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1. RESUMO

As espécies de formigas cortadeiras do género Atta sdo consideradas importantes
pragas da agricultura e silvicultura brasileira, pois utilizam material vegetal como substrato
para o cultivo de seu fungo simbionte, exigindo assim métodos de controle para reduzir os
danos causados por sua atividade forrageira, sendo o uso de iscas toxicas um dos mais
utilizados. A associagdo simbidtica fornece uma constitui¢do nutricional adequada a
colonia, sendo a principal fonte alimentar para as larvas e constituinte importante da
alimentagcdo das operarias adultas. Os objetivos deste estudo foi observar o repertério
comportamental de Atta sexdens rubropilosa durante a preparacdo e incorporag¢ao de dois
substratos diferentes, folhas e iscas granuladas, bem como a participagdo de cada casta
envolvida nesse processo, destacando possiveis diferencas morfologicas entre as
mandibulas de formigas cortadeiras de gramineas e dicotiledoneas. Para tanto uma
descricdo detalhada das mandibulas das operarias, da anatomia e da composi¢do quimica
do material vegetal forrageado pelas espécies Atta bisphaerica e A. s. rubropilosa foi
elaborada, assim como um etograma evidenciando os atos comportamentais executados
pelas operarias jardineiras, generalistas ¢ forrageiras da espécie A. s. rubropilosa, durante o
processamento e incorporagdo de dois diferentes substratos. Verificou-se que as espécies
de Atta apresentam morfologia da mandibula semelhantes, sendo observada diferenca
apenas dentro das castas analisadas. Em relagdo a descrigdo morfologica do material
vegetal forrageado os resultados indicam que as gramineas apresentam mais pontos
lignificados, permitindo inferir que seu forrageamento e processamento exige um maior
esforco das operarias e poderia levar a diferenciagdo nos atos comportamentais na sua
preparacdo e incorporacdo no jardim de fungo. Para as 3 castas encontradas foram
registrados 8 atos comportamentais, independente do substrato processado pelas operarias.
O ato comportamental observado com maior frequéncia foi o de lamber, sendo mais
frequénte no substrato isca. As castas mais engajadas na execugdo desse comportamento
foram as operarias jardineiras e generalistas. Devido a demanda de individuos para a
execuc¢ao dessa tarefa, conclui-se que esse comportamento seja importante para a dispersao
do ingrediente ativo dentro da coldnia.



Palavras Chaves: Hymenoptera, Substrato, Atta, Mandibulas, Silicio.



SUBSTRATE PREPARATION AND INCORPORATION IN Atta sexdens
rubropilosa FOREL, 1908 (HYMENOPTERA: FORMICIDAE) AND MANDIBLE
MORPHOLOGICAL FUNCTION IN Atta SPECIES. Botucatu, 2014. 68p. Dissertacao
(Mestrado em Agronomia/Protecdo de Plantas) — Faculdade de Ciéncias Agronomicas.

Universidade Estadual Paulista.

AUTHOR: LAIS CRISTINA DA SILVA

ADVISER: LUIZ CARLOS FORTI

2. SUMMARY

Species of leaf-cutting ants of the genus Atta are important pests of agriculture and forestry
Brazilian because they use plant material as substrate for the cultivation of your symbiotic
fungus, thus requiring control methods to reduce the damage caused by their foraging
activities. The most used are the toxic baits. The symbiotic association provides adequate
nutritional constitution to the colony, the main food source for the larvae and important
constituent of the diet of adult workers. The objectives of this study was observe the
behavioral repertoire of Atta leaf cutter during preparation and incorporation of two
different substrates, leaves and ant poison baits, as well as the participation of each caste
involved in this process, stressing possible morphological differences between the jaws of
leaf-cutting ants grasses and dicots. For a detailed description of both jaws of the workers,
anatomy and chemical composition of plant material species foraged by bisphaerica Atta
and A. s. rubropilosa was prepared, as well as an ethogram showing behavioral acts
performed by workers' overalls, and generalist foragers of A. s. rubropilosa during
processing and incorporation of two different substrates. It has verified that Atta species
have similar morphology jaw. The difference was observed just inside the grapes analyzed.
Regarding the morphological description of the plant material foraged, results indicate that
grasses have more lignified points, it can be inferred that their foraging and processing
requires a greater effort of workers and could lead to differentiation in behavioral acts in
their preparation and incorporation into the fungus garden . For the three castes found eight
behavioral acts were recorded, regardless of substrate processed by workers. The
behavioral act more frequently observed was the licking, occurring more frequently in the
bait substrate. The more engaged in performing that behavior castes were the workers bib
and generalists. Due to the demand of individuals for execution that task, its possible imply
that behavior is important for the dispersion of the active ingredient inside the colony.



Key Words: Hymenoptera, Substrate, Atta, Jaws, Silicon.



3. INTRODUCAO GERAL

As formigas representam o auge evolutivo do comportamento
social nos insetos, sendo o grupo mais bem organizado e geograficamente distribuido no
ambiente terrestre. Representam aproximadamente 20% de toda a biomassa animal, tendo
iniciado sua diversificagdo ha cerca de 100 milhdes de anos (GRIMALDI et al., 1997). Sao
os organismos dominantes na maioria dos ecossistemas terrestres, apresentando
importantes papéis no fluxo de energia e nutrientes (REBULA, 2003).

Englobam mais de 12.000 espécies e 200 géneros em todo o mundo
(GOMEZ ¢ ESPADALER, 2009). Entre estas, as formigas cortadeiras que pertencem a
tribo Attini, subfamilia Myrmicinae compreendem cerca de 256 espécies, incluidas em 16
géneros existentes e em um género fossil (Attaichnus Laza) (SOSA-CALVO et al., 2013).
Entretanto, no Brasil as formigas dos géneros Atta (as satvas) e Acromyrmex (as
quenquéns) tém maior importancia agricola. As formigas desses géneros sdo reconhecidas,
principalmente por cortarem e carregarem folhas, flores, e outras partes vegetais, que apds
processadas, servirdo de substrato para o crescimento do fungo com o qual estabelecem
uma relagao simbiotica (MUELLER, 2002).

As sauvas, popularmente conhecidas como satva-limao (Atta

sexdens rubropilosa Forel, 1908) e sauva mata-pasto (Atta bisphaerica Forel, 1908)



sao consideradas pragas de grande importancia na agricultura, silvicultura e pecuaria
brasileira. Em consequéncia dos prejuizos causados por essas espécies de sauvas, muitos
trabalhos sdo desenvolvidos para se encontrar métodos de controle mais eficazes (FORTI
et al., 2000; ZANETTI, et al., 2003).

A preocupagdo com o controle de formigas cortadeiras ¢ constante,
sendo que a principal técnica utilizada se da através do emprego de formicidas em forma
de iscas granuladas (BOARETTO e FORTI, 1997; FORTI et al., 2000). Entretanto,
algumas barreiras dificultam o controle das formigas cortadeiras. Varias caracteristicas
bioldgicas e comportamentais tornam esses insetos eficientes no corte e transporte de
folhas. Essas mesmas caracteristicas, constituem uma barreira para a eficiéncia de seu
controle, para a utilizagdo de novas moléculas e de métodos alternativos afim de diminuir
as perdas causadas pela sua atividade forrageira (MARINHO et al., 2006).

Uma dessas caracteristicas ¢ a associagdo simbiotica estabelecida,
durante anos de coevolugdo, entre as formigas e o fungo Leucoagaricus gongylophorus
(Moller) Singer (MUELLER et al., 2001). Onde, apds a selecdo e o forrageamento do
material vegetal, as formigas estabeleceram comportamentos executados exclusivamente
durante o processo de preparagdo e incorporacao desse material no jardim de fungo.

O processo de preparacao do substrato ¢ complexo e consiste em
um sistema de divisao do trabalho. Cada tarefa ¢ executada por trabalhadores de diferentes
tamanhos (polimorfismo). Em Atta, o polimorfismo das operarias conduz a uma distinta
divisdo de trabalho entre subcastas fisicas, nas quais as maiores operdrias sao
especializadas para a defesa da colonia, operarias médias forrageiam as espécies vegetais e
as operarias menores sdo especializadas para trabalharem dentro do jardim de fungo
(WILSON, 1983). Além disso, dentro de cada casta fisica, papéis sao divididos com base

na idade e estima-se que seis castas de operarias participam da preparagdo do substrato nas



formigas cortadeiras. H4 também um porcionamento das tarefas que sdo realizados por
diferentes operarias, de modo que o material de planta ¢ passado de uma operaria para
outra até ser incorporado. Assim, o processo de preparacdo assemelha-se a uma linha de
montagem, onde cada operaria ¢ responsavel por uma parte do processo (HOLLDOBLER
e WILSON, 1990; ANDRADE et al., 2002; DINIZ e BUENO, 2010).

Diante disso, afirma-se que a contaminagdo da colonia por
inseticidas estd intimamente relacionada com o processamento do substrato pelas operarias
(ANDRADE et al., 2002). Sendo assim o principal objetivo dessa disserta¢do foi descrever
e analisar o repertorio comportamental executado por operarias de A. sexdens rubropilosa
durante a preparagdo e incorporacao de diferentes substratos e estudar possiveis diferencas
na morfologia das mandibulas de operérias das castas de formigas cortadeiras de gramineas
e dicotileddneas.

Para tanto, algumas hipoteses que foram levantadas e testadas de
acordo com cada capitulo dessa dissertagdo: i) Existem diferengas durante o processamento
de folhas e iscas por operarias de A. s. rubropilosa, e nas classes de tamanho envolvidas
nos comportamentos executados; ii) Existem diferengas morfologicas nas mandibulas das
operarias de formigas cortadeiras, e essas diferencas estariam relacionadas a sua fungdo no

interior do ninho.
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CAPITULO 1- PROCESSAMENTO DO MATERIAL VEGETAL E ISCAS
GRANULADAS POR OPERARIAS DE Atta sexdens rubropilosa FOREL 1908
(HYMENOPTERA: FORMICIDAE)

Sociobiology

Resumo

Formigas cortadeiras sdo insetos cultivadores obrigatérios de um fungo simbionte
do qual se alimentam, Leucoagaricus gongylophorus, ¢ a manutengdo deste jardim de
fungo ¢ realizada preferencialmente com folhas verdes, mas também outras partes de
origem vegetal. Esta associacdo simbidtica fornece uma constitui¢do nutricional adequada
a colonia, sendo a principal fonte alimentar para as larvas e constituinte importante da
alimentagdo das operarias adultas. O objetivo deste estudo foi observar o repertério
comportamental de Atta sexdens rubropilosa durante a preparacdo e incorporagao de dois
substratos diferentes, folhas e iscas granuladas, bem como a participagdo de cada casta
envolvida nesse processo. O primeiro substrato oferecido para as colonias foram folhas de
Citrus sp. cortadas em discos de 63,58mm?, e o segundo foram pellets de isca a base de
polpa citrica formuladas sem o principio ativo, com area padronizada em 62,86 mm?. As
observagdes foram realizadas sob estereomicroscopio e iniciaram-se quando a primeira
porcao do substrato oferecido foi carregado para o jardim de fungo. Para registrar os
comportamentos executados na preparagdo e incorporagdo dos discos foliares e
posteriormente dos pellets de isca foram utilizadas 3 coldnias, com 6 repetigoes de 5 e 7
horas em cada uma, respectivamente. Para as 3 castas encontradas foram registrados 8§ atos
comportamentais, independente do substrato processado pelas operarias. O ato
comportamental mais executado foi o de lamber, que ocorreu durante todo o periodo de
observacdo, independente do substrato oferecido. As castas mais engajadas na execucao
desse comportamento foram as operdrias jardineiras e generalistas. Devido a demanda de
individuos para a execucdo dessa tarefa, conclui-se que esse comportamento seja
importante para a dispersao do ingrediente ativo dentro da colonia.

Palavras chaves: Comportamento, Processamento do substrato, Castas, Atta sexdens

rubropilosa, Jardim de fungo.
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CHAPTER 1- PROCESSING OF PLANT MATERIAL AND GRANULAR BAITS
FOR WORKERS OF Atta sexdens rubropilosa FOREL 1908 (HYMENOPTERA:
FORMICIDAE)

Sociobiology
Abstract

Leaf cutting ants are required breeders insects of a symbiotic fungus which they
feed, Leucoagaris gongylophorus, and maintenance of this fungus garden is rather carried
out with green leaves, but also other parts of plants. This symbiotic association provides a
suitable nutrition to the colony, being the main food source for larvae and very important
to adult workers. The aim of this study was to observe the behavioral repertoire of Atta
sexdens rubropilosa during the preparation and incorporation of two different substrates,
leaves and ant baits, as well as involvement of each caste in the process. The first substrate
offered to the colonies were leaves of Citrus sp. sliced in disks of 63.58 mm?2, and the
second were bait pellets made basically with citrus pulp formulated without the active
ingredient, with standardized area 62.86 mm 2. Observations were made with a
stereomicroscope and began when the first portion of the substrate offered was uploaded to
the fungus garden. Three colonies were used to record the behaviors performed in leaf
discs and subsequently pellets of baits preparation and incorporation, with six replicates of
5 and 7 hours in each, respectively. It were recorded eight behavioral acts for the three
castes found, regardless the substrate processed by workers. The behavioral act more
frequently observed was the licking, which occurred throughout the period of observation,
independent of the substrate offered. The more engaged castes performing this behavior
were the gardeners and generalists workers. On the processing of substrate, workers ingest
the sap that leaks from the leaf during the cutting act, and lick the substrate is effective
behavioral act in removing harmful microorganisms to the symbiotic fungus, promoting
the growth of hyphae and increasing its potential for inoculation. Due to the demand of
individuals for execution that task, its possible imply that behavior is important for the
dispersion of the active ingredient inside the colony.

Key-words: behavior, substrate preparation, castes, Atta sexdens rubropilosa, fungus
garden.
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Introducéo

O género Atta se caracteriza por apresentar colonias com elevado numero de
operarias, ¢ uma das maiores amplitudes de polimorfismo encontradas dentre as formigas
cortadeiras (Fowler et al, 1986). Dentre as formigas desse género, a espécie Atta sexdens
rubropilosa Forel, 1908, a satva-limdo, encontra-se bem distribuida em varios estados
brasileiros (Della Lucia, 2011), atacando diversas culturas de relevante importancia
agricola e provocando perdas significativas, principalmente em cultivos florestais (Zanetti
et al, 2003).

As espécies desse género forrageiam uma ampla gama de vegetais que servem
como substrato para o cultivo do fungo simbionte, o qual ¢ fonte primaria de alimento para
as larvas e também constitui parte da dieta dos adultos, que ¢ complementada com a
ingestdo de exsudatos durante a atividade de corte e manipulagdo das folhas (Littledyke e
Charret, 1976, Hubbell e Wiemer, 1983, Forti e Andrade, 1999; Mueller, 2002; Silva et al.,
2003; Schneider, 2003).

De acordo com Quinlan e Cherret (1979) a ingestao de exsudados representa cerca
de 95% das necessidades alimentares das operarias, entretanto Silva et al., (2003)
demonstraram que a importancia do fungo na alimentacdao das operarias possa ser muito
maior, quando observaram, que na auséncia do fungo e mantidas somente com folhas
frescas ou micélio, formigas da espécie A. s. rubropilosa tiveram redugao na sobrevivéncia

e quando supridas por pedacos do jardim de fungo elas sobreviveram por mais tempo, o
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mesmo foi constatado por Benevides (2004) em operarias de Acromyrmex subterraneus.
De qualquer modo, o fungo ¢ fundamental na alimentagdo da colonia, seja ele diretamente
consumido, ou através de seus exsudatos (Moreira et al., 2011)

Atribuem-se como funcdo do fungo simbionte, a degradagdo de compostos
secundarios das plantas e sua transformacao em substancias palataveis. Indicios de que o
fungo ¢ capaz de degradar celulose ja foram reportados (Martin et al., 1969; Bacci et al.,
1995; Nagamoto et al., 2011), todavia Abril e Bucher (2002) sugerem em seu estudo que o
fungo, Leucoagaricus gongylophorus Miiller (Singer), cuja reserva energética basica é o
glicogénio, nos primeiros estagios de formagao dos gongilideos, e os polissacarideos que
se encontram numa forma prontamente assimilavel pelas formigas (Quinlan e Cherrett,
1979) ndo seja capaz de exercer tal funcao.

O processamento e incorporagdo do material vegetal ¢ uma atividade complexa e
envolve uma série de tarefas distintas realizadas em fung¢do do tamanho do corpo das
operarias, assim um alto grau de polimorfismo pode ser observado (Wilson, 1980a, 1983).
O processamento e a incorporagdo do substrato podem ser divididos em etapas distintas. A
primeira consiste na coleta do material vegetal, a segunda no tratamento fisico dos
fragmentos forrageados, a terceira o tratamento quimico dos mesmos, € a quarta
compreende a incorporagdo propriamente dita (Diniz e Bueno, 2009).

Apo6s o forrageamento, as operdrias generalistas (largura da cabega entre 1,3 a 1,6
mm) lambem e repicam as folhas em pedacos de 1 a 2 mm de didmetro. Em seguida
operarias menores (capsula cefalica entre 0,8 a 1,2 mm) mastigam ao longo das bordas até
a reducao das folhas em uma polpa timida, e inserem tais fragmentos no jardim de fungo
(Wilson, 1980a; Fowler, 1983; Andrade et al., 2002; Lopes et al., 2004; Camargo, 2007;
Diniz e Bueno, 2009; 2010). Finalmente, tufos de hifas sdo inoculados na superficie dos

fragmentos (Weber, 1956; Lopes et al., 2004).
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E importante ressaltar que esses comportamentos sdo especializados para o cultivo
do fungo simbionte, e que, de certa forma, uma grande quantidade de operdrias esta
envolvida nesse processo. Essa grande demanda pode ser um fator importante para a
contaminagdo desses organismos por inseticidas, demonstrando assim, que o
processamento vegetal pode ser uma das principais formas de contaminagdo da colonia,
pois ainda ¢ uma questdo discutivel o papel da trofalaxia oral entre adultos em formigas
cortadeiras (Andrade et al., 2002; Camargo, 2007). Dessa forma, com o objetivo de
descrever e analisar o repertdorio comportamental executado por operarias de A. S.
rubropilosa durante a preparagdo e incorporagdo dos substratos foi elaborado um estudo
etoldgico comparando esses comportamentos durante o processamento de folhas e iscas

granuladas.

2 Material e Métodos

As coldnias utilizadas foram coletadas no municipio de Botucatu-SP e mantidas
Laboratorio de Inseto Sociais-Praga (LISP) da faculdade de Ciéncias Agrondmicas da
UNESP de Botucatu.

Para a realizacdo das observacdes trés colonias com aproximadamente 500 mL
fungo foram transferidas para caixas de vidro (comprimento: 20 cm; largura: 10 cm e
altura: 2,5 cm) com uma camada de gesso para a manutengdo da umidade e com conexdes
para recipientes destinados ao forrageamento e deposicdo do lixo exaurido nas
extremidades opostas (Lopes, 2004). A temperatura ambiente foi mantida
aproximadamente a 22°C= 2, com umidade relativa em torno de 70%= 20.

Anteriormente as observagoes, uma amostra com individuos de variados tamanhos
foi retirada para medicdo da maior largura da cabeca, através de estereomicroscopio
equipado com uma ocular micrométrica. A amostra foi classificada e as castas definidas de

acordo com o proposto em Wilson (1980a), que as dividiu em quatro classes de tamanho:
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as jardineiras, generalistas, forrageiras, e os soldados. Uma vez que soldados ndo foram
encontrados, as observagdes foram efetuadas com base no comportamento das operarias
jardineiras (largura da cabeca entre 0.8 a 1.2 mm), generalistas (largura da cabeca entre 1.3
a 1.6 mm) e forrageiras (largura da cabeca entre 1.7 a 2.2 mm).

Os substratos oferecidos as colonias para as observagdes constou de folhas de
Citrus sp. e pellets de isca granulada a base de polpa citrica ¢ formulada sem principio
ativo, ambos com darea padronizada em 63,58 mm? e 62,86 mm?, respectivamente. As
observagdes foram iniciadas a partir do momento em que o primeiro dos 15 discos de
folhas ou pellets oferecidos, foi carregado para o jardim de fungo.

Todas as observacgdes ad libitum, ou seja, sem intervalo de tempo para os registros,
foram feitas sob estereomicroscopio, ad libitum, ou seja, sem intervalo de tempo para os
registros. Sendo que, em cada uma das 3 coldnias foram realizadas 6 repeti¢des de 5 horas
cada para registrar os comportamentos executados na preparagao e incorporacdo dos discos
foliares, totalizando 90 horas de observagdo. E devido a natureza fisica da isca granulada, 6
repeticdes de 7 horas cada foram realizadas em cada colonia, para registrar os
comportamentos executados em sua preparacao e incorporacgdo, totalizando 105 horas de

observacao.
2.1 Analises estatisticas

Os principais comportamentos executados pelas operarias de A. s. rubropilosa
durante a preparagdo e incorporagao do diferentes substratos no jardim de fungo foram
registrados e as porcentagens de individuos, que executaram os diferentes atos
comportamentais foram calculados de acordo com a classe de tamanho das operarias. Os
dados foram comparados pela andlise dos residuos padronizados em tabelas de

contingéncia (Z) (Pereira, 1999). Para avaliagdo dos comportamentos comparados: isca
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versus folha, foi utilizado o teste de Mann-Whitney (P=0,05) com auxilio do programa

BioEstat 5.0.

3 Resultados
3.1 Processamento e incorporagao dos discos foliares

No momento em que os discos foliares eram carregados pelas operarias forrageiras
para o interior da camara de fungo, outras operdrias de classes de tamanho distintas,
tocavam sua superficie e bordas com as antenas e o aparelho bucal, e em seguida
comegaram a lambé-los continuamente, a0 mesmo tempo outras operarias transportavam e
seguravam os discos para a superficie da cultura de fungo. Os discos eram reduzidos a
fragmentos cada vez menores, que por sua vez tinham suas bordas pregueadas, esses
fragmentos eram entdo mastigados pelas operarias que ocasionalmente depositavam fluido
fecal sobre eles, induzindo seu amolecimento e umedecimento. Apds essa sequéncia de
comportamentos o substrato era finalmente incorporado na regido externa da esponja
fungica e inoculado com uma pequena quantidade de fungo.

O comportamento mais frequentemente observado foi o de lamber a superficie e
bordas do disco foliar, que representou 38,88% de todos os comportamentos executados
(Fig. 1). Basicamente, todas as castas contribuiram para a execugdo deste ato
comportamental, sendo que em proporg¢oes diferentes (Tabela 1). As operarias forrageiras
exerceram 13,33% dessa atividade (Zp.r 1=5,311994; Zpr 2=-0,14412; Zpr 3 = 7,43419),
as generalistas 25,05% (Zp. r 1=28,65059; Zpr 2=19,27417 Zpr 3 =21,34883), e as
operarias jardineiras executaram 61,62% desse comportamento (Zp. r 1=78,58434; Zpr
2=84,38611; Zpr 3 =83,21173).

O segundo comportamento mais observado foi o de preguear as bordas do disco

foliar, o qual correspondeu a 17,70% dos atos executados pelas operarias (Fig. 1 e Tabela
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1), sendo observado excesso de ocorréncias significativas nos grupos das operarias
jardineiras e generalistas, aonde as jardineiras foram efetivamente responsaveis por
54,94% de sua realizagdo (Zprl= 22,68025; Zpr2= 25,2817; Zp 3= 25,56538), seguidas
pelas generalistas com 28,57% (Zprl1=0,185945; Zpr 2=5,377955; Zpr3=5,506622) e
forrageiras com 14,49% (Zp.r 1=-9,282169; Zp r2=-4,69528; Zpr3 = - 5,93832).

Os comportamentos de picotar os discos em pedagos menores € o de incorpora-los
no jardim de fungo representaram 12,47% e 12,14% dos atos efetuados, respectivamente, e
foram desempenhados predominantemente por operarias jardineiras (Tabela 1). Segurar os
discos e depositar hifas sobre os fragmentos incorporados representaram 6,58% e 5,98%,
nesta ordem, do total de atos executados pelas operarias. Sendo o primeiro comportamento
citado, executado, principalmente por operarias generalistas 40,02% e o segundo realizado
predominantemente por operarias jardineiras, responsaveis por 91,58% de sua execucao.

O comportamento com a segunda menor frequéncia observada foi o de transportar o
disco para a superficie do jardim de fungo, correspondente a 3,39% do total de atos
observados, onde se verificou uma maior participacdo das operdrias forrageiras e das
generalistas que representaram respectivamente, 52,37% e 41,46% da execucdo da
atividade. Houve uma maior participa¢ao das operarias jardineiras no comportamento de
deposicao de fluido fecal, representando 86,78% em relacdo as outras duas castas. No
entanto, a porcentagem desse comportamento em relacdo aos anteriormente citados foi

baixa, representando apenas 2, 87% das tarefas totais.

3.2 Processamento e incorporacao dos pellets de isca granulada
O processamento dos pellets ocorreu de forma semelhante ao dos discos de Citrus
sp. sendo que cada categoria de tamanho contribuiu em diferentes propor¢des, para a

execugdo de tais atos. Ndo obstante, o tempo gasto para que a isca fosse totalmente
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incorporada ao jardim de fungo, foi maior do que o gasto pelas operarias para que
realizassem todo o processo com o substrato folha.

Apo6s o oferecimento dos pellets de isca as operarias foram imediatamente atraidas
e passaram a toca-los com as antenas e palpos, carregando-os para o interior da camara de
fungo onde comecaram a lambé-los continuamente, provocando a sua hidratagdo. Ao passo
que algumas operdrias lambiam os pellets, outras os carregavam e 0s seguravam na
superficie do fungo. Apos estarem bem hidratados, os pellets eram fracionados em porcdes
diminutas e incorporados ao fungo.

O comportamento mais frequentemente observado, assim como no experimento
anterior, foi o de lamber a superficie do pellet de isca, que representou 38,68% de todos os
comportamentos executados (Fig. 2). A classe de tamanho mais registrada executando esse
comportamento foi aquela representada pelas operdrias jardineiras, responsaveis por
51,73% desse ato (Zi11=97, 2501; ZI 2= 72,1057; Z; 3= 51,4991), seguidas das generalistas
24,54% (Z11=36,6324; Zi2= 14,7516, Z;3=22,4027) e, finalmente, pelas operarias
forrageiras, que exerceram 23,73% dessa atividade (Zi11=23,8329; Zi2= 18,6163; Zi3=
4,95512) (Tabela 2).

Observado com a segunda maior frequéncia, o comportamento de prensar o
fragmento do pellet correspondeu a 14,37% dos atos executados pelas operarias. As
jardineiras foram efetivamente responsaveis por 56,98% de sua realizag¢ao (Zi11= 8,53995;
Z12= 19,9605; Zi3= 26,648), as generalistas 26,18% (Zil1= -7,0855; Zi2= -3,3956; Zi3=
4,43739) e as forrageiras 16,84% (Zi1=-13,845; Z12=-7,7084; Z13= -2,9662).

Os comportamentos de fragmentar o pellet, incorporé-lo no jardim de fungo e
segura-lo, foram registrados respectivamente, na seguinte frequéncia 13,01%, 9,81% e
9,57% (Fig. 2). Na atividade de fragmentacdo do pellet destaca-se a participagdo

significativa das operdrias jardineiras que executaram 45,37% (Zi1= 8,2629; Z2= 11,559;
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Z13= 4,48916), assim como na incorporacao no jardim de fungo, ato no qual foram as
responsaveis por 74,87% da frequéncia observada (Z11=4,99376; Zi2= 15,5917; Z:3=
22,8168). Segurar os pellets sobre o jardim de fungo foi um comportamento compartilhado
entre as classes de tamanho, aonde as jardineiras executaram 40,44% do total observado
(Z11= 8,09667;, Zi2= -1,3232; Zi3= -10,266), as generalistas, por sua vez, foram
responsaveis por 29,66% (Zi1= 2,88821; Zi2= -12,077; Z:3= -3,4839) ¢ as forrageiras
29,9% (Z11=-2,5419; Z,2=-12,301; Z;3= -3,4839)

Os comportamentos de deposicdo de fluido fecal e deposicao de hifas sobre os
fragmentos incorporados representaram, nessa ordem 7,52% e 5,57% do total de
comportamentos registrados. Em ambos, as operarias jardineiras foram as principais
executoras, sua participagao representou 83,3% (Z11=9,4265; Zi2= 14,6956; Zi13= 26,648)
no primeiro comportamento citado, e 96,62% no segundo (Zi1= -8,6369; Z2= 13,7434;
7Z13=11,4268).

O ato comportamental menos observado foi o de transportar o pellet para a
superficie do jardim de fungo, representando apenas 1,57% do total de atos observados,
sendo que as forrageiras foram as principais responsaveis por sua execucao 80,53% (Zil= -

13,347; Z12=-12,973; Z:3= -14,874).

3.3 Comportamentos comparados: Isca versus Folha

De forma geral, as operarias desempenharam mais atos comportamentais durante o
processamento da isca quando comparado ao processamento das folhas (Fig. 3). A
frequéncia do comportamento de transportar o disco foliar/pellet foi maior em folhas
(39,22+7,38) do que em iscas (20,78+5,50), diferindo estatisticamente entre si (U=9,00; p-

valor (bilateral)< 0,0001).



21

Por outro lado, o comportamento de segurar o disco foliar/pellet foi mais frequénte
em isca (133,50+69,32) do que em folhas (67,94+22,83), com diferenga significativa entre
eles (U =59,50; p-valor (bilateral) =0,0012). A frequéncia do comportamento de lamber
foi maior em isca (546,22+87,76) do que em folhas (444,72+145,76), com diferenga
significativa entre eles (U =91,50; p-valor (bilateral) =0,0257). O mesmo ocorreu com o
comportamento de picotar os pedagos de folha em fragmentos menores/fragmentagdao do
pellet, com uma frequéncia em isca (184,22 £60,58) maior do que na folha (142,67+36,77),
diferindo significativamente entre si (U =94,00; p-valor (bilateral) =0,0314). Ja o
comportamento de preguear as bordas das folhas /prensar os fragmentos do pellet
apresentou uma frequéncia similar nas folhas (202,44+66,00) ¢ na isca (194,61+£102,01),
nao diferindo entre si (U =157,50; p-valor (bilateral)=0,8868).

Porém, o comportamento de deposicdo de fluido fecal apresentou uma maior
frequéncia na isca (106.44£30.53) do que na folha (32.78+12.53), com diferenca
significativa entre eles (U =0,00; p-valor (bilateral)< 0,0001). O contrario ocorreu para o
comportamento de incorporagao no jardim de fungos com frequéncias similares entre isca
(138.83+57.85) e folha (138.83+54.79), sem diferenga significativa entre si (U =160.00; p-
valor (bilateral)=0.9495). O mesmo ocorreu em relagdo ao comportamento de depositar
hifas sobre os fragmentos incorporados com frequéncias similares entre isca (78.67+41.39)

e folha (75.224+29.27) sem diferenca significativa (U =148.50; p-valor (bilateral)=0.9495).

4 Discussao

4.1 Processamento e incorporacgéo dos discos foliares

Os resultados encontrados neste estudo demonstram que o ato de lamber o
substrato, de forma geral, independentemente das classes de tamanho ¢ o mais executado.

Ao lamber as bordas e a superficie do substrato as operdrias removem impurezas
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deletérias, garantindo assim a integridade do jardim de fungo (Stahel, 1943; Andrade et al.,
2002; Andrade, 2002; Mueller, 2002; Diniz e Bueno, 2009, 2010). Além disso, quando
lambem as folhas as operarias removem a camada de cera existente, o que acaba
facilitando o crescimento das hifas do fungo simbionte aumentando o seu potencial de
inoculagdo, a semelhanga do observado para Acromyrmex octospinosus (Quinlan e Cherret,
1977).

A atuacdo das operarias jardineiras e generalistas ¢ indiscutivelmente essencial
durante a execugdo desse comportamento ¢ a demanda por individuos dessas classes de
tamanho para a execucdo do mesmo ¢ alta. Andrade et al., (2002) estudando os
comportamentos de operarias de A. S. rubropilosa durante a preparagdo do substrato,
relataram que a casta predominantemente envolvida no comportamento de lamber as folhas
foi a de operarias jardineiras, que foram responsaveis por 52% dessa tarefa, seguidas pelas
generalistas 38%. Em estudo semelhante Diniz e Bueno (2009) constataram que na espécie
cortadeira de graminea A. bisphaerica, as operarias jardineiras e generalistas foram
responsaveis por 49% e 48% dessa tarefa, respectivamente. No mesmo estudo, mas agora
para A. laevigata, os referidos autores ofereceram folhas de plantas monocotiledoneas e
dicotiledoneas, e verificaram que independente do substrato as jardineiras foram
preponderantemente as executoras desse comportamento.

O ato de lamber além de ser o mais frequénte foi o que mais demandou tempo das
operarias envolvidas, visto que as mesmas comecavam a executa-lo assim que os discos
eram carregados para a camara de fungo, semelhante ao verificado por Andrade et al.,
(2002). Durante todo o periodo de observagdes, as menores classes de tamanho foram
registradas executando esse comportamento. As menores castas, operdrias jardineiras e
generalistas, sdo as principais responsaveis pela preparagdo do substrato e sao

respectivamente, maioria dentro de uma colonia, Weber (1972) demonstrou que os



23

operarias jardineiras representam 60-67 % das formigas presentes no jardim de fungo, as
generalistas 30-33 %, as forrageiras 1-2%, e os soldados, (limitado ao género Atta), menos
de 1% de uma coldnia. Diante disso ¢ possivel afirmar que, a quebra do equilibrio existente
na simbiose, se da quando as operarias diretamente envolvidas no processamento sdo de
alguma forma afetadas, ao ponto de comprometer o cuidado e a manutengao da principal
fonte energética da coldnia.

E fato conhecido que durante o processamento do substrato ocorre ingestio de seiva
pelas operarias (Peregrine e Mudd, 1975; Littledike e Cherret, 1976; Forti e Andrade
1999). Assim, operarias podem, simultaneamente, se alimentar e eliminar
microorganismos indesejaveis, tanto para si quanto para o fungo simbionte. A forma como
a troca de substancias ocorre em formigas cortadeiras ¢ bastante discutida. A trofalaxia,
além de ser uma troca nutricional ¢ uma importante e complexa forma de comunicagao
entre as companheiras de ninho (Holldobler e Wilson, 1990), podendo ocorrer na forma
abdominal ou proctodeal, quando a forma jovem excreta via anus, o alimento, ja digerido
para as operarias adultas (Jaffé, 1993; Schneider, 2003; Lopes et al., 2005) e de forma oral
(‘boca a boca”), e entre operarias adultas, quando o alimento liquido estocado no papo ¢
transferido para companheiras de ninho, sendo entdo denominada trofalaxia oral. No
entanto, alguns autores argumentam que a trofalaxia oral, ocorra em baixa frequéncia ou,
seja até mesmo ausente neste grupo (Andrade et al., 2002; Paul e Roces, 2003; Camargo,
2007), sugerindo ainda que a importancia funcional da trofalaxia oral na alimentacdo e
comunicacdo quimica deste grupo de insetos ¢ uma questdo que merece um estudo
adicional. Assim, pode-se conjecturar que a transferéncia de substancias entre as castas na

coldnia, deva ocorrer durante a limpeza mutua e autolimpeza.
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4.2 Processamento e incorporacéo dos pellets de isca granulada

Durante o processamento dos pellets, notou-se, assim como no experimento
anterior, que lamber o substrato foi a tarefa mais executada durante todo o periodo de
observagdo. Assim como no substrato folha, as operarias jardineiras e generalistas
participaram mais efetivamente desse comportamento. Sendo que nos pellets uma maior
quantidade de formigas exerceu essa fungdo. Como o observado por Andrade (2002), ao
analisar os atos comportamentais durante o processamento da isca, em subespécies e
espécies do género Acromyrmex. A referida autora, também observou que as classes de
tamanho envolvidas no processo, assim como neste trabalho foram as menores da coldnia.

Pode-se atribuir o maior nimero de operarias observadas realizando essa tarefa, ao
fato de que a polpa citrica presente na formulacdo dos pellets, exerca grande atratividade
sobre as formigas (Carlos et al., 2009). Assim, um grande niimero de operarias sdo atraidas
e se expde ao contato direto com o ingrediente ativo, se contaminam, morrem deixando de
exercer as funcdes que lhe sdo atribuidas dentro da colonia, desencadeando um
desequilibrio na relacdo simbidtica.

Dentre os métodos de controle de formigas cortadeiras, a utilizagdo de iscas
formicidas destaca-se devido, principalmente, a sua eficiéncia. Neste método, as iscas sdo
compostas por uma mistura de polpa citrica desidratada (veiculo) e o ingrediente ativo
dissolvido em 6leo de soja, formuladas em pellets (Robinson, 1979; Forti et al., 1998). A
polpa citrica utilizada como veiculo e atrativo nas iscas tdxicas, ¢ apropriada para o
crescimento do fungo cultivado pelas formigas cortadeiras de dicotiledoneas, por
apresentar caracteristicas como: ser levemente acida, possuir alto conteudo de carboidrato,
constituida por nitrogénio, vitaminas e microelementos que fornecem subsidios para o

desenvolvimento do fungo simbionte (Boaretto e Forti, 1997).
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Outros fatores como contaminacdo e umidade, sdo muito importante para a
eficiéncia desse método de controle, mas a atratividade ¢ o ponto vital na eficiéncia das
iscas granuladas, que devem ser atrativa mesmo distante do ninho (Etheridge e Phillips
1976, Forti et al., 1998, Nagamoto et al., 2004; Verza et al., 2006), garantindo que as iscas

sejam carregadas para o ninho pelas operarias.

4.3 Comportamentos comparados: Isca versus Folha

Ao estabelecer uma comparagdo entre os comportamentos efetuados durante a
preparacao dos substratos oferecidos, pode-se inferir que fatores fisicos influenciaram
tanto no tempo, quanto na quantidade de operarias envolvidas neste processo.

A influéncia dos fatores fisicos do substrato, ¢ um fator conhecido na sele¢ao de
plantas, na pds-sele¢do quando da incorporagdo dos materiais forrageados no jardim de
fungo por formigas cortadeiras (Camargo et al., 2004). Quando se compara a aceitagdo de
folhas novas ou velhas por formigas cortadeiras, por exemplo, nota-se maior frequéncia de
trabalhos que demonstram a preferéncia por folhas jovens (Cherrett e Seaforth, 1970;
Barrer e Cherrett, 1972; Cherrett, 1972; Rockwood, 1976; Littledyke e Cherrett, 1978,
Waller, 1982).

Os procedimentos envolvidos na preparagdo do substrato para o cultivo de fungo
simbionte, implicam na manipulagdo deste pelas operdrias. Lamber, mastigar, ingerir
exudados e etc., e durante a execugdo desses comportamentos, as formigas sdo capazes de
perceber a composicdo do material (Camargo et al., 2004). Os pellets de isca sdo
obviamente mais resistentes que os discos foliares, assim seu processamento pelas
operarias, foi mais laborioso. Isso provavelmente tenha ocorrido porque para ser
incorporada ao jardim de fungo, a isca deve passar por um processo de hidratacdo. Em

razdo disso pode-se dizer que, no caso dos pellets, além da assepsia, a hidratagdo dos
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mesmos ¢ realizada durante a lambida e complementada, posteriormente com a deposi¢ao
de fluido fecal.

Mesmo considerando a tentativa de se padronizar a area dos substratos oferecidos
para forrageamento (vide material e métodos), apos a hidratagdo, observou-se visualmente
um aumento no tamanho dos pellets, o que provavelmente pode ser a explicacdo do
elevado nimero de formigas envolvidas em seu processamento. Contudo um estudo
complementar deverd ser efetuado para testar essa hipotese. Com base no repertério
comportamental obtido conclui-se que, mesmo com demanda de operarias e com
frequéncia diferentes, o atos comportamentais executados no processamento de material
vegetal e iscas granuladas foram semelhantes, como por exemplo, lamber e reduzir a

fracdes diminutas os substratos testados.
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Tabela 1. Residuos padronizados no contingenciamento dos comportamentos efetuados por Atta sexdens rubropilosa,
durante a preparagdo e incorporagdo do substrato composto por disco foliar.

Cépsula cefalica | Frequéncia % 1o Substrato Disco Foliar (Zp.r)
Comportamento
(mm) Observada | comportamento Zor | Zor?2 Zor 3
Transportando o disco 0.8-1.2 43 6,17 -16,94109 -15,8001 -16,4797
para a superficie do jardim 1.3-1.6 289 41,46 -12,77994 -10,096 -11,4801
de fungo 17-22 365 52,37 -8,679104  -105815  -10,5163
Total 697 100,00
0.8-1.2 465 32,05 -5,121023  -10,3994  -8,2273
Segurando o disco 1.3-1.6 493 33,98 -8,618798  -7,30461  -6,11903
1.7-22 274 33,98 -11,21198  -14,5258  -9,55251
Total 1232 100,00
_ 08-1.2 4933 61,62 7858434  84,38611  83,21173
Lambendo superficie e 2505
bordas 13-1.6 2005 ; 28,65059  19,27417  21,34883
1.7-22 1067 13,33 5311994  -0,14412  7,43419
Total 8005 100,00
. 08-1.2 980 38,16 4,648623  0,766112  1,952667
Picotando os pedagos de 35.16
folha em fragmentos 13-1.6 903 , 4829542  -0,44753  -1,66152
menores 1.7-2.2 685 26,607 -6,447765  -1,53981  -2,44460
Total 2568 100,00
08-1.2 2075 56,94 2268025 252817 2556538
Pregueando as bordas 1.3-1.6 1041 28,57 0,185945  5,377955 5506622
1.7-22 528 14,49 -9,282169  -4,69528  -5,93832
Total 3644 100,00
0.8-1.2 512 86,78 -3,975201  -8,39689  -8,52849
Deposigao de fluido fecal 13-1.6 64 10,85 -15,91588 -15,8001 -16,2388
1.7-2.2 14 2,37 -16,94109  -16,8924  -17,1423
Total 590 100,00
N o 0.8-12 1926 71,07 24,36883  20,30576  19,84291
Incorporagdo no jardim de 18.77
fungos 13-1.6 469 , 7412669  -7,48666  -8,58872
1.7-2.2 104 4,16 -14,89067  -14,5865  -16,0581
Total 2499 100,00
. . 0.8-1.2 1240 91,58 1,693606  14,29823  7,133007
Deposig¢do de hifas sobre 6.87
o5 fragmentos 13-1.6 93 ; -15,91588  -14,101  -16,1785
incorporados 1.7-22 21 1,55 -16,82048  -16,8924  -16,8411
Total 1354 100,00
0.8-1.2 12174 59,13
Total Geral 13-1.6 5357 26,02
1.7-2.2 3058 14,85
Total 20589 100,00

(Z2)-Residuos padronizados em tabelas de contingéncia Z

(*) Z>1.96 excesso de ocorréncias significativas (alfa = 0.005); Z < -1.96 escassez de ocorréncias significativas (alfa = 0.005).
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Tabela 2. Residuos padronizados no contingenciamento dos comportamentos efetuados por Atta sexdens rubropilosa,
durante a preparagdo e incorporagdo do substrato composto por pellets de isca.

, i Frequéncia % no Substrato Isca (Z)
Comportamento Céapsula cefalica (mm) Observada comportamento
Zi1 72 7Zi3
Transportando o pellet 0.8-1.2 4 1,07 -18,721 -18,518 -20,155
para a superficie do 13-1.6 69 18,4 -18,001 -16,614 -19,223
jardim de fungo 1.7-2.2 302 80,53 -13,347 -12,973 -14,874
Total 375 100
0.8-1.2 986 40,44 8,09667 -1,3232 -10,266
Segurando o Pellet 13-1.6 723 29,66 2,88821 -12,077 -9,0754
1.7-22 729 29.9 25419 -12,301 -3,4839
Total 2438 100
0.8-1.2 5099 51,73 97,2501 72,1057 51,4991
Lambendo superficie 13-1.6 2419 24,54 36,6324 14,7516 22,4027
1.7-2.2 2339 23,73 23,8329 18,6163 4,95512
Total 9857 100
08-1.2 1504 45,37 8,2629 11,559 4,48916
Fragmentacio do pellet 1.3-1.6 873 26,34 -5,257  -3,6756 -1,4647
1.7-22 938 28,3 -10,909 -1,2672 4,95512
Total 3315 100,01
08-12 2087 56,98 8,53995 19,9605 26,648
Prensar o fragmento do 26.18
pellet 13-1.6 959 ; -7,0855 -3,3956  4,43739
1.7-22 617 16,84 -13,845 -7,7084 -2,9662
Total 3663 100
- . 08-1.2 1596 83,3 94265 14,6956 5,26576
Deposi¢ao de fluido
fecal 13-1.6 179 9,34 -15,674 -14,934 -17,256
1.7-2.2 141 7,36 -17,281 -16,278 -16,479
Total 1916 100
. 08-1.2 1871 74,87 4,99376 15,5917 22,8168
Incorporagao no jardim 16.93
de fungos 13-1.6 423 ) 13,5129 -11,181 -10,1109
1.7-2.2 205 8,2 17,5024 -12,5812 -16,3754
Total 2499 100
Deposigio de hifas sobre 08-12 1372 96,62 -8,6369 13,7434 11,4268
os fragmentos 1.3-1.6 41 2,89 -18,777 -17,678 -18,964
incorporados 1.7-2.2 7 0,49 -18,832 -18,518 -19,896
Total 1420 100
0.8-1.2 14519 56,98
Total Geral 1.3-1.6 5686 22,31
1.7-2.2 5278 20,71
Total 25483 100,00

(Z)-Residuos padronizados em tabelas de contingéncia Z

(*) Z >1.96 excesso de ocorréncias significativas (alfa = 0.005); Z < -1.96 escassez de ocorréncias significativas (alfa = 0.005).
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Figura 1: Porcentagem de cada ato comportamental de Atta sexdens rubropilosa durante a
preparacdo e incorporagdo no jardim de fungo do substrato disco foliar (1:Transportar o
disco para a superficie do jardim de fungo; 2: Segurando o disco na superficie da cultura de
fungos; 3: Lamber superficie e bordas do disco foliar; 4: Picotar o disco foliar em
fragmentos menores; 5: Preguear as bordas; 6: Deposicao de fluido fecal; 7: Incorporacao

no jardim de fungos; 8: Deposi¢do de hifas sobre os fragmentos incorporados).
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Figura 2: Porcentagem de cada ato comportamental de Atta sexdens rubropilosa durante a
preparacdo e incorporac¢ao no jardim de fungo do substrato isca (1: Transportando o pellet
para a superficie do jardim de fungo; 2: Segurando o Pellet; 3: Lambendo superficie; 4:
Fragmentacdao do pellet; 5: Prensar o fragmento do pellet; 6: Depositar fluido fecal; 7:
Incorporagdo no jardim de fungos; 8: Deposicdo de hifas sobre os fragmentos

incorporados).
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Figura 3. Numero médio e desvio padrao da frequéncia dos comportamentos de operarias
de Atta sexdens rubropilosa, durante o cultivo do fungo simbionte em pellet de isca
granulada e disco foliar. C1: Transportar o disco/pellet para a superficie do jardim de
fungo; C2: Segurar o disco/pellet; C3: Lamber a superficie e bordas do disco/pellet; C4:
Picotar o disco foliar em fragmentos menores/Fragmentar o pellet; C5: Preguear as
bordas/Prensar os fragmentos do pellet; C6: Deposi¢cao de fluido fecal; C7: Incorporacao
no jardim de fungo; C8: Deposicao de hifas sobre os fragmentos incorporados.
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CAPITULO 2- MANDIBULAS DAS FORMIGAS CORTADEIRAS:
MORFOFUNCIONALIDADE E ASPECTOS RELACIONADOS A PREFERENCIA
AO TIPO DE FOLHAS.
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CAPITULO 2- MANDIBULAS DAS FORMIGAS CORTADEIRAS:
MORFOFUNCIONALIDADE E ASPECTOS RELACIONADOS A PREFERENCIA
NO TIPO DE FOLHAS.

Revista Brasileira de Entomologia

Resumo

O objetivo deste estudo foi destacar possiveis diferencas morfoldgicas entre as
mandibulas de formigas cortadeiras do género Atta. Para tanto foi realizada uma descri¢ao
detalhada, das mandibulas de operarias, da anatomia e da composi¢ao quimica do material
vegetal forrageado pelas espécies Atta bisphaerica e Atta sexdens rubropilosa. Para a
analise morfometrica realizou-se a dissec¢ao de 50 individuos de cada classe de tamanho
para a retirada da mandibula direita, ¢ uma amostra de cada casta foi processada e
submetida a microscopia eletronica de varredura. O estudo anatdmico foi realizado em
fragmentos vegetais coletados proximos aos orificios de entrada dos ninhos. Verificou-se
que as espécies de Atta apresentam morfologia da mandibula semelhantes, sendo
observada diferenca apenas dentro das castas analisadas, demonstrando a clara
especializacdo das operarias. Em relacdo a descricdo morfologica do material vegetal
forrageado os resultados indicam que as gramineas apresentam mais pontos lignificados,
permitindo inferir que seu forrageamento e processamento poderiam levar a diferenciagao
nos atos comportamentais na sua preparagao € incorporacao no jardim de fungos.

Palavras chaves: Hymenoptera, Atta, Morfometria, Silicio, Formigas Cortadeiras
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CHAPTER 2 MANDIBLE OF LEAF CUTTING ANTS: MORPHOLOGICAL
FUNCTION AND ASPECTS RELATED TO PREFERENCE IN TYPE LEAVES.

Revista Brasileira de Entomologia

Abstract

The aim of this study was to highlight possible morphological differences between
the jaws of leaf-cutting ants of the genus Atta. For such a detailed description, the jaws of
workers, anatomy and chemical composition of plant material species foraged by
bisphaerica Atta and Atta leaf cutter was drawn. It was found that the Atta species have
similar morphology of the mandible, only difference being observed within the varieties
analyzed, demonstrating a clear specialization of workers. Regarding the morphological
description of the plant material foraged results indicate that the grasses have more
lignified points, allowing infer that their foraging and processing demands of the workers a
greater energy expenditure and could lead to differentiation in behavioral acts in its
preparation and incorporation into the garden fungus.

Key words: Hymenoptera, Atta, Morphometry, Silicon, Leaf Cutting Ants
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1 Introdugéo

As formigas cortadeiras (Atta e Acromyrmex) utilizam diversas partes de vegetais
para o cultivo do fungo simbionte, fonte de alimento para os individuos das coldnias.
Durante o forrageamento e processamento vegetal, as operarias se dividem em diversas
tarefas de acordo com o seu polimorfismo. Tal processo envolve uma série de tarefas
especificas realizadas em fungdo do tamanho do corpo delas (Wilson 1980, 1983).

Por exemplo, em Atta sexdens rubropilosa, apds o forrageamento, as operarias
generalistas (largura da cabega entre 1,3 a 1,6 mm) lambem e repicam as folhas em
pedacos de 1 a 2 mm de didametro. Em seguida, operarias menores (largura da cabeca entre
0,8 a 1,2 mm) mastigam ao longo das bordas até¢ a reducdo das folhas em uma polpa
umida, e inserem tais fragmentos no jardim de fungo (Wilson, 1980; Fowler, 1983;
Andrade 2002; Lopes 2004; Camargo 2007; Diniz & Bueno 2009; 2010). Finalmente, tufos
de hifas sdo transplantados na superficie dos fragmentos (Weber 1956, Lopes et al. 2004).
Esse repertério promove uma adequacdao do material vegetal forrageado para o
desenvolvimento do fungo simbionte.

Tanto as cortadeiras de gramineas (por exemplo, Atta capiguara), quanto as de
folhas de dicotiledoneas (por exemplo, Atta sexdens) apresentam um drastico tratamento
vegetal desde o corte das folhas até a incorporacao dessas no jardim de fungo (Lopes et al.,
2004; Forti et al., 2004; Camargo et al., 2007). Entretanto, mudangas comportamentais

ocorrem em decorréncia das diferengas morfoldgicas das espécies de formigas. As
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formigas cortadeiras de gramineas tendem ter as mandibulas mais maci¢as e curtas,
enquanto as cortadeiras de dicotiledoneas, tendem a ter uma mandibula mais longa e
menos macica (Fowler et al., 1986). Provavelmente, essas diferengas morfoldgicas possam
estar relacionadas com a natureza fisica do material vegetal que ambas forrageiam, as
gramineas (poecea) estdo entre as plantas que mais acumulam silicio; a maior parte deste
elemento se deposita nas partes aéreas na forma de particulas solidas de silica hidratada
(SiO02nH20) (Motomura et al., 2002). E conhecido que o silicio ocorre em todas as plantas,
entretanto apresenta sua concentragdo variando de 0,1-10% de peso seco (Epstein, 1999;
Miiller 2003).

O acumulo de silica tem sido associado com uma variedade de fungdes, incluindo a
protecdo contra ataques de fungos, a resisténcia a perda de é4gua, a estimulacdo da
fotossintese e apoio estrutural (Lux & Luxova et al., 2003; Miiller 2003; Hattori & Inanaga
et al., 2005), além disso, a silica tem um papel importante nas intera¢des de herbivoria das
plantas. Massey et al. (2006a, 2006b, 2007, 2008, 2009) mostraram em seus estudos, que o
acimulo de silica em gramineas proporciona um aumento de abrasividade na folha,
causando o desgaste e deterioragdo das mandibulas e impedimento a alimentagdo de
insetos.

Direcionados por esse conhecimento prévio, foi estudada a morfologia das
mandibulas das operarias entre as castas de formigas cortadeiras de gramineas e
dicotiledoneas, Atta bisphaerica e Atta sexdens rubropilosa testando a hipdtese de que
existem diferencas morfoldgicas e essas diferencas estariam relacionadas com as tarefas
que lhes sdo atribuidas, bem como os aspectos morfoldgico e quimico das plantas
forrageadas por essas espécies de formigas.

2 Material e Métodos

2.1 Morfometria mandibular
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Para este estudo 2 espécies de formigas cortadeiras, A. S. rubropilosa ¢ A.
bisphaerica, foram utilizadas.

As colonias utilizadas foram provenientes do campo e de laboratério. Para coleta
das operarias de A. bisphaerica, uma unica camara de fungo de um ninho adulto foi
escavada, na Fazenda Santana, localizada nas proximidades da Fazenda Experimental
Lageado da UNESP, no municipio de Botucatu-SP, cujas coordenadas geograficas sao
(22°50°46” S e 48°26°02” W). Sendo a vegetacdo predominante composta, principalmente
por Paspalum sp. As operarias de A. s. rubropilosa foram oriundas de uma colonia adulta
de laboratorio. A classificacdo das operarias em castas foi realizada tomando-se por base o
proposto por Wilson (1980a).

Para analise morfometrica realizou-se a disseccao de 50 individuos de cada classe
de tamanho para retirada da mandibula direita sob estereomicroscopio: jardineira (largura
cabecga 0,8-1,2mm; n=50), generalistas (largura da cabeca 1,3-1,6mm; n=50), forrageiras
(largura da cabeca 1,7-2,2mm; n=50) e soldados largura da cabega > 3,3mm; n=50).

Para montagem das laminas foi utilizado esmalte incolor para unhas e as
mandibulas foram arranjadas antero-posteriormente nas laminas, que apds a montagem
foram mantidas em temperatura ambiente até a secagem do esmalte.

As medidas foram feitas usando uma ocular micrométrica acoplada a um
estereomicroscopio: (1) comprimento da mandibula; (2) largura da mandibula; (3)
comprimento do primeiro dente; (4) comprimento do segundo dente; (5) numero de dentes
e (6) largura da cabeca (mm).

Para detectarmos diferencas na morfologia entre as mandibulas de diferentes
espécies de formigas, amostras constituidas da mandibula direita das operarias de todas as
classes de tamanho foram fixadas em glutaraldeido e enviadas ao Centro de Microscopia

Eletronica do Instituto de Biociéncias da Unesp de Botucatu-SP (CME-IBB), para que
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entdo fossem processadas e submetidas a microscopia eletronica de varredura (MEV). E
para detectar a ocorréncia do desgaste a mandibula de uma operaria forrageira de A. s.
rubropilosa com 1 dia de emergéncia também foi submetida a fixagdo e MEV.

Os dados obtidos com a morfometria das mandibulas foram submetidos a andlise de

discriminacao linear (LDA) através do programa R Studio.

2.2 Descricdo morfoldgica do material vegetal forrageado

O estudo anatomico foi realizado no Laboratério de Anatomia Vegetal do
Departamento de Botanica do Instituto de Biociéncias da Unesp de Botucatu-SP. Foram
selecionados os materiais vegetais forrageados por 2 espécies de formigas cortadeiras: A.
bisphaerica ¢ A. s. rubropilosa.

Para a espécie A. bisphaerica, as amostras utilizadas foram coletadas a campo,
junto a trilha de forrageamento préximo aos orificios de entrada do ninho. Os ninhos ficam
localizados em uma area de pastagem, sendo assim apenas uma espécie, Paspalum sp.
vegetal foi coletada. Para A. s. rubropilosa as amostras foram coletadas em uma coldnia de
laboratorio. O forrageamento foi realizado abrindo-se uma das conexdes da colonia, dando
acesso a uma bandeja onde as espécies vegetais, Acalypha sp., Ligustrum sp., Eucalyptus
sp., Citrus sp., Gmelina sp. foram dispostas. A medida que eram cortados pelas operarias,
os fragmentos eram entao recolhidos.

Apo6s serem coletados, os fragmentos foram fixados em FAA 50% por 24h e depois
colocados em etanol 70%. Para os estudos morfologicos foram confeccionados, a mao livre
e em micrétomo de ranvier, cortes transversais, que posteriormente foram clarificados com
hipoclorito de sédio 20% por 1-5 minutos, lavados em dgua destilada, submetidos a
coloragdao com safrablau (5 mL de solugdo aquosa de safranina 1% - 95 mL de solucao

aquosa de azul de Astra 1% - duas gotas de acido acético glacial), montados em gelatina


http://hvsh.cria.org.br/hv?action=byName&search=1&family=EUPHORBIACEAE&genus=Acalypha&species=sp.&typus=0
https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=643&q=gmelina&spell=1&sa=X&ei=YppaU8rAFIir8gH3qYGwCQ&ved=0CCcQvwUoAA
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glicerinada (Kraus e Arduin 1997) examinados ao microscopio de luz, onde os melhores
cortes foram selecionados e fotografados.
2.3 Quantificacéo de silicio no material vegetal forrageado

Para este estudo amostras das plantas forrageadas foram coletadas, secas em estufa
com circulagdo de ar forcado (65 °C), moidas e encaminhadas ao laboratorio de Relacao
Solo Planta do Departamento de Agricultura da Faculdade de Ciéncias Agronomicas -
FCA-Unesp de Botucatu-SP. O procedimento de andlise e determinagdo de silicio no
tecido vegetal foi realizado de acordo com o descrito por Elliott e Snyder (1991). As
médias foram entdo submetidas a andlise de varidncia (ANOVA One way), realizado pelo
programa estatistico BioEstat 5.0.
3. Resultados
3.1 Morfometria das mandibulas

Nao foram encontradas diferencas na morfometria das mandibulas entre as espécies
estudadas. Sendo que dentro das espécies verificaram-se diferengas nas diferentes classes
de tamanho. Os soldados (largura da cabega > 3,3 mm) de ambas as espécies, apresentam
mandibulas maiores e mais robustas em relacao as demais castas. As operarias forrageiras
(largura da cabeca entre 1,7-2,2 mm) possuem mandibulas com morfologia semelhante a
dos soldados, menos robustas e menores, apresentando desgaste nos dentes (Figura 6-7),
com um numero médio de dentes de 7.78+0.79 para A. bisphaerica e 8.36:1.05 para A. s.
rubropilosa. O desgaste nos dentes foi observado ao se comparar forrageiras adulta com
idade nao determinada (Figura 10) e adulta com 1 dia de emergéncia (Figura 11), onde
claramente observa-se na figura 10 dentes levemente mais arredondados, provavelmente
devido ao desgaste, em relagdo a figura 11, onde também ¢ possivel observar dentes mais

pontiagudos € em maior nimero.
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As generalistas (largura da cabega entre 1,3- 1,6 mm) de A. bisphaerica apresentam
mandibulas mais alongadas em relagdo as de A. s. rubropilosa (Figura 4-5), sem apresentar
desgaste nos dentes, embora a figura 4 o evidencie na espécie A. bisphaerica, a maioria das
mandibulas analisadas neste estudo nao apresentava desgaste, atribui-se esse fato a
provavel erro durante o processamento para realizagdo da microscopia eletronica de
varredura (MEV).

O padrdo alongado nas mandibulas de A. bisphaerica também foi observado nas
jardineiras (largura da cabeca entre 0,8-1,2 mm) desta espécie (Figura 2-3). Nao se
observou desgaste nos dentes dessa classe de tamanho em ambas as espécies, sendo estes
em maior numero e mais pontiagudos em relagdo as outras castas analisadas (Tabela 1).
Em todas as classes de ambas as espécies os dentes se apresentam com aspecto serrilhado,
caracterizado pela progressiva redu¢do de seu tamanho. A principal diferenga entre eles €
relacionada ao dente distal sendo maior que os demais.

A anélise de discriminacdo linear explica mais de 94% da variabilidade entre os
grupos (espécies e castas), sendo adequada para esses dados. Dessa forma, os coeficientes
lineares foram extraidos de cada varidvel (a posi¢do de cada variavel no espaco
multidimensional — 6 dimensdes), posteriormente, aplicando-se uma funcao genérica para
prever as probabilidades baseado nestes valores. As probabilidades foram para A.
bisphaerica B_S (soldado de A. bisphaerica) =0.94; B _F (forregeiras de A. bisphaerica)
=0.96; B_G (generalistas de A. bisphaerica) =0.86; B J (jardineiras de A. bisphaerica)
=0.68, e para A. s. rubropilosa S_S (soldados de A. s. rubopilosa) =1.00; S_F (forrageiras
de A. s. rubopilosa) =0.92; S G (generalistas de A. s. rubopilosa) =0.86, S J (jardineiras
de A. s. rubopilosa) =0.70. Portanto, as medidas do comprimento da mandibula (CM),

largura da capsula cefalica (CC) e largura da mandibula (LM) foram, por exemplo, 100%
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na identificacdo de S_S e 94% para B_S. Seguido das forrageiras de ambas as espécies

(B_F=96% e S_F =92%). Posteriormente por generalistas, e por ultimo as jardineiras.

Assim, evidencia-se que ndo ha aparentemente diferencas entre espécies. Mas ha,
aparentemente, diferencas entre castas que se mantém entre as espécies. O grafico de LDA
ilustra as probabilidades previstas no modelo, por exemplo, 100% dos valores de S_S sdo

da mesma cor, porém, alguns valores de B_S estdo dentro de S_S (em cinza) (Figura 1).

3.2 Descricdo morfologica do material vegetal forrageado

1. Acalypha sp.

O limbo foliar de Acalypha sp. apresenta epiderme unisseriada revestida por
cuticula moderadamente espessa. Os estomatos ocorrem na face abaxial da folha e estdo
dispostos no mesmo nivel das demais células epidérmicas (Figuras 12).

O mesofilo ¢ dorsiventral constituido por uma a duas camadas de parénquima
pali¢adico e trés a quatro camadas de parénquima lacunoso (Figura 13). Idioblastos com
cristais de célcio sdo observados no mesofilo (Figura 13). Pequenos feixes vasculares
distantes um do outro sdo observados no mesofilo.

Na regido da nervura principal (Figuras 14), o cortex € constituido por quatro a
cinco camadas de colénquima do tipo angular e seis a sete camadas de parénquima. O
sistema vascular ¢ constituido por floema e xilema, ndo tendo sido observada zona cambial
instalada. Chama atengao a escassez de lignificagdo, sendo os elementos de vaso do xilema
as Unicas células com paredes lignificadas.

2. Gmelina sp.

O limbo foliar de Gmelina sp. apresenta epiderme unisseriada (Figuras 15-16)
revestida por cuticula pouco espessa. Os estdmatos ocorrem na face abaxial da folha e

estdo dispostos no mesmo nivel das demais células epidérmicas. Tricomas tectores e
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glandulares sdo observados em ambas as faces do limbo foliar (Figura 17), sendo mais
abundantes na face abaxial da folha. Chama aten¢ao a escassez de lignificacao, sendo os
elementos de vaso do xilema as tinicas células com paredes lignificadas.

O mesofilo ¢ dorsiventral e constituido por uma a duas camadas de parénquima
paligadico e por trés a quatro camadas de parénquima lacunoso com espagos intercelulares
reduzidos (Figura 16). Os feixes vasculares sdo envoltos externamente pela bainha do feixe
(Figura 17) que se estende em diregdo as faces abaxial e adaxial do limbo foliar.

Na regido da nervura principal (Figura 18), muitos tricomas tectores e glandulares
sd3o observados em ambas as faces da folha. O cortex ¢ constituido por cerca de quatro
camadas de células de colénquima do tipo angular e quatro a cinco camadas de células de
parénquima. O sistema vascular ¢ constituido por floema e xilema. Chama atencdo a
escassez de lignificacdo, sendo os elementos de vaso do xilema as tUnicas células com
paredes lignificadas.

3. Citrus sp.

O limbo foliar de Citrus sp. apresenta epiderme unisseriada (Figura 19) revestida
por cuticula espessa. Os estdmatos ocorrem na face abaxial da folha e estdo dispostos no
mesmo nivel das demais células epidérmicas. Idioblastos contendo cristais prismaticos de
oxalato de calcio sdao observados na epiderme em ambas as faces da folha (Figuras 21-22).

O mesofilo ¢ dorsiventral com duas a trés camadas de parénquima palicadico e de
dez a onze camadas de parénquima lacunoso (Figura 20). Cavidades secretoras de 6leo sao
observadas subjacentes a epiderme, sendo mais comuns na face adaxial da folha (Figura
20). Células contendo rafides sdo observadas no mesofilo em cortes sem coloragdo (Figura
22). Os feixes vasculares imersos no mesofilo sdo envoltos por calotas de fibras

lignificadas.
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Na regido da nervura principal (Figuras 23-24), cértex ¢ constituido por cerca de
cinco camadas de colénquima e cinco camadas de parénquima. O sistema vascular ¢
envolto externamente por uma calota constituida por quatro a cinco camadas de fibras
lignificadas. Observa-se zona cambial instalada entre o xilema e floema (Figuras 24).

4. Eucalyptus sp.

O limbo foliar de Eucalyptus sp. apresenta epiderme unisseriada revestida por
cuticula espessa. Os estdmatos ocorrem em ambas as faces do limbo foliar e estdo
dispostos no mesmo nivel das demais células epidérmicas (Figuras 25-26).

O mesofilo ¢ isolateral constituido por cinco a seis camadas de parénquima
palicadico (Figuras 27-28). Cavidades secretoras de oleo sdo observadas subjacentes a
epiderme e sdo mais abundantes na por¢do adaxial do limbo foliar (Figuras 25-26). Os
feixes vasculares apresentam calotas de fibras lignificadas. Nos feixes de médio calibre,
observa-se um prolongamento da bainha dos feixes vasculares em dire¢do as faces abaxial
e adaxial do limbo foliar, chegando até as células epidérmicas (Figura 28).

Na regido da nervura principal (Figuras 29-30) o cortex ¢ constituido por trés a
quatro camadas de colénquima e quatro a cinco camadas de parénquima. Entre o xilema e
o floema observa-se zona cambial instalada.

5. Ligustrum sp.

O limbo foliar de Ligustrum sp. apresenta epiderme unisseriada revestida por
cuticula delgada (Figura 31). Os estomatos ocorrem na face abaxial da folha e estdo
dispostos no mesmo nivel das demais células epidérmicas (Figura 32). Tricomas
glandulares sésseis sao observados em ambas as faces do limbo foliar e estdo inseridos em

pequenas reentrancias da epiderme (Figura 31).
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O mesofilo ¢ dorsiventral com uma a duas camadas de parénquima paligadico e de
cinco camadas de parénquima lacunoso constituido por células de formato regular (Figura
32). Os feixes vasculares imersos no mesofilo sdo pequenos e proximos entre si.

Na regido da nervura principal (Figura 33), cortex € constituido por duas a trés
camadas de colénquima e cerca de oito camadas de parénquima. Entre floema e xilema
observa-se zona cambial instalada.

6. Paspalum sp.

A lamina foliar de Paspalum sp. apresenta epiderme unisseriada (Figura 34),
constituida por células epidérmicas comuns com paredes lignificadas. Na face adaxial do
limbo foliar, ocorrem agrupamentos de células buliformes. Os estdmatos estdo presentes
em ambas as superficies do limbo foliar (Figura 34).

No mesofilo, as células do parénquima clorofiliano dispdem-se radialmente ao
redor dos feixes vasculares, caracterizando anatomia Kranz. A endoderme é bem
delimitada ao redor dos feixes vasculares. Grupos de fibras com paredes lignificadas
envolvem xilema e floema. Os feixes vasculares estdo proximos entre si. Nas regides mais
salientes do limbo foliar, onde se localizam os feixes vasculares de médio e grande calibre,

grupos de fibras ocorrem subjacentes a epiderme.

3.3 Quantificacéo de silicio no material vegetal forrageado

Foi detectado diferenga significativa no teor médio de silicio entre as espécies
vegetais (ANOVA, Fe14= 16.6624, p< 0.0001). A espécie Paspalum sp. (10515.6+863.2
mg Kg-1) nao diferiu da especie Gmelina sp. (9601.0+686.0 mg Kg-1) e Saccharum
officinarum (9601.3£1028.5 mg Kg-1), porém diferiu das espécies Ligustrum sp.
(6515.0+343.0 mgKg-1), Citrus sp. (7887.0+686.0 mgKg-1), Acalypha sp. (6858.0+343.0

mgKg-1) e Eucalyptus sp. (6972.3+523.9 mgKg-1) (Tukey pos test, p< 0.001). A espécie
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vegetal Gmelina sp. diferiu das espécies Ligustrum sp., Acalypha sp. e Eucalyptus (Tukey
pos test, p< 0.001), mas ndo das espécies Citrus sp. e Saccharum officinarum . A espécie
vegetal Ligustrum sp. diferiu da espécie Saccharum officinarum, (Tukey pos test, p<
0.001), sendo que a Saccharum officinarum diferiu das espécies Acalypha sp. e Eucalyptus

sp.(Tukey pos test, p< 0.001).

4 Discussao

Com base nos resultados obtidos, refuta-se parcialmente a hipdtese da
morfofuncionalidade das mandibulas das cortadeiras de folhas largas (A. s. rubropilosa) ¢
gramineas (A. bisphaerica), ou seja, diferencas morfologicas associadas as diferengas
comportamentais das espécies. Essa hipotese foi aventada por Fowler et al. (1986),
baseando-se em diferengas morfoldgicas desses grupos, ou seja, espécies que cortam
preferencialmente gramineas, as forrageiras tendem a ser mais robustas (pernas
metatoracicas menores) com mandibulas mais curtas, em relacdo as forrageiras de folhas
largas, as quais tendem a ser maiores (pernas metatoracicas mais longas) com mandibulas
menos maci¢a. Dessa forma, as forrageiras cortam a vegetacdo diferentemente. Por
exemplo, durante o forrageamento, Atta capiguara orienta-se na posi¢do descendente
durante o corte da lamina foliar de gramineas, realizando o corte, e imediatamente
retornando ao ninho. Ja as cortadeiras de folhas largas, as pernas metatoracicas servem
como um pivo durante o corte, e suas mandibulas deslizam na lamina foliar realizando o
corte. Durante o cultivo do fungo simbionte, também observa-se uma diferenciacao
comportamental entre as cortadeiras de gramineas e folhas largas (Lopes, 2004), ou seja, as
cortadeiras de folhas largas apresentam um maior grau de processamento do material

forrageado, como se fosse uma trituragdo antes de incorporar o fungo simbionte. As
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cortadeiras de gramineas apresentam um menor grau de processamento vegetal, ou seja, as
laminas foliares sao dispostas sob o jardim de fungo, com posterior incorporagao do fungo

simbionte.

No presente estudo ndo foi observado uma diferenciacdo morfologica entre as
espécies, suportado pela a analise de discriminante linear, que ndo detectou variagdo entre
os caracteres avaliados, apenas entre as castas (Figura 1). Provavelmente, esses resultados
estdo relacionados ao passado evolutivo recente de ambas espécies. Sabe-se que o género
Atta ¢ monofilético (Bacci et al. 2009), com a radiacdo adaptativa relativamente recente, ha
cerca de 8 a 13 milhdes de anos atras (Brady et al., 2006). Entretanto, radiagdo adaptativa ¢
baseada nas relacdes filogenéticas das espécies e ndo da datagdo de fosseis conhecidos de
Atta, o qual € escasso para o género, sendo apenas conhecido um tragado fossil do ninho de

Atta do Mioceno, localizado na Patagdnia, Argentina (Laza, 1982).

Apesar dessa relagdo filogenética intima das espécies estudadas (A. s. rubropilosa e
A. bisphaerica) e seu recente passado evolutivo, refletindo em uma similaridade
morfologica das mandibulas, ao menos, pelos caracteres avaliados (Tabela 1), essas
espécies apresentam uma ampla distribui¢do pelo Neotropico, diferenciacao na nidificacao,
preferéncia alimentar e comportamento. A cortadeira de graminea A. bisphaerica esta
restrita apenas ao Brasil (Wilson, 1986), em especial nos estados de Sao Paulo, Minas
Gerais, Rio de Janeiro e Mato Grosso do Sul (Forti & Boaretto, 1997), ja Atta sexdens e
suas subespécies estdo distribuidas desde a Costa Rica & Argentina e Paraguai (Wilson,
1986), sendo a A. s. rubropilosa com ocorréncia nas regides Centro Oeste e Sudeste (Forti
& Boaretto, 1997). Pose-se dizer que a nidificagdo ¢ um resultado do bioma em que se
encontram, sendo que os ninhos de A. bisphaerica sdo pouco profundos e geralmente em

areas abertas, como por exemplo em pastagens, e com grande incidéncia de insolagdo, ja
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em A. s. rubropilosa a nidificacdo ocorre somente em arcas sombreadas, como bosques

nativos e florestas de eucalipto, sendo relativamente mais profundos (Forti et al., 2011).

A preferéncia alimentar é distinta entre as espécies, sendo que A. S. rubropilosa
forrageiam preferencialmente plantas dicotiledoneas, ¢ A. bisphaerica preferencialmente
gramineas (Fowler, et al. 1986), um resultado do Bioma em que se encontram. A estrutura
morfolégica das laminas foliares das plantas preferidas sustenta a diferenciacdo no
comportamento de corte e cultivo do fungo simbionte pelas operarias. As plantas de
gramineas sdo extremamente vascularizadas e lignificadas, ja as folhas das plantas
dicotiledoneas apresentam uma disposi¢do ndo agrupada dos feixes (anatomia Kranz) e
com uma menor lignificagdo. A descri¢do morfologica detalhada pode ser encontrada nas
figuras 12-18, 19-24, 25-30, 31-37, das folhas de maior preferéncia das operarias de
formigas cortadeiras A. S. rubropilosa e A. bisphaerica. Esses resultados corroboram com o
fato das cortadeiras de gramineas apresentarem um processamento menos minucioso do
material vegetal em comparacdo as cortadeiras de folhas largas, visto a maior dureza e

resisténcia ao corte das mesmas.

Adicionalmente, um estudo do teor de silicio das plantas preferidas, em que
claramente as gramineas apresentaram um maior teor de silicio do que a maior parte das
dicotiledoneas (Figura 38). O silicio ¢ conhecido por estar presente nos tecidos vegetais
das plantas como um mecanismo de reduzir herbivoria pelos vertebrados (McNaughton &
Tarrants, 1983) e invertebrados (Vicari & Bazely, 1993), por meio do aumento de
resisténcia ao corte e seu efeito abrasivo nas mandibulas, atuando como deterrente
alimentar (Massey et al. 2006a). Esse efeito abrasivo foi observado nas mandibulas das
forrageiras de A. bisphaerica e A. s. rubropilosa, as quais apresentaram um severo desgaste

nos dentes mandibulares, quando comparadas as demais castas (Figura 6-7) e a uma
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forrageira recém emergida (Figura 10-11). Uma forma de reduzir o efeito abrasivo das
mandibulas ¢ a incorporagdo de componentes inorganicos nas mandibulas, tornando-as
mais resistentes ao interagir com o ambiente. Por exemplo, A. s. rubropilosa apresenta uma
alta correlacdo entre a dureza da mandibula e o conteido de Zinco (Schofield, 2002),
porém esse enriquecimento mineral ¢ desconhecido para as espécies que cortam gramineas,

as quais forrageiam plantas com alto teor de Silicio.

A diferenciacao morfoldgica entre as castas € notorio em ambas espécies estudadas
(Figura 2-3, 4-5, 6-7, 8-9, 10-11), como suportado pela analise de discriminante linear. As
jardineiras s3o as menores operarias e sempre estdo no interior do ninho, apresentam-se em
maior quantidade, as tarefas tipicas atribuidas a esse conjunto de operarias ocorrem
exclusivamente dentro dos ninhos, como por exemplo o cuidado com a prole e tratamento
final do substrato e inoculacdo de hifas nos fragmentos incorporados no jardim de fungos
(Wilson, 1983), e suas mandibulas sdo diminutas e menos esclerotizadas, e em A.
bisphaerica sdo mais alongadas em relagdo as outras castas, visto que suas tarefas sdo as
mais laboriosas € minuciosas e seus dentes ndo apresentam desgaste (Figuras 2-3). As
generalistas executam um numero relativamente maior tarefas, que incluem desde a
eliminagao de residuos da coldnia, cuidado com a prole e rainha até tarefas relacionadas ao
cultivo do fungo simbionte (Wilson, 1983). A mandibula das generalistas de A.
bisphaerica sdo visivelmente mais alongadas que as de A. s. rubropilosa (Figura 4-5).
Essas duas classes de tamanho sdo predominantes dentro da populagdo de uma coldnia de
formigas cortadeiras e durante o processo de incorporagdo de vegetais sao responsaveis por
um grande numero de tarefas relacionadas com a preparacdo do vegetal (Peregrine &
Cherrett, 1974, 1976, Littledyke & Cherrett, 1976). O referido alongamento na morfologia

das mandibulas, observado apenas nas jardineiras ¢ generalistas de A. bisphaerica pode



52

estar relacionado com a forma de processamento das gramineas. As laminas de gramineas
nao sdo repicadas e processadas antes da incorporagdo, como € observado com fragmentos
de folhas de dicotiledoneas, que apds processadas pelas operarias ficam com aspecto de
polpa, o que segundo Lopez et al (2004), facilitaria a implantacdo de tufos de hifas. As
forrageiras sdao as operarias cuja funcao ¢ explorar, escavar, recrutar outras formigas e
principalmente o corte da nova vegetacao (Wilson, 1983), ou seja, em ambas as espécies
estudadas, essas operdrias nao estdo envolvidas nas atividades mais laboriosas do
processamento vegetal e sim na exploracdo e corte do mesmo. Podendo-se inferir que a
mandibula dessas operarias apresentam tdo acentuado desgaste em seus dentes (Figura 6-7)
devido as funcdes que lhe sdo atribuidas. O que fica explicito quando se compara
mandibulas de operarias com diferentes idades (Figura 10-11). Aos soldados atribui-se
como tarefa a defesa do ninho (Wilson, 1983), o que exige mandibulas maiores e mais
robustas (Figura 8-9) e assim como as forrageiras, este grupo ndo esta envolvido no

processamento vegetal, ndo havendo entdo diferenciacdo morfoldgica entre as espécies.

Mandibulas de formigas e as suas estruturas acessorias formar um sistema simples
capaz de gerar uma vasta gama de movimentos. As formigas em geral, usam as mandibulas
para praticamente qualquer tarefa, incluindo-captura de presas, luta, de corte de folha,
cuidado ninhada e comunicagdo. Mesmo sendo ferramentas importantes para muitas
tarefas (Holldobler & Wilson, 1990; Paul, 2001), poucas informagdes sobre sua morfologia
estdo descritas, e ndo fornecem informacdes quantitativas sobre como elas diferem. A
especializacdo da mandibula ndo ¢ dependente apenas da morfologia, mas também esta
relacionada com a velocidade de movimento e na forga que as mandibulas podem gerar.
Por exemplo, capturar uma presa, obviamente, requer diferentes caracteristicas de

movimento das exigidas para quebrar sementes (Paul, 2001). Assim, os padroes de nervura
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exibidos por gramineas e dicotiledoneas também devem influenciar a especializagdo da
mandibula. Apesar de refutar a hipotese de morfofuncionalidade das mandibulas, baseado
nos dados de morfometria mandibular, anatomia e quantificagdo do silicio do material
vegetal forrageado, um estudo adicional devera ser realizado levando em consideragdo: o
tamanho corporal das forrageiras, a robustez e resisténcia (teor de Zn) das mandibulas,

for¢a empregada no corte e o biomecanica das mandibulas.
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Tabela 1: Medidas morfométricas (média e desvio padrao) (mm) das mandibulas e dentes
de Atta bisphaerica e Atta sexdens rubropilosa.

Espécies de Cast Capsula Comp.da Largurada Comp. Comp.  Numero de
astas
Formigas Cefalica Mandibula Mandibula 1° Dente 2° Dente Dentes

Jardineiras 0.76+0.20 0.40+0.10 0.25+0.09 0.08+£0.06 0.04+0.02 10.14+2.12
Generalistas 1.29+0.10 0.67+0.06 0.46+0.04 0.20+0.04 0.09+0.03 7.92+0.73
Forrageiras 2.13+0.19 0.99+0.08 0.70+0.06 0.26+0.05 0.13+0.04 7.78+0.79
Soldados  4.79+0.43 1.58+0.08 1.11+0.07 0.49+0.07 0.14+0.03 7.78+0.68

Atta bisphaerica

Jardineiras 0.89+0.13 0.51+0.10 0.30+£0.06 0.10=0.03 0.05+0.02 9.46*1.15
Atta sexdens Generalistas 1.32+0.08 0.65+0.06 0.40+0.05 0.13+0.03 0.07+0.02 8.84+1.08
rubropilosa Forrageiras 2.02+0.18 0.88+0.11 0.52+0.07 0.17+0.05 0.09+0.03 8.36+1.05
Soldados  3.79+0.23 1.54+0.07 0.94+0.05 0.41+0.04 0.17+0.03 8.64+0.80
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Figura 1. A analise de discriminag¢ao linear (LDA) das especies de formigas. S S:
Soldados de A. s. rubopilosa; S_F: Forrageiras de A. s. rubopilosa; S_G: Generalistas de A.
s. rubopilosa; S _J: Jardineiras de A. s. rubopilosa; B_G: Generalistas de Atta bisphaerica;
B _F: Forregeiras de A. bisphaerica; B_J: Jardineiras de A. bisphaerica; B_S: Soldados de
A. bisphaerica.



58

Figa 4-5 Fac ﬁtero-poseri da mandibulairita e operéras gneralistas de A.
bisphaerica (4) e A. s. rubropilosa (5).
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Fir 6-7. Fac éntero-oterior da mandibula dreita de operéias forrageias de A.
bisphaerica (6) e A. s. rubropilosa (7).

Fi 8-9. ce tero-pterior a mandibula diit de solao de A. isphaeica (8)e
A. s. rubropilosa (9).
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Fira 10-11. Face énto-osteior da mandibula de operarias orraeiras e A. s.
rubropilosa com diferentes idades, evidenciando desgaste natural devido a atividade
forrageira: Adulta sem idade determinada (10) e adulta com 1 dia de emergéncia (11).
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Figura 12-18. Secg¢oes transversais do limbo foliar de Acalypha sp (12-14) e Gmelina sp
(15-18) coradas com Safrablau. 12. Aspecto geral mostrando epiderme unisseriada com
estomatos (ES) na face abaxial e mesofilo dorsiventral. 13. Detalhe da figura anterior
mostrando idioblastos com cristais no mesofilo. 14. Nervura principal mostrando tecidos
vasculares e cortex constituido por colénquima e parénquima. 15. Aspecto geral mostrando
onde se nota abundancia de tricomas no limbo foliar. 16. Detalhe mostrando epiderme
unisseriada e mesofilo dorsiventral. Observar abundancia de tricomas tectores e
glandulares. 17. Sec¢do mostrando extensdo da bainha do feixe vascular.18. Nervura
principal mostrando tecidos vasculares e cortex constituido por colénquima e parénquima.
BF: bainha do feixe; CR: cristais; EP: epiderme; ES: estomato; FL: floema; PA:
parénquima; PP: parénquima paligaddico; PL: parénquima lacunoso; TG: tricoma glandular;
TT: tricoma tector; XL: xilema. Escalas: 12, 14, 15, 18= 150um; 13= 50um; 16, 17 =
150pm.
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Figura 19-24. Secgoes transversais do limbo foliar de Citrus sp. coradas com Safrablau
(19-21; 23-24) e sem coloracdo (22).19. Aspecto geral mostrando mesofilo dorsiventral e
cavidades de 6leo. 20. Detalhe da figura anterior. 21. Sec¢do mostrando cuticula espessa e
idioblastos com cristais na epiderme. 22. Sec¢do sem coloragao mostrando idioblastos com
cristais prismaticos na epiderme, cristais na forma de rafides nas células do mesofilo e
feixe vascular com calota de fibras. 23. Sec¢do transversal da nervura central mostrando
colénquima, parénquima e calota de fibras ao redor dos tecidos vasculares. 24. Detalhe da
figura anterior mostrando zona cambial entre xilema e floema. CO: colénquima; CR:
cristais prismaticos; CS: cavidade secretora; FI: fibras; FL: floema; PA: parénquima; PL:
parénquima lacunoso; PP: parénquima paligddico; RF: rafides; XL: xilema; ZC: zona
cambial. Escalas: 19, 23= 150um; 20, 21, 22 ,24=100pum
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Figura 25-30. Secgoes transversais do limbo foliar de Eucalyptus sp. coradas com
Safrablau. 25. Aspecto geral mostrando mesofilo isofacial, feixes vasculares e cavidades
secretoras de 6leo. 26. Detalhe da figura anterior mostrando epiderme unisseriada revestida
por cuticula espessa, mesofilo isofacial e cavidade secretora de o6leo. 27. Observar
epiderme com cuticula espessa e células do parénquima paligadico. 28. Detalhe mostrando
feixe vascular com calota de fibras. Observar extensdo da bainha do feixe. 29. Aspecto
geral da nervura principal mostrando colénquima, parénquima e tecidos vasculares. 30.
Detalhe da figura anterior mostrando zona cambial entre xilema e floema. BF: bainha do
feixe vascular; CO: colénquima; CS: cavidade secretora; CT: cuticula; ES: estomato; FI:
fibras; FL: floema; PA: parénquima; PP: parénquima pali¢addico; XL: xilema; ZC: zona
cambial. Escalas: 25, 29= 100um; 26, 28= 100um; 27, 30= 50um.
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Figura 31-37. Seccdes transversais do limbo foliar de Ligustrum sp. (31-33) e de
Paspalum sp. (34-37) coradas com Safrablau. 31. Aspecto geral da 1dmina foliar mostrando
epiderme unisseriada contendo tricomas glandulares e mesofilo dorsiventral. 32. Detalhe
mostrando epiderme com estdmato, parénquima pali¢addico, parénquima lacunoso e feixe
vascular de pequeno calibre. 33. Seccdo da nervura central mostrando colénquima,
parénquima, floema, zona cambial e xilema.34. Aspecto geral do limbo foliar mostrando
epiderme com células comuns com paredes lignificadas e células buliformes volumosas e a
organizag¢do radial do parénquima clorofiliano ao redor dos feixes vasculares. Observar a
disposi¢cdo dos feixes vasculares proximos entre si. 35-37. Detalhes mostrando epiderme
com células comuns, estdmatos e células buliformes; parénquima clorofiliano em
disposi¢do radiada ao redor dos feixes vasculares e endoderme bem delimitada. Observar
grupos de fibras subjacentes a epiderme. CB: células buliformes; CO: colénquima; EN:
endoderme; EP: epiderme; ES: estomato; FI: fibras; FL: floema; FV: feixe vascular; PA:
parénquima; PC: parénquima clorofiliano; PL: parénquima lacunoso; PP: parénquima
pali¢adico; TG: tricoma glandular; XL: xilema; ZC: zona cambial. Escalas: 31, 33, 34=
150pm; 32, 35, 37=100pum; 36= 50pm.
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Figura 38. Teor médio (mg Kg') e desvio padrio de silicio encontrado no material vegetal
forrageado por espécies de Atta. Amostra 1: Paspalum sp.; Amostra 2: Citrus sp.; Amostra
3: Ligustrum sp.; Amostra 4: Gmelina sp.; Amostra 5: Saccharum officinarum; Amostra 6:
Eucalyptos sp.; Amostra 7: Acalypha sp.
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5. CONCLUSOES

As jardineiras e generalistas sdo os principais responsaveis pelo processamento dos
substratos.

Nao existem diferencas morfoldgicas entre as mandibulas das espécies de formigas
cortadeiras Atta sexdens rubropilosa e Atta bisphaerica.



