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RESUMO

As formigas cortadeiras cortam e transportam para o ninho uma grande quantidade
de plantas que sao incorporadas ao fungo simbionte, do qual se alimentam. Para evitar
a contaminacao da colonia, esse material vegetal passa por um processo de assepsia
€ 0 mesmo ocorre quando carregam as iscas formicidas; porém, ainda se questiona
como ocorre a contaminacdo, se pelo contato direto das operérias durante o
processamento do substrato, ou por “allogrooming” e “self-grooming”, ou ainda por
trofalaxia. Deste modo, o objetivo foi estudar os mecanismos de contaminagdo com
operérias de formiga cortadeira, Atta sexdens, por meio de estudos comportamentais,
buscando esclarecer como ocorre a dispersdo e a contaminacdo com diferentes
ingredientes ativos na col6nia, e elucidar se a contaminacdo das operarias pode
ocorrer via trofalaxia oral. Assim, foram analisados e registrados os atos e frequéncias
comportamentais realizados pelas operarias durante o processamento dos pellets
utilizando um corante tracador lipossoluvel, e registrando a quantidade de operarias
coradas, apos o cultivo do fungo. O comportamento mais frequente foi o
“allogrooming”, que correspondeu a 45,87% do processo de contaminacdo das
operarias, seguido de segurar, lamber e repicar os pellets, que responderam a 40,22%
do processo. ApOs o processamento dos pellets, as operarias apresentaram as
estruturas morfoldgicas externas e internas marcadas pelo corante tracador, 93,75%
e 79,25%, respectivamente. Os resultados confirmaram que os comportamentos
realizados durante o cultivo do fungo contribuem para a dispersdo de substancias,
como os inseticidas, causando a contaminacdo das operarias. Adicionalmente,
verificou-se como os fragmentos das iscas sao dispersados e se 0 modo de acdo do
ingrediente ativo, que bloqueia os canais de sodio e interrompe a producdo de ATP
na mitocéndria, interfere na distribuicdo dos fragmentos no interior do ninho. Para isso,
avaliou a dispersdo dos fragmentos de pellets durante o cultivo do fungo pelas
operarias, referenciando espacialmente o fragmento no jardim do fungo. Os
fragmentos de pellets foram distribuidos aleatoriamente, mas a quantidade dos
fragmentos foi influenciada pelo modo que o ingrediente ativo atua na colbnia. E por
fim, se o comportamento de forrageamento liquido esta relacionado as taxas de
trofalaxia em formigas cortadeiras. Para estudar se a ocorréncia de trofalaxia esta

relacionada com a ingestdo de substancias liquidas, avaliou se ha forrageamento



liquido e troca de alimento liquido em col6nias de laboratério de formigas cortadeiras.
Os resultados revelaram que as forrageiras comumente ingerem liquido quando
fornecido com uma fonte liquida. Dentro do ninho, as operarias forrageiras realizaram
diversos comportamentos, mas nenhuma troca alimentar (trofalaxia oral) ocorreu
durante todo o periodo de oito horas em que as operéarias foram observadas. Nas
condicdes experimentais, o forrageamento liquido néo teve relacdo com a trofalaxia
oral entre operarias dentro do ninho. Assim, a coleta de liquidos atende as
necessidades individuais das operarias e nao se destina a trofalaxia entre elas, uma
vez que esse comportamento € para alimentar a colénia, dependendo principalmente
do hébito alimentar e do papo desenvolvido para transportar alimento liquido.
Portanto, o presente estudo concluiu que a contaminacdo das operarias pelos
ingredientes ativos presentes nas iscas formicidas ocorre pelo processamento das
iscas para incorporacdo no jardim de fungo, bem como o contato indireto
(“allogrooming” e “self-grooming”). O modo de acdo dos ingredientes ativos,
sulfluramida e indoxarcarbe, influencia a quantidade de fragmentos incorporados no
jardim de fungo. E o forrageamento liquido realizado pelas operarias nao implica na

ocorréncia de trofalaxia oral.

Palavras-chave: Atos comportamentais. Cultivo do fungo simbionte. Disperséo de

ingrediente ativo. Ingestao de liquidos. Trofalaxia.



ABSTRACT

Leaf-cutting ants cut and transport a large number of plants to their nest which are
incorporated into symbiotic fungus, on which they feed. Although plants undergo an
asepsis process even they carry toxics baits to avoid the colony’s contamination, it
may be asked how contamination occurs, or rather, whether it occurs by direct contact
of the workers during substrate processing or by allogrooming and self-grooming, or
even by trophallaxis. Current analysis studies the mechanisms of contamination in the
workers of the leaf-cutting ant, Atta sexdens, through behavioral studies and clarifies
how dispersion and contamination with different active ingredients in colony occur and
also verifies whether contamination of workers occurs via oral trophallaxis. Behavioral
acts and their frequencies performed by workers during the pellet processing were
analyzed and recorded by means of a liposoluble tracer dye, whereas the number of
stained workers was recorded after the cultivation of the fungus. Allogrooming,
reaching 45.87% of the contamination process of the worker ants was the most
frequent behavior, followed by holding, licking and pellet cutting, which accounted to
40.22% of the process. After pellets processing, the workers had their external and
internal morphological structures marked by the tracer dye, 93.75% and 79.25%,
respectively. Results proved that behaviors performed during fungus cultivation
contribute towards the dispersion of substances, such as insecticides, which
contaminate workers. Further, it has also been verified how bait fragments are
dispersed and whether the mode of action of the active ingredient, which blocks sodium
channels and interrupts of ATP production in the mitochondria, interferes with the
distribution of fragments in nest. For this, it evaluated the dispersion of the fragments
of pellets during the cultivation of the fungus by the workers, spatially referencing the
fragment in the fungus garden. Although pellet fragments were randomly distributed,
the amount of pellet fragments was affected by the manner the active ingredient works
in the colony. It has also been analyzed whether liquid foraging is related to rates of
trophallaxis in leaf-cutting ants. The investigation on the occurrence of trophallaxis as
related to the ingestion of liquid substances has been carried out by evaluating liquid
foraging and exchange of liquid food in laboratory colonies of leaf-cutting ants. Results
revealed that foragers commonly ingest liquid when provided with a liquid source.

Foragers workers performed several behaviors inside the nest, but no food exchange



(oral trophallaxis) occurred during a period of eight hours they were observed. In
experimental conditions, liquid foraging was not related to oral trophallaxis among
workers inside the nest. Thus, liquid foraging meets the workers individual needs and
it is not meant for trophallaxis among them, once this behavior is to feed the colony
and mainly depends on feeding habits and the existence of a well-developed crop, and
the resulting mode of transporting liquid food. Thus, present study revealed that the
contamination of workers by active ingredients present in the toxic baits occurs through
the bait processing for incorporation in fungus garden and through indirect contact,
such as allogrooming and self-grooming. The mode of action of active ingredients,
sulfluramid and indoxarcarb, influences the number of fragments incorporated in
fungus garden. Moreover, liquid foraging carried out by workers does not imply the

occurrence of oral trophallaxis.

Keywords: Behavioral acts. Cultivation of symbiotic fungus. Dispersion of active

ingredient. Fluid intake. Trophallaxis.
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INTRODUCAO GERAL

As formigas séo insetos eusociais pertencentes a familia Formicidae e, estima-
se que englobam mais de 24.000 espécies agrupadas em 23 subfamilias (BOLTON,
2007). Entre estas, estdo as formigas cortadeiras, que pertencem a subtribo Attina,
subfamilia Myrmicinae, que compreendem 17 géneros com aproximadamente 246
espécies descritas (BOLTON, 2017), as quais sao cultivadoras de fungo (SILVA et al.,
2003). Entre as espécies de importancia econdmica, estdo as formigas cortadeiras
que pertencem aos géneros Atta (salvas) e Acromyrmex (quenquéns), (FORTI,
BOARETTO, 1997; DELLA LUCIA, 2011).

As formigas cortadeiras sdo nativas do Novo Mundo, estdo presentes no
continente Americano, desde o Sul dos Estados Unidos, seguido pela América Central
(exceto em algumas ilhas das Antilhas), América do Sul (exceto no Chile) até o centro
da Argentina (GONCALVES, 1961; DELLA LUCIA, 1993; FORTI; BOARETTO, 1997,
BRITTO et al., 2016).

Até o ano de 2020 eram conhecidos apenas dois géneros de formigas
cortadeiras, mas recentemente foi publicado na revista Austral Entomology a proposta
de mais um género, Amoimyrmex (CRISTIANO et al., 2020). Por meio de estudos
morfolégicos e moleculares, os autores sugeriram que Acromyrmex striatus pertenca
a esse novo género de formiga cortadeira.

As formigas cortadeiras sao consideradas pragas nos setores agricola,
pecuéria e floresta, e se destacam principalmente, pelo desfolhamento que causam
ao cortarem e carregarem as partes vegetais das plantas cultivadas (GARCIA et al.,
2003), que apOs processadas servem de substrato para o fungo simbionte,
Leucocoprinus gongylophorus (MUELLER et al., 2018), utilizado como principal fonte
de alimentacdo da colénia (DELLA LUCIA, 2011), principalmente para as larvas,
enquanto que a operarias suprem suas necessidades nutricionais com liquidos como
Oleos, aclcares e exsudados da seiva durante o corte das folhas (ECHOLS, 1966;
PEREGRINE; MUDD, 1974; LITTLEDYKE; CHERRETT, 1975; 1976; QUINLAN;
CHERRETT, 1978; 1979; BASS; CHERRETT, 1995).

Durante o cultivo do fungo, uma série comportamental é realizada visando a
preparacao adequada do material vegetal (DINIZ; BUENO, 2009). O vegetal é levado
para o jardim de fungo, uma ou mais operarias seguram o substrato enquanto outras

realizam uma série de comportamentos, como lamber e raspar, promovendo a limpeza
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e removendo a camada de cera epicuticular das folhas que favorece o crescimento do
fungo simbionte; posteriormente repicam o vegetal em pequenos fragmentos, algumas
operérias depositam fluido fecal nesses fragmentos, 0 que pode estar relacionado
com o processo de decomposicao; depois de repicados, os fragmentos vegetais sao
depositados temporariamente em uma regido do fungo e outras operarias vao
recolhendo e inserindo no jardim de fungo; por fim, as jardineiras inoculam hifas nos
fragmentos incorporados ao fungo, facilitando o processo de decomposicdo dos
vegetais (QUINLAN; CHERRETT, 1978; ANDRADE et al., 2002; CAMARGO et al.,
2007; GARRETT et al., 2016). As etapas do processamento do substrato minimizam
a entrada de micro-organismos ou de substancias antifiungicas no jardim de fungo
(DELABIE; OSPINA; ZABALA, 2003), pois a assepsia do ninho & importante para a
sobrevivéncia da col6nia (FOWLER et al., 1991).

O processamento tanto das folhas como das iscas formicidas passam pelas
mesmas etapas (DINIZ; BUENO, 2009; SILVA et al., 2015) e as operarias, jardineiras
e generalistas, sdo as principais responsaveis pela preparo do substrato e as que
predominam dentro da colonia (PEREGRINE; CHERRETT, 1974, 1976; ANDRADE et
al., 2002).

Em uma col6nia as operarias jardineiras representam 60-67 % das formigas,
as generalistas 30-33 %, as forrageiras 1-2%, e os soldados (limitado ao género Atta),
menos de 1% de uma colbénia (WEBER, 1972); assim, a preparacao e incorporacao
do substrato vegetal no jardim de fungo estéo ligadas a contaminacao das operarias
pelos ingredientes ativos (ANDRADE et al., 2002). Além disso, no cultivo do fungo
simbionte com pellets de polpa citrica, as operarias trabalham mais em seu
processamento quando comparados ao processamento de folhas, ocasionando a
contaminacao das operarias da colbnia pelo ingrediente ativo (SILVA et al., 2015).

Atualmente, o método de controle quimico com iscas formicidas é considerado
um dos mais eficientes no controle de formigas cortadeiras; entretanto, existe a
importancia do inseticida matar em baixas concentracées (BOARETTO; FORTI, 1997,
BRITTO et al.,, 2016). Além disso, € importante que o ingrediente ativo possua
particularidades como: agir por ingestdo; ser inodoro e ndo ser repelente as formigas
cortadeiras; ser de acao toxica retardada, com mortalidade menor que 15% apos o
primeiro dia e maior que 90% no 21°; ser letal em baixas concentracdes; deve ser uma

combinacao do principio ativo e um substrato atrativo e; ndo causar danos ambientais
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(BOARETTO; FORTI, 1997; FORTI et al, 2003; NAGAMOTO et al, 2004;
NYAMUKONDIWA; ADDISON, 2011; MATHIESON; TOFT; LESTER, 2012).

Durante o processamento da isca, as operarias entram em contato com o
inseticida e inicia o processo de contaminacdo (FORTI et al., 1993, 2007). Apés a
hidratacao dos pellets, depositados sobre o jardim de fungo, as operarias comegcam a
repica-los e incorpora-los. O processo de incorporacéo pode iniciar seis horas apés a
oferta das iscas e prolongar até 18 horas apos (FORTI et al., 1993, 2007). Durante o
processamento, 70% das operarias ficam contaminadas com o inseticida, comprovado
através da utilizagdo de um corante tracador (FORTI et al., 2007).

Ainda assim discute-se como ocorre a contaminacdo das formigas cortadeiras
e a dispersédo do inseticida na colbnia. A contaminacao através do contato direto com
0s inseticidas consiste nos comportamentos realizados pelas operéarias envolvidos na
manipulacdo do substrato durante o seu preparo e incorporagao no jardim de fungo
(BRITTO et al.,, 2016; CAMARGO et al.,, 2017), ocorrendo principalmente nas
operarias medias através do comportamento de lamber o pellet (ANDRADE et al.,
2002). Ainda as operarias podem ser contaminadas pelo contato indireto, ou seja, na
limpeza, por “allogroming” ou “self-groming” (ANDRADE et al., 2002; CAMARGO et
al., 2017), ou por ingestdo e, posteriormente, por trofalaxia (FORTI et al.,, 1993;
MOREIRA et al., 2006, 2015; DA SILVA; NAVAS; RIBEIRO, 2009).

A trofalaxia em formigas cortadeiras é relatada em alguns estudos, porém ainda
€ um assunto que gera discussdo e um comportamento que necessita de
esclarecimentos (FORTI; ANDRADE; RAMOS, 2000; ANDRADE et al., 2002); pois,
provavelmente, durante o processo de trofalaxia oral ha a diluicdo do ingrediente ativo.
As formigas trocam alimentos entre si. Desse modo, as operarias passam alimentos
digeridos e secrecfes produzidas pelas glandulas. A troca de liquidos entre os
membros da coldnia é chamado de trofalaxia e tem papel importante na organizacao
social de muitas espécies de insetos sociais (WILSON, 1971).

As formigas, em geral, alimentam-se de substancias no estado liquido, as
particulas sélidas e alimentos semissolidos sdo raspados ou lambidos pela glossa e
armazenadas na cavidade infrabucal. Nas formigas, o papo tem funcdes bastante
importantes, é local de reserva de alimentos ingeridos e local de producédo de enzimas
digestivas como amilase, invertase, maltase e trealase (FOWLER et al., 1991).

Larvas e adultos de formigas, geralmente, se alimentam de maneiras

diferenciadas (SCHNEIDER, 2003). Operérias de Solenopsis invicta possuem pelos
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no aparelho bucal, entre a cavidade pré-oral e a faringe, que forma um filtro impedindo
particulas maiores que 0,88 um de diametro sejam ingeridas pelas operarias enquanto
as larvas séo capazes de ingerir particulas de até 45,8 ym (GLANCEY et al., 1981).
J& em Acromyrmex octospinosus, as operarias sdo capazes de filtrar particulas de 10
pMm de didmetro (QUINLAN; CHERRETT, 1978).

A trofalaxia é a regurgitacdo de liquidos que estdo estocados no papo e sao
repassados para as companheiras da colbnia, essa troca de nutrientes € um
importante comportamento social (RICHARD; ERRARD, 2009; MOREIRA et al., 2010,
2015). No entanto, a trofalaxia oral em formigas cortadeiras ainda € altamente
discutida e € uma questéo bastante contraditoria entre os pesquisadores (MOREIRA
et al., 2006, 2007a, 2007b, 2010, 2015; RICHARD; ERRARD, 2009).

A taxa de trofalaxia nas espécies de formigas € variavel, de forma que reflete a
sua posigao filogenética e habitos alimentares (WILSON, 1971). Em Acromyrmex
subterraneus subterraneus a taxa de trofalaxia foi de 23, 13 e 3% em dietas liquida,
semissolida e solida, comparadas as taxas de trofalaxia em Atta sexdens rupropilosa
gue foram 13, 3 e 0%, respectivamente, nas mesmas dietas (MOREIRA et al., 2015).
Em A. subterraneus subterraneus e A. octospinosus, 63 e 67%, respectivamente, das
operarias que retornaram da area de forrageamento, que foram observadas como
alimentadas, passaram os liquidos coletados para as companheiras de ninho, via
trofalaxia, permitindo a troca de alimento entre os membros da col6nia; este
comportamento foi raramente observado em operarias que nao forragearam
(RICHARD; ERRARD, 2009).

Quando comparado a taxa de ingestdo de liquidos em diferentes espécies que
se alimentaram de néctar, foi observado que operarias de Camponotus rufipes
(Formicinae) e Pachycondyla villosa (Ponerinae) coletaram fluidos com as maiores
taxas de ingestdo, enquanto que operarias de formiga cortadeira A. sexdens
(Myrmicinae) e uma formiga predadora do complexo Rhytidoponera impressa
(Ponerinae) coletaram em menores taxas; essas formigas tém diferentes habitos
alimentares, por exemplo, o0 género Camponotus possui um papo desenvolvido, com
capacidade de armazenar o liquido do alimento ingerido (PAUL; ROCES, 2003).

No entanto, as operarias de Atta cephalotes suprem sua deficiéncia de liquidos
ingerindo agua durante periodos secos, ou em laboratoério, quando o ar é mais seco
do que na natureza (WEBER, 1972). Além disso, as forrageiras sem carga estao

associadas ao transporte, consumo e assimilacdo de liquidos na forma de néctar
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vegetal rico em carboidratos (WIRTH et al., 2003), mas ndo ha evidéncias de que isso
seja uma rotina no campo (RYTTER; SHIK, 2016). Embora ha ingestao de substancias
liguidas durante o preparo do substrato a ser incorporado, as operarias saem do ninho
para forragear as folhas com o meséntero cheio (SCHILMAN; ROCES, 2008;
RYTTER; SHIK, 2016) e consomem para alimentar atividades de forrageamento que
séo energeticamente caras (RYTTER; SHIK, 2016).

Visto que a trofalaxia é muito argumentada entre os pesquisadores e ainda
necessita de esclarecimentos, a hipotese € que pode ocorrer em baixa frequéncia ou
ainda seja até ausente nesse grupo de formigas cortadeiras; discute-se que néo seja
uma das principais causas de contaminacdo das operarias no interior da colénia e que
a intoxicagdo com o0s inseticidas ocorra a partir do contato direto, durante o
processamento e incorporacdo das iscas formicidas no jardim de fungo e, também
durante os comportamentos de limpeza, “self-grooming” e “allogromming” (ANDRADE
et al., 2002).

Apesar de muitos estudos desenvolvidos na area de controle quimico para
formigas cortadeiras, a maioria deles € restrita a experimentacdo com formicidas, sem
a preocupacao com os aspectos basicos como a distribuicdo do substrato e a dinamica
de disperséo dos inseticidas na colénia (PRETTO, 1996).

Deste modo, o objetivo foi estudar os mecanismos de contaminacdo com
operarias da formiga cortadeira — Atta sexdens, por meio de estudos
comportamentais, buscando esclarecer como ocorre a dispersao e a contaminacao
com diferentes ingredientes ativos na colonia e elucidar se a contaminacdo das

operarias pode ocorrer via trofalaxia oral.
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CAPITULO 11
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Resumo: As formigas cortadeiras realizam uma série de comportamentos
especializados para o preparo do vegetal, durante o cultivo do fungo simbionte. Esse
processamento pode estar relacionado com a contaminacdo das operarias por
substancias como os inseticidas, o que leva a hipotetizar que as substancias séo
dispersadas entre elas por meio de comportamentos que realizam durante o cultivo
do fungo. Para testar essa hipdtese, foram analisados os atos comportamentais
realizados pelas operarias durante o processamento dos pellets utilizando um corante
tracador lipossoluvel, uma vez que o principio ativo que compde as iscas toxicas,
utilizadas para o controle das formigas cortadeiras, € lipossolUvel. Foram registradas
as frequéncias dos comportamentos realizados, e avaliou-se a quantidade de
operarias coradas, apos o cultivo do fungo. O comportamento mais frequente € o
“allogrooming” e corresponde a 45,87% do processo de contaminacao das operarias,
seguido de segurar, lamber e repicar os pellets, que respondem a 40,22% do
processo. Apds o processamento dos pellets, as operarias apresentaram as estruturas
morfoldgicas externas e internas marcadas pelo corante tracador, 93,75% e 79,25%,
respectivamente. Os resultados confirmam que o0s comportamentos realizados
durante o cultivo do fungo contribuem para a dispersdo de substancias, como 0s

inseticidas, causando a contaminacao das operarias.

1Este capitulo segue as normas da Neotropical Entomology, onde o artigo cientifico foi publicado.
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Introducéo

As formigas cortadeiras, Atta e Acromyrmex (Hymenoptera: Formicidae),
cultivam um fungo simbionte, Leucoagaricus gongylophorus (Heim, 1957)
(Leucocoprini: Agaricales), o qual é a base para sua nutricdo. Para isso, cortam
diversas plantas cultivadas e sdo considerados pragas em sistemas agricolas e
florestais (Bass & Cherrett 1994, Garcia et al 2003, Mueller et al 2018).

Durante o cultivo do fungo simbionte, as operéarias classificadas como
jardineiras e generalistas tém maior participacdo no processamento do substrato
vegetal (Wilson 1980, Andrade et al 2002). As operéarias realizam uma série de
comportamentos especializados, como lamber, raspar e repicar o vegetal em
fragmentos menores antes de incorpora-los ao jardim, promovendo a limpeza e
assepsia. Apos o0 processamento, esses fragmentos sao gradualmente inseridos no
jardim do fungo e inoculados com hifas fungicas (Andrade et al 2002, Diniz & Bueno
2009, Garrett et al 2016).

Assim, € importante conhecer o repertorio comportamental realizado durante o
cultivo do fungo, visto que ha um grande numero de operarias envolvidas no
processamento de iscas téxicas, levando a contaminacédo das mesmas pelo inseticida
(Andrade et al 2002, Silva et al 2015).

As iscas sdao um método eficiente para o controle quimico de formigas
cortadeiras. No entanto, ainda € discutido sobre como ocorre a dispersdo dos
inseticidas na colonia e a contaminacao das operarias (Forti et al 2007). Sabe-se que
a contaminacao das operarias pode estar relacionada com o contato direto com as
iscas toxicas, por meio de comportamentos que elas realizam durante o
processamento e incorporacdo no jardim de fungo (Britto et al 2016, Camargo et al
2017a) e pelo contato indireto que consiste em comportamentos de limpeza. A limpeza
€ um importante comportamento individual e social, quando realizado em relacdo a si
mesmo (“self-grooming”) ou em relacdo aos outros (“allogrooming”) (Camargo et al
2017Db).
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Com a digestdo do alimento iniciada na cavidade infrabucal, as particulas
solidas sao retidas e apenas o alimento liquido alcanca o proventriculo (Eisner & Happ
1962, Febvay & Kermarrec 1981, 1986). Constituindo o sistema digestivo, na faringe
existem as glandulas pos-faringeas que estao envolvidas na producdo de enzimas
digestivas e sdo especializadas na nutricdo lipidica de formigas adultas, ou seja, para
absorver, armazenar, metabolizar e mobilizar lipidios para a hemolinfa (Vieira & Bueno
2015, 2016, Decio et al 2016, Camargo et al 2017b). Assim, por meio dessa rota que,
possivelmente, ocorre a contaminacao das operarias.

Uma das principais técnicas em estudos de contaminagdo é o uso de corantes
tracadores para visualizar a trajetoria do alimento no sistema digestivo das formigas.
Portanto, corantes lipossollveis sdo utilizados como ferramenta para demonstrar a
contaminacao das operarias com inseticidas (Peregrine et al 1972, Forti et al 2007,
Camargo et al 2017a, b), uma vez que o ingrediente ativo utilizado para o controle de
formigas cortadeiras é lipossoluvel.

Usando essa técnica, este estudo testou a hipotese de que as substancias séo
dispersas entre as operarias por meio de comportamentos que elas realizam durante
o cultivo do fungo simbionte. O estudo analisou os atos comportamentais realizados
pelas operarias, utilizando um corante tracador lipossoluvel. Adicionalmente, avaliou

a quantidade de operarias coradas ap0s a incorporacéao dos pellets no jardim de fungo.

Material e Métodos

Espécie estudada

As coldnias de Atta sexdens (Linnaeus, 1758) utilizadas no experimento foram
coletadas em marco de 2017 e mantidas no Laboratdrio de Insetos Sociais-Praga do
Departamento de Protecdo Vegetal. Como substrato vegetal para manutencdo do

fungo, foi utilizada Acalypha sp.

Preparo de pellets de polpa citrica

Os pellets foram preparados manualmente a base polpa citrica. As laranjas
foram descascadas, picadas em pequenos pedacos e esses foram secos em estufa a
50 °C por 72h; apGs a secagem, essa polpa foi moida e armazenada em freezer até

0 preparo dos pellets (Verza et al 2006). Os pellets foram preparados com 10% de
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carboximetilcelulose (CMC) e 90% de polpa citrica, e misturados com 4gua destilada
para formar uma mistura pastosa (Sousa et al 2017). A mistura foi colocada em uma
seringa de plastico descartavel de 20 ml para formar os filetes, que foram colocados
em uma bandeja de aluminio e secos em estufa a 50 °C por 24h. Esses filetes foram
guebrados em pellets de tamanho médio de 0,5 cm de comprimento e armazenados
em freezer. Durante a execucdo do experimento, os pellets foram empanados com
uma solucdo de suco de laranja e sacarose (3:1) e corante em po de cor amarelo
fluorescente lipossollvel da BioQuip® Products (Rancho Dominguez, CA); depois de
empanados, os pellets foram secos em estufa por 30 min.

Estudo comportamental

O experimento foi realizado com cinco colonias, cada uma com 350 ml de
volume de fungo de aproximadamente sete meses. Cada colonia foi transferida para
uma caixa de vidro transparente de 23 cm de comprimento, 11 cm de largura e 3 cm
de altura com tampa de vidro e uma camada de gesso de 1 cm no fundo, para manter
a umidade do jardim de fungo. Dois orificios foram feitos em lados opostos da caixa e
com pedacos de uma mangueira transparente foram conectados dois recipientes com
capacidade para 250 ml, um para fornecimento de substrato vegetal e outro para
deposicao dos residuos (lixo). As colénias foram mantidas em temperatura de 24 + 2
°C e umidade relativa de 70%, essas foram transferidas para caixas de vidro 7 dias
antes de iniciar o experimento, para que se adaptassem ao local, e privadas de
substrato por 24h antes de iniciar o experimento.

As observacdes dos atos comportamentais foram realizadas com o auxilio de
microscépio estereoscopio. Para isso, cada col6nia recebeu 11 pellets com peso
meédio de 0,125 g (Forti et al 2012) e foi observada por um periodo de 8h, totalizando
40h. As observacbes foram feitas a cada 20 min, e foram registrados o0s
comportamentos realizados pelas operarias pequenas (largura da cabeca de 0,8 - 1,2
mm) e médias (largura da cabeca de 1,3 - 2,2 mm), definidas por Wilson (1980),
Andrade et al (2002) e Travaglini et al (2017), durante o processamento de pellets. O
sistema de observacao realizado foi do tipo varredura, como descrito por Martin &
Bateson (1986), no qual um grupo de individuos é observado e o comportamento &

registrado em intervalos regulares.
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Os comportamentos realizados pelas operérias durante o cultivo do fungo
foram classificados em: segurar os pellets na superficie do fungo (SP), lamber os
pellets (LP), repicar os pellets em fragmentos menores (RP), mastigar os fragmentos
apos repicar (MFP), incorporar os fragmentos no jardim de fungo (IFP), lamber os
fragmentos recém-incorporados (LF), depositar hifas nos fragmentos incorporados
(DH) e limpeza entre formigas (LEF). Esses comportamentos foram quantificados pela

frequéncia de operarias envolvidas em cada um deles.

Quantificacdo de operarias coradas externamente e internamente

Ap6s o periodo de observacdo dos atos comportamentais, retirou-se
aleatoriamente uma amostra de operarias com largura da cabeca entre 1,3 e 2,2 mm,
representando 5% da populacdo da coldnia (80 operérias), conforme Pretto (1996),
em cinco repeti¢cdes, totalizando 400 operarias, a fim de avaliar a presenca de corante
nas estruturas morfolégicas externas e internas das operarias.

Primeiro foi avaliado e quantificado o niumero de operarias com a presenca do
corante nas estruturas morfologicas externas, como: cabeca, antenas, pecas bucais,
torax, abdémen e pernas. Essa avaliacdo foi realizada com o auxilio de microscopio
estereoscopio e lampada ultravioleta (luz negra, Foxlux® 3U 27W), em sala escura.
Apos essa avaliacdo, as amostras de operarias foram congeladas por 12h, em freezer.

Para a avaliacdo da morfologia interna, foi quantificado o nimero de operarias
com a cavidade infrabucal e papo corados. Para isso, as operarias congeladas foram
dissecadas com tesoura entomologica sob um microscopio estereoscopico iluminado
por uma lampada ultravioleta, em sala escura (adaptado de Camargo et al 2006, Forti
et al 2012, 2007).

Analise estatistica

Foi realizada a andlise estatistica Shapiro-Wilk, teste W, de forma preliminar
para verificar a normalidade dos dados. Como as analises ndo indicaram normalidade,
os dados comportamentais foram submetidos a analise ndo paramétrica: um teste de
Kruskal-Wallis, e caso fosse atingido o indice de significancia, cada grupo foi
comparado pelo pés-teste Student-Newman-Keuls, com significancia de 5%.

O numero de formigas coradas e ndo coradas, no exterior e interior do corpo,

foi comparado pelo teste G. As estruturas corporais marcadas foram submetidas ao
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teste de Kruskal-Wallis e, caso fosse atingido o nivel de significAncia, cada grupo foi

comparado pelo pos-teste Student-Newman-Keuls, com nivel de significancia de 5%.

Resultados

Comportamento de cultivo do fungo simbionte

Durante o cultivo do fungo, o comportamento mais frequente realizado pelas
operérias foi limpeza entre formigas. No processamento e incorpora¢do do substrato
no jardim de fungo, as operdrias seguiram a sequéncia de atos comportamentais
indicada na Fig. 1. Ap6s o carregamento, 0s primeiros comportamentos realizados
foram lamber e segurar os pellets, que tiveram maior frequéncia, respectivamente, em
relacdo aos outros comportamentos. Apos os pellets estarem hidratados, eles foram
repicados em fragmentos menores; posteriormente, esses fragmentos foram
mastigados e incorporados ao jardim de fungo, onde outras operarias lamberam a
superficie dos fragmentos incorporados e depositaram hifas fungicas;

comportamentos menos frequentes (Fig. 2).
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mOperarias pequenas mOperarias médias

Frequéncia dos atos comportamentais pelas operarias (%)

Fig 1. Porcentagem de cada ato comportamental realizado por Atta sexdens durante
o preparo do substrato da isca e sua incorporacdo ao jardim de fungos. (SP) segurar
os pellets na superficie do fungo; (LP) lamber os pellets; (RP) repicar os pellets em
fragmentos menores; (MFP) mastigar os fragmentos apos repicar; (IFP) incorporagéo
de fragmentos no jardim de fungo; (LF) lamber os fragmentos recém-incorporados;

(DH) deposicéo de hifas nos fragmentos incorporados e; (LEF) limpeza entre formigas.
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Fig 2. Fluxograma com frequéncia de atos comportamentais realizados por operarias
de Atta sexdens durante o cultivo do fungo. (SP) segurar os pellets na superficie do
fungo; (LP) lamber os pellets; (RP) repicar os pellets em fragmentos menores; (MFP)
mastigar os fragmentos apoés repicar; (IFP) incorporacao de fragmentos no jardim de
fungo; (LF) lamber os fragmentos recém-incorporados; (DH) deposi¢céo de hifas nos

fragmentos incorporados e; (LEF) limpeza entre formigas.

Dessa forma, foi observada diferenca estatistica significativa entre os atos

comportamentais realizados pelas operarias pequenas (H =29,85, G.L. =7, p = 0,05).
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Os comportamentos de lamber os pellets, repicar os pellets e limpeza entre formigas
diferiram estatisticamente (Tabela 1). No grupo de operarias médias, observou-se
diferenca estatistica significativa entre os atos comportamentais realizados pelas
mesmas (H = 33,44, G.L. = 7, p = 0,05), quando analisados os comportamentos de
segurar os pellets, lamber os pellets, repicar os pellets e limpeza entre formigas
(Tabela 1).

Tabela 1. Comparacao pareada dos atos comportamentais realizados pelas operéarias
pequenas e médias de Atta sexdens durante o cultivo do fungo pelo teste pds-teste
Student-Newman-Keuls.

Comportamentos
SP LP RP MFP IFP LF LEF

Comportamentos P M P M P M P M P M P M P M

LP ns ns

RP ns ns * ns

MFP ns ns * ns ns ns

IFP ns * * * ns ns ns ns

LF ns * ns * * nNns ns ns ns ns

DH ns * ns * nNns * NS NS NS ns ns ns

LEF *ns ns ns * * * * * *¥ png * ¥ *

(S) operarias pequenas; (M) operarias medias; (SP) segurar os pellets na superficie
do fungo; (LP) lamber os pellets; (RP) repicar os pellets em fragmentos menores;
(MFP) mastigar os fragmentos ap0s repicar; (IFP) incorporacdo de fragmentos no
jardim de fungos; (LF) lamber os fragmentos recém-incorporados; (DH) deposicao de
hifas nos fragmentos incorporados e; (LEF) limpeza entre formigas. (*) significativo a

5%; (ns) nao significativo.

Operéarias coradas externamente

A porcentagem de operarias coradas externamente foi de 93,75%, diferindo
estatisticamente das operarias ndo coradas, 6,25% (x? = 87,65, G.L. = 4, p < 0,05)
(Fig 3). Observa-se diferenca significativa das estruturas morfolégicas das operérias
coradas (H=19,44, G.L. =5, p = 0,05), diferindo entre cabeca, antenas e pecas bucais
(Tabela 2).
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Tabela 2. Comparacéo pareada das estruturas morfolégicas das operarias médias de
Atta sexdens com a presenca do com corante tracador pelo teste pds-teste Student-

Newman-Keuls.

Estruturas _ . R
o Cabeca Antenas Pecas bucais Torax Abdbdmen
Morfologicas

Antenas *
Pecas bucais * ns
Torax ns % &
Abdbémen ns * * ns
Pernas ns * * ns ns

(*) significativo a 5%; (ns) n&o significativo

Operarias coradas internamente

A porcentagem de operarias coradas internamente foi de 79,5%, diferindo
significativamente das nédo coradas, 20,5% (x? = 938,5, G.L. = 4, p < 0,0001) (Fig. 3).
Observou-se diferencas significativas entre as operarias coradas na cavidade
infrabucal (79,5%) e papo (7,5%) (H =6,98, G.L. =1, p = 0,05).
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C2 82 318 * 400

40 20 O 20 40 60 80 100
Porcentagem de operarias coradas (%)

J

Coradas Nao-coradas

Fig 3. Operaria de Atta sexdens contaminada com o corante, apos cultivo do fungo
simbionte. A: sem luz ultravioleta. B: com luz ultravioleta. A1 e B1: morfologia externa.
A2 e B2: morfologia interna com plano de seccao sagital na cabeca da operaria,
evidenciando a cavidade infrabucal (CIB). C1 e C2: porcentagem de operarias com as
estruturas externas e internas, respectivamente, coradas e nao coradas. * = p < 0,05.
Os valores dentro das barras indicam o numero total de formigas coradas e néo

coradas.

Discusséao

Comportamento de cultivo do fungo simbionte
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Os resultados confirmam a hipdtese proposta para este estudo, que as
substancias sdo dispersas entre as operarias por meio de comportamentos que
realizam para o cultivo do fungo, causando contaminacao; o que pode ser confirmado
pela presenca do corante tracador nas estruturas morfolégicas das operarias (Fig. 3).
Os dados corroboram com os obtidos em estudos anteriores (Forti et al 2007, 2012,
Camargo et al 2017a, b), que avaliaram a rota de dispersao de substancias por meio
dos atos comportamentais realizados no processamento dos pellets, utilizando
corante tracador. Portanto, esse método de avaliagcdo em que se utiliza corante como
tracador para avaliar o fluxo de substancias € confiavel, de acordo com os demais
estudos.

O comportamento de limpeza foi 0 mais frequente em relacdo aos demais
comportamentos avaliados, por ser um dos principais atos comportamentais
realizados pelas formigas cortadeiras, estas utilizam para protegerem a si mesmas e
seu fungo simbionte contra a propagacao de micro-organismos (Fernandez-Marin et
al 2009, Morelos-Juarez et al 2010, Galvanho et al 2013, Lopes et al 2017), tornando
a higiene importante entre os membros da colonia. Além disso, também é um ato que
dispersa substancias, como ingredientes ativos de iscas téxicas, entre as operarias
no interior do ninho (Camargo et al 2017b).

Os demais atos comportamentais frequentes realizados pelas operarias foram
lamber e segurar os pellets. Essa alta frequéncia de lamber o substrato antes da
incorporacao foi observada em estudos anteriores com formigas cortadeiras (Andrade
et al 2002, Silva et al 2015, Camargo et al 2017a, Sousa et al 2017),
independentemente do substrato oferecido. Esse comportamento € importante, pois
guando um substrato nocivo é fornecido, esse ato comportamental ndo é alterado e
sim potencializado, para otimizar a assepsia do substrato (Sousa et al 2017);
favorecendo o crescimento do fungo simbionte (Silva et al 2015, Garrett et al 2016,
Camargo et al 2017a). Além disso, lamber é um comportamento frequente, uma vez
gue os pellets precisam ser hidratados para incorporacao ao jardim de fungo (Silva et
al 2015).

Neste estudo e em outros, esse ato comportamental foi realizado
principalmente pelas operarias pequenas, pois essa casta se demonstra altamente
especializada (Andrade et al 2002, Silva et al 2015). Dessa forma, ao lamber o
substrato, as operarias se expdem ao contato direto com o ingrediente ativo

(formicidas) e se contaminam (Silva et al 2015).
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Segurar os pellets também foi observado com frequéncia, corroborando com
Andrade et al (2002) e Camargo et al (2017a). Esse € um comportamento importante,
pois proporciona estabilidade para repicar o vegetal ou auxiliar em outros
comportamentos; além disso, h& evidéncias de que pode reduzir o gasto energético
(Garrett et al 2016).

Assim, o comportamento de limpeza entre formigas contribuiu com 45,87% de
possibilidade das operéarias se contaminarem; juntos, os trés comportamentos mais
frequentes durante o processamento dos pellets contribuiram com 40,22%, enquanto
0s menos frequentes, 13,91% (Fig. 2), o que foi confirmado pela alta frequéncia de
operarias com estruturas morfoldgicas coradas (Fig. 3). Portanto, quando iscas toxicas
séo utilizadas no controle de formigas cortadeiras, esses atos comportamentais sdo

de suma importancia para a contaminacdo das operarias com os ingredientes ativos.

Operarias coradas externamente

Os atos comportamentais contribuiram significativamente para a presenca do
corante tracador nas estruturas morfolégicas externas das operarias, conforme
observado nas Figuras 2 e 3. Durante o processamento dos pellets as particulas do
corante aderiram as operarias e foram observadas nas antenas, cabeca, aparelho
bucal, térax, abdémen e pernas. A presenca do corante nessas estruturas deve-se a
sua transferéncia por operarias contaminadas para suas companheiras de ninho por
contato. Conforme mostrado em um estudo, a presenca de uma substancia
contaminante no tegumento de uma operaria desencadeia um processo intenso de
limpeza coletiva, sendo suficiente para provocar a dispersdo de particulas aderidas
ao corpo, influenciando as taxas de contaminacdo (Barbieri et al 2009). Ou seja, a
limpeza aumenta o nimero de operarias contaminadas; consequentemente, favorece
a contaminacao por ingestdo da substancia, confirmando que o ato contribui para a

dispersdo de substancias na colbnia.

Operéarias coradas internamente

Apos o cultivo do fungo, 79,5% das operarias apresentaram estruturas internas
marcadas pelo corante tracador, concordando com a hipétese de que os
comportamentos realizados no processamento dispersam substancias lipossolaveis.

A cavidade infrabucal foi a estrutura mais corada, a mesma ja foi observada utilizando
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o corante Sudan Ill como tracador (Forti et al 2012), provavelmente porque a cavidade
infrabucal € a primeira estrutura a entrar em contato com as particulas do corante.

Sabe-se que a cavidade infrabucal é onde inicia a digestéo dos alimentos e que
serve como filtro para as particulas sdlidas absorvidas durante a alimentacdo e
limpeza. Essas particulas sdo armazenadas na cavidade infrabucal e posteriormente
eliminadas por regurgitagéo (Eisner & Happ 1962, Quinlan & Cherrett 1978) na forma
de pellets (Janet 1895); isso faz com que as formigas ingiram a parte liquida do
alimento e blogueiam a passagem das particulas sélidas para o proventriculo (Eisner
& Happ 1962).

A maioria das formigas avaliadas estavam com a cavidade infrabucal coradas.
Isso é coerente com um estudo anterior usando corante tracador em que 70% das
operdrias estavam contaminadas (Forti et al 2007).

A quantidade de operarias com o papo corado foi relativamente pequena, mas
sugere que o corante foi translocado junto com o alimento. Os lipidios passam pela
cavidade infrabucal, glandulas pos-faringeas e papo, mas sdo absorvidos nas
glandulas pos-faringeas (Bueno 2005), que sdo responsaveis por conduzir os lipidios
da dieta para a hemolinfa e outros 6rgdos e que, portanto, transferem inseticidas
lipidicos para 6rgaos e tecidos (Vieira & Bueno 2015, 2016, Decio et al 2016).

Conclui-se que o fluxo da substancia lipidica ocorre durante os atos
comportamentais realizados pelas operarias no cultivo do fungo simbionte,
evidenciando como as operarias sdo contaminadas pelo ingrediente ativo das iscas

toxicas.
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CAPITULO 22
Controle quimico de formigas cortadeiras: como as operarias dispersam

fragmentos de iscas téxicas no jardim de fungo?

Gabriela C. Catalani®, Katia K. A. Sousa? Roberto S. Camargo?, Nadia Caldato?,
Carlos A. O. Matos®, Luiz C.Forti?

aUniversidade Estadual Paulista, Faculdade de Ciéncias Agrondmicas, Departamento
de Protecao Vegetal, Botucatu, SP, Brasil
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Catalani, G. C.; Sousa, K. K. A.; Camargo, R. S.; Caldato, N.; Matos, C. A. O.; Forti,
L. C. Chemical control of leaf-cutting ants: how do workers disperse toxic bait
fragments onto fungus garden?. Revista Brasileira de Entomologia, v. 63, n. 04, p.
290-295, 2019. doi.org/10. 1016/j.rbe.2019.09.004
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0085562619300755?via%3Dihub

Resumo: As formigas cortadeiras sdo controladas com iscas toxicas. Para maior
eficiéncia do método, as iscas devem ser distribuidas e processadas pelas operarias
durante o cultivo do fungo. Para testar as hipoteses de como os fragmentos das iscas
séo dispersados e se 0 modo de acao do ingrediente ativo — indoxacarbe que bloqueia
0s canais de sédio e sulfluramida que interrompe a producédo de ATP na mitocondria
— interfere na distribuicdo dos fragmentos no interior do ninho; foi avaliada a dispersao
dos fragmentos de pellets durante o cultivo do fungo pelas operarias, referenciando
espacialmente o fragmento no jardim do fungo. Os fragmentos de pellets foram
distribuidos aleatoriamente, mas a quantidade de fragmentos de pellets foi
influenciada pela forma como o ingrediente ativo atua na coldnia.

Palavras-chave: Comportamento de Atta sexdens. Indoxacarbe. Modo de acéao.

Sulfluramida.

Introducéo

As formigas cortadeiras — Atta Fabricius, 1805 e Acromyrmex Mayr, 1865

(Hymenoptera: Formicidae) — cultivam seu fungo simbionte, Leucocoprinus

2Este capitulo segue as normas da Revista Brasileira de Entomologia, onde o artigo cientifico foi
publicado.
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gongylophorus Heim, 1957, com diversas espécies de plantas que possuem
importancia econdmica e assim sdo consideradas pragas nos setores agricola,
florestal e pecuaria (Fowler et al., 1989; Montoya Lerma et al., 2012; Mueller et al.,
2018). Atualmente, o método mais eficiente para o controle das formigas cortadeiras
€ a utilizacédo das iscas formicidas, pois apresenta viabilidade técnica, econdmica e
operacional. Essas iscas contém um substrato atrativo e um inseticida (Britto et al.,
2016).

A sulfluramida é o ingrediente ativo mais utlizado devido as suas
caracteristicas que apresenta: modo de acdo (Nagamoto et al., 2007, 2004;
Schnellmann e Manning, 1990); nao repelente (Forti et al., 1998; Nagamoto et al.,
2004); dispersao uniforme em coldnias (Forti et al., 2007; Pretto et al., 1995; Pretto e
Forti, 1993); estabilidade quando exposta ao meio ambiente (Cameron, 1990); e baixa
toxicidade ao homem e outros organismos (Britto et al.,, 2016). A sulfluramida,
presente no corpo das formigas operarias, € quebrada e transformada em DESFA
(perfluorooctanossulfonamida) e atua no processo de fosforilagcdo oxidativa,
interrompendo a produgéo de ATP na mitocondria e tornando-se letal ao inseto. As
formigas operarias apresentam sintomas tipicos de intoxicagcédo por sulfluramida, ou
seja, movimento lento e diminuicdo da agressividade devido aos seus baixos niveis
de energia, que reduzem até que seu metabolismo seja interrompido, causando sua
morte (Britto et al., 2016; Schnellmann e Manning, 1990).

O modo de acédo do ingrediente ativo é que qualquer isca utilizada no controle
de formigas cortadeiras € importante para seu sucesso nos programas de manejo de
pragas. Dessa forma, as caracteristicas de uma isca eficaz incluem que o
comportamento das forrageiras ndo seja alterado com a a¢éo do inseticida e toda isca
oferecida seja carregada para o ninho antes de iniciar a morte das operarias,
aumentando a distribuicdo da isca na colonia (Delabie et al., 2000); e
consequentemente terd maior contaminacdo das operérias e eficacia do controle.
Portanto, sem perceber a presenca do ingrediente ativo, 0s comportamentos de cultivo
do fungo ndo sdo comprometidos; e, portanto, essa molécula é eficiente no controle
de formigas cortadeiras (Della Lucia et al., 2014).

As iscas formicidas e o substrato vegetal sdo processados igualmente pelas
operarias, as quais realizam uma série comportamental para o cultivo do fungo (Diniz
e Bueno, 2009). Desta forma, o substrato é transportado para o jardim de fungo e as

perarias realizam a limpeza para promover assepsia e umedecimento.
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Posteriormente, cortam o substrato e mastigam suas bordas; em seguida, esses
fragmentos séo inseridos no fungo e hifas séo inoculadas nos mesmos (Andrade et
al.,, 2002; Camargo et al., 2017; Garrett et al., 2016; Silva et al., 2015). Tais
comportamentos sao realizados pelas operarias jardineiras e generalistas, uma vez
gue essas castas constituem a maior proporcao de individuos na colénia (Andrade et
al., 2002; Camargo et al., 2017, 2007; Lopes et al., 2004; Wilson, 1980). Por isso, 0
processo de incorporacao do substrato € importante na disperséo do ingrediente ativo,
visto que ha maior participacdo dessas castas (Silva et al., 2015). Assim, deve-se
favorecer a importancia de um inseticida permitir que as operarias realizem todos os
comportamentos envolvidos no cultivo do fungo e, consequentemente, contamina-las,
uma vez que o ativo ndo é percebido (Forti et al., 2007).

Os inseticidas de acao retardada agem por periodos prolongados na colbnia,
por isso, a sulfluramida € eficiente, pois mata as operarias lentamente (Nagamoto,
2003). Devido a sua acao durante o processamento, que tem duracado de até 18h apos
o oferecimento das iscas, as operarias ndo percebem a presenca do inseticida e 70%
delas ficam contaminadas (Forti et al., 2007; Pretto et al., 1995; Pretto e Forti, 1993).
Apos o terceiro ou quarto dia, as operarias param de forragear, ocorre desorganizacao
na col6nia, observa-se uma alta mortalidade das operarias, bem como o crescimento
de fungos sem possibilidade de recuperacéo do fungo mutualista; a morte de todos os
individuos ocorre entre 16 e 22 dias (Pretto e Forti, 1993). Assim, pela forma como
esse ingrediente ativo atua nas colonias, as iscas formicidas a base de sulfluramida
sdo eficientes no controle das formigas cortadeiras (Britto et al., 2016; Cruz et al.,
1996; Forti et al., 2003; Zanuncio et al., 1999, 1996), pois toda isca oferecida a colénia
€ processada e incorporada ao fungo.

No controle de insetos-praga, uma alternativa € o uso de inseticidas que
bloqueiam os canais de sodio, como o indoxacarbe, que é altamente eficiente no
controle de lepidépteros-praga (Wing et al., 2000, 1998). Esse ingrediente ativo, uma
vez absorvido ou ingerido pelo inseto, interrompe a alimentac&o, o que pode ocorrer
em 2-8 horas (Dias, 2006), causando mortalidade em 48h (Barr, 2003). O indoxacarbe
€ uma substancia neurotéxica que, quando presente no inseto, ap0s a bioativacao,
resulta na formacdo do metabdlito IN-JT333 (N-descarbometoxilado, DCJW), que
bloqueia os canais de sodio; ou seja, compromete a funcdo nervosa, interrompe a
alimentacao, paralisa e mata o inseto (Dias, 2006). Por exemplo, em Solenopsis

invicta, esse inseticida causa supressao rapida de forrageamento, em 48 horas, e



a7

ocorre antes da eliminagdo da colonia (Barr, 2003). Entretanto, o indoxacarbe tem
potencial de uso no controle de formigas cortadeiras (Stefanelli, 2019).

Todo substrato vegetal carregado pelas formigas cortadeiras é distribuido nas
camaras de fungo, em diferentes profundidades, e 0 mesmo ocorre com as iscas
formicidas (Forti e Silveira Neto, 1989; Moreira e Forti, 1999; Pretto e Forti, 2000).
Desse modo, a distribuicdo do substrato transportado pelas operarias esta relacionada
com a eficiéncia da isca (Moreira et al., 2003; Moreira e Forti, 1999). Sabe-se que as
iscas sdo distribuidas nas camaras de fungo (Forti e Silveira Neto, 1989; Moreira et
al., 2003; Moreira e Forti, 1999; Pretto e Forti, 2000), com grande participacdo de
operarias no processamento, contaminando-as (Camargo et al., 2017; Forti et al.,
2019, 2007); no entanto, ndo se sabe como € a dispersao no fungo.

Diante do exposto, levanta-se a hipotese de que o modo de acéo do ingrediente
ativo da isca formicida afeta diretamente as operarias durante o cultivo do fungo
simbionte e, consequentemente, a distribuicdo dos fragmentos da isca e a
contaminacdo das operarias no interior do ninho. Assim, pergunta-se: “Como as
operarias dispersam fragmentos de iscas toxicas no jardim de fungo?”. Para
responder a essa pergunta, avaliou-se a dispersao dos fragmentos de pellets durante
o cultivo do fungo simbionte pelas operarias, referenciando espacialmente os
fragmentos e, posteriormente, aplicando uma analise geoestatistica para acessar sua

distribuicdo espacial.

Material e Métodos

Espécie estudada

Nove coldnias de Atta sexdens utilizadas neste estudo foram coletadas em
marco de 2017, em Botucatu (22° 50’ 48” S; 48° 26’ 06” W), SP, e levadas ao
Laboratério de Insetos Sociais-Praga (LISP) pertencente ao Departamento de
Protecédo Vegetal, localizado na Faculdade de Ciéncias Agronémicas da Universidade
Estadual Paulista (FCA/UNESP), em Botucatu.

As colbnias foram armazenadas em recipientes cilindricos de plastico
transparente (750 ml) com uma camada de gesso no fundo (1 cm) para manter a
umidade do jardim de fungo. Foram feitos dois furos em lados opostos desses

recipientes e, com pedac¢os de uma mangueira transparente, foram conectados dois
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recipientes com capacidade para 250 ml, um para fornecimento de substrato vegetal
e outro para deposicao de residuos (lixo). A Acalypha sp. foi fornecida como substrato
vegetal para manutencdo de cultura de fungo. As coldnias foram mantidas a

temperatura de 24 + 2 °C e umidade relativa de 70%.

Preparo dos pellets de polpa citrica

Os pellets foram preparados manualmente a base de polpa citrica. As laranjas
foram descascadas e cortadas em pedacos pequenos e esses foram secos em estufa
a 50 °C por 72h; apGs a secagem, a polpa foi moida e armazenada em freezer até o
preparo dos pellets (Verza et al., 2006).

Como tragador, foi usado um corante amarelo fluorescente lipossoltvel em po
(BioQuip® Products, Rancho Dominguez, CA). Os tratamentos utilizados foram:
controle (sem ingrediente ativo), 0,3% de sulfluramida (Britto et al., 2016) e 0,15% de
indoxacarbe. Para o0 preparo dos pellets utilizou polpa citrica (65%),
carboximetilcelulose (CMC) (10%), solucéo de 6leo de milho com corante fluorescente
a 5% (25%), inseticida e agua destilada para formar uma mistura pastosa. As misturas
foram colocadas em seringas plasticas descartaveis (3 ml) para formar os filetes, que
foram dispostos em bandejas de aluminio e secos em estufa a 50 °C por 21h; apos a
secagem, foram armazenados em freezer até a utilizacdo no experimento (Sousa et
al., 2017).

Disperséao do substrato no fungo

O experimento foi realizado com trés tratamentos e trés repeticdes, totalizando
nove colbnias; cada colénia com 600 ml de fungo, em média. As colonias
permaneceram por um periodo de 24 horas sem o fornecimento de substrato antes
de iniciar o experimento. Foram oferecidos pellets (0,51 g) com tamanho médio de 0,5
cm de comprimento para cada colénia (Forti et al., 2012). Vinte e quatro horas apés o
fornecimento dos pellets, as coldénias foram armazenadas em freezer por 24h para
avaliar a disperséo dos fragmentos dos pellets processados e incorporados ao fungo.
O fungo foi avaliado com auxilio de lampada ultravioleta, em ambiente escuro,
levando-se em consideracdo a localizacdo dos fragmentos incorporados com

pigmentos fluorescentes em relacdo aos eixos X, Y e Z (a distancia entre 0os pontos
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foi medida em centimetros (cm)); apés medir a distancia do fragmento em relagéo aos

eixos, 0 mesmo foi retirado com pinga entomoldégica.

Analise geoestatistica

O método mais comumente usado para analise geoestatistica € a construcéo
do variograma, que é um grafico que mostra a dependéncia espacial de um organismo
no qual as variancias amostrais das diferencas dos pares amostrais séo plotadas em
relacéo a distancia entre os pontos amostrais. Essas variancias podem ser definidas

em termos de y como uma funcgéo da distancia de separagao entre os pontos (h):
N (h)

1 2
y(h) = INGD ; 22, = Zx,]

onde: Z,, € o valor amostral observado (1 = presenca de fungo e 0O = auséncia de
fungo) no local, x;,Z,,,, € o valor amostral observado no local, x;,, € N (h) € o nimero

total de pares amostrais para cada uma das distancias de separacdo (Ilsaaks e
Srivastava, 1989). O pacote RGeostats (Renard et al., 2017) foi usado em conjunto
com o ambiente de desenvolvimento integrado para calculos estatisticos e graficos R
3.4.0 (Team, 2017).

Analise estatistica

Os dados do numero meédio de fragmentos incorporados pelas operarias em
cada tratamento foram comparados pela ANOVA e do teste de comparacdes multiplas

de Tukey com significancia de 5%.
Resultados
Os modelos derivados do estudo estdo apresentados na Figura 1 e nos graficos

3D:
https://www.youtube.com/watch?v=LzgBVScOITI

https://www.youtube.com/watch?v=N3Psul WvAKw
https://www.youtube.com/watch?v=c7VPOVEIVXk



https://www.youtube.com/watch?v=LzqBVScQITI
https://www.youtube.com/watch?v=N3Psu1WvAKw
https://www.youtube.com/watch?v=c7VPQvElVXk
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Fig. 1. Colunas de variogramas: controle, sulfluramida e indoxacarbe.

O tamanho dos circulos € proporcional ao numero de pares de pontos usados
para calcular as variancias (Fig. 1). Como o primeiro ponto representa apenas 0,042%
dos pares de pontos em média, ele aparece representado no grafico, mas nao foi
considerado importante para o ajuste do modelo.

Variancias para as distancias horizontais sdo maiores do que variancias quase
nulas das distancias verticais nos tratamentos controle e sulfluramida. No tratamento
com indoxacarbe, as variancias de ambas as distancias sdo quase nulas. A magnitude
da variacao das distancias horizontais indica uma densidade dos pellets nas camadas
horizontais do fungo e a magnitude da variacdo das distancias verticais indica a
densidade dos pellets ao longo do perfil de profundidade do fungo. Magnitudes mais
altas indicam densidades de pellets mais baixas e vice-versa.

A morfologia do semivariograma apresenta trés estruturas importantes e
interativas: o efeito pepita (interceptacdo no eixo y), o patamar (ponto do eixo x onde
a variancia amostral ndo aumenta ou se torna aleatoria) e amplitude de dependéncia

espacial (distancia até o patamar).
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Esses variogramas de distribuicdo aleatéria sdo lineares e tém pouca ou
nenhuma inclinacéo, e o efeito pepita é igual ao patamar. As principais diferencas
entre esses variogramas sao o baixo coeficiente de determinacdo e a alta variagao
encontrada no variograma aleatorio. Os coeficientes de determinacdo variaram de
-0,14 a -0,08. A escala de apresentacao dos graficos dificulta visualizacdo deste
fendmeno que caracteriza a aleatoriedade e esta presente nos trés tratamentos.

J& o numero médio de fragmentos de pellets incorporados ao jardim de fungo
pelas operérias variou entre os tratamentos (F2,4 = 26,158, pval < 0,05) (Fig. 2). O
teste de comparacao multipla mostrou diferencas estatisticas significativas no numero
médio de fragmentos incorporados pelas operarias entre os tratamentos controle (A)
e indoxacarbe (C) (93,6 = 4,34, G.L. =2, p <0,05). Foi observada diferenca estatistica
significativa no nimero médio de fragmentos incorporados pelas operéarias entre os
tratamentos com sulfluramida (B) e indoxacarbe (C) (93,6 = 4,34, G.L. = 2, p < 0,05).
No entanto, ndo foram observadas diferencas estatisticas significativas no nimero
meédio de fragmentos incorporados pelas operarias entre os tratamentos controle (A)
e sulfluramida (B) (93,6 = 4,34, G.L. =2, p > 0,05) (Fig. 2).
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0 50 100 150 200 250 300
Numero médio de fragmentos

Fig. 2. Distribuicdo dos fragmentos dos pellets no jardim de fungo, com e sem
ingredientes ativos. A2, B2, C2: distribuicdo dos fragmentos com luz ultravioleta. Al e
A2: pellets sem ingrediente ativo. B1 e B2: pellets com sulfluramida. C1 e C2: pellets
com indoxacarbe. Al, B1, C1: distribuicdo do fragmento sem luz ultravioleta. Os

tratamentos seguidos pela mesma letra ndo diferem estatisticamente.
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Discusséao

No presente estudo, a distribuicdo dos fragmentos de pellets ocorreu de forma
aleatéria, ou seja, esteve sujeita a variacdes imprevisiveis decorrentes de fatores
incontrolaveis relacionados ao acaso (Underwood, 1997). A distribuicdo esta sujeita a
aleatoriedade porque as operarias colocam fragmentos de pellets na regido de
crescimento do fungo, uma vez que o fungo cresce aleatoriamente (Fig. 1). No
entanto, a quantidade de fragmentos foi influenciada pela forma como o ingrediente
ativo atua na coldnia (Fig. 2). Dessa forma, os resultados confirmam a hip6tese de
gue o modo de acgao dos ingredientes ativos em iscas formicidas afeta diretamente as
operérias durante o cultivo do fungo e, consequentemente, a distribuicdo dos
fragmentos de pellets.

As iscas sdo processadas pelas operarias que realizam uma série de
comportamentos (Diniz e Bueno, 2009). O substrato € levado ao jardim de fungo, onde
o lambem até ficar tmido e ao mesmo tempo limpam esse material; elas repicam o
substrato e mastigam suas bordas; esses fragmentos sdo entdo incorporados ao
fungo e posteriormente as hifas sao inoculadas (Andrade et al., 2002; Camargo et al.,
2017; Garrett et al., 2016; Silva et al., 2015). O ingrediente ativo se dispersa durante
o cultivo do fungo, contaminando as operarias (Forti et al., 2019; Silva et al., 2015). O
modo de acado dos inseticidas pode afetar a distribuicdo dos fragmentos da isca, pois
as operarias sao contaminadas com o inseticida e, portanto, afeta 0 comportamento
durante o cultivo do fungo (Fig. 2). Nos tratamentos com sulfluramida e controle, a
distribuicdo foi semelhante; 0 mesmo ndo ocorreu no tratamento com indoxacarbe
(Fig. 2).

No tratamento com sulfluramida, os pellets foram todos processados e
distribuidos no fungo sem que as operarias percebessem a presenca do ingrediente
ativo. Inseticida com acdo como a sulfluramida, significa maior distribuicdo do
substrato sobre o fungo, permitindo que as operarias realizem todos os
comportamentos envolvidos no cultivo do fungo até que comecem a morrer. No
entanto, o uso de um ingrediente ativo como o indoxacarbe evita que as operarias
concluam o processamento dos pellets (Fig. 2). Isso ocorre devido a acdo do
inseticida, que resulta na mortalidade da operaria em curto espaco de tempo (Dias,
2006).
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Como a distribuicéo é influenciada pelo modo de a¢do do inseticida, aqueles
com acao como a sulfluramida s&o mais eficientes no controle das formigas
cortadeiras, pois atuam por periodos mais longos na colbnia, enquanto as mais
rapidas atuam nos primeiros dias (Nagamoto, 2003). Este ingrediente ativo interrompe
a producéo de ATP na mitocOndria, reduzindo a producao de energia do organismo e
se tornando letal para os insetos (Schnellmann e Manning, 1990). As operéarias
apresentam sintomas tipicos de intoxicacao por sulfluramida, ou seja, movimento lento
e diminuicdo da agressividade devido aos baixos niveis de energia nos seus
organismos, que caem até que seu metabolismo seja interrompido, causando sua
morte (Britto et al., 2016; Schnellmann e Manning, 1990). Portanto, pela acdo da
sulfluramida, esse ingrediente ativo permite que as operarias carreguem as iscas,
deixando-as expostas ao inseticida durante o cultivo do fungo e distribuindo os
fragmentos (Fig. 2); ou seja, sem perceber a presenca do ingrediente ativo, 0s
comportamentos de cultivo do fungo ndo sdo comprometidos. Isso confirma a
eficiéncia desse inseticida no controle de formigas cortadeiras (Britto et al., 2016; Cruz
et al., 1996; Forti et al., 2003; Zanuncio et al., 1999, 1996).

O indoxacarbe € uma substancia neurotoxica que blogueia os canais de sadio,
ou seja, compromete a funcdo nervosa, interrompe a alimentacédo, paralisa, 0 que
pode ocorrer em 2 a 8 horas, causando a morte (Dias, 2006). Porém, devido a sua
acao, esse ingrediente ativo interfere na distribuicdo dos fragmentos de pellets na
colénia, pois as operarias morrem durante o processamento (Fig. 2).

Com a hipotese de como ocorre a dispersédo dos fragmentos de isca e se esta
relacionada ao modo de acédo do ingrediente ativo, conclui-se que o0s inseticidas
atuantes, como a sulfluramida, permitem a distribuicdo dos fragmentos e a
incorporacao ao fungo. Assim, a distribuicdo dos fragmentos € fundamental para a

contaminacao de um maior nimero de operarias.
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Resumo

O comportamento de forrageamento liquido e a troca de alimento liquido dentro do
ninho dependem do habito alimentar e da capacidade de armazenar alimento nas
espécies de formigas e podem estar relacionados as taxas de trofalaxia. Para avaliar
se a ocorréncia de trofalaxia esta relacionada com a ingestao de substancias liquidas,
avaliou se ha forrageamento liquido e troca de alimento liquido em colénias de
laboratoério de formigas cortadeiras, Atta sexdens (L.). Os resultados mostraram que
as forrageiras comumente ingerem liquido quando fornecidas com uma fonte liquida.
Dentro do ninho, as operarias forrageiras realizaram diversos comportamentos, mas
nenhuma troca alimentar (trofalaxia oral) ocorreu durante todo o periodo de oito horas
em que foram observadas. Nas condi¢cdes experimentais, o forrageamento liquido nédo

teve relacdo com a trofalaxia oral entre operarias dentro do ninho. Assim, a coleta de

3Este capitulo segue as normas da Behavioral Process, onde o artigo cientifico foi submetido.
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liguidos atende as necessidades individuais das operérias de formigas cortadeiras e
ndo se destina a trofalaxia entre elas, uma vez que esse comportamento é para
alimentar a col6nia, dependendo principalmente do hébito alimentar e da capacidade
de armazenamento dos 6rgaos de reserva.

Palavras-chave: Atta sexdens; comportamento; ingestéo de liquidos; trofalaxia oral.

1. Introducéo
1.1 A dieta das formigas cortadeiras

A dieta das formigas cortadeiras, dos géneros Atta e Acromyrmex, € baseada
no cultivo de um fungo (Leucocoprinus gongylophorus (Heim, 1957)), que é fonte de
nutrientes para larvas (Quinlan e Cherrett, 1979) e operarias (Silva et al., 2003). Este
fungo é cultivado pelas operarias com varias espécies vegetais frescas (Garcia et al.,
2003; Holldobler e Wilson, 2010; Mueller et al., 2018).

Assim, o fungo simbionte atende de 4,8 a 9% de suas necessidades nutricionais
por meio das extremidades das hifas entumecidas, conhecidas como gongilideos,
abundantes em carboidratos, lipidios e proteinas (Bass e Cherrett, 1995; De Fine Licht
et al., 2010, 2013, 2014; Quinlan e Cherrett, 1979). Porém, o fungo simbionte ndo é o
unico alimento ingerido pelas operarias de formigas cortadeiras. Elas suprem suas
necessidades nutricionais com liquidos, como 6leos, aglcares e exsudados da seiva
de plantas enquanto cortam folhas e cultivam o fungo simbionte (Bass e Cherrett,
1995; Echols, 1966; Littledyke e Cherrett, 1975, 1976; Quinlan e Cherrett, 1979). Essa
ingestao de liquido fornece energia para as atividades das forrageiras, como forca
mandibular para cortar folhas, fazer longas viagens de forrageamento e transportar

cargas pesadas (Lewis et al., 1974; Lighton et al., 1987; Roces e Lighten, 1995).
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1.2 Forrageamento liquido em formigas cortadeiras

Muitas espécies de formigas visitam fontes de alimento liquido, como nectarios
extraflorais, essas sédo especializadas em coletar fluidos e ingerir grandes quantidades
de alimentos liquidos, por exemplo, o género Camponotus, enquanto outras
raramente se alimentam de fontes de néctar, como formigas cortadeiras (Paul e
Roces, 2003). No entanto, as operarias de Atta cephalotes (L.) suprem sua deficiéncia
de liquidos ingerindo 4gua durante periodos secos, ou em laboratério, quando o ar é
mais seco do que na natureza (Weber, 1972). Além disso, forrageiras sem carga estédo
associadas ao transporte, consumo e assimilacao de liquidos na forma de néctar
vegetal rico em carboidratos (Wirth et al., 2003), mas nao ha evidéncias de que isso
seja uma rotina no campo (Rytter e Shik, 2016).

Embora ha ingestdo de substancias liquidas durante o preparo do substrato a
ser incorporado, as operarias saem do ninho para forragear as folhas com o
meséntero cheio (Rytter e Shik, 2016; Schilman e Roces, 2008). No entanto, a
dindmica de alimentacédo liquida antes do forrageamento apoia a hipotese da
‘lunchbox”, que elas esgotam para alimentar atividades de forrageamento

energeticamente altas.

1.3 Trofalaxia em formigas cortadeiras

A ingestéo de liquidos esta associada ao comportamento de trofalaxia, ou seja,
a troca de liquidos ingeridos, armazenados no papo e regurgitados entre os membros
da col6nia, € um comportamento tipico que tem papel importante na organizacéo
social de muitas espécies de insetos sociais (Hoélldobler e Wilson, 1990; Wilson, 1971).
No entanto, a capacidade de se alimentar de liquidos e regurgitar os alimentos

armazenados no papo pode ser determinada por dois parametros: a existéncia de
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trofalaxia associada ao armazenamento de alimentos liquidos coletados durante o
forrageamento e a existéncia de um papo bem desenvolvido que pode transportar
alimentos liquidos (Eisner, 1957). Em espécies com papo bem desenvolvido, como
Camponotus rufipes (Fabricius), a taxa de ingestéo de liquido é de 6,7 pl.min't, maior
que em operarias de Atta sexdens, que ndo ultrapassa 0,6 pl.min? (Paul e Roces,
2003).

Entretanto, esses géneros tém habitos alimentares diferentes. Camponotus
tem um papo desenvolvido com capacidade de armazenar liquidos ingeridos, que,
apos o forrageamento, as operarias retornam aos seus ninhos e regurgitam,
transferindo-os para suas companheiras via trofalaxia (Holldobler e Wilson, 1990; Paul
e Roces, 2003).

Por sua vez, o percentual de ocorréncia apos as operarias coletarem alimento
liguido em formigas cortadeiras chega a 38% para a espécie Acromyrmex
subterraneus (Forel) (Moreira et al., 2006), mas essa ocorréncia varia com a
composicdo da dieta e da espécie de formiga cortadeira. Para dietas liquidas,
semissolidas e solidas, as taxas de trofalaxia foram de 23, 13 e 3%, respectivamente.
Em contraste, as taxas de trofalaxia em Atta sexdens rupropilosa (Forel) foram de 13,

3 e 0% para as respectivas dietas (Moreira et al., 2015).

1.4 Objetivo do estudo
Assim, o objetivo foi elucidar o forrageamento liquido e a troca de alimento

liquido em colbnias de laboratdrio de formigas cortadeiras, A. sexdens.

2. Material e Métodos

2.1 Colbnias estudadas
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As colbnias de A. sexdens pertenciam ao Laboratério de Insetos-Sociais Praga
(LISP), do Departamento de Protecdo Vegetal, localizado na Faculdade de Ciéncias
Agrondmicas da Universidade Estadual Paulista (FCA/UNESP), Botucatu, SP. As
colénias eram mantidas em um recipiente cilindrico transparente com capacidade para
5 |, com uma camada de gesso de 1 cm na parte inferior para manter a umidade do
jardim de fungo. Dois orificios foram feitos em lados opostos do recipiente e, com
pedacos de uma mangueira transparente, os dois recipientes foram conectados, um
para abastecimento do substrato vegetal e outro para deposicdo dos residuos (lixo).
A Acalypha sp. foi fornecida como substrato vegetal para a manutengao da cultura do
fungo. As colbnias foram mantidas em sala climatizada, a temperatura de 24 +2°C e
umidade relativa de 70%.

Para avaliar a ingestao de liquido pelas operarias e o potencial agua do fungo
na colonia desidratada, essas receberam apenas substrato seco (laranja desidratada
e quirera de milho) por 65 dias antes do inicio do experimento. Segundo Da Silva et
al. (2009), colbnias desidratadas favorecem a ocorréncia de trofalaxia em formigas
cortadeiras. Para verificar se o fungo da colbnia estava desidratado, foi medida a
atividade agua; como controle negativo, também foi mensurada de uma colénia em

condi¢cBes normais.

2.2. Atividade agua do jardim de fungo

A atividade agua (Aw) mede o status da energia da agua dentro de um sistema,
indicando a quantidade de agua disponivel para um micro-organismo se desenvolver,
como o fungo; e foi medida para categorizar o fungo de colénia de formiga cortadeira
"desidratada" e "ndo desidratada". E definida como a relac&o entre a presséo de vapor

de agua de um determinado substrato e a pressao de vapor da agua pura na mesma
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temperatura e pressao (Pardo et al., 2004). O potencial hidrico pode interferir na
disponibilidade hidrica para as formigas e, consequentemente, na sua sobrevivéncia;
uma vez que operérias de A. cephalotes suprem a deficiéncia de liquido ingerindo
agua durante periodos secos, ou no laboratério, quando o ar é mais seco do que na
natureza (Weber, 1972). Assim, o potencial hidrico do fungo ajuda as operarias a
superar sua deficiéncia de liquido.

A atividade 4gua do jardim de fungo nas coldnias foi medida por meio de um
medidor de potencial de agua WP4-T (Decagon Devices, Inc., EUA) (Figura 1). As
medicdes seguiram as recomendacdes do fabricante, mas alguns detalhes foram
desenvolvidos ou adaptados a esse tipo especifico de amostra, que é o fungo
cultivado pelas formigas cortadeiras. Para isso, uma amostra de aproximadamente 10
a 15 ml de fungo, sem formigas, foi cuidadosamente compactada até cerca de 4-7 ml
(7 ml é o limite estabelecido pelo fabricante, para cada amostra, para obter precisao
de leitura); foi colocada dentro de uma capsula de amostragem circular (4 cm de
diametro x 1 cm de altura) e colocada em uma gaveta de amostra. Em seguida, a
gaveta foi fechada e a véalvula girada para vedar a camara. Apos alguns minutos (até
5), o WP4-T emitiu um sinal sonoro e exibiu a leitura final do potencial hidrico. Para
maior precisdo no WP4-T, a primeira leitura foi seguida por uma segunda e uma
terceira; para isso, apds cada leitura, o botdo era novamente girado (vedacdo da
camara), sem abrir a gaveta. O dispositivo foi calibrado com solucdo padrao de 0,5

KCI molal, com potencial conhecido de -2,22 MPa, equivalente a 0,984 Aw a 25 °C.

2.3. Estudos Comportamentais

2.3.1. Ingestao de liquido pelas operérias
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Para registrar a quantidade ingerida, 45 operarias foram capturadas com uma
pinca na arena de forrageamento, e seu peso corporal inicial (Pi) e a largura da cabeca
foram determinados; em seguida, as operédrias receberam uma marcacao no térax
com caneta permanente Edding® e colocadas de volta na arena. A coldnia recebeu 7
pl de uma solugéo de sacarose 15% e rodamina a 0,7%, oferecida com um micro
seringa Hamilton®. Uma vez na arena, elas ingeriram a solucdo e terminaram a
alimentacao por auto decisdo, afastando-se da gota. Nesse momento, as operarias
foram capturadas novamente e seu peso corporal final (Pf) foi determinado. A
guantidade liquida (em mg) foi calculada como a diferenca entre Pf e Pi. O volume da
solucédo ingerida foi calculado dividindo a quantidade coletada pela densidade da
solucéo, proveniente da tabela de Wolf et al. (1984). Cada operaria que foi observada
alimentando teve sua massa corporal determinada antes e depois da ingestao (mg),
juntamente com o tempo de ingestdo (min) e a taxa de ingestdo (ul.min) (Paul e
Roces, 2003).

O experimento foi registrado por meio de um sistema de filmagem por camera
e captura de imagens no software iUVCR (Camargo et al., 2013; Camargo e Forti,
2015). Assim, o tempo exato de ingestdo foi amostrado para cada operaria avaliada.
Além disso, os videos foram analisados caracterizando lamber e a sugar por meio da
frequéncia com que a operaria protraia e retraia a glossa em um intervalo de tempo.

Os filmes foram publicados no YouTube e os links estdo na sessdo dos resultados.

2.3.2. Forrageamento liquido para trofalaxia oral entre operarias
Para avaliar a hipétese de que forragamento liquido € para realizar trofalaxia,
as forrageiras de A. sexdens foram retiradas de sua colbnia 24 horas antes da

realizacdo do experimento. Cinco operarias de cada grupo receberam uma marcacao
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no térax com caneta Edding® cor branca e ficaram em contato com o tracador, 2 pl da
solucao de sacarose 15% e corante hidrossolivel Rodamina a 0,7% (4 tratamentos
com 5 repeticBes), por uma hora. Posteriormente, as operéarias foram lavadas com
agua destilada e secas com papel toalha para que a solu¢cdo com corante fosse
retirada de suas estruturas morfolégicas externas, evitando que as demais operarias
do grupo fossem marcadas realizando os comportamentos de limpeza, partindo da
hipétese se ocorreria ou ndo trofalaxia. Por isso, foi utilizado um corante hidrossoluvel,
de modo que pudesse ser removido das estruturas externas com agua, sem a
utilizacdo de solventes toxicos para as operarias.

Essas operarias foram colocadas em contato com o grupo para observacao das
interacdes sociais entre a operaria com tracador e as demais operarias sem tracador,
larvas e pupas. As operarias foram transferidas para uma placa de Petri (Lopes et al.,
2005) (grupo 1: 60 mm x 15 mm; grupo 2: 90 mm x 20 mm; grupo 3: 90 mm x 20 mm,;
grupo 4: 140 mm x 15 mm) contendo uma camada de 0,5 cm de gesso na parte inferior
com uma pequena quantidade do fungo simbionte e a prole pertencente a colénia de
onde foram retiradas as operarias. O delineamento experimental consistiu em 4
tratamentos, com 5 repeticdes:

* Grupo (1) 1-4: 1 operaria com tracador + 4 generalistas + 6 jardineiras + 2
larvas + 1 pupa;

* Grupo (2) 1-9: 1 operaria com tracador + 9 generalistas + 13 jardineiras + 4
larvas + 2 pupas;

* Grupo (3) 1-14: 1 operaria com tracador + 14 generalistas + 21 jardineiras + 7
larvas + 3 pupas;

* Grupo (4) 1-19: 1 operaria com tracador + 19 generalistas + 28 jardineiras + 9

larvas + 4 pupas.
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Os grupos foram formados com operérias de tamanho médio, com base na
largura da cabecga, de 1,2 a 2,2 mm (Andrade et al., 2002; Camargo et al., 2017b;
Wilson, 1980), e de acordo com a porcentagem de castas pertencentes a colonia
(Weber, 1972).

Foram registrados todos 0s atos comportamentais realizados pelas operarias
com tracador, outras castas e prole do grupo. Observou o0s seguintes
comportamentos: cuidado com larvas, cuidado com pupas, “self-grooming”,
“allogrooming”, contato com o fungo, limpeza da operaria com tragador, operaria com
tracador limpando operarias. As observacdes foram realizadas por um periodo de oito
horas, com intervalos de 15 minutos, totalizando 32 observagbes por repeticdo. O
sistema de observacédo adotado foi o de varredura, descrito por Martin e Bateson
(1986), no qual um grupo de individuos é observado e seu comportamento € registrado
em intervalos regulares. Apos as observacdes, as operéarias foram congeladas e
dissecadas para avaliagcdo das estruturas morfolégicas internas tingidas com o

corante tracador.

2.4. Andlise Estatistica

A taxa de ingestéao de liquidos pelas operarias de A. sexdens foi comparada
com a frequéncia esperada e a observada, com aplicacdo do teste qui-quadrado (x?)
a 5% de probabilidade, confirmando a ingestao de liquidos pelas forrageiras, e se elas
eram capazes de realizar trofalaxia. O tempo e a frequéncia dos atos de lamber e
sugar foram comparados pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney, com
significancia de 5%.

Foram estudadas: (a) variaveis comportamentais e (b) frequéncia de operarias

com a cavidade infrabucal e papo corados. A analise comportamental foi realizada por
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comparacao multipla usando modelos ANOVA. Cada hip6tese nula individual foi
especificada por uma combinacéo linear de parametros p do modelo elementar e m
hipoteses nulas foram testadas simultaneamente (Bretz et al., 2010).

Um modelo de regresséao logistica da frequéncia de operarias coradas e nao-
coradas foi testado usando o Modelo Linear Generalizado (GLM) com variancia
binomial e uma funcéo de ligacdo logit. Além disso, a analise de regressao logistica
da frequéncia de individuos corados em funcdo da proporcdo de individuos que
receberam o corante foi analisada por meio do GLM com distribuicdo de Poisson e
funcdo de ligacéo logit. A mesma abordagem foi utilizada para a andlise de regresséo
logistica da frequéncia de individuos ndo corados em funcdo da proporcdo de
individuos que receberam o corante (Cordeiro e Demétrio, 2008). As analises
estatisticas foram processadas no R (Ambiente de Software Livre para Estatistica

Computacional e Grafica), verséo 2.9.0, para Windows.

3. Resultados
3.1 Ingestao de liquido pelas operérias

A ingestdo de liquido por succéo pelas forrageiras foi de 0,12 + 0,06 pl.min?,
abaixo do esperado (0,13 + 0,07 pl.mint), ndo diferindo significativamente entre si (x?
= 0,242, p < 0,05) (Tabela 1). O tempo médio de succao foi de 33,5 + 32,8 s (Tabela
1). Essa ingestdo provavelmente se deve ao fato de o jardim de fungo da colbénia
estudada estar mais seco que o jardim de fungo de uma colénia ndo desidratada. Esta
observacéao é confirmada pela diferenca no potencial agua. A atividade agua (Aw) da
colonia desidratada foi de -4,65 MPa, o que equivale a 0,967 Aw, valor que deprime

drasticamente o crescimento micelial dos fungos basidiomicetos (Griffin, 1981);
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enquanto a atividade 4gua da col6nia ndo desidratada era -1,11 MPa, que equivale a
0,992 Aw, adequado para o crescimento da maioria dos fungos (Griffin, 1981).

Ao ingerir a solucao fornecida, a forrageira protrai sua glossa em direcdo a gota
e inicia o processo de succ¢do. Apos a ingestdo da solucdo, a glossa se retrai e, por
deciséo prépria, a forrageira retorna ao ninho. As forrageiras também sé@o capazes de
lamber, protrair e retrair a glossa véarias vezes em um curto periodo de tempo (Figura
2) (https://www.youtube.com/watch?v=U78LtON7ju0)
(https://www.youtube.com/watch? v = 3nUwHqgoolml). O numero médio da frequéncia
de protracdo e retracdo da glossa durante o ato de lamber (n = 20; 15,25 + 13,87) é
superior ao da succ¢éao (n = 20; 3,75 + 3,99), diferindo estatisticamente entre si (Mann-
Whitney U = 26; G.L. = 19; p < 0,0001). O inverso ocorre com o tempo de lamber
(11,90 + 12,96 s), que € menor que para a succao (32,30 £ 46,33 s) da solucéo
fornecida, diferindo significativamente entre si (Mann-Whitney U = 95; G.L. = 19; p <

0,05).

3.2 Forrageamento liquido para trofalaxia entre operarias

Sete atos comportamentais foram observados nesta configuracao
experimental. Esses atos comportamentais foram 1. cuidado com as larvas
(https://www.youtube.com/watch?v=FjbM4RVTVGM); 2: cuidado com as pupas
(https://www.youtube.com/watch?v=a46a2opii-E); 3: “self-grooming”
(https://www.youtube.com/watch?v=NEZpr1Uuy8E); 4: “allogrooming”
(https://www.youtube.com/watch?v=BErfeV4VbTA); 5: tocar no jardim de fungo
(https://www.youtube.com/watch?v=0DxcY_IrHVKk); 6: limpeza da operaria com
tracador por outras operarias (https://www.youtube.com/watch?v=ETTue8jK9eY); 7:

operaria com tracador limpando outras operarias



71

(https://www.youtube.com/watch?v=5U7g54zKkvU). Nenhuma troca de alimento
liquido, conhecida como trofalaxia, foi observada entre as operarias durante as 8h de
avaliagéo.

A comparagao dos comportamentos entre 0S grupos mostrou que quanto maior
0 grupo, maior é a frequéncia de atos comportamentais entre as operarias, diferindo
estatisticamente entre 0s grupos, exceto para 0 comportamento que a operaria com
tracador recebe “allogrooming” (Figura 3). Comparando a frequéncia de
comportamento dentro dos grupos, esses diferem estatisticamente, sendo o0s
comportamentos mais frequentes o contato com o fungo, com a prole (larvas e pupas)
e “self-grooming” (Figura 4).

Um modelo de regressao logistica para a frequéncia de operarias com tracador
e operarias sem tracador foi testado usando o GLM com variancia binomial e uma
funcao de ligacao logit. A desviancia (uma medida qualidade de ajuste) do modelo ndo
foi significativo (p = 0,98), indicando uma falta de evidéncia contra este modelo. Efeitos
significativos para a proporcao de operarias com tracador em relacdo a proporcao de
operarias sem tracador foram observados para trat01:09 (valor z = -2,664, Pr (> | z |)
= 0,00771), trat01:14 (valor z = - 4,597, Pr (> | z |) = 4,30e-06) e trat01:19 (valor de z
=-4,648, Pr (> | z |) = 3,35e-06) (Tabela 3). Nao foi encontrada diferenca significativa
para atos comportamentais (Tabela 2).

Um modelo de regressao logistica para a frequéncia de operarias com tracador
recebendo a limpeza e a frequéncia de operarias com tracador limpando outras
operarias foi testado usando o GLM com variancia binomial e uma fungéo de ligacéo
logit. A desviancia (uma medida de qualidade de ajuste) do modelo né&o foi significativo
(p = 0,41), indicando uma falta de evidéncia contra este modelo. Efeitos significativos

para a proporcdo de operarias com a cavidade infrabucal corada em relacdo a
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proporcdo de operarias com a cavidade infrabucal ndo corada foram observados
apenas para o tratamento 01:14 (valor z = 2,044, Pr (> | z |) = 0,0410) (Tabela 3). A
observacédo de efeitos significativos indica que operarias com corante evidenciam
troca de substancias por limpeza pelas operarias. No entanto, isso € observado em
apenas um grupo (Tabela 3).

Quanto a anatomia interna das operarias, o grupo 01:04 teve 5 operéarias com
a cavidade infrabucal (CIB) corada (9,09%), sendo 90,91% nao corada, 1 com 0 papo
corado (1,82%) e 98,18% com o papo néo corado; no grupo 01:09 teve 5 com CIB
corada (4,35%) e 95,65% com CIB néo corada, 2 (1,74%) tiveram o papo corado e
98,26% nao corado; o grupo 01:14 teve 5 com CIB corada (2,78%) e 97,22% com CIB
nao corada, 3 (1,67%) tiveram o papo corado e 98,33% nao corado; o grupo 01:19
teve 6 com CIB corada (2,5%) e 97,5% néo corada, 3 (1,25%) com o0 papo corado e
98,75% néo corado (Figura 5).

Um modelo de regresséo logistica para a frequéncia de cavidade infrabucal
corada foi testado usando o GLM com variancia binomial e uma funcéo de ligacéo
logit. A desviancia (uma medida de qualidade de ajuste) do modelo né&o foi significativo
(p = 0,99), indicando uma falta de evidéncia contra este modelo. Nao foram
observados efeitos significativos para a proporcdo de operarias com a cavidade
infrabucal corada em relacéo a proporcao de operarias com a cavidade infrabucal ndo
corada, indicando que n&o houve troca da solucdo corante entre operarias com
tracador e operarias sem tracador.

Um modelo de regressao logistica para frequéncia de papo corado foi testado
usando o GLM com variancia binomial e uma funcdo de ligacdo logit. A desviancia
(uma medida de qualidade de ajuste) do modelo nao foi significativo (p = 1,00),

indicando uma falta de evidéncia contra este modelo. Ndo foram observados efeitos
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significativos para a propor¢cdo de operdrias com o0 papo corado em relagdo a

proporcdo de operarias com papo nao corado.

4. Discusséo

Os resultados mostraram que as forrageiras podem ingerir quantidade
significativa de liquido durante o forrageamento, mas ndo realizam a trofalaxia com
outras operarias dentro do ninho. Isso foi demonstrado quando a operaria com 0
tracador ingeriu a dieta, e a mesma nao foi compartilhada com as demais operarias
do grupo, confirmado pela baixa frequéncia de operarias marcadas com o corante
tracador (Tabela 2). Os resultados diferem de estudos que observaram trofalaxia em
formigas cortadeiras Acromyrmex (Moreira et al., 2015, 2010, 2007b, 2007a, 2006;
Richard e Errard, 2009). No entanto, o comportamento da trofalaxia oral n&do foi
observado durante a avaliacdo do repertorio comportamental de Acromyrmex
subterraneus brunneus (Forel) (Camargo et al., 2007) e de A. sexdens (Moreira et al.,
2007a; Schneider, 2003).

Essa contradicdo de observacbes e relatos € recorrente em estudos
envolvendo a trofalaxia em espécies de formigas cortadeiras, provavelmente devido a
auséncia ou baixa frequéncia desse comportamento. Isso é evidenciado pela baixa
ocorréncia de trofalaxia, sendo de 13% para dieta liquida e 3% para dieta semissalida,
mesmo utilizando as diferentes condi¢cdes experimentais desta pesquisa, como um
grupo de duas operarias observada por 1h (Moreira et al., 2015).

Porém, levando-se em consideracéo o habito alimentar das operarias, sabe-se
gue elas se alimentam da parte liquida do fungo e ingerem seiva durante o corte das
folhas (Bass e Cherrett, 1995; De Fine Licht et al., 2014, 2013, Littledyke e Cherrett,

1976, 1975; Quinlan e Cherrett, 1979; Rytter e Shik, 2016; Schneider, 2003; Silva et
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al., 2003). Assim, o fungo simbionte supre parcialmente suas necessidades
nutricionais, principalmente quanto ao fornecimento de proteinas, mas elas assimilam
nutrientes ingeridos fora do ninho — carboidratos, como a glicose — que s&o
armazenados no gaster (Shik et al., 2018). Para a assimilagéo de nutrientes durante
a digestao dos alimentos, ha maior nivel de atividade enziméatica no sistema alimentar
das operérias, principalmente a a-glucosidase, e altos niveis dessa enzima indicam
sua importancia na assimilagéo da glicose, encontrada no material vegetal (Erthal et
al., 2004). Assim, a ingestéo de seiva durante o forrageamento de material vegetal
indica que o liquido ingerido pelas operarias é para atender as suas necessidades
nutricionais/energéticas e ndo para ser compartilhado com suas companheiras de
ninho.

Os resultados para a taxa de ingestéo de liquidos, por sua vez, corroboram com
estudos anteriores, nos quais a taxa de ingestao de A. sexdens é em média 0,6 pl.min
! (Paul e Roces, 2003). No entanto, a taxa de ingestéo esta relacionada a técnica de
alimentacao, viscosidade da solucdo e habito alimentar; pois a medida que a
concentracdo de sacarose aumenta (> 30%), as taxas de ingestdo diminuem (Paul e
Roces, 2003). As formigas que raramente se alimentam de fontes liquidas néo
dependem de altas taxas de ingestéo de liquidos para melhorar seu desempenho de
forrageamento, embora as formigas cortadeiras, como A. sexdens, ingerem pequenas
guantidades de seiva durante o corte das folhas, e o corte demora mais do que ingerir
seiva, elas ndo precisam ingeri-la rapidamente (Paul e Roces, 2003).

Considerando que, ap0s a ingestao, as operarias armazenam alimento no papo
e pode ser compartihado com as companheiras de ninho, a dieta liquida é
determinada por: existéncia de trofalaxia associada ao armazenamento de liquido

coletado durante o forrageamento e existéncia de um papo bem desenvolvido que
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pode transportar alimentos liquidos (Eisner, 1957). Embora as cortadeiras de folhas
ingiram uma pequena quantidade de seiva (Littledyke e Cherrett, 1976), essa taxa de
ingestao de liquido em A. sexdens € considerada baixa, cerca de dez vezes menor do
gue a de formigas que coletam alimento fluido, como C. rufipes (Paul e Roces, 2003).
Apesar de as operarias de A. sexdens e C. rufipes ingerirem alimentos fluidos e
possuirem papo capaz de armazenar liquidos, o papo é menos desenvolvido no
género Atta (Caetano, 1984; Paul e Roces, 2003).

Além de possuirem um papo menos desenvolvido, as formigas cortadeiras tém
maior probabilidade de transportarem liquidos no ventriculo e reto do que no papo;
guando as operarias deixam o ninho para forragear, seus 0rgaos estdo cheios e
voltam vazios, com o reto mais cheio que o ventriculo, indicando baixo potencial de
transporte para compartilhar alimentos com as companheiras de ninho, uma vez que
a digestado é unidirecional apés o material passar pelo proventriculo (Rytter e Shik,
2016). Durante o forrageamento, as formigas absorvem o liquido presente no
ventriculo e transferem os residuos para o reto, ou seja, o fungo fornece energia para
as operarias forragearem, e o liquido armazenado € utilizado para atender suas
necessidades energéticas durante a atividade (Rytter e Shik, 2016). Isso evidencia
gue é pouco provavel que as operarias realizem a trofalaxia (Andrade et al., 2002;
Rytter e Shik, 2016), ou talvez isso ndo ocorra em formigas cortadeiras (Andrade et
al., 2002), sugerindo que o liquido ingerido seja para atender as suas necessidades
nutricionais (Rytter e Shik, 2016; Shik et al., 2018).

Quanto aos comportamentos observados, contato com o fungo, cuidado com
as larvas, cuidado com as pupas e “self-grooming” foram os mais frequentes em todos
0s grupos, havendo maior interacdo entre as operarias a medida que 0s grupos

aumentavam de tamanho (Figuras 3 e 4). Os cuidados com a prole (larvas e pupas)



76

séo frequentes em colbnias de formigas cortadeiras, conforme observado nas Figuras
3 e 4; embora ndo quantificados individualmente, os comportamentos mais envolvidos
foram lamber e tocar com as antenas. No cuidado com as larvas, o ato de lamber € o
mais frequente (Lopes et al., 2005; Schneider, 2003) e € responséavel por 10,6% de
todos os comportamentos na colonia e 37,4% dos cuidados com a prole (Schneider,
2003).

Ao lamberem as larvas, as operarias consomem os liquidos expelidos pela
cavidade bucal e anal, além de estimularem a excre¢éo ao tocar com suas antenas, a
cabeca e 0 abdébmen das larvas (Wilson, 1976). Quando ingeridas pelas operarias
adultas, as secrecdes das glandulas labiais regurgitadas pelas larvas complementam
suas necessidades digestivas (Holldobler e Wilson, 1990). Além disso, lamber as
larvas pode ser um meio de as operarias buscarem informacdes e protegé-las contra
doencas, garantindo que 0s micro-organismos sejam removidos de suas cuticulas,
uma vez que as larvas séo incapazes de se limparem e ndo possuem glandulas
metapleurais, labiais e mandibulares que secretam substancias antibiéticas (Hughes
et al., 2002; Kermarrec et al., 1986; Lopes et al., 2005; North et al., 1997; Poulsen et
al., 2002). O cuidado com as pupas € menos frequente em comparac¢do com o cuidado
com as larvas; provavelmente, as pupas nao precisam de tantos cuidados, como
limpeza, uma vez que nesta fase as formigas ndo se alimentam e, portanto, tém
menos chances de serem contaminadas (Schneider, 2003).

O comportamento de limpeza € frequente em insetos sociais e extremamente
importante porque, por meio do “allogrooming” e “self-grooming”, as operarias
removem organismos patogénicos que podem ser prejudiciais a colonia, que estao
presentes na superficie de seus corpos e em suas companheiras de ninho (Wilson,

7

1971). Esse comportamento de limpeza é importante para passar o odor as
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companheiras de ninho, para reconhecé-las, para se protegerem e protegerem o
fungo simbionte contra a propagacdo de micro-organismos, para transferir
substancias entre operarias e dispersarem substancias entre formigas cortadeiras
(Camargo et al., 2017a, 2006; Lopes et al., 2017; Meskali et al., 1995; Morelos-Juarez
et al., 2010). Portanto, quando as operarias entram em contato com substancias, isso
reflete no aumento da frequéncia de comportamentos, como o contato entre operarias
e de limpeza, “self-grooming” e “allogrooming” (Camargo et al., 2017a). Assim, o
comportamento de limpeza é frequente entre as operérias, bem como em relagéo a
prole.

A ingestéo de liquido pelas operarias de A. sexdens néo leva a trofalaxia dentro
do ninho, apenas supre as necessidades individuais das forrageiras. Este estudo tem
implicagbes praticas no controle quimico de formigas cortadeiras e nas rotas de
contaminacao de operarias com iscas toxicas em sistemas agricolas, uma vez que o
liquido ingerido pelas operarias ndo seria para realizar trofalaxia e esse
comportamento ndo € um dos principais meios para a contamina¢ao das mesmas com
os ingredientes ativos. Vale ressaltar também a importancia do estudo de
comportamentos dentro das colénias de espécies de interesse econbémico, como as

formigas cortadeiras.
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Figura 1. Medidor de potencial de agua WP4-T.

Fonte: http://docplayer.com.br/88444555-Universidade-de-sao-paulo-escola-superior-de-agricultura-

luiz-de-queiroz.html
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Figura 2. Forrageamento liquido em operarias formigas cortadeiras: A) grupo de
operarias sugando solucao; B) unica forrageira sugando solugdo com rodamina; C e

D) Detalhes da succao das vistas frontal e lateral.
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Figura 4. Frequéncia de atos comportamentais (nimero médio) realizados pelas
operarias de Atta sexdens. Os valores seguidos pela mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si. As barras referem-se a comportamentos realizados pelas
operarias: 1: “allogrooming”, 2: contato com o fungo, 3: cuidado com as larvas, 4:
cuidado com as pupas, 5: limpeza da operaria com tracador por outras, 6: operarias

com tracador limpando operarias, 7: “self-grooming”.
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Figura 5. llustracédo e foto da cavidade infrabucal (CIB) e papo da operaria de Atta

sexdens.



Tabela 1. Taxa de ingestdo de liquido para operéarias de Atta sexdens por largura da cabeca.

Largura da Massa Ma,ssa Diferenca  Tempo de T axa oNIe T axa Qe Volume
cabeca antes ga apos a de massa ingestso ingestao ingestao de~ @
(mm) ingestao ingestao (mg) (min) espe_ra_clia observ_ada _ solu_gao
(mg) (mg) (ul.min-)* (Wl/min)  ingerido**
0.9 1.50 1.51 0.01 0.40 0.029 0.025 0.0094 0.001
0.9 1.28 1.29 0.01 0.55 0.029 0.018 0.0094 0.004
0.9 1.84 1.89 0.05 2.17 0.029 0.023 0.0470 0.001
1.0 2.03 2.05 0.02 0.57 0.047 0.035 0.0188 0.003
1.0 1.89 1.90 0.01 0.28 0.047 0.035 0.0094 0.003
1.1 2.21 2.24 0.03 0.52 0.065 0.058 0.0282 0.001
1.1 2.45 2.46 0.01 0.13 0.065 0.075 0.0094 0.001
1.1 2.24 2.26 0.02 0.30 0.065 0.067 0.0188 0.000
1.1 2.48 2.50 0.02 0.23 0.065 0.086 0.0188 0.007
1.2 2.94 2.96 0.02 0.20 0.083 0.100 0.0188 0.003
1.2 2.54 2.58 0.04 0.78 0.083 0.051 0.0376 0.012
1.2 2.76 2.78 0.02 0.27 0.083 0.075 0.0188 0.001
1.2 2.67 2.68 0.01 0.13 0.083 0.075 0.0094 0.001
1.2 2.69 2.71 0.02 0.25 0.083 0.080 0.0188 0.000
1.2 3.11 3.23 0.12 1.88 0.083 0.064 0.1128 0.005
1.3 3.63 3.76 0.13 1.37 0.101 0.095 0.1222 0.000
1.3 3.93 3.95 0.02 0.18 0.101 0.109 0.0188 0.001
1.3 3.50 3.51 0.01 0.13 0.101 0.075 0.0094 0.007
1.3 3.29 3.38 0.09 0.98 0.101 0.092 0.0846 0.001
1.3 3.19 3.25 0.06 0.98 0.101 0.061 0.0564 0.016
1.4 4.19 4.20 0.01 0.10 0.119 0.100 0.0094 0.003
1.4 4.01 4.08 0.07 0.53 0.119 0.131 0.0658 0.001
1.4 4.69 4.70 0.01 0.10 0.119 0.100 0.0094 0.003

89
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1.4 3.87 4.03 0.16 1.32 0.119 0.122 0.1504 0.000
15 5.11 5.13 0.02 0.20 0.137 0.100 0.0188 0.010
15 5.17 5.30 0.13 0.87 0.155 0.150 0.1222 0.000
15 5.31 5.34 0.03 0.20 0.137 0.150 0.0282 0.001
15 5.27 5.31 0.04 0.27 0.137 0.150 0.0376 0.001
15 5.65 5.66 0.01 0.08 0.137 0.120 0.0094 0.002
15 5.24 5.26 0.02 0.13 0.137 0.150 0.0188 0.001
1.6 5.88 5.93 0.05 0.35 0.173 0.143 0.0470 0.005
1.6 5.80 5.82 0.02 0.20 0.173 0.100 0.0188 0.031
1.6 5.92 6.15 0.23 1.37 0.173 0.168 0.2163 0.000
1.6 5.98 6.18 0.20 1.02 0.173 0.197 0.1881 0.003
1.7 6.36 6.39 0.03 0.17 0.191 0.180 0.0282 0.001
1.8 6.97 6.98 0.01 0.05 0.209 0.200 0.0094 0.000
1.8 6.78 6.88 0.10 0.55 0.209 0.182 0.0940 0.003
1.8 7.02 7.23 0.21 1.08 0.209 0.194 0.1975 0.001
1.8 6.96 7.24 0.28 1.80 0.209 0.156 0.2633 0.013
1.8 7.92 7.95 0.03 0.13 0.209 0.225 0.0282 0.001
1.9 8.66 8.71 0.05 0.27 0.226 0.188 0.0470 0.007
2.0 8.94 9.17 0.23 1.33 0.244 0.173 0.2163 0.021
2.0 10.43 10.44 0.01 0.03 0.244 0.300 0.0094 0.013
2.3 11.91 11.93 0.02 0.08 0.298 0.240 0.0188 0.011
2.3 12.68 12.79 0.11 0.58 0.298 0.189 0.1034 0.040

0.242

* Valores esperados, conforme Paul & Roces (2003), aplicando esta férmula: taxa de ingestédo = - 0,150 + 0,197 * largura da cabeca.

** Proveniente da tabela de densidade da solucao por Wolf et al., (1984).
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Tabela 2. Modelo de regresséo logistica para frequéncia de operarias com a cavidade

infrabucal corada/operéarias com a cavidade infrabucal ndo corada.

Coefficients Estimate Std. Error Z value Pr (>|z|)
(Intercept) -19.1441 1740.5481 -0.011 0.99122
01:09 -0.8380 0.3145 -2.664 0.00771
01:14 -1.5766 0.3430 -4.597 4.30e-06
01:19 -1.6889 0.3633 -4.648 3.35e-06

Tabela 3. Modelo de regressao logistica para frequéncia de limpeza da operaria com

tracador por outras e frequéncia de operaria com tracador limpando outras operarias.

Coefficients Estimate Std. Error Z value Pr (>|z])
(Intercept) -3.307e-16 5.345e-01 0.000 1.0000
01:09 1.792e+00 9.322e-01 1.922 0.0546
01:14 2.398e+00 1.173e+00 2.044 0.0410
01:19 -2.877e-01 6.929e-01 -0.415 0.6780
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CONSIDERACOES FINAIS

As formigas cortadeiras s&o insetos eusociais e cultivam seu fungo simbionte
com diversas plantas cultivadas e que sao de importancia econdmica. Visto que um
dos principais métodos de controle € o quimico com uso das iscas toxicas, essas
também sdo processadas com uma série de comportamentos e é nesse repertério
comportamental que ocorre a contaminacéo das operdrias pelos ingredientes ativos.
Entretanto, € argumentado sobre a ocorréncia da trofalaxia oral nas formigas
cortadeiras e se esse comportamento pode contribuir para a dispersdao dos
ingredientes ativos na colbénia. Por isso, €& importante conhecer todos os
comportamentos realizados pelas operarias, ndo s6 os de cultivo do fungo, para a
utilizacdo dos meétodos de controle.

Assim, este estudo verificou que 0s atos comportamentais Sdo 0s principais
meios de contaminacdo das operarias pelos ingredientes ativos, evidenciando a
importancia dos comportamentos de contato direto e indireto com as iscas para a
contaminacao. E ainda que os fragmentos dos pellets séo distribuidos aleatoriamente
no jardim de fungo, independente do ingrediente ativo utilizado, e € influenciado pelo
modo de acdo que cada ativo atua na coldnia; entretanto, € ideal que as operarias
realizem o processamento completo dos pellets, pois permite que um maior numero
de operarias tenha contato com o inseticida. E por fim, que as operarias ingerem
liquido quando fornecidas com uma fonte liquida, dentro do ninho realizam diversos
comportamentos, mas ndo ocorreu nenhuma troca alimentar nas 8h avaliadas, ou
seja, a ingestdo de liquido pelas operarias € para suprir suas necessidades
individuais, evidenciando que a trofalaxia ndo € uma rota de contaminacdo com 0s
ingredientes ativos entre as operarias.

Dessa forma, este estudo confirma como ocorre a contaminacao das formigas
cortadeiras e a auséncia de trofalaxia ndo compromete o mecanismo de contaminagao
por iscas porque a troca das substancias quimicas € garantida pelo processo de
“‘grooming”. Apesar das operarias ingerirem substancia liquida, essa ingestdo néao
pode ser associada com futura ocorréncia de trofalaxia, uma vez que esse
comportamento depende do habito alimentar da espécie que, consequentemente, tem
o 6rgédo de reserva desenvolvido, ou seja, 0 comportamento é para alimentar a colénia.

Portanto ndo € um comportamento que dispersa ingrediente ativo nas colbnias de
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formigas cortadeiras. Contudo, ressalta a importancia de estudos comportamentais

complementares que tem implicacdes praticas no controle das formigas cortadeiras.
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CONCLUSOES

A contaminacao das operarias pelos ingredientes ativos ocorre durante os atos
comportamentais realizados pelas mesmas para o cultivo do fungo simbionte e com
os comportamentos indiretos: “self-grooming” e “allogrooming”.

O modo de acao dos ingredientes ativos, nas concentracdes de sulfluramida e
indoxacarbe estudadas, influencia a quantidade de fragmentos incorporados no jardim
de fungo.

O forrageamento liquido realizado pelas operérias ndo implica na ocorréncia de

trofalaxia oral.
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