emergentes sistemas computacionais,
eles respondem a mudanca das condi¢cdes de modo satisfatorio (Jackson et al., 2008).

Em consondncia com a descentralizacdo prevista para sistemas auto-
organizaveis, a dinamica comportamental de uma colonia sugere a ocorréncia da
alocacdo de tarefas, proporcionando o ajuste apropriado no nimero de operdrias
envolvidas em uma atividade de acordo com a situacdo corrente da col6nia (Gordon &
Mehdiabadi, 1999). As atividades sdo interdependentes: o numero de operarias
engajadas em uma atividade dependera da quantidade de operarias engajadas em
outras (Gordon, 1989) e a decisdo de executar determinada tarefa dependera de sinais
fornecidos pelo ambiente bem como de sinais sociais resultantes das interagdes com
outros individuos (Gordon, 2002).

Aliadas a flexibilidade caracteristica de sistemas auto-organizaveis, as trilhas
guimicas orientam os individuos facilitando o ajuste comportamental frente a novas
demandas. Trilhas quimicas de forrageamento ilustram como o comportamento
animal pode ser modelado por feromoénios (Mashlay, 2010). Assim como em outras
espécies, em Atta sexdens as trilhas quimicas de forrageamento sdo constituidas por
uma mistura de compostos armazenados na glandula de veneno. Estudos verificaram
gue as principais substancias na composicao trilhas quimicas dessa espécie sdo: 3-
ethyl-2,5-dimethylpyrazine e 4-methylpyrrole-2-carboxylate (Cross et al., 1979,
Evershed & Morgan, 1983 ). Posteriormente, concluiu-se que hd uma faixa 6tima de
concentracdo desses feromdnios no que diz respeito ao recrutamento de forrageiras
(Morgan et al., 2006). Em geral, a medida que mais individuos sdo recrutados, maior é
a deposicao de trilha quimica e, por conseguinte, mais operdrias saem em busca de
recursos (Detrain & Deneubourg, 2008).

As trilhas quimicas de formigas cortadeiras tém sido amplamente estudadas
( Riley et al , 1974; Evershed & Morgan, 1983, Morgan, 2006, 2009), porém, pouco se
sabe sobre aspectos bdsicos como seu efeito na dinamica do fluxo de operdrias e a
existéncia ou ndo de polaridade quimica. Tais aspectos permanecem obscuros o que
dificulta a compreensao do recrutamento. Embora muitos estudos ressaltem o papel

da escoteira na avaliacdo e transferéncia de informacdo as demais companheiras de



ninho para formigas cortadeiras (Howard, 1996Roces e Hoélldobler, 1994; Roces e
Nufiez, 1993; ; Roces, 2002; Lopes et al, 2004), pouco se sabe sobre a influéncia da
escoteira como agente disparador durante o recrutamento. Sendo a escoteira
responsavel pela deposicdo de trilha quimica a qual serd amplificada pelas demais
operdrias a investigacdo de seu comportamento elucida diversos aspectos da dindmica
do forrageamento.

Manipulagdes experimentais sao comumente utilizadas para averiguar o
impacto de alteragdbes no forrageamento. A investigacdo das respostas
comportamentais de formigas a manipulagdes envolvendo a transferéncia de
informacBes promovidas pela escoteira e por trilhas quimicas depositadas durante o
forrageamento permitem conhecer estratégias de organizacdo frente a novas
contigéncias. Considerando a manutengdo do aporte de recursos ao ninho primordial
para o sucesso da col6nia, pode-se inferir que os individuos se comportardo de modo a
manter o sucesso na atividade de forrageamento.

A importancia de estudos envolvendo a atividade forrageira em formigas esta
diretamente relacionada ao sucesso desse grupo. A dominancia de algumas espécies
de formiga parece ser intrinsecamente ligada a sua capacidade de exploracdo e ndo a
agressividade ou a estratégias de defesa (Witte et al. , 2007; Morgan, 2009). A partir
do estudo do comportamental de operdrias durante o forrageamento espera-se
compreender os mecanismos que contribuem para a emergéncia de processos
comportamentais coletivos que garantem o sucesso das coldnias de Atta sexdens

fornecendo novos conhecimentos sobre sistemas bioldgicos auto-organizaveis.
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EXPERIMENTO |

Manuten¢ao do recrutamento na auséncia de forrageiras através da amplia¢ao da

atividade da escoteira

Resumo

A troca de informagdes sociais através dos contatos fisicos e deposicdo de trilha
quimica constituem o arcabougo do recrutamento alimentar em formigas cortadeiras.
Através de um sensivel processo de amplificacdo, a informacdo transmitida pela
escoteira é repassada as companheiras de ninho que por sua vez recrutam as demais
forrageiras garantindo o sucesso do forrageamento. No presente estudo a ampliacdo
do recrutamento realizado pelas forrageiras foi interrompido através de dois
tratamentos: com a remogdo apenas das forrageiras que retornavam com carga ou de
todas as operarias que retornavam a colonia. A fim de compensar a auséncia de
estimulos entre operarias, a escoteira aumentou seu numero de viagens entre a
colonia e o recurso. Embora o forrageamento ndo tenha cessado, o tempo total da
atividade foi prolongado e o fluxo se manteve mais baixo quando todas as operarias
gue retornavam a colonia eram removidas. Quer seja através de contatos diretos ou
através de deposicdo de trilha quimica, o aumento de viagens da escoteira mobilizou a
saida de operarias da col6nia e assim manteve a atividade de forrageamento. A
capacidade de reajustar-se frente a uma nova demanda na auséncia de um controle
central constitui um dos grandes trunfos dos insetos sociais. O presente estudo
demonstra o aumento da atividade da escoteira como um exemplo da flexibilidade
comportamental em formigas cortadeiras. Embora o desempenho durante o
forrageamento da col6nia seja reforcado por meio da comunicacdo entre as operarias,
o simples ajuste na atividade das escoteiras pode contribuir para manuten¢ao de uma
atividade essencial a col6nia, no caso o forrageamento, a despeito da auséncia de

comunicagado entre os individuos



1.1 Introdugdo

A comunicagdo é um dos componentes centrais da(Midlédobler, 1999k o
acesso as informacgoes através de coespecificos constitui um dos grandes beneficios da
vida em sociedade (Farji-Brener et al.,, 2010). O modo como os individuos se
comunicam e processam as informagdes é crucial, por exemplo, ao sucesso do
forrageamento em insetos sociais (Camazine et al., 2001; Detrain et al., 2008).

Estratégias de forrageamento rapidamente se ajustam em funcdo de
mudangas ambientais gragas a comunicagdo e a flexibilidade comportamental das
operarias (Seeley et al., 1991; Gordon, 1996). A organizacdo eficiente do trabalho, no
caso a atividade de busca e coleta de alimento, requer um numero adequado de
operarias engajadas em diferentes tarefas (Oster & Wilson 1978; Gordon 1989, 1996).
Todavia, pouco se sabe sobre como operarias conduzem essa intrincada adaptac¢do do
forrageamento as necessidades da col6nia e as mudangas externas.

O recrutamento alimentar pode entdo ser entendido como um processo
controlado pelo comportamento da escoteira (De Biseau & Pasteels, 2000),
envolvendo a tomada de decisdo das operdrias que podem ser influenciadas pelas
interacbes com outras operarias e por diferencas inter-individuais de resposta aos
estimulos. Além disso, colonias continuamente afinam seus esforcos de forrageamento
em acordo com a experiéncia prévia das escoteiras (Roces, 1994, Roces, 2002) e da
experiéncia das forrageiras integrada as informacdes transmitidas pela escoteira
(Lopes et al., 2004). Ha evidéncias que as operdrias utilizam a sua experiéncia prévia
como pista (Fowler 1982; Howard et al., 1996) e, segundo De Biseau & Pasteels (2000),
as operarias forrageiras dentro do ninho apresentam diferencas no limiar de resposta
para os sinais de recrutamento que, provavelmente, interferem nas respostas obtidas
em estudos sobre o forrageamento.

A relagdo entre o comportamento individual das escoteiras e o recrutamento
em massa torna particularmente complexo o forrageamento em Atta (Jaffe & Howse,
1979). A escoteira, apds encontrar uma fonte de recursos, estimula as operdrias a
forragearem e estas por sua vez ampliam o estimulo recrutando outros individuos

guando retornam a colbnia. Tal recrutamento ocorre através da deposicdo de



feromonio de trilha e do contato direto (colisGes, toques antenais) entre companheiras
de ninho.

Assim, é cabivel supor que ao retirar todos os individuos que retornam a
colonia, portando ou ndo material vegetal, ndo ocorrerd o recrutamento entre
forrageiras, ficando a func¢do do recrutamento restrito a acdo da escoteira. A fim de
compensar a auséncia do recrutamento entre as forrageiras, espera-se que a escoteira
persista nesta atividade de mobilizacdo de operarias para o forrageamento. Nesse
caso, se a escoteira ativa o recrutamento na auséncia de estimulos forrageira-
forrageira o seu numero de viagens entre a colonia e o recurso deverd ser maior na
auséncia de operarias que retornam a colonia quando comparado a situacées em que
a comunicacado entre forrageiras ndo é interrompida.

Desse modo, o tempo necessdrio para o forrageamento serd maior na auséncia
total de recrutamento pelas operdrias que retornam a col6nia. A fim de compensar os
efeitos da falta de comunicacao entre operarias, o fluxo de individuos que tentarao
retornar a colonia sem folhas, apenas para recrutar, também devera ser maior o que
diminuird as taxas de entrega foliar. No presente estudo verificou-se como a auséncia
de comunicacdo entre operarias de Atta sexdens que caminham em direcGes opostas

afetou a atividade de forrageamento.

1.2 Material e Métodos

Colonias de Atta sexdens com aproximadamente 3L de fungo simbionte foram
conectadas através de pontes de vidro (comprimento: 2m; largura: 2,5cm) a arena de
forrageamento contendo 50 discos de Acalipha wilckesiana com 0,5cm de diametro. A
primeira operaria, escoteira, a chegar na arena de forrageamento e retornar a col6nia
foi marcada com um ponto de tinta atdxica no pronoto, sem que esta fosse
manipulada.

Apds a marcacdo da escoteira, realizou-se a contagem do numero de viagens
que este individuo realizou entre o ninho e a arena de forrageamento, bem como se
esta realizou o transporte de material vegetal. Foram realizados trés tratamentos, em

dias diferentes para cada col6nia, que consistiram nas seguintes manipulagées:



¢ Tratamento IN (/Inbound): todas as operarias que retornavam a colénia com ou
sem carga foram retiradas e mantidas em recipiente isolado, impedindo-se
dessa forma o contato entre forrageiras e a deposicdo de trilha quimica.

Apenas a escoteira marcada foi permitido trafegar entre a colénia e a area de

forrageamento.

¢ Tratamento NL (Inbound laden): somente as operdrias portando carga vegetal
foram retiradas e mantidas em recipiente isolado, impedindo-se o retorno das
forrageiras carregadas. A escoteira marcada e operarias que retornavam sem
carga foi permitido trafegar entre a col6nia e a area de forrageamento.

¢ Tratamento CONTROLE (C): nenhuma operdria que retornava a colonia foi
retirada, ndo havendo manipulagdo do recrutamento em massa.

As operarias foram separadas em quatro grupos para analise dos dados:

OUT (outbound)- operarias que seguiam na direcdo colOnia -> arena;

INL (inbound laden)- operarias com carga que seguiam na direcdo arena-> colonia
INU (inbound unladen)- operarias sem carga que seguiam na direcdo arena-> col6nia
SCOUT- escoteira.

Foram registrado o tempo de passagem de cada individuo a partir do inicio do
experimento em um ponto fixo de observagao, localizado a 1 cm da conexdo entre a
ponte e a arena de forrageamento. Este ponto fixo também foi utilizado como local da
remocgao das operarias de acordo com os tratamentos supracitados. Os registros foram
realizados até que todo material vegetal disponivel fosse transportado. As col6nias nao
receberam alimentacdo regular nas 24 horas anteriores a cada repeticdo. Foram

realizadas 12 repeti¢cGes com quatro colOnias (trés repeticdes para cada tratamento).

1.2.1 Analise dos dados:

#viagens da escoteira: A fim de verificar o efeito dos tratamentos no nimero
de viagens da escoteira entre o recurso e a colonia foi feita a ANOVA de medidas
repetidas considerando cada colonia como um delineamento em blocos, seguido do
teste t pareado com valores de p ajustados pelo método de Benjamini-Yekutieli. Os
dados referentes ao numero de viagens das escoteiras foram transformados em log10
e a homocedasticidade e normalidade foram checados através dos testes Bartlett e

Shapiro-Wilk, respectivamente. A fim de realizar ANOVA de medidas repetidas foi



feito o teste de Mauchly que indicou a esfericidade dos dados. O teste de esfericidade
de Mauchly consiste em averiguar se dados possuem variancias iguais e correlagées
nulas. Se essa condigao for atendida a matriz de covariancias sera denominada esférica
(Mauchly, 1940).

Fluxo Out: Para verificar se o fluxo de operarias OUT variou entre os
tratamentos ao longo do tempo, foi feita a distribuicdo de freqiiéncia do numero de
operarias OUT em intervalos de 5 minutos a partir do segundo minuto, tempo minimo
registrado para a saida da primeira operaria OUT em todos os tratamento e repeticoes.
Procedeu-se a comparacao da distribuicdo de freqliéncia do fluxo de operdrias OUT
entre os tratamentos NL, Nl e CONTROLE através do teste Kolmogorov-Smirnov .

Proporg¢ao de operarias inbound : Para verificar se os tratamentos tiveram
efeito na proporcdo de operdrias inbound foi feita a ANOVA de medidas repetidas
considerando cada col6nia como um delineamento em blocos, seguido do teste t
pareado com valores de p ajustados pelo método de Benjamini-Yekutieli. A proporgao
de operdrias inbound em cada tratamento foi calculada através da seguinte formula: =
n° de operarias INL /n° de operdrias INL + n° de operdrias INU. Ressalta-se que nos
tratamento NI e NL deve-se entender as operarias carregadas foram removidas ndo
ocorrendo aporte de discos vegetais a colonia sendo esta uma proporgdo potencial. As
proporcoes de operdrias inbound foram transformadas em logl0 e a
homocedasticidade e a esfericidade foram verificadas através dos testes Bartlett, e
Mauchly, respectivamente.

Todas as analises estatisticas foram realizadas no programa R, ao nivel de 5%

de significancia (R Core Team, 2014).



1.3 Resultados:

O numero de viagens realizadas pela escoteira foi significativamente diferente
entre os tratamentos (F= 7,09; gl= 2; p= 0,01), sendo maior no tratamento NI em

relacdo aos tratamentos C (p=0,028) e NL (p= 0,028) (Fig 1).
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Figura 1. Numero de viagens realizadas pela escoteira de Atta sexdens em cada tratamento (C=controle;
NI=inbound; NL=inbound laden) durante o forrageamento de 50 discos vegetaicaépha wilckesiana.

A distribuicdo de frequéncia do fluxo OUT foi significativamente diferente entre
entre NL e C (D= 0,11; p< 0,001) e NI e C (D= 0,13; p< 0,001). Essa diferenca
significativa tambem foi verificada e também entre os tratamento NI e NL (D= 0,16;
p< 0,001). O tempo minimo de passagem da primeira operdria OUT variou

aproximadamente entre 3min para os tratamentos C e NI e 2min para o tratamento



NL. Para a passagem da ultima operaria OUT os tempos maximos verificados foram:
25min, 28min e 50min para os tratamentos C, NL e NI, respectivamente. Verificou-se
um pico no fluxo OUT no intervalo 2-7 min para o tratamento NI enquanto para C e NL
o pico ficou entre 7-12min. Nota-se que o fluxo de operarias OUT em NI foi mais baixo
em todos os intervalos e o forrageamento se prolongou por mais tempo nesse

tratamento (Fig. 2).
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Figura 2. Distribuicdo de frequéncia do fluxo de operdrias OUT por intervalos de 5min em cada
tratamento (C=controle; NI=inbound; NL=inbound laden) durante o forrageamento de 50 discos vegetais
deAcalipha wilckesiana.

A proporcdo de operarias inbound nao diferiu entre os tratamentos (F= 0,04;
gl=2; p=0,95). A maior variacdo foi verificado no tratamento NL, 0,19-0,53, seguido
por NI, onde ficou entre 0,6-0,14 e por fim o tratamento controle, com variacdo entre
0,21 e 0,37 (Fig.3). Ressalta-se que para essa proporc¢ao, valores menores indicam que

um numero maior de operdrias ndo carregadas retornou a colonia.
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Figura 3. Proporcdo de operdrias de Atta sexdens retornando com carga vegetal por tratamento
(C=controle; NI=inbound; NL=inbound laden) durante o forrageamento de 50 discos vegetafcadépha
wilckesiana.



1.4 Discussao

A remocdo de todas as operdrias que retornavam a col6nia promoveu um
aumento do numero de viagens da escoteira, indicando uma modificacdo de sua
atividade a fim de suprir a auséncia de forrageiras. O aumento da atividade da
escoteira registrado manteve a proporgdo entre operdrias carregadas e nao
carregadas, a despeito do recrutamento ser executado somente pela escoteira.
Contudo, o tempo total de forrageamento foi maior com a remocdo das forrageiras
indicando a importancia do papel destas no recrutamento.

A atividade da escoteira constitui o estimulo inicial para a tomada de decisdo
das forrageiras em deixar a col6nia para coletar recursos, porém a resposta ao
estimulo da escoteira decai ao longo do tempo (Greene et al., 2007), pois tal estimulo
¢é principalmente quimico, ocorrendo através da deposi¢cdo de feromonios enquanto a
escoteira retorna a col6nia (Mailleaux et al., 2011). Além disso, apds sucessivas
viagens, sabe-se que escoteiras progressivamente param de depositar feromonios (
Beckers et al.,, 1993). Tanto em Lasius niger (Beckers et al., 1993) quanto em
Camponotus rufipes (Geissler and Roces, 2001) a persisténcia na deposicao de trilha
guimica da escoteira é varidvel porém sabe-se que esse comportamento cessa com o
decorrer do forrageamento. Entretanto, o recrutamento em massa nao é restrito a
atuacdo da escoteira sendo disparado por ela mas mantido e ampliado através de um
mecanismo de retro-alimentagao positiva no qual as forrageiras também executam a
deposicdo de trilha quimica e a transferéncia de informacdes através do contato direto
com outras operarias (Jaffe & Howse, 1979; Beckers et al, 1989). A manipulagdo
imposta interferiu exatamente nesta fase do recrutamento em massa, alterando a
atividade da escoteira. Quer seja através de contatos diretos ou através de deposicao
de trilha quimica, o aumento de viagens da escoteira mobilizou a saida de operarias da
colonia e assim manteve a atividade de forrageamento. O efeito da remocdo das
forrageiras é verificado pela reducdo do fluxo de operdrias OUT no tratamento NI e
pelo maior tempo despendido para o transporte do numero padronizado de
fragmentos foliares.

Em Pogonomyrmex barbatus, a auséncia de operarias retornando ao ninho

promove o atraso e a diminuicdo da atividade, mas a col6nia ndo cessa o



forrageamento (Gordon et al., 2002). No presente trabalho também verificou-se a
manutencdo da atividade forrageadora em A. sexdens visto que o forrageamento foi
mantido indicando que mesmo privadas do contato com forrageiras, as operarias
continuaram transportando folhas. Além disso, ndo registrou-se um atraso para o
inicio da atividade de forrageamento e a proporcdo de operarias carregadas e nao
carregadas também se manteve.

Em trilhas fisicas, operarias que retornam sem carga comumente ndo sao
consideradas nas taxas de forrageamento em virtude de executarem outras fungGes
como limpeza, manutencdo e construcdo de trilhas (Howard, 2001). Em pontes de
vidro, onde apenas a manutencdo da trilha quimica é requisitada, operarias que
retornam sem carga se ocupam principalmente desta atividade e do contato com
formigas que saem da colonia. Realmente, as forrageiras deixam de cortar e
transportar fragmentos vegetais a fim de recrutar mais rapidamente as companheiras
de ninho (hipotese de transferencia de informacgGes: Roces e Nunez, 1993). Assim,
podemos considerar que formigas que retornam a colGnia sem carga estejam
empenhadas em recrutar forrageiras. Ao retirar apenas as operdrias carregadas,
aquelas que retornavam sem carga continuaram recrutando através da deposicdo de
trilha quimica e do contato. Porém, ao remover o estimulo promovido pelo retorno
das operarias a colonia, apenas a escoteira coube a funcdo de depositar trilha quimica
e mobilizar as operarias para o forrageamento, protelando o transporte completo do
material vegetal.

Tal estimulo quimico associado (somado) aos estimulos fisicos (de contato)
entre operdrias desempenham um papel fundamental ao sucesso na coleta de
recursos. Um breve contato com uma companheira de ninho é capaz de influenciar na
alocacdo de tarefas entre operdrias (Greene & Gordon, 2003), confirmando a
existéncia de um sistema de comunicacdo efetivo em que os contatos ndo sdo
meramente ocasionais, mas se devem a particular tendéncia dos individuos em
procurar e manter interagdes sociais com as companheiras do ninho (Boulay & Lenaoir,
2001).

Encontros frontais entre operarias constituem um importante mecanismo para
transmissao de informacoes e recrutamento (Roces & Holldobler, 1994; Gordon, 1991;

Roces & Nufez, 1993; Howard et al., 1996; Burd & Arawela, 2003). Operarias que saem



da col6nia sdo mais habeis em encontrar e coletar um recurso apds colidir
frontalmente com uma operaria retornando ao ninho com carga (Farji-Brener et al.,
2010). Para varias espécies de formigas, ha indicios que o contato fisico com operarias
carregadas retornando ao ninho estimula operarias a sairem (Le Breton & Fourcassié,
2004; Lopes et al., 2004; Dussutour et al., 2007). O niumero de viagens da escoteira foi
similar ao controle quando apenas as operdrias com carga foram removidas. Nao
obstante, para o tratamento NI, onde ndo houve nenhum tipo de recrutamento entre
forrageiras, a escoteira aumentou o numero de viagens colbnia-recurso a fim de
compensar a auséncia desses encontros. Quer seja através de contato direto com a
carga ou do contato antenal com outras operdrias, a troca de informagdes em ambos
0s casos garantiu a manutencdo do forrageamento.

O aumento na densidade de formigas nas trilhas diminui o esforgco de
recrutamento tornando-o mais eficiente (Jaffé, 1980), pois, em insetos sociais, o
intervalo entre as interacGes afeta as decisdes no forrageamento (O'Donnell, 2001).
Logicamente, em trilhas com maior densidade ocorre a diminuicdo da velocidade
ampliando consideravelmente o numero de interacdes entre individuos e por
conseqliéncia o intervalo de tempo entre essas interagcées é reduzido (Burd, 2006). O
efeito lotagdo no forrageamento em Lasuis niger reduz a deposi¢ao de trilha quimica
evindenciando um ajuste acurado na deposicdao de feromobnios porém, apds duas
viagens com a trilha descongestionada, as operdrias voltam a depositar trilha quimica
(Czaczkes et al., 2014) demonstrando a importancia de um nimero 6timo de operéarias na
trilha. Em Atta colombica, o aumento na densidade de individuos em trilhas artificiais
foi positivamente correlacionado ao aumento da eficiéncia (Dussutour et al., 2007).

No presente estudo, a remocao das operarias com carga aumentou o intervalo
tempo das interagdes entre operdrias que saiam da col6nia e operdrias que
retornavam a colonia pois houve a diminuicdo da intensidade do trafego inbound em
13% em média. Embora considerando somente as operdrias que retornavam sem
carga o fluxo tenha aumentado em 20% em NL, o acréscimo de operarias INU ndo
supriu a auséncia de forrageiras carregadas. Ja no tratamento NI, apenas a escoteira
promoveu essas interacdao e os intervalos entre elas foram ainda mais espagados
sendo a média entre eles de 4,5min. A Atividade de forrageamento é notavelmente

sintonizada com a velocidade da taxa de retorno das forrageiras em P. barbatus e a



colonia responde rapidamente as flutuagcdes na taxa de retorno de forrageiras que
obtém sucesso (Gordom et al., 2008). Conforme verificado para P. barbatus, a
frequencia de operdrias OUT se manteve coerente ao retorno de operdrias da arena de
forrageamento. Quando apenas operarias sem carga retornaram a transmissao de
informagdes ocorreu e o fluxo OUT se manteve elevado mas, quando nao houve
retorno de nenhuma operarias, o fluxo OUT permaneceu baixo. Em abelhas de mel
atrasos resultantes de falhas durante a transferéncia direta de alimento entre
forrageiras e receptores sdo utilizados como sinal para o recrutamento de mais
individuos para aquela tarefa, mantendo-se a eficiéncia ergondémica da col6nia
(Anderson & Ratnieks, 1999b). No presente estudo, apesar do fluxo ter se mantido
baixo na auséncia de forrageiras, ele foi prolongado em relacdo aos demais
tratamentos.

A manutencdo da propor¢do de operdrias carregadas e ndo carregadas
demonstra que ndo houve aumento do numero de individuos unladen. Esse aumento
de seria esperado visto que apesar da auséncia de operarias retornando ocorreu a
deposicdo de trilha quimica devido a atividade da escoteira. Considerando a presenca
do estimulo quimico, o recrutamento executado pela escoteira e o encontro com o
alimento, é cabivel supor que mais operarias retornassem sem carga a fim de recrutar
rapidamente. No entanto, a manutenc¢do das proporc¢Ges entre formigas carregadas e
ndo carregadas ressalta que a estratégia utilizadas para driblar a auséncia de estimulos
entre operarias foi o prolongamento da atividade de forrageamento.

De fato, encontros entre operdrias exercem uma grande influéncia sobre o
comportamento haja visto que o forrageamento com a retirada de todas as operdrias
gue retornavam a colbnia foi ainda mais lento em relacdo ao tratamento onde apenas
as operdrias que retornavam carregadas eram retiradas. Tal resultado coaduna o
proposto para Atta cephalotes, onde as formigas sdo habeis em regular sua atividade
de recrutamento ajustando seu comportamento de acordo com o numero de formigas
na trilha. Os encontros com companheiras de ninho ndo carregadas motivam as
operarias a coletarem recursos (Jaffe & Howse, 1979). Para Pogonomyrmex barbatus,
contudo, apenas as forrageiras que obtém sucesso, ou seja, retornam com carga,
influenciam a atividade de forrageamento (Gordon et al., 2002). E importante ressaltar

gue em ambos os casos o ajuste comportamental dos individuos é modulado através



do contato com outras operarias sem requerer uso da memoria ou o monitoramento
da atividade em nivel colonial (Schafer et al., 2006).

A capacidade de ajustar seu comportamento diante de mudangas sem a
necessidade de um controle central constitui um dos trunfos dos insetos sociais
(Bonabeau et al., 1997). O presente estudo exemplifica o aumento da atividade da
escoteira a flexibilidade comportamental em formigas cortadeiras. Embora o
desempenho durante o forrageamento da col6nia seja reforcado por meio da
comunicacdao entre individuos (Roces, 2002), o simples ajuste na atividade das
escoteiras pode contribuir para manutencdao de uma atividade essencial a col6nia, no

caso o forrageamento, a despeito da auséncia de comunica¢do entre as operarias.
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EXPERIMENTO II

Efeito da remocao da escoteira no disparo do forrageamento em Atta sexdens

Resumo

O forrageamento é uma atividade crucial a vida. Em col6nias de formigas cortadeiras
cabe a operdria escoteira o papel de recrutar as companheiras de ninho, incitando-as a
participar da atividade de coleta de recursos. As interacbes entre as operarias
presentes na trilha e a deposicdo de ferombnio promovem um ajuste na intensidade
de forrageamento. Todavia pouco se sabe sobre como esse ajuste ocorre e como esta
intensidade varia em funcdo da atividade da escoteira. Este estudo investigou o papel
da escoteira no disparo do forrageamento e sua manutencgao, através da remogao das
escoteiras em colOnias de Atta sexdens. Foram removidas 0, 1, 5, 10 e 30 primeiras
operdrias a chegarem a arena de forrageamento e registrado o fluxo de operarias e a
taxa de aporte de folhas durante a atividade de forrageamento. A despeito da auséncia
do estimulo da escoteira para o disparo do forrageamento, este ndo cessou. Ocorreu
um ajuste nessa atividade que se prolongou e a coleta de recursos foi postergada
quando 10 ou 30 operarias foram removidas. Ao remover as escoteiras e por
conseguinte cessar suas viagens col6nia-recurso ocorreu um desajuste no fluxo de
forrageiras. Além do retardo e prolongamento no tempo despendido para coleta e
entrega do material vegetal, o fluxo de individuos se manteve em média 65% mais alto
dos 15 aos 35 minutos quando 30 operarias foram removidas. A habilidade em
produzir respostas coletivas adequadas através de contatos individuais constitui uma
padrdo de sucesso dos insetos sociais. No presente estudo verificou-se a modificacdo
da dinamica do forrageamento em resposta a remoc¢do das escoteiras, mas a despeito
desta modificacdo a atividade foi concluida ao nivel colonial exemplificando a

plasticidade comportamental das operarias.



2.1 Introducao

Nos insetos sociais, a chave para o sucesso é a eficiente organizagao social dos
membros da col6nia (Holldobler & Wilson, 1990; Robinson, 1992). Para que essa
organizacdo ocorra, as operarias devem obter as informacdes necessarias através de
pistas quimicas e do contato com companheiras de ninho. O forrageamento de
formigas cortadeiras é um claro exemplo de organizagdo social: através do
recrutamento em massa, escoteiras deixam uma trilha de feromoénios enquanto
retornam a col6nia para recrutar forrageiras, frequentemente de forma ativa (Jaffe &
Howse, 1979; Beckers et al, 1989).

O papel da escoteira no recrutamento em massa tem sido bem delimitado e
descrito (Jaffe & Howse, 1979; Beckers et al., 1989; Jaffe & Deneubourg, 1992; Roces &
Nufiez, 1993; Roces & Holldobler, 1994; Howard et al., 1996; Farji-Brener & Sierra,
1998; Roces, 2002). A escoteira que obteve sucesso na descoberta de uma fonte de
recursos, ao retornar a colOnia dispara a saida de companheiras de ninho guiando
estas através da trilha quimica depositada (Jaffé & Howse, 1979; Beckers et al., 1989;
Roces, 2002; Detrain & Deneubourg, 2008).

Dada a importancia do papel da escoteira na atividade de forrageamento, cabe
dizer que seu comportamento pode ser influenciado tanto pelas condi¢Ges da colonia
guanto por sua propria condicdo durante o recrutamento. Respostas coletivas podem
ser causadas diretamente por individuos que coletam e repassam informacdes sobre
as necessidades da colonia (Czaczkes et al., 2013) e pelas escoteiras, que incitam as
operdrias ao forrageamento. . As forrageiras processam os estimulos e respondem de
forma adequada aos sinais emitidos pela escoteira (deposicdo de trilha quimica e
contatos fisicos) sendo responsadveis pela amplificagdo do recrutamento e
estabelecimento do forrageamento (Roces, 1993, 2002), garantindo a vitalidade e o
sucesso da coldnia.

Todavia pouco se sabe sobre como as interagées entre individuos produzem
ajustes na intensidade de forrageamento em funcdo de mudangas nas condicles
vigentes (Fernandez et al., 2003), apesar de muitos estudos terem investigado
modificacGes no comportamento das escoteiras e forrageiras frente a novas demandas

(Seeley et al., 1991; Beckers et al., 1993; Roces, 1994; Detrain et al., 1999, Dussutour



etal., 2007, 2008). Sabe-se que a alocacdo de tarefas e a flexibilidade comportamental
garantem que as respostas se adequem com acuracia e rapidez (Elizalde & Farji-
Brener, 2012), permitindo o direcionamento do esforco colonial utilizando apenas
informacdes locais. Ou seja, os individuos se ocupardo preferencialmente das tarefas
que precisam ser executadas (Gordon et al., 2002a,b) e . os encontros entre individuos
e a troca de informagBes promovem as mudancas necessarias para adequacdo do
numero de operarias engajadas em cada situacdo vigente (Gordon et al., 2002b, 2008).

Sabendo-se da importédncia dos encontros entre a escoteira e as companheiras
de ninho, como, entdo, a col6nia ird se ajustar na auséncia de informacdes
transmitidas pela escoteira? Tendo em vista o papel da escoteira no disparo do
forrageamento e sua manutencdo, o presente estudo verificou o efeito da remocao
das escoteiras em colbnias de Atta sexdens considerando o fluxo de operarias e as
taxas de aporte vegetal a col6nia. Espera-se que ao remover a escoteira ndo ocorra a
transferéncia de informacGes que desencadeia processo de recrutamento de
individuos para fontes de recursos afetando o disparo do forrageamento. Na auséncia
da escoteira presume-se que outras operdrias assumam essa fungao, pois o
forrageamento é uma atividade imprescindivel a col6nia. Se as forrageiras assumem a
funcdo da escoteira, o inicio do forrageamento devera ser retardado enquanto o fluxo

de individuos e o aporte de recursos serdo mantidos a despeito do atraso inicial.

2.2 Material e Métodos

Colbnias de Atta sexdens com aproximadamente 3L de fungo simbionte foram
conectadas através de pontes de vidro (comprimento: 2m; largura: 2,5cm) a arena de
forrageamento contendo 50 discos de Acalipha wilckesiana com 0,5cm de didmetro.

Foram realizados cinco tratamentos:

» R1: foi removida e isolada a primeira operdria a chegar a arena de forrageamento;

* R5: foram removidas e isoladas as cinco primeiras operarias a chegar a arena de
forrageamento;

e R10: foram removidas e isoladas as dez primeiras operdrias a chegar a arena de

forrageamento;



* R30: foram removidas e isoladas as trinta primeiras operarias a chegar a arena de
forrageamento;
* Controle: nao foi removida nenhuma operaria.

Anteriormente a remocado, foi registrado o tempo de chegada dessas operarias
em um ponto fixo de observagao, localizado a 1 cm da conexado entre a ponte e a arena
de forrageamento. A seguir, foi registrado o momento da passagem de cada individuo
neste ponto de observagao a partir do inicio do experimento, considerando-se a
direcdo que seguiam e o transporte ou ndo de carga vegetal.

A fim de verificar como ocorreu a atividade de forrageamento, o tempo total de
cada evento experimental (40min) foi divididO em 8 intervalos de cinco minutos. Foi
calculado o fluxo de operarias (Burd, 2002) por minuto dentro de cada intervalo, onde
Fluxo= niimero de operarias*min**cm™. Para cada intervalo também foi calculada a
porcentagem do carregamento de discos vegetais: % de carregamento= numero de
discos vegetais carregados/150 (numero total de discos vegetais disponiveis
considerando 50 discos por coldnia/tratamento). A propor¢do de carregamento foi
calculada a fim de corroborar sua correspondéncia com os valores do fluxo médio de
individuos durante os intervalos de tempo da atividade de forrageamento.

As col6nias ndo receberam alimentagao regular nas 24 horas anteriores a cada
repeticdao. Cada tratamento foi realizado em trés diferentes colonias totalizando 15

repetigdes.

2.2.1 Andlise dos dados:

O fluxo de operarias por intervalo foi considerado como varidvel dependente e
comparado através do modelo linear de efeito misto (LME) considerando os
tratamentos e intervalos de tempo como varidveis fixas. As colénias foram inclusas no
modelo como varidveis aleatdrias por terem comportamento ndo independentes. Em
conformidade com os pressupostos do LME os dados de fluxo foram transformados em
log10 submetidos ao teste Bartlett que indicou varidncias homogéneas. A analise de
residuos do modelo foi verificada quanto a normalidade pelo teste Shapiro-Wilk. Foi
testada a significancia das varidveis fixas subtraindo-se os termos de interesse a partir
do modelo completo. Nesse caso, os modelos foram comparados utilizando-se o teste

ANOVA.



As analises estatisticas foram realizadas no programa R, ao nivel de 5% de

significancia (R Core Team, 2014).

2.3 Resultados

A remocdo das 30 primeiras operdrias promoveu a manutencdo de um fluxo
alto durante um maior periodo de tempo, cerca de 25 min, registrando-se que o
carregamento dos discos vegetais ocorreu de forma distribuida ao longo dos 40
minutos de observacao, e mais tardio do que o verificado para os demais tratamentos.

Foi verificado que a variacdo do fluxo de operarias durante o forrageamento
sofreu efeito da remocdo das primeiras operarias (F= 4,25; gl=4; p= 0,00) e dos
intervalos de tempo (F= 6,93; gl=7 p< 0,0001). O fluxo de operdrias foi
significativamente diferente entre os tratamentos controle e R30 (t= 2,73; p= 0,01) e
nado houve diferenca entre o controle e demais tratamentos (R1: t= -0,28; p= 0,77; R5:
=-1,06; p=0,28; R10: t= -0,25; p=0,80).
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Figura 1. Fluxo de operdrias de Atta sexdens e porcentagem de carregamento de discos vegetais por
intervalos de 5min em cada tratamento (C=controle; R1=remog¢do da primeira operaria; R5= remogao
das cinco primeiras operdrias; R10= remogdo das dez primeiras operarias; R30= remocdo das trinta
primeiras operdrias) durante o forrageamento de 50 discos vegetadsalépha wilckesiana.

45

% carregamento



Embora para todos os tratamentos, incluindo o controle, os maiores valores de
fluxo tenham sido registrado entre 10 e 20min (intervalos 3 e 4), para R30 o fluxo
permaneceu alto até, aproximadamente, 35min, enquanto reduz para os outros
tratamentos ja entre os 20 e 25 minutos (intervalo 5). Ndo obstante, a porcentagem de
carregamento de discos vegetais em R30 foi alta (18-25%) entre 25 e 35 min,
coincidindo com os valores elevados de fluxo. Para os tratamentos controle, R1 e R5,
apos o fluxo atingir seus valores maximos, ocorreu uma reducdo abrupta e acentuada
no mesmo. Em R10, apesar do fluxo reduzir de maneira mais suave, ndo ha um
prolongamento dos valores elevados como foi verificado para R30, onde fluxo
permanece em um plato até 35min (Fig.1).

Para o controle e R1, nos intervalos de 5 a 15 minutos as porcentagens de
carregamento foram préximas (29-39% para o controle e 21-40% para R1). Quando
foram retiradas 5 operarias as porcentagens praticamente se mantiveram (25-40%)
porém nos intervalos de 10 a 20 minutos. Quando foram removidas 10 ou 30 operarias
ndo se manteve esse padrdao nas porcentagens de carregamento de material vegetal.
Para R10 e R30 as maiores porcentagens de carregamento verificadas foram 19% e
23%, respectivamente.

Conforme esperado, a remocao das 30 primeiras operdrias postergou o
carregamento de discos vegetais. Nota-se que valores elevados na porcentagem de

carregamento tendem a suceder os valores elevados de fluxo de operarias.

2.4 Discussao

A remocdo de 30 operarias no inicio do forrageamento promoveu um fluxo de
individuos alto e prolongado durante a atividade forrageira. A despeito da remocao
destas operarias, possivelmente as escoteiras, tal atividade ndo cessou. Pelo contrario,
a colonia manteve o fluxo alto de forrageiras a fim de compensar a auséncia de
estimulos iniciais promovidos pela escoteira no disparo do forrageamento.

No presente estudo, a ativacdo do forrageamento foi retardada ao removerem-
se as escoteiras, pois estas s3dao responsaveis por iniciar o recrutamento das
companheiras de ninho para a coleta de recursos. A escoteira, apds a primeira visita a

fonte de recursos, retorna a colénia depositando trilha quimica além de incitar co-



coloniais ao forrageamento através de contatos diretos (Jaffé & Howse, 1979; Beckers
et al, 1989;Roces & Holldobler, 1994). Apds a atividade forrageira ser disparada pela
escoteira, ocorre uma ampliacdo do recrutamento pelas operarias (Jaffé & Howse,
1979; Roces e Nuiiez, 1993). Embora o papel da escoteira seja bem definido em uma
colonia de formigas, pouco se sabe sobre quantas operarias desempenham essa
funcdo em uma col6nia.

Em um estudo recente, Cao (2013) verificou que para Temnothorax rugatulus o
numero de escoteiras varia em funcdao da densidade de ninhos. Em locais com alta
densidade de ninhos, as col6nias apresentam uma grande quantidade de escoteiras a
fim de aumentar o nimero de individuos a serem rapidamente recrutados, garantindo
a dominancia do recurso. Ja no modelo de recrutamento em massa proposto por Jaffé
& Deneubourg (1992), recursos pequenos implicam em uma alta proporg¢do de
escoteiras pois necessitam de poucas operdrias recrutadas para serem transportados.
Recursos maiores tém baixa proporc¢do de escoteiras, pois exigem um alto nimero de
operarias recrutadas para seu transporte. Nesse caso, infere-se que ha um incremento
no numero de escoteiras mas de forma pouco relevante, visto que a proporc¢ao entre o
numero de escoteiras/forrageiras diminui para recursos grandes.

Na manipulagdo realizada ao apresentar um recurso de tamanho fixo as
colonias separadamente, exclui-se os fatores com influéncia comprovada no nimero
escoteiras. Assim, como ndo se sabe ao certo quantas escoteiras hd em uma col6nia de
formigas cortadeiras, os resultados obtidos ao remover um ndmero crescente de
individuos (1, 5, 10 e 30) sugerem que pelo menos a 112 operéria é escoteira, visto que
a atividade de forrageamento foi similar sem a remogao ou removendo-se até 10 de
individuos. No entanto, quando as 30 primeiras operarias foram removidas a atividade
se alterou mas ndo cessou, sugerindo que as forrageiras assumiram a funcdo de
escoteira e que uma agil reorganizacdo colonial parece ter ocorrido.

A fase inicial do recrutamento corresponde aos cinco minutos iniciais, onde a
fonte de recursos é encontrada e a primeira forrageira recrutada pela escoteira
retorna transportando o recurso a colénia (Jaffé & Howse, 1979). A manipulacdo
imposta promoveu um atraso no disparo do forrageamento feito pela escoteira e,
obviamente, ndo ocorreu a entrega de material vegetal a colonia nem o contato fisico

entre operdrias, retardando a fase inicial do forrageamento. Quando houve a remoc¢ao



apenas da primeira operaria, a duracdo da fase inicial foi mantida. Ou seja, em menos
de cinco minutos ja havia transporte de recursos. Ao remover os 5, 10 e 30 primeiros
individuos que chegaram a arena de forrageamento, houve um atraso na fase inicial
em virtude da propria manipulacdo e a média de tempo para o retorno do primeiro
individuo a colénia foi de 13, 14 e 11 minutos, respectivamente. Assim, o
recrutamento em massa foi postergado, mas mesmo com a retirada das trinta
primeiras operarias, a atividade forrageira foi estabelecida.

Haja visto o papel essencial da escoteira na mobilizacdo da col6nia para
obtengao de recursos, a manutengao da atividade forrageira na auséncia da escoteira
demonstra a flexibilidade e ajuste colonial frente a uma nova demanda. Ao contrario
do verificado neste estudo para A. sexdens, em col6nias de formiga ceifadeira
Pogonomyrmex barbatus, a remocao das escoteiras cessou as atividades fora do ninho
e o forrageamento nem mesmo se iniciou (Gordon et al., 2002). E notavel que a
plasticidade comportamental em insetos sociais possui aspectos especialmente
interessantes. O ajuste a mudancas ambientais emerge de comportamentos coletivos
e ndo somente de respostas individuais (Gordon, 1991, Gordon et al., 2002a).

Um classico exemplo sobre individual versus coletivo em insetos sociais diz
respeito ao proprio recrutamento: a informacdo sobre a qualidade de um recurso
transmitida por uma Unica escoteira tem efeitos diversos sobre a resposta
comportamental de inUmeras operdrias recrutadas (Roces, 2002). A ativagdo do
forrageamento exercida pela escoteira e a sua persisténcia na deposi¢ao de trilha
guimica em funcdo do numero de visitas a fonte de recursos é creditada como
essencial ao ajuste do niumero de operdrias engajadas no forrageamento. Através de
sucessivas viagens e acesso ao alimento, a escoteira promove o recrutamento do
numero de individuos adequado as caracteristicas da fonte de recursos (Mailleaux et
al., 2005). Ao remover as escoteiras e por conseguinte cessar sua viagens col6nia-
recurso ocorreu um desajuste no fluxo de forrageiras. Além do retardo e
prolongamento no tempo despendido para coleta e entrega do material vegetal, o
fluxo de individuos se manteve em média 65% mais alto dos 15 aos 35 minutos em
relacdo ao controle quando 30 operarias foram removidas.

O ajuste no fluxo de individuos durante o forrageamento constitui uma

resposta em nivel colonial de grande importancia. A intensidade do recrutamento é



controlada pela escoteira em funcdo de diversas variaveis como localiza¢do, qualidade
e gquantidade de recursos (Von Frisch 1967; Holldobler, 1976; Jaffe & Howse, 1979),
suas experiéncias prévias (Roces, 1994, 2002) e a experiéncia das forrageiras integrada
as suas (Lopes et al, 2004). Ao remover as escoteiras houve uma desregularizacdo do
fluxo ja que a transmissao de informagdes foi comprometida. Tal desajuste no fluxo de
individuos coaduna as funcOes credenciadas a escoteira como reguladora do
recrutamento em coldnias de insetos sociais.

Outro aspecto relevante diz respeito ao carregamento dos discos vegetais na
auséncia das escoteiras. Além do retardo no transporte de material vegetal verifica-se
gue ndo ha picos nas porcentagens de carregamento quando 10 ou 30 operarias sdo
removidas. Considerando que operarias assumiram a fungao da escoteira mantendo a
entrega de recursos, pode-se supor que a transmissao de informacgdes foi priorizada
em detrimento ao rapido transporte vegetal. Como o fluxo se manteve mais alto
nesses casos, era de se esperar porcentagens maiores de transporte, no entanto isso
ndo ocorreu. Além da auséncia do disparo promovido pela escoteira pode-se supor
qgue a deposicdo de trilha quimica e o recrutamento promovido pelas forrageiras para
a fonte de recursos foram fatores que influenciaram nas porcentagens de
carregamento. Novamente, a performance coletiva parece se sobrepor a performance
individual através da transferéncia de informacoes (Roces & Nunez, 1993; Burd, 1996).

Sinais criados passivamente pelo comportamento do grupo frequentemente
afetam o comportamento individual em insetos sociais (Burd, 1996). Por outro lado, a
plasticidade comportamental envolve ajustes coloniais as mudancas no ambiente
através de respostas individuais agregadas (Gordon, 2002). A habilidade de formigas
em lidar com irregularidades do ambiente que ndo seriam aceitdveis caso
apresentassem um comportamento estereotipado pode ser citada como uma
consequéncia evolutiva das proprias variacdes inerentes a sistemas (Ritwiaiset
al., 2009). No presente estudo a remocdo de operarias no inicio do forrageamento nao
cessou essa atividade mas levou a uma modificagdo em sua dindmica adequando-a a

uma nova demanda.
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EXPERIMENTO Il

Investigacdo da polaridade de trilhas quimicas através do comportamento de

operarias durante o forrageamento em Atta sexdens

Resumo

Uma trilha quimica é dita polarizada quando o animal determina qual a direcdo a
seguir utilizando-se unicamente de informagdes olfativas. Tendo em vista que
operarias de formigas devem seguir em direcGes opostas: col6nia ou fonte de
recursos, é licito supor que haja uma indicacdo de direcdo nas trilhas de feromdnios.
Supondo que a trilha quimica de Atta sexdens apresente polaridade entre a coldnia e o
recurso, espera-se que haja maior quantidade de feromoOnios em uma das
extremidades gerando um gradiente de concentracdo. Assim operdrias poderiam se
direcionar na trilha fornecendo evidéncias empiricas de sua polaridade. O presente
estudo teve por objetivo verificar se as trilhas quimicas de Atta sexdens direcionam as
forrageiras ao recurso e a colonia. Para tanto, verificou-se o efeito da rotacdo de trilha
guimica em 180° sobre o fluxo de operdrias e sobre os comportamentos de marcacao
de trilha e u-turn (meia volta) a fim de redirecionar o forrageamento. As respostas
comportamentais de operarias demonstraram ndo haver polaridade nas trilhas
quimicas que funcione como indicagdo de dire¢ao.. A marcagdo de trilha variou
somente em funcdo da distancia col6nia-recurso, provavelmente a fim de manter o
fluxo de operarias garantindo o aporte de material vegetal a colénia para maiores
distancia. Operarias de A. sexdens demonstraram a capacidade de ajuste ao lidar com
modificagbes abruptas no ambiente. O fluxo de forrageiras se manteve e ndao houve
alteragcdo comportamental a despeito da rotacdo em 180° das trilhas quimicas. Haja
visto a manutencdo da atividade forrageiras, a eficiéncia das informagdes utilizadas
pelas operarias através da deposicdo de trilha quimica ou dos contatos fisicos entre
companheiras de ninho é incontestavel. Maiores investigacbes sobre aspectos
guimicos dos feromonios de trilha sdo necessdrias a compreensdo categdrica do

funcionamento de trilhas quimicas de formigas.



3.1 Introducao

Para grande parte dos animais, o forrageamento envolve a saida e retorno ao
ninho. Em insetos sociais sdo utilizados diversos sistemas para localizacdo e retorno a
colonia como: pistas visuais, campos magnéticos, radiacdo térmica, sinais tateis, e,
mais freqlientemente, sinais quimicos (Steck, 2012). Trilhas depositadas no substrato
(sinal quimico) sao utilizadas para orientacdo nos grupos onde o forrageamento ocorre
com saida e retorno ao mesmo local ("central place foragers") como cupins e formigas
(Wyatt, 2003).

Feromonios de trilhas sdo especialmente importantes para organizar as
atividades de forrageamento e explorar o ambiente nas espécies de formigas mais
abundantes (Holldobler & Wilson, 1990). A alta dependéncia de feroménio de trilhas
para orientacdo e comunicacdo faz com que essas trilhas sejam cruciais ao sucesso de
forrageamento nesses insetos (Jackson et al., 2008), dentre os quais inclui-se. as
formigas cortadeiras. As operarias depositam uma trilha de ferdmonios que serve
como guia para as forrageiras que devem transitar entre a col6nia e a fonte de
recursos (Jaffé & Howse, 1979). Tais trilhas ilustram como o comportamento pode ser
modulado através dos feromoénios (Mashlay, 2010). Diferentes respostas
comportamentais sdo observadas em acordo com a concentracdo, contexto e
proporcdo de feromonios utilizados (Holldobler & Wilson, 1990; Vander Meer et al.,
1990). Nao por acaso, feromoénios utilizados em trilhas de forrageamento de formigas
tém sido extensivamente estudados (Holldobler &Wilson 1990).

Através do estudo de respostas comportamentais coletivas pode-se obter
pistas sobre a existéncia de polaridade nas trilhas quimicas de formigas cortadeiras.
Pode-se dizer que uma trilha quimica é polarizada quando o animal pode determinar
gual a direcdo correta a seguir utilizando-se apenas de informacgdes olfativas (Bradbury
& Vehrencamp 1988). Supondo que a trilha quimica de formigas cortadeiras apresente
polaridade entre a colonia e o recurso, a direcdo correta para forrageiras com folhas é
0 ninho, enquanto que para operdrias que saem para forragear, a diregao correta é a
fonte de recursos. Portanto, espera-se que haja maior quantidade de ferom6nios em
uma das extremidades gerando um gradiente de concentracdo o qual seria

efetivamente utilizado como sinal quimico pelas operarias para se direcionar na trilha



fornecendo evidéncias empiricas de sua polaridade. Operarias da espécie Lasius niger
de fato executam o comportamento de deposicdo de trilha até cinco vezes mais junto
a fonte de recursos em relacdo ao ninho (Beckers et al., 1992). Assim, pode-se esperar
gue a manipulacdo das trilhas tenha efeito sobre o comportamento das forrageiras.
Por exemplo, caso haja uma indicacdo da direcdao colbnia-recurso ou vice-versa, a
rotacdo da trilha quimica em 180° devera diminuir o fluxo pois as operarias estardo
desorientadas na propria trilha, sendo que as forrageiras carregadas ndo irdo se
deslocar na direcdo da col6nia diminuindo o recrutamento. Além disso, os
comportamentos de marcagao de trilha e o de u-turn (meia volta) deverdo ocorrer em
maior frequéncia a fim de redirecionar o forrageamento. O presente estudo teve por
objetivo verificar se as trilhas quimicas de Atta sexdens direcionam as forrageiras ao
recurso e a coldnia. Para tanto, investigou-se o efeito da rotagdo de trilhas quimicas

sobre o comportamento de operarias durante o forrageamento.

3.2 Material e Métodos

Foram utilizadas trés colonias de Atta sexdens com aproximadamente 3L de
fungo simbionte, conectadas através de pontes de vidro (largura: 2,5cm) a arena de
forrageamento contendo 50 discos de Acalipha wilckesiana com 0,5cm de diametro.
As colonias foram mantidas sem alimentagdo nas 24 horas anteriores a cada evento
experimental.

Foram realizados dois tratamentos:

» Tratamento Teste: Apds o carregamento de 50% do material vegetal, a ponte foi
manipulada e rotacionada em 180°. Assim, a extremidade da ponte conectada a arena
de forrageamento passou a ser conectada a col6nia e vice-versa. Por conseguinte,
houve a rotacdo da trilha quimica de feromdénio depositada pelas operarias;

» Tratamento Controle: Apds o carregamento de 50% do material vegetal a ponte foi
manipulada, porém ndo houve a rotacdo da mesma.

Para cada tratamento foram utilizados trés diferentes comprimentos de ponte
(50, 100 e 200cm) a fim de verificar se a distancia entre a col6nia e o recurso afeta o

fluxo de operarias antes e depois da manipulagdo da trilha quimica.



Foram registrados o numero de operarias, comportamento de marcagao de
trilha e U-turns antes e depois da manipulacdo (com ou sem rotac¢do) a cada 5 minutos
com intervalos de 1min, até que todo material vegetal fosse transportado. Visto que o
tempo de forrageamento em cada repeticdo, colonia e comprimento de trilha foi
diferente, foram utilizados apenas os dados referentes aos 5 minutos imediatamente
antes e ap6s a manipulacao.

Para a analise dos dados, foi calculado o fluxo de operdrias por min seguindo a
férmula proposta por Burd (2002), , onde Fluxo= nimero de operarias*min*cm™.

Cada coldnia foi submetida aos dois tratamentos (teste e controle) e aos trés

comprimentos de ponte (0,5, 1 e 2m) totalizando 36 repeticdes.

3.2.1 Analise dos dados:

O fluxo de operarias, a frequéncia de marcacao de trilha quimica e de "U-turns"
foram analisados separadamente utilizando-se Modelos lineares de efeito misto (LME).
A manipulacdo (antes e depois), os tratamentos (teste e controle) e o comprimento
das pontes, foram considerados no modelo completo como varidveis fixas. As col6nias
foram inclusas no modelo como varidveis aleatérias por terem comportamentos
inerentes. As varidveis dependentes (fluxo, marcacdo de trilha e u-turn) foram
transformadas em logl0 e a homocedasticidade e normalidade dos residuos
verificadas através dos testes de Bartlett e Shapiro-Wilk, respectivamente. As
significancias de variadveis fixas foram testadas subtraindo-se termos de interesse do
modelo completo. Nesse caso, os modelos foram comparados utilizando-se o teste
ANOVA.

Também foi feito uma analise de regressdo linear a fim de verificar o efeito da
marcacgao de trilha quimica sobre o fluxo de operarias.

As analises estatisticas foram realizadas no programa R, ao nivel de 5% de

significancia (R Core Team, 2014).

3.3 Resultados



Ndo foi verificado efeito da manipulacdo (F= 2,67; gl=29; p= 0,11), dos
tratamentos (F= 0,16; gl=29; p= 0,69), do comprimento de trilha (F= 2,23; gl=29; p=
0,18) sobre o fluxo de operarias durante o forrageamento (Fig.1). A manipulacdo da
trilha quimica, com ou sem rotacdo, ndo afetou o fluxo de operarias para qualquer

comprimento de ponte testado.
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Figura 1. Fluxo de operarias de Atta sexdens 5min antes (a) e depois (d) da manipulacdo nos tratamento
controle e teste para os trés comprimentos de ponte testados (50cm, 100cm, 200cm) durante o
forrageamento de 50 discos de Acalipha wilckesiana.

A atividade de marcagao de trilha também ndo variou em fungdo da
manipulacdo (F=0,09; gl=29; p= 0,76) nem do tratamento (F=0,83; gl=29; p=0,36). No
entanto, verificou-se efeito significativo do comprimento das pontes (F=2,99; gl=29;
p=0,05), com maior atividade de marcacdo de trilha quimica na ponte mais longa para

o tratamento controle(Fig.2). Quando houve a rotagdo da trilha no tratamento teste,



essa relacdo nado foi mais verificada. Sendo tal confirmado pela interacdo significativa
entre as varidveis comprimento e tratamento (F=7,865; gl=29; p=0,002). As demais

interagdes ndao foram significativas sendo portanto retiradas a fim de simplificar o

modelo.
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Figura 2. Frequéncia da atividade de marcagao de trilha realizada por operarias de Atta sexdens antes (a)
e depois (d) da manipulagdo nos tratamentos controle e teste, nos trés comprimentos de ponte testados
(50, 100 e 200cm) durante o forrageamento de 50 discos de Acalipha wilckesiana.

N3o houve efeito da manipulacao (F= 0,17; gl=29; p= 0,68), dos tratamentos (F=
0,05; gl=29; p= 0,82), do comprimento de trilha (F= 0;77 gl=29; p= 0,47) sobre a
frequéncia de u-turns executados pelas operdrias durante o forrageamento (Fig.3).

Ressalta-se que a frequéncia de u-turns foi baixa ocorrendo no maximo 4 vezes na



ponte de 200 cm antes da manipulagdo e

manipulacgdo.

nenhuma vez na ponte de 50cm
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Figura 3. Frequéncia de u-turn realizado por operarias de Atta sexdens antes (a) e depois (d) da

manipulacdo nos tratamentos controle e teste, nos trés comprimentos de ponte testados (50, 100 e

200cm) durante o forrageamento de 50 discos de Acalipha wilckesiana.

Conforme esperado, quanto maior a deposicdo de trilha quimica, maior o fluxo

de operdrias na trilha (t= 73,80; p < 0,001)(Fig.4).
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Figura 4. Fluxo de operdrias de em fungdo do numero de marcagGes de trilha quimica durante o
forrageamento em Atta sexdens.

3.4 Discussao

As respostas comportamentais de operarias durante o forrageamento
demonstraram ndo haver polaridade quimica nas trilhas de feromonios em Atta
sexdens, dado a ndo variacdo do fluxo, nem da frequéncia de marcacao de trilha e u-
turn. A marcagdo de trilha variou apenas em fung¢ao da distancia col6nia-recurso,
provavelmente a fim de manter o fluxo de operarias e garantir o aporte de material
vegetal a colonia quando essa distancia é mais longa. Além da manutengdo do fluxo, a
frequéncia de u-turn demonstrou a habilidade das operarias em trafegar pela trilha
guimica independente de sua posi¢do. Assim, podemos concluir que trilhas quimicas
de Atta sexdens ndo possuem polaridade que funcione como indicacdo de direcdo

para as forrageiras.



O aumento da deposicdo de trilha quimica pode ser compreendido como um
mecanismo para manutencdo da concentracdo de feromonios nas trilhas fisicas
maiores, no caso as pontes de vidro. De fato, em col6nias de Atta, a manutencado de
trilha aparenta ser um aspecto importante visto que entre 13% e 75% dos individuos
retornam a col6nia sem transportar carga vegetal. (Hodgson, 1955; Cherrett, 1972;
Lugo et al., 1973). Estima-se que parte desses individuos esteja justamente engajada
na manutengao de trilha quimica e recrutamento (Jaffé & Howse, 1979). Além da
maior atividade de marcagdo de trilha, poderia se esperar uma frequéncia maior de u-
turn's visto que esse comportamento, além de indicar uma possivel desorientagao,
pode representar uma tentativa de intensificar a marcacdo de trilha quimica (Hart &
Jackson, 2006). Embora ele ocorra em baixa frequéncia, o "u-turn" representa uma
marcagao de trilha desproporcional visto que ha uma maior deposi¢ao de feromonios
guando as operarias executam a meia volta (Reid et al., 2012).

Dado que o recrutamento pode ser definido como a comunicagao que traz
companheiros de ninho a algum ponto no espaco que requer trabalho (Wilson, 1971) é
justo supor que este, quer seja através da deposi¢ao de trilha quimica, quer seja
através de contato fisico entre operarias, oferece pistas direcionais de onde o trabalho
é premente. No entanto, quando operdrias de Atta cephalotes sdao experimentalmente
desorientadas, ndo ha aumento na frequéncia de encontros frontais (head-on
encounters). Tais encontros seriam esperados para estes individuos de modo que eles
obtivessem pistas direcionais e se reorientassem na trilha (Farji-Brener et al., 2010).

E possivel tracar um paralelo entre o estudo de Farji-Brener et al (2010) e o
presente estudo pois em ambos as operdrias foram experimentalmente desorientadas.
Tanto para A. cephalotes quanto para A. sexdens as respostas comportamentais destas
operdrias ndo se alteraram, resultado que sugere que a obtencdo de informacdes de
direcdo ndo ocorre através de contatos fisicos ou da polaridade da trilha quimica das
trilhas. Como entdo operarias se orientam entre coldnia e recurso? Como as operarias
sabem em que dire¢do estdo caminhando?

Carthy (1951) observou que formigas do genéro Acanthomyops (Lasius)
fuliginosus seguem uma trilha invisivel utilizando suas antenas mas conclui ndo haver
indicacdo de direcdo nessas trilhas. Verifica-se que estas se mantém na trilha

ajustando sua caminhada de modo a garantir uma concentracdo de feromonios



equivalente entre as duas antenas (Hangartner, 1967). Embora esse mecanismo
explique como os individuos se mantém na trilha, ele ainda ndo determina como eles
se direcionam.

E importante notar que a comunica¢do durante o forrageamento em formigas
€ multimodal. A orientagao utilizando apenas o odor é rara entre formigas e outros
padrdes associados de navegacdo sao utilizados de forma variada entre as espécies
(Vilela et al., 1987) como as pistas visuais, a estridulacdo promovida por operarias, o
contato com outras operdrias na trilha (Roces, 1993; Holldobler, 1998) e,
possivelmente, o campo magnético (Banks & Srygley, 2003). Nesse contexto, quando a
ponte foi rotacionada em 180°, somente a trilha quimica foi invertida mas manteve-se
as pistas visuais. Caso a trilha quimica apresentasse polaridade e fosse a informacao
prioritariamente utilizada, as forrageiras iriam alterar a frequéncia dos
comportamentos frente a nova demanda decorrente da manipulagdo. Porém, tal
alteragao nao foi observada sugerindo que a trilha ndo tem polaridade.

A utilizacdo das pistas visuais é factivel, embora ndo tenha sido testada, mas o
aumento na marcacao de trilha para a ponte mais longa sugere que a deposicdo de
trilha quimica sobrepde a utilizacdo de pistas visuais. Vilela et al. (1987) hierarquiza as
informacgdes utilizadas para Atta cephalotes durante o forrageamento de forma que as
operarias sigam tal ordem: trilha de odor presente, pistas visuais ou /ayout espacial da
trilha, pistas de odor na prépria trilha e pistas gravitacionais. No presente estudo
foram utilizadas pontes de vidro sem quaisquer bifurcacdes ou angulacdes, o préprio
layout da pista é descartado como possivel informacdo de orientacdo. Sugere-se que
além de tais informacgdes propostas acima, o contato com as companheiras de ninho
seja primordial ao desempenho das forrageiras.

O uso da rotagao de trilha quimica constitui uma metodologia ja empregada na
investigacdo de polaridade de trilhas. Em um estudo com A. cephalotes, forrageiras
carregadas foram testadas isoladamente, sendo as mesmas transferidas para trilhas
guimicas rotacionadas em 180° e para trilhas sem marca¢do quimica. Concluiu-se que
elas se movimentam em diregdo ao ninho independente da rotagdo da trilha quimica.
Mesmo em trilhas que foram rotacionadas em 180° as forrageiras retomaram a
direcdo correta em relacdo ao ninho. Por outro lado, quando reposicionadas em trilhas

fisicas sem marcagao quimica, essas forrageiras ndao se moveram em dire¢ao ao ninho



(Wetterer et al., 1992). Vilela et al (1987) verificaram que Acromyrmex octospinosus
demonstra ter maior sensibilidade ao detectar diferencas na orientacdo de trilhas
quimicas quando comparadas a espécies de Atta. Os autores sugerem a possivel
existéncia de polaridade quimica nas trilhas dessa espécie visto que a frequéncia de
operarias que seguiam a trilha em Ac. octospinosus foi mais relacionada ao odor de
trilha do que as outras possiveis pistas de orientacdao manipuladas pelos autores.

Diferente dos trabalhos supracitados, no presente estudo foi realizada uma
investigacdo das respostas comportamentais das formigas. A direcdo em que seguiam
apos a rotacao nao foi o foco desse estudo e sim a maneira como se comportavam
apos a manipulacdo experimental. Trilhas artificiais, como as pontes de vidro,
somente oferecem duas dire¢des possiveis. Operdrias teriam, mesmo ao acaso, 50% de
chance de tomarem a direcdo correta, mesmo na auséncia efetiva de polaridade
guimica nas trilhas. A comparacdo de frequéncias comportamentais e do fluxo antes e
apos a rotagao de trilha quimica foi considerada uma maneira mais eficaz e nao -
arbitraria de averiguar uma possivel polaridade quimica do que simplesmente o
registro da dire¢do escolhida pelos individuos. Ressalta-se que dados comportamentais
sdo importantes ferramentas para a compreensao de pistas quimicas em trilhas de
formigas. Sinais de "no-entry" verificados em trilhas quimicas de Monomorium
pharaonis foram identificados unicamente através de frequéncias comportamentais
(Robinson et al., 2005).

Embora haja uma investigagao extensiva sobre a orientagdo em trilhas de
formiga (Carthy, 1950, 1951; W.ilson. 1962; Holldobler, 1974;Traniello, 1977;
Rosengren & Fortelius, 1987; Farji-Brenner, 2010), poucos estudos sdo conclusivos
guanto a maneira como as operarias se orientam. Para formigas, a primeira evidéncia
conclusiva da existéncia de polaridade de trilhas utilizou a espécie Monomorium
pharaonis. As operarias dessa espécie utilizam a geometria das trilhas, precisamente
os angulos entre bifurcacdes, de sua propria rede de trilhas para se reorientar na
direcdo correta (Jackson et al., 2004). Outro exemplo de polaridade em insetos sociais
é verificado em abelhas da espécie Trigona spinipes. Forrageiras experientes
depositam o feroménio de trilha em diferentes gradientes de concentrac¢do permitindo

as demais forrageiras distinguir entre o inicio e o fim da trilha (Nieh et al., 2004).



De qualquer modo, fica evidente a capacidade das operdrias em lidar com
modificacGes abruptas no ambiente. O fluxo de forrageiras se manteve e ndo houve
alteragao comportamental a despeito da rotagao em 180° das trilhas quimicas. Nesse
sentido, a eficiéncia das informacgGes utilizadas pelas operdrias, tanto através de
marcac¢ao quimica quanto através dos contatos entre co-coloniais é incontestdvel.
Maiores investigacOes sobre aspectos quimicos dos feromodnios de trilha sdo

indispensaveis a compreensao categérica do funcionamento de trilhas quimicas de

formigas.
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EXPERIMENTO IV

Efeito da marcagdo de trilha quimica por co-especificos sobre a atividade de

forrageamento em Atta sexdens

Resumo

Os feromonios de trilha constituem o mecanismo de comunicagdo com maior grau de
elaboracdo utilizado pelos insetos sociais. A habilidade de explorar fonte de recursos
cooperativamente constitui um excelente exemplo da utilizagao de trilhas quimicas.
Para o género Atta pequenas variagdes na composicdo quimica desses feromonios
garantem sua especificidade. Embora se conheca a habilidade de operarias em seguir
trilhas depositadas por individuos da mesma espécie, ndo se sabe como essas trilhas
influenciam na atividade forrageira de colOnias co-especificas. O presente estudo
investigou o efeito da marcacdao de trilhas quimicas por co-especificos sobre a
atividade forrageira em col6nias de Atta sexdens. Para tanto foram utilizadas em cada
evento experimental duas col6nias: Cl: que executou a marcagao prévia em papel
filtro por tempo determinado e C2, que recebia o papel filtro previamente marcado.
Foi avaliado o efeito desta marcacdo prévia sobre o fluxo de individuos e sobre o
tempo total de forrageamento. A marcagdo prévia de trilha quimica durante cinco
minutos teve efeito significativo sobre o fluxo de operdrias durante os 12 minutos
iniciais do forrageamento. Embora nao tenha sido verificado efeito sobre o tempo
total desta atividade, a marcacdo de trilha prévia executada por co-especificos
interferiu na dindmica do fluxo no inicio do forrageamento. Trilhas que foram
marcadas previamente durante cinco minutos tiveram o fluxo mais alto, nos doze
primeiros minutos de atividade forrageira. Trilhas com maior concentragdo de
feromonios tendem a receber um fluxo maior de operarias o que coaduna os elevados
valores de fluxo observados em trilhas marcadas previamente por cinco minutos.
Provavelmente , em trilhas previamente marcadas durante dez minutos, excedeu-se a
faixa 6tima de concentracao de feromonios o que explicaria os baixos valores de fluxo
observados. Ao adicionar um novo estimulo ao forrageamento, interferiu-se em sua

dinamica ocorrendo um reajuste dessa atividade.



4.1 Introducao

Feromonios podem ser descritos como sinalizadores quimicos utilizados para
comunicac¢ao entre co-especificos modulando seu padrdao de comportamento de forma
adaptativa. Para os insetos sociais, os feromoénios de trilha constituem o mecanismo de
comunicacao empregado com maior grau de elaboracdo (Wilson, 1971). Sob muitos
aspectos formigas atingiram um altissimo nivel de organizagao social e tal condigao
esta indissociavelmente relacionada ao desenvolvimento de trilhas quimicas de
feromonios (Morgan, 2009). A habilidade de explorar fonte de recursos
cooperativamente constitui um excelente exemplo da utilizagdo de trilhas quimicas.

Dentre as vantagens adaptativas relacionadas a deposi¢cdo de trilhas quimicas
durante o forrageamento podemos citar a capacidade das operdrias em selecionar
fontes de recursos energeticamente mais rentaveis. Tal selecdo ocorre através da
quantidade (concentracdo) de feromoénio de trilha depositado (Hoélldobler & Wilson,
1990). Sob diversas circunstancias a concentracao de feromonios sera determinante na
modulacdo do comportamento das forrageiras. Em espécies do género Monomorium,
a atividade das operdrias serd otimizada em uma faixa 6tima de concentracdo de
feromonios. Qualquer valor de concentragao acima ou abaixo dessa faixa diminui
significativamente a atividade das operarias (Mashlay, 2010).

Um outro aspecto importante do uso de feromoénios de trilhas diz respeito a
pouca variacdo destes entre espécies do mesmo género. Pequenas variacdes na
composicao quimica desses feromonios garantem sua especificidade em col6nias do
género Atta (Riley et al., 1974; Cross et al., 1979). De fato, embora trilhas de outras
espécies também possam ser seguidas, forrageiras seguem preferencialmente trilhas
depositadas por co-especificos, (Robinson et al., 1974). Conquanto se conheca a
habilidade de operarias em seguir trilhas depositadas por individuos da mesma
espécie, ndo se sabe sobre como essas trilhas influenciam na atividade forrageira de
co-especificos.

O presente estudo investigou o efeito de trilhas quimicas depositadas por co-
especificos sobre a atividade forrageira em col6Gnias de Atta sexdens. Para tanto
transferiu-se a marcagao prévia executada por tempo determinado entre coldnias co-

especificas avaliando-se o efeito desta marcacdo prévia sobre o fluxo de individuos e



sobre o tempo total de forrageamento. Sabendo-se da preferéncia de operarias de A.
sexdens por trilhas com maior concentracdo de feromonios (Morgan et al., 2006),
espera-se que com o aumento da deposicao de trilha quimica em virtude da marcacao
prévia, o fluxo de individuos aumente. Quanto maior o tempo marcacao de trilha
prévia, maior devera ser o fluxo de individuos e por conseguinte, menor sera o tempo
total gasto na atividade de forrageamento, pois o recrutamento em massa para fontes
de recursos garante a espécie o rdpido monopdlio da mesma (Traniello, 1989; de
Biseau et al., 1997; Nieh et al., 2004). Considerando-se que atividades externas ao
ninho apresentam maiores riscos e que o aporte rapido de recursos evita possiveis
competidores, trilhas mais concentradas seriam mais vantajosas pois permitiriam um

fluxo maior de individuos os quais executariam o forrageamento com maior agilidade.

4.2 Material e Métodos

Para cada evento experimental foram utilizadas 2 colonias (C1 e C2) de Atta
sexdens com aproximadamente 3L de fungo simbionte conectadas através de pontes
de vidro (comprimento: 2m; largura: 2,5cm) a arena de forrageamento contendo 30
discos de Acalipha wilckesiana com 0,5cm de didmetro. Para a col6nia C1, no centro da
ponte foi disposto uma secdo de papel filtro com a mesma largura da ponte de 10cm
de comprimento. Foi permitido as operarias forragearem durante um tempo pré-
estabelecido a partir do retorno do primeiro individuo com carga, de acordo com os
respectivos tratamentos:

e T1: marcagao de trilha quimica prévia durante um minuto pela colénia C1 apods
retorno do primeiro individuo com carga;

» T5: marcacao de trilha quimica prévia durante cinco minutos pela colénia C1 apds
retorno do primeiro individuo com carga;

» T10: marcagao de trilha quimica prévia durante dez minutos pela colénia C1 apods
retorno do primeiro individuo com carga;

» Controle: ndao houve marcagdao de trilha quimica prévia pela colénia C1, sendo
utilizado o papel filtro "limpo".

Assim, o forrageamento ja havia se iniciado e a marca¢do quimica seria

propriamente desta atividade e ndo proveniente de comportamento exploratorio.



Apds a marcacdo prévia exercida pelas forrageiras da col6nia C1, o papel filtro foi
removido e disposto no centro da ponte que ligava a colonia C2 a arena de
forrageamento. Assim, a colénia C1 estabeleceu uma marcagao de trilha quimica
prévia durante periodos de tempo determinados e através do papel filtro tal marcacdo
foi transferida para a col6nia C2.

Apds a disposicdo da secdo de papel filtro previamente marcado no centro da
ponte utilizada para conectar C2 a arena de forrageamento foi registrado o momento
de passagem de cada operaria em um ponto fixo de observacdo, localizado no centro
da secdo de papel filtro, considerando-se a direcdo que seguiam e o transporte ou ndo
de carga vegetal.

As col6nias ndo receberam alimentagao regular nas 24 horas anteriores a cada
repeticdo. Cada tratamento foi realizado em seis coldnias, 2 por evento experimental:
C1 e C2, totalizando 12 repeticGes. Cabe ressaltar que os 3 pares C1 e C2 eram fixos.
4.2.1 Analise dos dados:

Fluxo de Operdrias: Para verificar se o fluxo de operarias variou entre os
tratamentos ao longo do tempo, foi feita a distribuicao de freqiéncia do numero de
operarias em quatro intervalos de 3 minutos. Procedeu-se a comparacdo da
distribuicdo de freqiiéncia do fluxo de operdrias entre os tratamentos T1, T5, T10 e
Controle durante os 12 primeiros minutos do forrageamento através do teste
Kolmogorov-Smirnov .

Tempo Total de Forrageamento: A fim de verificar o efeito da marcacao
guimica prévia no tempo total de forrageamento foi feita a ANOVA. Os dados
referentes ao tempo total de forrageamento para cada tratamento foram
transformados em logl0 e a homocedasticidade e normalidade foram checados
através dos testes Bartlett e Shapiro-Wilk, respectivamente.

As analises estatisticas foram realizadas no programa R, ao nivel de 5% de

significancia (R Core Team, 2014)



4.3 Resultados

A distribuicdo de freqliéncia do fluxo de operarias foi significativamente
diferente entre os tratamento Controle e T5 (D= 0,14; p< 0,001) considerando-se os
12min iniciais do forrageamento. Nao foi verificada diferenga entre o Controle e o
tratamentos: T1 (D= 0,06; p=0,28) e T10 (D=0,06; p=0,29)( Flg.1).

Para os todos os tratamentos incluindo o Controle os maiores valores de fluxo
ocorreram entre 9-12 min, ou seja, ao longo dos 12 primeiros minutos de
forrageamento o fluxo foi crescente. Para o tratamento T5 verificou-se maiores
valores de fluxo em todos os intervalos de tempo analisados em relacdo ao tratamento
Controle. No intervalo de 3-6 minutos o fluxo no tratamento T5 foi aproximadamente
o triplo do fluxo verificado neste intervalo para o Controle. Para os demais intervalos,

o fluxo de T5 foi aproximadamente o dobro dos valores verificados para o Controle.
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Figura 1. Fluxo de operarias de Atta sexdens por intervalos de 5min em cada tratamento (C=controle;
T1=1min de marcacdo prévia de trilha quimica; T5=5min de marcacdo prévia de trilha quimica;
T10=10min de marcagdo prévia de trilha quimica) durante os 12 min iniciais do forrageamento de 30

discos vegetais de Acalipha wilckesiana.

Ndo houve diferenca entre os tratamento quanto ao tempo total de

forrageamento (F= 1,83; gl= 3; p=0,21)(Fig.2).
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Figura 2. Tempo total de forrageamento de 30 discos vegetais de Acalipha wilckesiana por operarias de
Atta sexdens em cada tratamento (C=controle; Tl=marcagdo prévia de 1min; T5= marcagdo prévia de

5min, T10= marcacgdo prévia de 10min).

4.4 Discussao

A marcacdo prévia de trilha quimica durante cinco minutos aumentou o fluxo
de operdrias durante o inicio do forrageamento. Embora ndo tenha sido verificado
efeito sobre o tempo total desta atividade, a marcagao de trilha prévia executada por
co-especificos interferiu na dindmica do fluxo no inicio do forrageamento. Trilhas que
foram marcadas previamente durante cinco minutos tiveram o fluxo mais alto, nos
doze primeiros minutos de atividade forrageira.

Ao apresentar as operarias trilhas quimicas previamente marcadas, interferiu-
se no processo de recrutamento através da deposicao de trilha quimica. O
recrutamento em massa se inicia com a atividade da escoteira, a qual incita

companheiras de ninho a engajarem-se na atividade de forrageamento, com



ampliacdo desse processo pelas operarias. Tal ampliacdo pode ocorrer tanto pelos
contatos diretos quanto pela deposicdo de trilha quimica de feromonios (Jaffé &
Howse, 1979; Beckers et al, 1989; Traniello, 1989; Roces e Nufiez, 1993; Roces &
Holldobler, 1994).

Segundo Jaffé & Howse (1979), o recrutamento pode ser dividido em cinco
fases sendo que até trés delas foram atingidas pela colonia C1 durante a marcagdo de
trilha prévia. A fase inicial do recrutamento corresponde a descoberta da fonte de
recursos com conseqiiente retorno da primeira forrageira recrutada pela escoteira
transportando o recurso vegetal a col6nia. Ou seja, em todos os tratamentos (exceto o
controle) a fase inicial ja havia ocorrido em C1. Portanto houve, a transferéncia da
marcacao quimica referente a fase inicial do recrutamento para as col6nias C2.

Na segunda fase do recrutamento, o nUmero maximo de operdrias recrutadas
serd alcangado e isto ocorre aproximadamente cinco minutos apds a oferta do recurso
alimentar (Jaffé & Howse, 1979). No tratamento com marcacdo prévia de cinco
minutos (T5), a transferéncia do papel filtro ocorreu justamente nessa fase. Assim, o
fluxo elevado observado em T5 entre durante os doze minutos iniciais foi
provavelmente devido a deposicdo quimica correspondente a essa fase e ja executada
por C1. Enquanto para ao tratamento com marcacdo prévia de dez minutos (T10), a
fase de equilibrio do forrageamento ja teria sido atingida em C1, ndo ocorrendo mais a
saida de um numero elevado de individuos. Portanto, em T10, podemos supor que C2
apresentou valores de fluxo mais baixos ao longo dos doze minutos iniciais devido a
fase do recrutamento ja atingida em C1.

De fato, o comportamento de deposicao de trilha quimica varia ao longo da
atividade de forrageamento. Em Lasius niger, que como Atta sexdens possui
recrutamento em massa, operarias responsdveis por recrutar individuos tendem a
depositar mais trilha que operarias recrutadas. Sabe-se ainda que operarias diminuem
o comportamento de deposi¢do de trilha quimica apds sucessivas viagens (Beckers et
al.,, 1992). Considerando que as operarias que recrutam, como as escoteiras, fazem
sucessivas viagens (cap. 1) podemos supor que o seu comportamento de marcagdo de
trilha quimica diminua ao longo do tempo. Sendo assim, nas trilhas quimicas marcadas
previamente durante cinco minutos, provavelmente a frequéncia de deposicao de

trilha quimica era mais intensa. Nas trilhas marcadas durante dez minutos, o nimero



de viagens das operdrias, incluindo a escoteira, foi potencialmente maior, o que
teoricamente levaria a diminuicdo na frequéncia do comportamento de marcacdo de
trilha. Tal predigao que condiz com os baixos valores de fluxo verificados para C2
durante os doze minutos iniciais no tratamento T10.

Sabe-se que diminuicdo no comportamento de deposicdo de trilha estd
relacionada ao efeito lotacdo durante o forrageamento. A probabilidade de operarias
executarem o comportamento de deposicdo de trilha é menor em trilhas
congestionadas. Cabe ressaltar que a resposta ao efeito lotacdo é rapida, levando a
modificagbes quase imediatas no comportamento das operdrias. Tal mecanismo
constitui um feedback negativo promovendo a diminuicdo na producdo de um sinal
quimico em L niger sem a presenca de um sinal inibitério (Czaczkes et al., 2013;
Czaczkes et al., 2014; Czaczkes et al., 2014b).

Neste estudo, o efeito lotacdo pode ser descartado visto que as trilhas nao
ficaram congestionadas e portanto, as operarias em C1l ndo receberam tal estimulo
para diminuir seu comportamento de marcacao quimica. Logo, a trilha quimica
depositada previamente por C1 pode ser interpretada como o sinal para os altos
valores de fluxo observados em T5 visto que as operarias ndo haviam recebido outros
estimulos além é claro, do recrutamento promovido pela escoteira. Da mesma
maneira, os baixos valores de fluxo observados em T10, embora n3o o diferenciem do
Controle, ndo podem ser interpretados como consequéncia do efeito lotacao.

O aumento no fluxo de operdrias em trilhas marcadas por co-colonias durante
cinco minutos é compreensivel visto que operdarias de formigas cortadeiras sem
experiéncia prévia de forrageamento, tendem a seguir trilhas com maior concentragao
de feromonios (Holldobler, 1998; Morgan et al., 2006). Ao promover a marcagao
prévia de trilha quimica, aumentou-se a concentragdo de feromdnios no centro da
trilha, assim, forrageiras que chegaram aquela secdo obtiveram um estimulo externo
para a coleta de recursos. Por qué entao, o fluxo no tratamento com marcagao prévia
de dez minutos permaneceu baixo?

No estudo realizado por Morgan et al. (2006) a concentracdo oOtima de
feromonios em trilhas quimicas de Atta sexdens sexdens esta entre 15 e 150 pg*cm-1.
Trilhas com menor ou maior concentracdo tém baixa atividade forrageira. O presente

estudo ndao mediu a concentragdo das trilhas depositadas por co-especificos mas



presume-se que quando a marcacdo prévia durou dez minutos, atingiu-se uma
concentracdo elevada o suficiente para ultrapassar a faixa 6tima de concentracdo de
feromonios nas trilhas quimicas. O recrutamento nesse caso foi menor pois a col6nia
pode ter "interpretada" tal marcacdo como indicacdo de uma fonte extensivamente
explorada.

Além de variagcbes comportamentais quanto a sua deposicdo, feromonios de
trilha podem variar quanto a sua propria composi¢cdo ao longo do espaco e do tempo.
Na espécie Monomorium pharaonis, variacbes na composicdo de feromoOnios sdo
relacionadas a distancia e localizagdo dos recursos garantindo a flexibilidade no
comportamento das forrageiras em acordo com tais caracteristicas(Jackson et al.,
2007). No presente estudo ndo houve variacdo quanto a quantidade de recursos
oferecidos nem quanto e distancia desses recursos. Assim, somente o tempo de
deposicdo prévia de trilha quimica variou, sendo os demais estimulos mantidos. Tal
condicdo garantiu que durante o inicio do forrageamento possiveis variacées no fluxo
de operarias e na atividade forrageira como um todo fossem relacionadas justamente
a deposicao de feromonios por co-especificos. Com a exploracdo da fonte de recursos
as informacGes sobre esta possivelmente interferiram na dinamica do fluxo
juntamente com a marcagao de trilha prévia.

Haja visto que ndo houve transporte de recursos em nenhuma tratamento até
0s seis minutos, presume-se que somente a marcagao de trilha quimica prévia
interferiu no fluxo até este momento. A partir da exploracdo da fonte de recursos, com
o aporte de discos vegetais a col6nia, além de acessaram informacgdes sobre a propria
qualidade da fonte, operdrias mantiveram contato com companheiras de ninho. O
simples contato com operarias carregadas na trilha estimula companheiras de ninho
aumentando a probabilidade de coleta de um recurso ( Dussutour et al., 2007; Farji-
Brener et al., 2010).

Assim, tanto o préprio contato com operarias recrutadas quanto a ampliagao
na marcacdo de trilha quimica executada pelas mesmas podem ser considerados como
feedback positivos para a coleta de recursos enquanto a evaporacdo do feromoénio e o
desgaste da fonte de recurso ao longo do processo de forrageamento sdo
considerados Feedback negativos (Detrain et al, 2008). Tais estimulos agem sobre a

atividade forrageira moldando-a de acordo com as necessidades da col6nia. Neste



estudo adicionou-se um estimulo inicial o qual muito embora ndo tenha alterado o
tempo total de atividade promoveu modificacdes na dinamica do fluxo no inicio da

atividade de forrageamento.
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CONSIDERAGCOES FINAIS




Sociedades de insetos exibem particularidades as quais explicam sua
dominancia no ambiente terrestre. Dentre tais particularidades o forrageamento pode
ser considerado como um aspecto de relevancia impar. Numerosos mecanismos de
coleta e obtencdo de recursos sao utilizados por esses insetos a fim de garantir seu
éxito. O presente estudo investigou o forrageamento simulando modificacdes em sua
dinamica. Dentre todos os resultados obtidos, ressalta-se a capacidade de operarias
em manter a atividade forrageira mediante circunstancia variadas comprovando seu
carater essencial.

Ao promover a remogdo das forrageiras, as escoteiras modificaram sua
atividade garantindo o aporte de recursos a colonia e, portanto, a manutencdo do
forrageamento. Do mesmo modo, quando as escoteiras foram removidas a coldnia nao
cessou sua atividade. Em ambos os casos o forrageamento se prolongou e o fluxo se
ajustou adequando-se a uma nova demanda. A habilidade de colbnias de Atta sexdens
em promover e manter o recrutamento a despeito de intervengdes na dinamica da
atividade forrageira pode ser compreendida como um dos fatores que promovem seu
sucesso.

A investigacdo de atos comportamentais € um importante mecanismos para
compreensao do funcionamento de sociedades de insetos. Ao utilizar-se dados
comportamentais para inferir sobre polaridade quimica nas trilhas de feromdnios
depositadas por forrageiras ndo foi verificado qualquer indicio indicativo de
direcionamento. Operarias sdo habeis em reorganizar o fluxo apds a rotacado
mantendo o forrageamento. Trilhas fisicas mais longas recebem maior deposicdo de
trilha quimica possivelmente mantendo a concentragdao de feromonios entre a col6nia
e 0 recurso.

Sabendo-se da especificidade de feromoénios de trilha, testou-se o efeito da
marcacao prévia realizada por co-especificos sobre o fluxo de forrageiras. Verificou-se
que trilhas previamente marcadas por cinco minutos tém fluxo mais alto no inicio da
atividade forrageira. Tal resultado corrobora estudos que indicam a existéncia de uma

faixa 6tima de concentragdo de feromonios de trilha.



Conforme proposto por Stephens e colaboradores "O forrageamento é
imprescindivel a sobrevivéncia e reproducdo animal e deve ser compreendido como
um imperativo bioldgico". Tal sentenga se aplica aos resultados em todos os
experimentos realizados. A agil reorganizacdo das operarias foi efetivamente verificada
de modo a permitir que uma atividade imprescindivel a colonia fosse realizada.
Sistemas auto-organizaveis, como colbnias de A. sexdens demonstraram ser flexiveis,
operdrias se adaptaram a modificacdes impostas em intervencdes experimentais

remodelando a dindamica da atividade forrageira.
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