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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo o estudo da evolucdo dos comportamentos de
preparag@o do substrato, cuidado com a cria e cuidado com a rainha e alados em formigas
cultivadoras de fungo. Estas formigas pertencem a tribo Attini, subfamilia Myrmicinae, e
ocorrem exclusivamente no continente americano. Esta tribo contém aproximadamente 230
espécies, porém pouco se conhece da biologia da maioria delas, gragas ao fato de serem
extremamente cripticas € de ndo apresentarem importdncia econdmica, como as formigas
cortadeiras, que sdo as mais estudadas.

Foram utilizadas seis espécies, que representam bem os diversos niveis da filogenia
da tribo: Acromyrmex disciger, Apterostigma pilosum, Mycetarotes parallelus,
Myrmicocrypta sp., Trachymyrmex fuscus e Trachymyrmex sp. nov. Os comportamentos
foram estudados em ninhos mantidos em laboratorio, com o auxilio de micro-cimeras e um
aparelho gravador de video. Os comportamentos foram analisados, caracterizados e
quantificados.

Os resultados foram divididos em trés capitulos de acordo com o tipo de
comportamento. No capitulo sobre a evolugdo dos comportamentos de preparagdo do
substrato foi observado que, basicamente, o processo evoluiu no sentido de aumentar a
capacidade das operarias em decompor inicialmente o substrato. As espécies basais, 4.
pilosum, M. parallelus ¢ Myrmicocrypta sp. apresentaram um processamento mais simples
com um numero menor de comportamentos e principalmente sem os comportamentos do
tratamento quimico, que € responsavel pela fragmentagdo do substrato ao mesmo tempo em
que ele é tratado com enzimas digestivas. As duas espécies do género Trachymyrmex
apresentaram um processo mais complexo com grande participag@o do tratamento quimico.
Em A. disciger, que é uma cortadeira, hd uma intensa especializacdo do sistema de castas
para o aumento da eficiéncia deste processo em material vegetal fresco.

No capitulo sobre a evolugdo dos cuidados com a cria, foram observados diversos
padrdes de acordo com o tipo de cuidado. Nos cuidados basicos as espécies pertencentes as
duas linhagens da tribo diferiram no comportamento de alimentar as larvas, as paleoattini,
A. pilosum e Myrmicocrypta sp., alimentaram as larvas por trofalaxia enquanto as neoattini

as alimentaram com micélio, sugerindo que inicialmente na evolugdo da simbiose entre as



formigas e o fungo as larvas eram alimentadas por trofalaxia e depois, ao longo da filogenia
o fungo passou a produzir estruturas especializadas na alimentagdo da cria. Os
comportamentos relacionados a cobertura da cria com o fungo sugerem que inicialmente
estes comportamentos tinham a fun¢do de camuflagem das larvas contra predadores e
parasitas, ao longo da evolugdo esta fungdo foi modificada e as espécies derivadas possuem
cobertura de fungo menos intensa. Por fim, os comportamentos de relagdes troficas entre as
operarias € a cria sugerem que o comportamento de trofalaxia proctodeal das larvas para as
operarias, observada originalmente no género Atta, ¢ um padrdo geral da tribo, assim como
a trofalaxia proctodeal das pupas para as operarias, observado pela primeira vez, que sugere
uma maior interagao entre a cria e a colonia.

O capitulo sobre a evolugdo dos comportamentos de cuidado com a rainha e formas
aladas sugere que ao longo da filogenia a rainha e as fémeas aladas passaram de um estado
basal, em que elas desempenham algumas tarefas tipicas de operarias, para um estado
derivado, em que elas se tornam altamente dependentes das operdrias e ndo realizam
fungdes na colonia. Os machos por outro lado passaram de um estado basal em que
recebem pouco cuidado das operdrias, para um estado derivado em que recebem muito
cuidado.

Finalmente, as altera¢cdes comportamentais ao longo da filogenia da tribo Attini s@o
condizentes com a proposta filogenética mais atual, que considera como profundamente
importante a transi¢do do modo de vida das Attini basais para o modo de vida das
cortadeiras. Estes comportamentos certamente tiveram grande importancia neste processo,
fazendo com que as Attini deixassem de ser habitantes de serapilheira altamente cripticas

para se tornarem os principais consumidores primarios do seu ambiente.



Abstract

This work aims to study the evolution of the behaviors of substrate preparation,
brood, queen and winged forms care in fungus growing ants. These ants are included in the
tribe Attini, subfamily Myrmicinae, and occur exclusively in the american continent. This
tribe contains approximately 230 species, but little is known about the biology of most of
them, tanks to the fact that they show very cryptic habits and are not economically
important, like the leaf cutting ants, which are the most studied.

Six species were used in this work, which represent well all the levels of the
phylogeny of the tribe: Acromyrmex disciger, Apterostigma pilosum, Mycetarotes
parallelus, Myrmicocrypta sp., Trachymyrmex fuscus and Trachymyrmex sp. Nov. The
behaviors were studied in laboratory nests, with a set of micro cameras and a video
recording device. The behaviors were analyzed, characterized and quantified.

The results were summarized and discussed in tree chapters, arranged by type of
behavior. In the chapter about the evolution of the substrate preparation behaviors, basically
it is assumed that this process evolved in order to develop the capacity of previously
decompose the substrate by the workers. In the basal species, 4. pilosum, M. parallelus and
Myrmicocrypta sp. this process is very simple with a small number of behaviors and
principally without the behaviors of chemical treatment, which are responsible for the
fragmentation of the substrate as it is treated by with digestive enzymes. In the two species
of the genus Trachymyrmex, the process became more complex and showed a greater
participation of these behaviors. 4. disciger, witch is a leaf cutting ant, showed an extensive
specialization of physical castes in all the phases of the process which elevated it’s
efficiency.

In the chapter about the evolution of the behaviors of brood care, several patterns are
revealed according to the type of care. The basic cares showed a great difference between
the two main lineages of fungus growing ants, the paleoattini, 4. pilosum and
Myrmicocrypta sp., fed their larvae by trofallaxis and the neoattini fed them with parts of
the fungal mycelium, suggesting that at the beginning of their evolution the fungus growing
ants fed their larvae by trofallaxis, latter their fungus began to specialize and produce

structures which serve as food. The behaviors involved in the covering of the brood with



fungal mycelium suggest that initially these behaviors had the function of camouflaging the
brood against predators and parasites, with the evolutionary history, this function was
modified and the higher species have a less developed covering. Finally, the behaviors of
trofic exchanges between the brood and the workers suggest that the behavior of proctodeal
trofallaxis is a common pattern in the tribe, between larvae and workers and also between
pupae and workers, suggesting a higher interaction between the brood and the colony.

In the chapter about the evolution of the behaviors of care with the queen and winged
forms, it is suggested that according to phylogeny the queen and the winged females
changed from a basal state in witch they perform several worker tasks, to a derived one in
which they became highly dependant on the workers and stop performing these tasks. On
the other hand, males changed from a basal state in witch they receive little care to a more
derived one in witch they receive more care.

Finally, the evolutionary changes in behavior are very consistent with the most
recently proposed phylogeny of the group, which considers that the transition from the life
style of the basal species to that of the leaf cutters to be the main event in the evolution of
the tribe Attini. These behaviors were certainly important in this process, transforming the
Attine ants from highly cryptic litter ants to the main primary consumers of their

environment.



INTRODUCAO GERAL E REVISAO DA LITERATURA

As formigas da tribo Attini sdo um dos grupos de insetos mais fascinantes para o
estudo da biologia pois vivem em uma simbiose unica com um fungo basidiomiceto, da
familia Agaricaceae, que elas cultivam em seus ninhos. Nesta associagdo, as formigas
fornecem ambiente e substrato 6timos para o desenvolvimento do fungo e este em troca
fornece alimento de diversas formas para toda a sua colonia (Holldobler ; Wilson, 1990;
Silva et al., 2003; Vellinga, 2004a; Vellinga, 2004b).

Existem, até o presente momento, 230 espécies validas para a tribo Attini, todas estdo
restritas as Américas, principalmente na regido neotropical onde estdo presentes 202
espécies. Elas ocorrem da latitude 40° N a 44° S, nesta area so6 ndo estdo presentes na regido
andina (Holldobler et al., 1990; Mueller, 2002; Schultz ; Brady, 2008).

Estas formigas foram descritas pela primeira vez por Linnaeus em 1758 e em mais de
dois séculos de exploracdo cientifica pouco se sabe a respeito da biologia da maioria de
suas espécies. As mais conhecidas sdo as chamadas formigas cortadeiras, recebem esta
denominag@o por cortarem e transportarem as folhas e flores de uma grande quantidade de
espécies de plantas para que, apds um longo processo de preparagdo dentro de seus ninhos,
sejam utilizadas como substrato para o cultivo do fungo simbionte (Holldobler et al., 1990;

Della Lucia ; Moreira, 1993; Andrade et al., 2002).



As formigas cortadeiras, géneros Atta e Acromyrmex, estdo entre as mais sérias pragas
agricolas dos paises tropicais das Américas, elas atacam principalmente plantas cultivadas
causando grandes prejuizos e inviabilizando a agricultura em algumas areas. Por este
motivo, e também por serem os mais importantes consumidores primarios dos tropicos, as
formigas cortadeiras foram intensivamente estudadas, principalmente a respeito do seu
controle (Holldobler et al., 1990; Della Lucia et al., 1993).

As demais espécies da tribo Attini ndo utilizam material vegetal fresco para cultivar
os seus fungos, e sim carcacas e fezes de insetos, material vegetal em decomposicdo ou
sementes e partes de frutos. Os poucos trabalhos que existem sobre algumas espécies sdo
muito recentes e tém como tema aspectos ecoldgicos e genéticos. Desta forma pouco se
conhece da sua biologia (Leal ; Oliveira, 2000; Mueller, 2002).

Alguns aspectos comportamentais basicos das Attini foram estudados intensivamente
por alguns pesquisadores, sempre tendo as formigas cortadeiras como objeto de estudo,
como por exemplo, o processo de preparacdo do substrato e o cuidado com a cria, porém
estes estudos foram realizados em poucas espécies e seus resultados foram generalizados
para todo o grupo. As formigas cortadeiras compdem o grupo mais derivado da tribo Attini
e existe grande interesse na comunidade cientifica em saber como se deu a transicdo do
modo de vida das Attini basais para as cortadeiras, a melhor maneira de se fazer isso ¢
estudando os aspectos bioldgicos e comportamentais das espécies basais e compara-los aos
das cortadeiras. (Kusnezov, 1963; Mueller; Currie; Schultz; Adams ; Malloch, 2001; Della
Lucia et al., 1993).

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi analisar comparativamente os
comportamentos de preparacdo do substrato vegetal para o cultivo do fungo simbionte,
cuidados com a cria, rainha e alados em espécies de diversos géneros da tribo Attini,
visando estabelecer a evolugdo desses comportamentos.

A simbiose entre as Attini e o seu fungo foi descrita pela primeira vez em 1874 no
trabalho de Belt, quando observou que as formigas do género Atfa, sauvas, utilizam as
folhas que elas cortam das plantas para cultivar um fungo que serve de alimento a elas e a
sua cria. A partir desta primeira observagao, varios outros pesquisadores passaram a estudar

intensamente estes organismos (Holldobler et al., 1990).



A tribo Attini € considerada um grupo taxondémico monofilético, pertencente a familia
Formicidae e subfamilia Myrmicinae, pois as espécies que a compdem possuem
caracteristicas morfoldgicas e moleculares em comum, além do fato de todas serem
cultivadoras de fungo. De acordo com aspectos bioecologicos as espécies desta tribo sdo
divididas em trés grupos: basais, intermediarias e derivadas (Brandao ; Mayhe-Nunes,
2001; Schultz ; Meier, 1995; Mueller, 2002; Schultz et al., 2008).

As Attini basais, dos géneros Apterostigma, Cyphomyrmex, Mycetarotes,
Mycetophylax, Mycetosoritis, Mycocepurus e Myrmicocrypta, sdo formigas de habito
criptico, se movem lentamente e ndo sdo agressivas. As operarias s3o pequenas e
monomorficas, seus ninhos sdo pequenos e pouco populosos e utilizam fezes e carcacas de
inseto, material vegetal em decomposicdo, pedagos de frutos e sementes para o cultivo do
fungo simbionte (Brandao et al., 2001; Kusnezov, 1963; Holldobler et al., 1990; Mueller,
2002).

As Attini intermedidrias, géneros Sericomyrmex e Trachymyrmex, sdo formigas de
tamanho médio e geralmente monomorficas, sendo que algumas espécies apresentam
polimorfismo discreto. Os ninhos s@o pequenos ou médios e pouco populosos e utilizam
material vegetal em decomposi¢cdo, pedagos de frutos, sementes, e raramente material
vegetal fresco, para o cultivo do fungo simbionte (Kusnezov, 1963; Hoélldobler et al., 1990;
Mueller, 2002; Leal et al., 2000; Brandao ; Mayhe-Nunes, 2001).

As formigas cortadeiras, géneros Acromyrmex e Atta, sdo o grupo de Attini mais
conspicuas, possuem operdrias altamente polimorficas, seus ninhos sdo grandes e muito
populosos. Em algumas espécies de A#ta o ninho pode conter 8000 cdmaras e mais de um
milhdo de operdrias, o substrato para o cultivo do fungo simbionte ¢ material vegetal fresco,
folhas, flores e frutos, que as operdrias cortam diretamente das plantas (Kusnezov, 1963;
Holldobler et al., 1990; Della Lucia et al., 1993; Mueller, 2002; Schultz et al., 2008).

Existe ainda o género Pseudoatta, provavelmente derivado de Acromyrmex, que tem
habitos parasitas. A fémea alada da unica espécie conhecida deste género, P. argentina,
entra em um ninho de Acromyrmex lundii, ap6s o voo nupcial, e realiza a postura de seus
ovos, que ndo sdo reconhecidos como estranhos pelas operarias “hospedeiras” e sdo

tratados por elas como se fossem crias da mesma coldnia (Holldobler et al., 1990).



O género Mycetagroicus foi descrito recentemente por Branddao e Mayhé-Nunes
(2001), cuja coleta foi realizada em estudos de levantamento de biodiversidade, desta forma
ndo se conhece nada a respeito de seus habitos e de sua bioecologia. Os autores que
realizaram a sua descri¢do o colocaram entre os géneros intermedidrios, porém, a Unica
observagdo sobre sua ecologia revela que trata-se de uma formiga de héabitos extremamente
cripticos, como os géneros basais.

O fungo simbionte da maioria das Attini, descrito inicialmente por Moéller em 1893,
pertence a ordem Agaricales e familia Agaricaceae. Este grupo de fungos sdo
basidiomicetos decompositores de serapilheira e formadores de cogumelos. Atualmente se
sabe que o fungo presente nos ninhos das formigas cortadeiras pertence a espécie
Leucoagaricus gongylophorus enquanto que os fungos presentes nos ninhos das outras
Attini ainda ndo foram completamente identificados, apesar de serem muito semelhantes a
este (Chapela; Rhener; Schultz ; Mueller, 1994; Pagnocca et al., 2001; Vellinga, 2004b).
Schultz e brady

Algumas espécies de formigas do género Apterostigma cultivam um fungo
basidiomiceto pertencente a familia Pterulaceae, que aparentemente foi domesticado por
estas formigas depois da origem da simbiose com os Agaricaceae, em substitui¢do ao seu
fungo original que foi perdido (Munkacsi et al., 2004; Villesen; Mueller; Schultz; Adams ;
Bouck, 2004).

A simbiose das formigas com o fungo tem como base o fato das formigas fornecerem
a ele substrato de boa qualidade, prote¢do contra a competicdo com outros microrganismos
e dispersdo, em troca o fungo fornece alimento de diversas formas para a colonia. Nas
formigas cortadeiras, esta simbiose se baseia em uma profunda interacdo fisioldgica,
bioquimica e comportamental entre os dois organismos (Martin; Boyd; Gieselmann ;
Silver, 1975; Holldobler et al., 1990; Mueller, 2002; Silva et al., 2003; Silva, 2004,
Ronhede; Boomsma ; Rosendhal, 2004).

O fungo simbionte das Attini intermediarias e derivadas ¢ caracterizado pela
capacidade de formar, em um dado momento do seu desenvolvimento, estruturas esféricas,
chamadas estafilas, que ficam distribuidas por toda a superficie do jardim. Analisadas sob

microscopio as estafilas se revelam como um conjunto de hifas cujas pontas sdo infladas,



sendo chamadas de gongilideos (Holldobler et al., 1990; Mohali, 1998; Mueller et al.,
2001).

Os gongilideos possuem em seu interior carboidratos, aminoacidos e pequena
quantidade de lipideos. As estafilas sdo o principal alimento das larvas das Attini
intermediarias e das derivadas. O fungo das Attini basais ndo produz gongilideos ou
estafilas, foi descrito que o fungo simbionte de Mycetarotes parallelus pode produzir
gongilideos, mas estes sdo muito pequenos € pouco numerosos, alem disso, as espécies de
Cyphomyrmex do grupo rimosus cultivam um fungo leveduriforme, que se organiza na
forma de pequenas aglomeragdes de células que servem de alimento para as formigas
(Mohali, 1998; Mueller et al., 2001; Oliveira da Silva-Pinhati, 2004).

Além das variacdes morfoldgicas had diferencas fisioldgicas entre o fungo cultivado
pelas Attini intermediérias e derivadas e o cultivado pelas basais. O primeiro, denominado
Gl1, é caracterizado por fungos que possuem um crescimento lento, porém, com alta
capacidade de produzir enzimas. O segundo, denominado G2, G3 e G4, ¢ caracterizado por
fungos que possuem crescimento rapido e baixa producdo de enzimas (Oliveira da Silva-
Pinhati, 2004; Lima, 2006; Chapela et al., 1994; Munkacsi et al., 2004; Villesen et al.,
2004).

Apesar do papel do fungo simbionte na alimentagdo das larvas ser bem conhecido, o
mesmo nao pode ser dito sobre o seu papel na alimentag@o das operarias adultas. Segundo a
literatura especializada, aproximadamente 50% da nutri¢do das operarias provém da glicose
resultante da atividade de decomposicdo do fungo, o restante ¢ proveniente principalmente
da seiva das folhas, que as formigas ingerem durante o corte ¢ preparagdo do material
vegetal, e secundariamente dos gongilideos (Bass ; Cherrett, 1995; Silva et al., 2003).

Quando esta simbiose foi descrita pela primeira vez, acreditava-se que os jardins de
fungo fossem culturas puras, ou seja, que de alguma forma as formigas eram capazes de
excluir totalmente qualquer microrganismo diferente do fungo simbionte. Estudos
subseqiientes revelaram que o jardim de fungo ndo era uma cultura tdo pura assim, um
grande numero de microrganismos pode ser encontrado neste ambiente. Estes
microrganismos vao desde bactérias e leveduras a fungos filamentosos de diversas ordens

que ficam em um estado dormente neste ambiente e que podem inclusive participar da



dindamica do funcionamento desta simbiose (Craven; Dix ; Michaels, 1970; Tauk ;
Serzedello, 1975; Fisher; Stradling; Sutton ; Petrini, 1996; Rodrigues, 2004).

Se as formigas forem removidas ou impedidas de ter acesso ao jardim de fungo, as
populagdes de outros microrganismos crescem rapidamente e destroem a cultura de fungo.
O principal invasor ¢ um fungo filamentoso parasita do género Escovopsis. Para controlar a
infestacdo de seus ninhos por este patogeno as formigas apresentam uma segunda simbiose
com uma bactéria filamentosa do género Pseudonocardia, que produz um antibidtico
bastante ativo que inibe o crescimento desse fungo (Currie; Scott; Summerbell ; Malloch,
1999; Currie, 2001a; Currie, 2001b; Currie et al., 2003).

As bactérias pertencem ao grupo dos actinomicetos, que sdo de ocorréncia comum no
solo e sdo importantes produtoras de antibidticos. Elas se localizam no tegumento das
operarias em diversas regides. Nas espécies consideradas derivadas elas se localizam na
regido ventral do mesossoma entre a cabega e o primeiro par de pernas. Em espécies basais
elas se localizam na regido ventral do mesossoma entre o primeiro € o segundo pares de
pernas (Currie et al., 1999).

Nessa simbiose a bactéria fornece os antibioticos para as formigas defenderem seus
ninhos do Escovopsis e estas, em troca, fornecem nutrientes para as bactérias através da
secrecdo de glandulas que se abrem no tegumento exatamente na regido onde elas se
localizam (Currie; Poulsen; Mendenhall; Boomsma ; Billen, 2006).

Atualmente, o “status” dessa relacdo tem sido discutido. Alguns autores acreditam
que a associagdo entre as bactérias e as formigas ndo é tdo especializada como descrito
originalmente, pois elas ndo teriam atividade antimicrobiana apenas para o Escovopsis e
sim contra uma grande quantidade de microrganismos. Além disso, existem actinomicetos
de solo com maior atividade contra o Escovopsis € ha uma grande quantidade de géneros de
formigas, de diversas subfamilias, que possuem bactérias Pseudonocardia associadas a sua
cuticula. Desta forma, os autores sugerem que esta associacdo ¢ muito mais ocasional do
que um caso de mutualismo (Kost et al., 2007).

A filogenia e a evolu¢do dos comportamentos da tribo Attini sempre foram muito
controversas. Durante boa parte do século 20 houve duas hipoteses sobre a filogenia da
tribo, a primeira, defendida por Weber (1958) baseado em caracteres morfologicos e

comportamentais das operarias, que sugere o género Cyphomyrmex sendo o mais basal e
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dentro deste as espécies do grupo rimosus, cultivadoras de leveduras, serem as mais basais.
A segunda hipotese, baseada unicamente em caracteres morfologicos das operarias e
defendida por Kusnezov (1963), sugere que a tribo Attini pode ser dividida em duas
linhagens, uma basal, “paleoattini”, formada por Myrmicocrypta, Apterostigma e
Mycocepurus e uma linhagem derivada, “neoattini”, formada por todos os demais géneros
incluindo Cyphomyrmex. As duas propostas concordam que os géneros Atta € Acromyrmex
sdo os géneros derivados.

A controvérsia a respeito da filogenia das Attini foi parcialmente resolvida atualmente
com os trabalhos de Mayhé-Nunes (1995), utilizando caracteres morfologicos e
comportamentais das operdrias, por Schultz e Meyer (1995), baseado em caracteres
morfoldgicos das larvas, Wetterer et al (1998), utilizando seqiiéncias de DNA mitocondrial
e Schultz e Brady (2008) com seqiiencias de DNA nuclear. Houve uma concordancia que o
modelo mais correto de filogenia é o proposto por Kusnezov (1963), ou seja, um ramo
filogenético formado por Myrmicocrypta, Apterostigma e Mycocepurus seria basal e
Cyphomyrmex seria um género derivado em relacdo a esses.

Outra controvérsia a respeito da filogenia das Attini, que também durou boa parte do
século 20, se refere ao grupo de formigas basal mais proximo delas. Varios géneros foram
apontados como possiveis irmaos das Attini, entre eles Cephalotes, Pheidole e Basiceros.
Quando foram descritos os géneros Proatta e Blepharidatta, parecidos com as Attini, o
primeiro foi considerado durante muito tempo como possivel ancestral das Attini, apesar de
ndo ocorrer nas Américas. Porém, informagdes posteriores revelaram que o género
Blepharidatta seria o mais proximo. De qualquer forma, acredita-se que o ancestral das
Attini possuia comportamento e ecologia semelhantes as espécies destes dois géneros, ou
seja, eram formigas cripticas, monomorficas, que se alimentavam de carcagas de insetos e
viviam na serapilheira (Schultz et al., 1995; Wetterer; Schultz ; Meier, 1998; Mueller et al.,
2001).

Apesar dos aspectos filogenéticos das Attini estarem relativamente estabelecidos,
ainda restam questdes muito importantes sobre a evolugdo de aspectos comportamentais do
grupo, tais como: a origem do hébito de cultivar fungo e como a relacdo das formigas com
o fungo evoluiu de modo a permitir que as derivadas cultivem o fungo utilizando partes

frescas de vegetais.
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Na tentativa de explicar a origem do habito de cultivar fungo, foram sugeridas oito
hipdteses:

1 — Sementes aprovisionadas — Esta hipodtese foi desenvolvida por Weber (1958) e diz
que o habito de cultivar fungo surgiu nas formigas que armazenavam sementes, no interior
do ninho, e com o tempo teria crescido um fungo sobre elas e as formigas passaram a
utiliza-lo como alimento.

2 — Micorrizas — Garling (1979) formulou esta hipdtese, observando que varias Attini
basais cultivam seus fungos apoiados sobre as raizes de plantas. Sugere que o habito de
cultivar fungo tenha surgido quando as formigas encontraram raizes de plantas com
micorrizas em suas galerias. As formigas as removeriam das raizes e passariam a cultiva-las
adicionando outros substratos.

3 — Madeira em decomposi¢do — Segundo esta hipdtese os ancestrais das Attini
possuiam o hébito de nidificar em madeira em decomposi¢do. Nesse ambiente, teria
ocorrido o desenvolvimento de fungos sobre a propria madeira ou mesmo sobre fezes de
outros insetos e eles passaram mais tarde a ser utilizados como alimento (Weber, 1966;
Holldobler et al., 1990; Mueller et al., 2001).

4 — Fezes de insetos — As Attini teriam encontrado o fungo crescendo sobre as fezes
de outros insetos no ambiente e passaram a utilizd-lo como alimento, acrescido que
utilizariam as proprias fezes para o cultivo do mesmo (Mueller et al., 2001).

5 — Carcagas de insetos — Esta hipdtese € uma modificagdo da anterior e diz que o
fungo teria se desenvolvido sobre as carcagas das presas que elas formigas deixavam no
lixo. (Mueller et al., 2001).

6 — Paredes do ninho — Nesta hipotese, o ancestral das Attini teria vivido na
serapilheira e construia seus ninhos com folhas mortas em ambientes altamente umidos,
onde o fungo teria crescido na estrutura cartonada do ninho e as formigas passariam entio a
utiliza-lo como alimento (Mueller et al., 2001).

7 — “Pellets” da cavidade infrabucal — Mueller et al (2001) formularam a hipotese de
que alguns fungos teriam utilizado as formigas como seus agentes dispersores através da
cavidade infrabucal. As operarias ingeriam pedagos fungo, mas as suas hifas ficariam

presas na cavidade infrabucal e quando elas regurgitassem, estariam atuando como
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propagadoras do fungo. Se elas regurgitassem este material no interior do ninho, o fungo
teria se desenvolvido 14 e as formigas passariam a utiliza-lo como alimento.

8 — Outros simbiontes — Nesta ultima, e mais recente, hipotese as formigas teriam
adquirido o fungo “roubando” o simbionte de outros insetos, como por exemplo, os
besouros “ambrdsia”, que inoculam os esporos do fungo durante a constru¢do de seus
ninhos em madeira. O fungo cresce nas galerias do ninho e serve de alimento para as larvas
do besouro. O ancestral das Attini seria predador destas larvas e posteriormente passaria a
se alimentar do fungo (Sanchez-Pena, 2005).

Nenhuma destas hipoteses foi testada de maneira conclusiva, porém, ¢ consenso geral
que a melhor forma de se estudar os aspectos comportamentais envolvidos com a evolugdo
da simbiose entre as Attini e o seu fungo ¢ a partir de uma abordagem comparativa desses
aspectos em diferentes espécies da tribo e entre elas e outras formigas (Mayhe-Nunes,
1995a; Schultz et al., 1995; Mueller et al., 2001).

O método comparativo consiste em analisar os padrdes comportamentais de diferentes
espécies relacionadas filogeneticamente. Esta é uma abordagem que vem sendo utilizada
com grande freqiiéncia pelos etologistas. O desenvolvimento das técnicas moleculares
possibilitou a determinagdo mais exata das relagdes filogenéticas entre as espécies e,
conseqiientemente, uma melhor compreensio de como os padrdes comportamentais
observados em espécies derivadas evoluiu a partir de padrdes observados nas espécies
basais. Também tornou possivel uma consideragdo mais precisa do valor adaptativo dos

comportamentos e a sua influéncia na histéria evolutiva das espécies (Alcock, 2001).
GENEROS E ESPECIES ESTUDADOS
Acromyrmex MAYR, 1865

Juntamente com Atfa as formigas desse género sdo denominadas cortadeiras e
cultivam o fungo simbionte com fragmentos vegetais cortados diretamente das plantas. As

operarias possuem quatro pares de espinhos no mesossoma, um par em geral na cabeca e

muitos tubérculos e dentes ornamentando o gaster (Figura 1.1) (Della Lucia et al., 1993).
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A B

Figura 1.1: Operaria média de Acromyrmex versicolor. A — cabega vista frontal; B — perfil do corpo. (Fonte:

www.antweb.org).

Sdo chamadas popularmente de quenquéns e sd@o amplamente conhecidas como
grandes pragas da agricultura, principalmente no Brasil. Algumas espécies atacam somente
dicotiledoneas, outras cortam somente monocotiledoneas e outras atacam ambas, de modo
que podem consumir todo o tipo de planta cultivada (Fowler; Forti; Pereira da Silva ; Saes,
1986; Della Lucia et al., 1993).

A estrutura dos ninhos € altamente variavel, tanto externamente como internamente,
algumas espécies possuem ninhos no solo, bastante superficiais e cobertos por folhas secas,
outras possuem ninhos subterrdneos com olheiros bem definidos. Internamente, alguns
ninhos podem ser compostos por uma Unica e grande camara de fungo, outros podem ser
compostos por varias cdmaras pequenas interligadas por galerias. A maioria das espécies
possui ninhos no solo, mas algumas podem nidificar sobre a copa de arvores (Della Lucia et
al., 1993).

A estrutura de castas ndo € tdo complexa quanto em Atta. O género Acromyrmex nao
possui a casta de soldado, alem disso, de acordo com Wetterer (1999), possui uma variagao
morfoldgica das operdrias que vai do polimorfismo discreto, de algumas espécies, ao
polimorfismo extremo em outras, sendo que em alguns casos elas apresentam um
polimorfismo bi-modal, com duas castas operarias.

A rainha é parecida com as operarias, podendo desempenhar, em alguns casos, tarefas
de operarias. A fundagdo dos ninhos ¢ muito varidvel podendo ser realizada de modo

claustral, como em Atta, ou semi-claustral, ou seja, a rainha sai do ninho durante a
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fundacdo para coletar substrato para o fungo. A fundagdo também pode ser monoginica,
com uma rainha, ou poliginica, com mais de uma rainha (Della Lucia et al., 1993;
Fernandez-Marin; Zimmerman ; Wcislo, 2004).

Além disso, algumas espécies deste género desenvolveram o parasitismo social, ou
seja, a rainha se infiltra no ninho de outras espécies e pode, em alguns casos, conviver com
a rainha original ou substitui-la. Algumas espécies parasitas produzem operarias e alados,
outras produzem apenas alados, porém ambos os tipos o fazem com os recursos da colonia
hospedeira(Schultz; Bekkevold ; Boomsma, 1998; Baer ; Boomsma, 2004; Sumner; Aanen;
Delabie ; Boomsma, 2004; De Souza; Soares ; Della Lucia, 2007, Lambardi; Dani;
Turillazzi ; Boomsma, 2007).

Junto com Atta o género Acromyrmex é considerado o mais derivado da tribo Attini,
acredita-se que os dois géneros se diferenciaram do mesmo ancestral a aproximadamente
20 milhdes de anos. Foi observado por alguns autores que as quenquéns cobrem suas larvas
com partes do micélio fingico, mas esse comportamento permanece sem muita explicacio
(Kusnezov, 1963; Chapela et al., 1994; Chapela et al., 1994; Schultz et al., 1995).

Taxonomicamente este género ¢ dividido em dois subgéneros: acromyrmex e
mollerius. O primeiro ¢ composto por um numero maior de espécies, que em sua maioria
corta dicotiledoneas, as espécies do segundo subgénero utilizam predominantemente
gramineas para o cultivo do fungo (Della Lucia et al., 1993).

A espécie utilizada neste trabalho foi Acromyrmex disciger, ela pertence ao subgénero
acromyrmex. Esta espécie ocorre principalmente no litoral das regides sul e sudeste do
Brasil, onde ¢ conhecida como quenquém-mirim e ataca principalmente jardins e parques
na regido urbana (Della Lucia et al., 1993; Forti; de Andrade; Andrade; Lopes ; Ramos,
2006).

Os ninhos desta espécie sdo monoginicos e superficiais, o jardim de fungo
normalmente fica na superficie do solo recoberto por uma camada de folhas secas e ¢
composto por apenas uma camara grande. As colonias podem ficar localizadas em troncos
ocos abaixo de pedras ou proximo a arvores (Della Lucia et al., 1993).

As operarias podem ser identificadas pelas seguintes caracteristicas: Presenca de

espinho supra ocular e tegumento com pubescéncia densa. Nas areas onde ocorrem, estas
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formigas forrageam em longas trilhas que normalmente sobem nas plantas, principalmente

cultivadas em jardins (Della Lucia et al., 1993; Forti et al., 2006).

Apterostigma MAYR, 1865

As formigas do género Apterostigma foram descritas pela primeira vez por Mayr em
1865, mas o primeiro relato de que elas cultivam fungo foi realizado por Méller em 1893.
As operarias sdo monomorficas, seus ninhos sdo pequenos e pouco populosos. Elas
cultivam fungo com material vegetal decomposto, sementes e frutos de gramineas,
cadaveres e fezes de insetos. O corpo dessas formigas ¢ totalmente recoberto de pélos finos
e longos, sua cabeca ¢ arredondada na parte posterior € o seu mesossoma nao possui
projecdes como espinhos ou tubérculos (Figura 1.2) (Weber, 1966; Holldobler et al., 1990;
Della Lucia et al., 1993; Lattke, 1997; Leal et al., 2000).

A B

Figura 1.2: Operaria de Apterostigma pilosum. A — cabega vista frontal; B — perfil do corpo. (Fonte:

www.antweb.org).

Os ninhos t€ém uma estrutura simples, em algumas espécies se localizam abaixo de
pedras ou em troncos ocos, nas espécies que constroem ninhos subterraneos ha apenas uma
camara com profundidade de aproximadamente 1 metro. A populacdo destas formigas é
composta de algumas centenas ou dezenas de operdrias e apenas uma rainha, que funda o
ninho em um sistema semi-claustral (Fernandez-Marin et al., 2004; Villesen et al., 2004).

Durante o voo nupcial a fémea alada acasala com apenas um macho, retorna ao solo e

procura um local adequado para fundar o ninho. As rainhas das espécies deste género
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utilizam as asas posteriores como plataforma para sustentar o jardim de fungo inicial. Elas
cortam as asas posteriores, fixam no teto da camara e regurgitam o fungo simbionte sobre
elas. Este comportamento aparentemente tem a fung¢do de impedir que o fungo simbionte
entre em contato com o solo, prevenindo a sua contaminagdo por outros microrganismos
(Villesen et al., 2004; Ferndndez-Marin et al., 2004).

Um grupo de espécies relacionado a Apterostigma collare cultiva um fungo diferente
daquele presente nos ninhos da maioria das Attini que pertence a familia Pterulaceae. Este
fungo ¢ especializado em decompor madeira. A biologia da maioria das espécies deste
género ndo ¢ conhecida, e deve ser influenciada pelas caracteristicas do seu fungo
simbionte (Munkacsi et al., 2004; Villesen et al., 2004; Vellinga, 2004a).

As operarias do género Apterostigma se movem lentamente no exterior do ninho e
fingem de mortas quando em contato com outros animais, elas forrageam sempre no solo
de forma solitaria, sem qualquer tipo de recrutamento(Pitts-Singer ; Espelie, 2007).

O género Apterostigma possui 44 espécies divididas em dois grupos, auriculatum e
pilosum . A espécie estudada neste trabalho foi identificada como Apterostigma pilosum,
possui cabeca alargada sem a presenca de “pesco¢o” no vértice, olhos de perfil
arredondado, clipeo com uma franja de cuticula brilhante e mandibulas apresentando 11 a
12 denticulos. Esta espécie foi considerada na ultima revisdo do género como um complexo

de espécies que necessita ser avaliado (Lattke, 1997).

Mpycetarotes EMERY, 1913

As espécies deste género apresentam operarias monomorficas com mandibulas
finamente estriadas longitudinalmente apresentando 5 a 6 dentes na margem mastigatoria,
possuem ainda capsula cefalica com o comprimento maior que a largura e antenas de 11
segmentos sem uma clava terminal. Possuem 5 a 6 pares de espinhos dorsais no mesossoma
sendo de 3 a 4 pares no pronoto € 2 no mesonoto. Peciolo com o comprimento maior que a
largura apresentando um par de espinhos dorsais. Gaster com o comprimento maior que a
largura em vista dorsal. Existem poucos pélos recobrindo o corpo, mas estes ficam em

maior quantidade nas mandibulas e gaster e sdo simples (Figura 1.3). O género possui 4
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espécies que ocorrem exclusivamente na América do Sul (Kempf, 1960; Mayhe-Nunes,

1995b; Mayhe-Nunes ; Brandao, 2006).

A B

Figura 1.3: Operaria de Mycetarotes parallelus. A — cabega vista frontal; B — perfil do corpo. (Fonte:

www.antweb.org).

A proposta filogenética mais aceita para a tribo Attini considera o género Mycetarotes
basal, porém estd em uma posi¢do interessante na filogenia pois é um dos representantes
mais basais da linhagem “Neoattini”, que ¢ a mais derivada da tribo (Kempf, 1960;
Kusnezov, 1963; Schultz et al., 1995; Wetterer et al., 1998; Mayhe-Nunes et al., 2006).

Assim como outros géneros considerados basais, Mycetarotes cultiva o fungo
simbionte com material vegetal em decomposicdo, sementes e partes de frutos. Em uma
freqiiéncia menor elas utilizam fezes e carcacas de insetos. Todos os substratos coletados
por estas espécies sdo provenientes do solo, elas raramente sobem em plantas para buscar
substrato para o fungo (Leal et al., 2000).

Os ninhos s3o pequenos, pouco populosos e simples estruturalmente. De uma maneira
geral os ninhos s3o compostos por uma unica cadmara onde se encontram o jardim de fungo,
a cria, a maioria das operarias e a rainha. A profundidade da camara de fungo pode atingir
no maximo 18 centimetros. Em algumas espécies o jardim de fungo pode ficar apoiado
sobre o fundo da cdmara e em outras ele fica apoiado sobre raizes de plantas. A camara de
fungo ¢ conectada ao exterior por um canal, a saida do ninho € variavel podendo apresentar
um monticulo simples de terra ou uma torre bem fina com um pequeno canal no meio. A
populacdo do ninho é composta por uma rainha e no méaximo 111 operarias (Kempf, 1960;

Mayhe-Nunes, 1995b; Slomon et al., 2004; Mayhe-Nunes et al., 2006).
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A espécie estudada neste trabalho ¢ a Mycetarotes parallelus, muito comum no
Brasil, ocorrendo do norte do estado do Amazonas ao sul do estado do Parana e também ¢é
encontrada no Paraguai e Argentina. A operaria ¢ identificada pela auséncia de espinhos ou
dentes no pos-peciolo (Kempf, 1960; Mayhe-Nunes, 1995b; Mayhe-Nunes et al., 2006).

O ninho é composto por uma uUnica camara localizada a 20 ou 30 centimetros de
profundidade. Externamente, a saida do ninho € composta por uma torre de terra, recurvada
e com um canal no meio. As operarias possuem um comportamento criptico, poucas saem
para forragear e se movem lentamente ndo se afastando muito do ninho. O substrato mais
comum que elas coletam ¢ material vegetal em decomposi¢do, sementes de graminea e
frutos, mas podem também coletar fezes de insetos (Kempf, 1960; Leal et al., 2000;

Slomon et al., 2004; Mayhe-Nunes et al., 2006).

Myrmicocrypta SMITH, 1860

As formigas deste género foram descritas pela primeira vez por Smith em 1860, mas o
primeiro relato de que elas cultivam fungo foi feito por Forel em 1899. As operarias sdo
monomorficas, seus ninhos sdo pequenos e pouco populosos. Elas cultivam fungo com
material vegetal decomposto, sementes e frutos de gramineas, cadaveres e fezes de insetos.
O corpo dessas formigas ¢ recoberto de pélos escamiformes, sua cabeca ¢ arredondada na
parte posterior € o seu mesossoma pode possuir projecdes como espinhos ou tubérculos
(figura 1.4) (Weber, 1966; Holldobler et al., 1990; Della Lucia et al., 1993; Leal et al.,
2000).

O género Myrmicocrypta ¢ considerado como o mais basal da tribo Attini, o ninho ¢
sempre subterrdneo e composto por um canal que leva a uma tnica camara onde ficam o
jardim de fungo, a tinica rainha, as operdrias ¢ a cria. A funda¢@o do ninho e o voo nupcial
sdo semelhantes ao que foi descrito para Apterostigma (Fernandez-Marin et al., 2004;

Schultz et al., 1995).
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A
B

Figura 1.4: Operaria de Myrmicocrypta sp. A — cabeca vista frontal, B — perfil do corpo. (Fonte:

www.antweb.org).

O processo de preparagdo do substrato em Myrmicocrypta ednaela se da da seguinte
forma: as operarias coletam o substrato, geralmente material vegetal em decomposigao,
transportam para o interior do ninho e empilham o material para depois inocularem o
fungo, retirado de uma parte mais antiga do jardim. Depois disso as operarias depositam
liquido fecal sobre a parte recém-incorporada. Quando o fungo cresce, as operarias
removem as hifas do substrato ja digerido substituindo-o por substrato novo. O cuidado
com a cria segue os padrdes gerais das formigas a ndo ser pelo fato de que as larvas tém a
capacidade de se alimentar sozinhas diretamente do fungo (Murakami ; Higashi, 1997).

Apesar de serem conhecidas ha muito tempo, estas formigas, da mesma forma que
Apterostigma, foram pouco estudadas e sua biologia ainda necessita ser detalhada,
principalmente os comportamentos relativos a prepara¢do do substrato e cuidado com a
cria, que sdo muito importantes para a compreensdo da evolugdo da tribo Attini.

A espécie estudada neste trabalho ndo pdde ser identificada por ndo existirem chaves
de identificagdo, revelando a grande necessidade de revisdo do género, desta forma esta

espécie sera chamada de Myrmicocrypta sp.

Trachymyrmex FOREL, 1893

O género Trachymyrmex possui operarias monomorficas ou com polimorfismo
discreto que apresentam espinhos mesossomais dorsais multidentados ou
multituberculados, carena frontal expandida até a parte de tras da cabeg¢a formando um

pequeno escrobo antenal, o corpo possui pélos curvos, associados as projegdes cuticulares,
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e simples (Mayhe-Nunes, 1995a; Mayhe-Nunes ; Brandao, 2002; Mayhe-Nunes ; Brandao,
2005; Mayhe-Nunes ; Brandao, 2007).

A B

Figura 1.5: Operaria de Trachymyrmex septentrionalis. A — cabega vista frontal; B — perfil do corpo. (Fonte:

www.antweb.org).

Elas cultivam o fungo simbionte principalmente com material vegetal em
decomposicdo e partes de flores e frutos, mas também podem raramente utilizar fezes e
corpos de insetos e folhas verdes. Apesar de serem muito semelhantes a Acromyrmex elas
forrageiam apenas no solo e de forma solitaria apresentando pequena capacidade de
recrutamento ¢ formagao de trilhas (Waller, 1989; Della Lucia et al., 1993; Mayhe-Nunes,
1995a; Beshers ; Traniello, 1996; Leal et al., 2000; Lizidatti, 2006).

As espécies do gé€nero Trachymyrmex possuem um sistema de divisdo de castas
baseado no polietismo etario, ou seja, as operarias desempenham diferentes funcdes de
acordo com a sua idade. Em Trachymyrmex septentrionalis as operarias mais jovens
desempenham as fung¢des de tratamento da cria e do fungo simbionte enquanto as mais
velhas forrageiam e preparam o substrato para o cultivo do fungo simbionte (Beshers et al.,
1996).

A preparacdo do substrato para o cultivo do fungo simbionte nesta espécie segue o
mesmo padrdo basico descrito para as formigas cortadeiras, elas lambem o substrato e
depois o fragmentam, depositam liquido fecal sobre ele e o incorporam ao jardim de fungo.

A diferenga € que as operarias de Trachymyrmex septentrionalis ndo realizam este processo
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como em uma linha de produ¢@o observada para as cortadeiras, o processo neste caso ¢é
realizado de forma solitaria pelas operarias(Beshers et al., 1996).

A fundagdo de novas colonias € realizada normalmente por apenas uma rainha
fundadora que acasala com apenas um macho durante o vdo nupcial. A rainha carrega um
inéculo do jardim de fungo dentro de sua cavidade infrabucal e o regurgita quando encontra
um local adequado para fundar o ninho. A fundagdo ¢ realizada no modo semi-claustral,
normalmente ela cultiva o fungo apoiado em raizes de plantas e continua a sair para
forragear mesmo depois da emergéncia das primeiras operarias (Fernandez-Marin et al.,
2004).

Filogeneticamente o género Trachymyrmex ¢é o mais proximo das formigas
cortadeiras, de modo que o estudo de suas caracteristicas bioldgicas ¢ muito importante
para se entender a evolucdo do habito de cortar folhas apresentado por elas.

Taxonomicamente o género Trachymyrmex é dividido em seis grupos de espécies:
opulentus, iheringi, jamaicensis, urichi, septentrionalis e cornetzi. O género contém
aproximadamente 50 espécies distribuidas da regido central da Argentina até o nordeste dos
Estados Unidos da América. Durante muito tempo este género teve a sua taxonomia
bastante confusa por ser muito semelhante as cortadeiras e varias de suas espécies foram
descritas como Atta, depois como Acromyrmex e por ultimo como Cyphomyrmex (Mayhe-
Nunes et al., 2002; Mayhe-Nunes et al., 2005; Brandao ; Mayhe-Nunes, 2007; Mayhe-
Nunes et al., 2007).

Neste trabalho foram estudadas duas espécies, a primeira foi Trachymyrmex fuscus,
pertencente ao grupo urichi. Esta espécie se caracteriza por apresentar os lados occipitais da
cabeca angulosos, dando uma conformacdo quadrada para a mesma, esta espécie
atualmente estd na sinonimia de Trachymyrmex urichi mas serd revalidada por Mayhe-
Nunes e Branddo (comunicacdo pessoal) na quarta parte da revisdo do género.
Trachymyrmex fuscus ¢ uma formiga muito comum no interior do Brasil se distribuindo nas
regides centro-oeste ¢ sudeste, possui ninhos subterraneos formados por mais de uma
camara e com mais de um metro de profundidade. Cultiva o fungo simbionte com material
vegetal em decomposi¢@o e ocasionalmente carcacas e fezes de insetos e folhas verdes. A
maior atividade de forrageamento € noturna e nas horas mais frescas do dia (Moreira et al.,

2007).
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A outra espécie estudada foi identificada como sendo uma espécie nova que sera
descrita por Mayhe-Nunes ¢ Brandao (comunicagdo pessoal) na sexta parte da revisdo do
género. Segundo esses autores esta espécie pertence ao grupo cornetzi € se caracteriza por
apresentar os lados occipitais arredondados e os espinhos pronotais grandes. Uma espécie
que pertence a este grupo e que foi estudada no passado é T. turrifex, provavelmente
algumas caracteristicas biologicas da espécie estudada neste trabalho sejam semelhantes a
ela. 7. turrifex possui a atividade de forrageamento noturna, as suas operarias forrageiam de
forma solitaria, elas utilizam principalmente material vegetal em decomposi¢do, anteras e

em pequena quantidade fezes de inseto (Waller, 1989).

LITERATURA CITADA

1. ALCOCK, J. Animal Behavior. J. Alcock. 7. Sunderland, Mass.: Sinauer
Associates, 2001. 543 p.

2. ANDRADE, A. P. P.; FORTI, L. C.; MOREIRA, A. A.; BOARETTO, M. A. C,;
RAMOS, V. M.;DE MATOS, C. A. O. Behavior of Atta sexdens rubropilosa
(Hymenoptera : Formicidae) workers during the preparation of the leaf substrate for
symbiont fungus culture. Sociobiology, v. 40, n. 2, p. 293-306, 2002.

3. BAER, B.; BOOMSMA, J. J. Male reproductive investment and queen mating-
frequency in fungus-growing ants. Behavioral Ecology, v. 15, n. 3, p. 426-432,
2004.

4. BASS, M. ; CHERRETT, J. M. Fungal Hyphae As A Source of Nutrients for the
Leaf-Cutting Ant Atta sexdens. Physiological Entomology, v. 20, n. 1, p. 1-6, 1995.

5. BESHERS, S. N. ; TRANIELLO, J. F. A. Polyethism and the adaptiveness of
worker size variation in the attine ant Trachymyrmex septentrionalis. Journal of
Insect Behavior, v. 9, n. 1, p. 61-83, 1996.

6. BRANDAO, C.R. F.; MAYHE-NUNES, A.J. A new fungus-growing ant genus,
Mycetagroicus gen. n., with the description of three new species and comments on
the monophyly of the attini (Hymenoptera : Formicidae). Sociobiology, v. 38, n.
3B, p. 639-665, 2001.

23



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

BRANDAO, C. R. F. ; MAYHE-NUNES, A. J. A new fungus-growing ant genus,
Mycetagroicus gen. n., with the description of three new species and comments on
the monophyly of the attini (Hymenoptera : Formicidae). Sociobiology, v. 38, n.
3B, p. 639-665, 2001.

BRANDAO, C. R. F. ; MAYHE-NUNES, A. J. A phylogenetic hypothesis for the
Trachymyrmex species groups, and the transition from fungus-growing to leaf-
cutting in the Attini. In: R.R.SNELLING; B. L. FISHER; P. S. WARD (Eds.).
Advances in ant systematics (Hymenoptera: Formicidae): homage to E. O.
Wilson - 50 years of contributions. Gainesville, FL: American Entomological
Institute, 2007. Cap. 6 , p. 72-88.

CHAPELA, 1. H.; RHENER, S. A.; SCHULTZ, T. R;MUELLER, U. G.
Evolutionary history of the symbiosis between fugus-growing ants and their fungus.
Science, v. 266, p. 1691-1694, 1994.

CRAVEN, S. E.; DIX, M. W.;MICHAELS, G. E. Attine Fungus Gardens Contain
Yeasts. Science, v. 169, n. 3941, p. 184-&, 1970.

CURRIE, C. R. A comunity of ants, fungi and bacteria: a multilateral aproach to
studing symbiosis. Annual Review of Microbiology, v. 55, p. 357-380, 2001a.

. Prevalence and impact of a virulent parasite on a tripartite mutualism.
Oecologia, v. 128, p. 99-106, 2001b.

CURRIE, C. R.; POULSEN, M.; MENDENHALL, J.; BOOMSMA, J. J.;BILLEN,
J. Coevolved crypts and exocrine glands support mutualistic bacteria in fungus-
growing ants. Science, v. 311, p. 81-83, 2006.

CURRIE, C. R.; SCOTT, J. A.; SUMMERBELL, R. C.; MALLOCH, D. Fungus-
growing ants use antibiotic-producing bacteria to control fungus garden parasites.
Nature, v. 398, p. 701-704, 1999.

CURRIE, C. R.; WONG, B.; STUART, A. E.; SCHULTZ, T. R.; RHENER, S. A;
MUELLER, U. G. et al. Ancient tripartite coevolution in the attine ant-microbe
symbiosis. Science, v. 299, p. 386-388, 2003.

DE SOUZA, D. J.; SOARES, I. M. F.;DELLA LUCIA, T. M. C. Acromyrmex
ameliae sp n. (Hymenoptera : Formicidae): A new social parasite of leaf-cutting
ants in Brazil. Insect Science, v. 14, n. 3, p. 251-257, 2007.

24



17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

DELLA LUCIA, T. M. C.; MOREIRA, D. D. O. As formigas cortadeiras. T. M.
C. Della Lucia, D. D. O. Moreira. 1. Vigosa, MG: Editora Folha de Vigosa, 1993.
262 p.

FERNANDEZ-MARIN, H.; ZIMMERMAN, J. K.;WCISLO, W. T. Ecological
traits and evolutionary sequence of nest establishment in fungus-growing ants
(Hymenoptera, Formicidae, Attini). Biological Journal of the Linnean Society, v.
81, p. 39-48, 2004.

FISHER, P. J.; STRADLING, D. J.; SUTTON, B. C.;PETRINI, L. E. Microfungi in
the fungus gardens of the leaf-cutting ant Atta cephalotes: A preliminary study.
Mycological Research, v. 100, p. 541-546, 1996.

FORTI, L. C.; DE ANDRADE, M. L.; ANDRADE, A. P. P.; LOPES, J. F.
S.;RAMOS, V. M. Bionomics and identification of A4cromyrmex (Hymenoptera :
Formicidae) through an illustrated key. Sociobiology, v. 48, n. 1, p. 135-153, 2006.

FOWLER, H. G.; FORTI L. C.; PEREIRA DA SILVA, V.; SAES, N. B.
Economics of grass-cutting ants. In: C.S.LOFGREN ; R. K. VANDER MEER
(Eds.). Fire ants and leaf-cutting ants: biology and management. Bolder:
Westview Press, 1986. p. 18-35.

HOLLDOBLER, B.; WILSON, E. O. The ants. 1. Cambridge, Mass.: Harvard
University Press, 1990. 732 p.

KEMPF, W. W. Review of the ant genus "Mycetarotes" Emery (Hymenoptera,
Formicidae). Revista Brasileira de Biologia, v. 20, n. 3, p. 277-283, 1960.

KOST, C.; LAKATOS, T.; BOTTCHER, 1. ARENDHOLZ, W.R.;
REDENBACH, M.;WIRTH, R. Non-specific association between filamentous
bacteria and fungus-growing ants. Naturwissenschaften, v. 94, n. 10, p. 821-828,
2007.

KUSNEZOV, N. Zoogeografia de las hormigas en sudAmerica. Acta Zoologica
Lilloana, v. 19, p. 25-186, 1963.

LAMBARDI, D.; DANIL F. R.; TURILLAZZI, S.;BOOMSMA, J. J. Chemical
mimicry in an incipient leaf-cutting ant social parasite. Behavioral Ecology and
Sociobiology, v. 61, n. 6, p. 843-851, 2007.

25



27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

LATTKE, J. Revision del género Apterostigma Mayr (Hymenoptera: Formicidae).
Arquivos de Zoologia, v. 34, n. 5, p. 121-221, 1997.

LEAL, I. R. ; OLIVEIRA, P. S. Foraging ecology of attine ants in a neotropical
savanna: seasonal use of fungal substrate in the Cerrado vegetation of Brazil.
Insectes Sociaux, v. 47, p. 376-382, 2000.

LIMA, P. R. M. Metabolismo e secreciio de despolimerases em fungos
simbiontes de formigas atineas e inibicdo de pectinases. 2006. (Phd) -
Universidade Estadual Paulista, Instituto de Biociéncias de Rio Claro, 2006.

LIZIDATTI, C. S. Biologia, arquitetura de ninhos e coleta de substratos no
Cerrado por formigas cultivadoras de fungo, Trachymyrmex holmgreni
Wheeler, 1925 (Hymenoptera, formicidae, Attini). 2006. (Tese (Mestrado)) -
UNESP, Instituto de Biosciéncias, Letras e Ciéncias Exatas de Sdo José do Rio
Preto - SP, 2006.

MARTIN, M. M.; BOYD, N. D.; GIESELMANN, M. J.;SILVER, R. G. Activity of
Fecal Fluid of A Leaf-Cutting Ant Toward Plant-Cell Wall Polysaccharides.
Journal of Insect Physiology, v. 21, n. 12, p. 1887-1892, 1975.

MAYHE-NUNES, A.J. Filogenia de los Attini (Hymen., Formicidae): un aporte
al conocimiento de las hormigas fungivoras. 1995a. Tese (Doutorado) -
Universidad Simon Bolivar, 1995a.

. Sinopse do genero Mycetarotes. Boletin de Entomologia Venezuelana, v.
10, n. 2, p. 197-205, 1995b.

MAYHE-NUNES, A. J. ; BRANDAO, C. R. F. Revisionary studies on the attine
ant genus Trachymyrmex forel. Part 1: Definition of the genus and the opulentus
group (Hymenoptera : Formicidae). Sociobiology, v. 40, n. 3, p. 667-698, 2002.

. Revisionary studies on the attine ant genus 7Trachymyrmex Forel. Part 2:
The iheringi group (Hymenoptera : Formicidae). Sociobiology, v. 45, n. 2, p. 271-
305, 2005.

. Revisionary notes on the fungus-growing ant genus Mycetarotes Emery
(Hymenoptera, Formicidae). Revista Brasileira de Entomologia, v. 50, n. 4, p.
463-472, 2006.

26



37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

MAYHE-NUNES, A.J. ; BRANDAO, R. F. Revisionary studies on the attine ant
genus Trachymyrmex forel. Part 3: The jamaicensis group (Hymenoptera :
Formicidae). Zootaxa, n. 1444, p. 1-21, 2007.

MOHALLI S. Ultrastructural and morphological study of the mutualistic fungus of
the ant Atta cephalotes. Revista de Ecologia Latino-Americana, v. 5, n. 3, p. 1-6,
1998.

MOREIRA, A. A.; BUENO, E. C.; OLIVEIRA, C. G.; DINIZ, E. A.; GARCEZ, D.
L.; CAMPOS, M. C. G. et al. Foraging activity of Trachymyrmex fuscus
(Hymenoptera : Formicidae) in a degraded area. Sociobiology, v. 50, n. 2, p. 409-
417, 2007.

MUELLER, U. G. Ants versus fungus versus mutualism: ant-cultivar conflic and
the deconstruction of the attine ant-fungus symbiosis. The American Naturalist, v.
160, p. 67-98, 2002.

MUELLER, U. G.; CURRIE, C. R.; SCHULTZ, T. R.; ADAMS, R. M.
M.;MALLOCH, D. The origin of the attine ant-fungus mutualism. The Quarterly
Review of Biology, v. 76, n. 2, p. 169-197, 2001.

MUNKACSI, A. B.; PAN, J. J.; VILLESEN, P.; MUELLER, U. G.;
BLACKWELL, M;;MCLAUGHLIN, D. J. Convergent coevolution in the
domestication o coral mushrooms by fungus-growing ants. Proceedings of the
Royal Society of London, v. 271, p. 1777-1782, 2004.

MURAKAMI, T. ; HIGASHI, S. Social organization in two primitive attine ants,
Cyphomyrmex rimosus and Myrmicocrypta ednaella, with reference to their fungus
substrates and food sources. Journal of Ethology, v. 15, n. 1, p. 17-25, 1997.

OLIVEIRA DA SILVA-PINHATI, A. C. Evoluc¢ao e metabolismo de alguns
atineos (Hymenoptera: Formicidae) e seus fungos (Basidiomycota: Agaricales).
2004. (Doutorado) - UNESP - Rio Claro SP, 2004.

PAGNOCCA, F. C.; BACCIJR, M.; FUNGARO, M. H.; BUENO, O. C;
HEBLING, M. J.; SANTANA, A. et al. RAPD analisys of the sexual state and
sterile mycelium of the fungus cultivated by the leaf-cutting ant Acromyrmex
hispidus fallax. Mycological Research, v. 105, n. 2, p. 173-176, 2001.

27



46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

PITTS-SINGER, T. L. ; ESPELIE, K. E. Nest demographics and foraging behavior
of Apterostigma collare emery (Hymenoptera, Formicidae) provide evidence of
colony independence. Insectes Sociaux, v. 54, n. 4, p. 310-318, 2007.

RODRIGUES, A. Ocorréncia de fungos filamentosos em ninhos de Atta sexdens
rubropilosa Forel, 1908 (Hymenoptera: Formicidae) submetidos a tratamentos
com iscas toxicas. 2004. (Ms) - Instituto de Biociencias - Unesp - Rio Claro, 2004.

RONHEDE, S.; BOOMSMA, J. J.,ROSENDHAL, S. Fungal enzymes transferred
by leaf-cutting ants in their fungus gardens. Mycological Research, v. 108, n. 1, p.
101-106, 2004.

SANCHEZ-PENA, S. R. New view on origin of attine ant-fungus mutualism:
Exploitation of a preexisting insect-fungus symbiosis (Hymenoptera : Formicidae).
Annals of the Entomological Society of America, v. 98, n. 2, p. 151-164, 2005.

SCHULTZ, T. R.; BEKKEVOLD, D.;BOOMSMA, J. J. Acromyrmex insinuator
new species: an incipient social parasite of fungus-growing ants. Insectes Sociaux,
v.45,n. 4, p. 457-471, 1998.

SCHULTZ, T. R. ; BRADY, S. G. Major evolutionary transitions in ant agriculture.
Proceedings of the National Academy of Sciences, v. 105, n. 14, p. 5435-5440,
2008.

SCHULTZ, T. R. ; MEIER, R. A phylogenetic analysis of the fungus-growing ants
(Hymenoptera: Formicidae: Attini) based on morphological characters of the larvae.
Systematic Entomology, v. 20, n. 4, p. 337-370, 1995.

SILVA, A. Alfa-amilase e maltase nos simbiontes Leucoagaricus gongylophorus
Singer (Moller) (Leucocoprinae: Agaricaceae) e Atta sexdens Linnaeus (Attini:
Formicidae). 2004. (Doutorado) - UNESP Rio Claro SP, 2004.

SILVA, A.; BACCI JR, M.; DE SIQUEIRA, C. G.; BUENO, O. C.; PAGNOCCA,
F. C.;HEBLING, M. J. Survival of Atta sexdens on different food sources. Journal
of Insect Physiology, v. 49, p. 307-313, 2003.

SLOMON, S. E.; MUELLER, U. G.; SCHULTZ, T. R.; CURRIE, C. R.; PRICE, S.
L.; OLIVEIRA DA SILVA-PINHATI, A. C. et al. Nesting biology of the fungus-
growing ant Mycetarotes Emery (Attini: Formicidae). Insectes Sociaux, v. 51, p.
333-338, 2004.

28



56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

SUMNER, S.; AANEN, D. K.; DELABIE, J.;BOOMSMA, J. J. The evolution of
social parasitism in Acromyrmex leaf-cutting ants: a test of Emery's rule. Insectes
Sociaux, v. 51, n. 1, p. 37-42, 2004.

TAUK, S. M. ; SERZEDELLO, A. Isolation of Bacteria Living in Gardens of Atta
laevigata. Anais da Academia Brasileira de Ciencias, v. 47, n. 2, p. 295-300,
1975.

VELLINGA, E. Ecology and distribution of lepiotaceous fungi (Agaricaceae) - A
review. Nova Hedvigia, v. 78, n. 3, p. 273-299, 2004a.

. Genera in the family Agaricacea: evidence from nrITS and nrLSU
sequences. Mycological Research, v. 108, n. 4, p. 354-377, 2004b.

VILLESEN, P.; MUELLER, U. G.; SCHULTZ, T. R.; ADAMS, R. M.
M.;BOUCK, A. C. Evolution of ant-cultivar specialization and cultivar switching in
Apterostigma fungus-growing ants. Evolution, v. 58, n. 10, p. 2252-2265, 2004.

WALLER, D. A. Foraging Behavior of Trachymyrmex turrifex Wheeler
(Formicidae, Attini). Southwestern Naturalist, v. 34, n. 2, p. 271-275, 1989.

WEBER, N. A. Fungus-growing ants. Science, v. 153, n. 3736, p. 589-604, 1966.

WETTERER, J. K.; SCHULTZ, T. R.;MEIER, R. Phylogeny of fungus-growing
ants (tribe Attini) based on mtDNA sequence and morphology. Molecular
Phylogenetics and Evolution, v. 9, n. 1, p. 42-47, 1998.

29



CAPITULO 1 -EVOLUCAO DOS COMPORTAMENTOS DE PREPARACAO DO
SUBSTRATO PARA O CULTIVO DO FUNGO SIMBIONTE EM FORMIGAS DA
TRIBO ATTINI (HYMENOPTERA: FORMICIDAE)

Resumo

O conhecimento dos comportamentos de preparagdo do substrato para o cultivo do
fungo simbionte é fundamental para a compreensdo da evolu¢do da simbiose entre as
formigas da tribo Attini e o fungo. Este processo tem como principal finalidade alteracdo
inicial do substrato anterior a sua incorpora¢do no jardim de fungo. O objetivo deste
trabalho foi analisar comparativamente estes comportamentos em Acromyrmex disciger,
Apterostigma pilosum, Mycetarotes parallelus, Myrmicocrypta sp., Trachymyrmex fuscus e
Trachymyrmex sp. Nov. para identificar os padrdes que ocorrem nestas espécies e inferir
sobre sua evolucdo. Com o auxilio de um sistema de supervisdo de formigueiro foram
realizadas observagdes dos comportamentos e os resultados revelaram que, basicamente, o
processo de preparacdo do substrato pode ser dividido em trés etapas: tratamento fisico, em
que as formigas prendem e lambem o substrato; tratamento quimico, quando as operarias
depositam liquido fecal, prensam e recortam o substrato; incorporagdo, em que as formigas

depositam o substrato no jardim e inoculam pedagos de fungo sobre ele. A andlise dos
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resultados revela que existem dois padrdes comportamentais distintos, o primeiro ¢
apresentado pelas espécies basais (Myrmicocrypta sp, A. pilosum e M. parallelus),
caracterizado pela auséncia ou pela baixa freqiiéncia dos comportamentos relativos ao
tratamento quimico, o segundo padrio €& apresentado pelas espécies derivadas
(Trachymyrmex sp. Nov., T. fuscus e A. disciger) e & caracterizado por uma intensa
fragmentacdo do substrato e deposi¢do de liquido fecal. Isso sugere que a evolugdo do
processo de preparagdo do substrato ¢ marcada por um aumento progressivo da importancia
dos comportamentos que envolvem o tratamento quimico, levando a uma adaptagdo
morfoldgica e fisioldgica do fungo e das formigas possibilitando uma maior decomposi¢ao
inicial do substrato antes de sua incorporagdo e possibilitando as formigas derivadas

utilizarem material vegetal fresco como substrato.

Introducao

A novidade evolutiva apresentada pelas formigas da tribo Attini € a sua capacidade de
cultivar um fungo basidiomiceto, principalmente da familia Agaricaceae, que serve de
alimento para as suas colonias. O surgimento desta relagdo, a aproximadamente 50 milhdes
de anos, possibilitou a elas mudarem o seu estilo de vida, de predadoras /coletoras a
“agricultoras”, capazes de cultivar o seu proprio alimento (Holldobler ; Wilson, 1990;
Mueller; Currie; Schultz; Adams ; Malloch, 2001).

A simbiose com o fungo levou estas formigas a uma posi¢ao de destaque no ambiente
onde ocorrem, exclusivamente no continente americano, a condi¢do mais extrema ¢
apresentada pelas formigas cortadeiras dos géneros Atta e Acromyrmex, que sao 0s
principais herbivoros e importantes pragas agricolas das Américas (Holldobler et al., 1990;
Della Lucia ; Moreira, 1993; Mueller; Gerardo; Aanem; Six ; Schultz, 2005).

A principal caracteristica bioldgica que diferencia as formigas cultivadoras de fungo
das outras ¢ a sua capacidade de coletar diversos materiais e prepara-los dentro do ninho
para que eles possam ser utilizados como substrato para o crescimento do fungo. Para isso
elas desenvolveram um conjunto de comportamentos conhecido como preparagdo do

substrato (Holldobler et al., 1990; Mueller et al., 2001; Mueller et al., 2005).
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O processo de preparagdo do substrato, realizado pelas operarias, tem como principal
fungdo a decomposi¢do inicial do material, trazido pelas forrageiras, antes que ele entre em
contato com o fungo simbionte (Quinlan ; Cherrett, 1977; Andrade et al., 2002).

A maior parte do conhecimento cientifico existente sobre este processo se refere as
espécies de formigas cortadeiras. As operarias dos géneros Atta € Acromyrmex lambem os
fragmentos vegetais, para remover impurezas € a camada de cera epicuticular que protege
as folhas, depois recortam estes fragmentos em pedagos menores, de aproximadamente 1
mm, e os tratam com um liquido fecal, que ¢ composto por uma série de enzimas digestivas
capazes de decompor os polissacarideos das folhas. Depois disso, elas maceram os
fragmentos e os incorporam ao jardim de fungo (Quinlan et al., 1977; Wilson, 1980;
Mueller et al., 2001; Andrade et al., 2002).

O desenvolvimento do processo de preparacdo do material vegetal, apresentado pelas
formigas cortadeiras, determinou o surgimento de um complexo sistema de divisdo de
trabalho. Cada tarefa ¢ executada por operarias de tamanhos diferentes, de modo que existe
um intenso polimorfismo, além disso, dentro de cada casta fisica as fun¢des sdo divididas
de acordo com a idade de modo que se estima que seis castas operarias participem da
preparagdo do substrato em espécies de formigas cortadeiras (Wilson, 1980; Hart;
Anderson ; Hatnieks, 2002).

Além desta intensa divisdo de trabalho em castas ha também uma intensa parti¢do de
tarefas, ou seja, as tarefas sdo realizadas em seqii€ncia por operarias diferentes de modo que
o material vegetal é passado de uma operaria para outra até ser incorporado. Desta forma o
processo de preparagdo do substrato em formigas cortadeiras pode ser comparado a uma
linha de produgdo, onde cada operaria € responsavel por uma parte do processo (Wilson,
1980; Holldobler et al., 1990; Hart et al., 2002).

A tribo Attini € composta por aproximadamente 230 espécies sendo que a grande
maioria ndo utiliza material vegetal fresco como substrato, e sim principalmente material
vegetal em decomposi¢do, flores, frutos e sementes, podendo também utilizar em menor
intensidade fezes e carcacas de insetos (Kusnezov, 1963; Hélldobler et al., 1990; Leal ;
Oliveira, 2000; Mueller et al., 2001).

Os estudos mais recentes a respeito da filogenia da tribo Attini consideram que as

formigas cortadeiras sdo as mais derivadas deste grupo, desta forma as suas caracteristicas
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bioldgicas representam um padrdo derivado. Sabe-se que, de uma maneira geral, as
espécies basais preparam o substrato de modo muito semelhante ao das cortadeiras, porém
de uma forma mais simples. Acredita-se que o desenvolvimento do hébito de cultivar fungo
com material vegetal fresco tenha sido a mais importante inovagdo evolutiva do grupo
(Kusnezov, 1963; Mayhe-Nunes, 1995; Schultz ; Meier, 1995; Wetterer; Schultz ; Meier,
1998; Mangone ; Currie, 2007).

Esta inovagdo fez com que as formigas da tribo Attini passassem de espécies de
habito criptico, com ninhos pequenos e operarias monomorficas para espécies com ninhos
imensos, operarias altamente polimdrficas e com comportamento dominante (Brandao ;
Mayhe-Nunes, 2007; Mangone et al., 2007). Certamente uma das razdes desta transi¢do foi
o desenvolvimento do processo de preparacdo do substrato, devido a importancia de se
entender este processo evolutivo o objetivo deste trabalho foi descrever e quantificar os
comportamentos de preparagdo do substrato para o cultivo do fungo simbionte, pelas
operarias de algumas espécies da tribo Attini, a fim de estabelecer uma base de comparagao

com as formigas cortadeiras.

Material e Métodos

5.1 Colonias utilizadas

Ninhos de Apterostigma pilosum., Myrmicocrypta sp., Mycetarotes parallelus,
Trachymyrmex fuscus e Trachymyrmex sp. nov., localizados nos arredores do Centro de
Estudos de Insetos Sociais, UNESP Rio Claro SP (22° 23° 44,30”’S, 47° 32° 27,73”W) e de
Acromyrmex disciger, localizado em 4rea urbana do municipio de Ubatuba SP (23° 27’
24,617S, 45° 04’ 14,13”W), foram escavados € o jardim de fungo, a cria, a rainha e
operarias foram coletados.

As colonias foram mantidas inicialmente em ninhos de laboratério compostos por
potes de plastico com gesso no fundo para que pudessem limpar o jardim de fungo e se
recuperar da coleta. Depois, foram transferidas para um ninho confeccionado em gesso,
com algumas camaras e saida para forrageamento, coberto por uma placa de vidro para

facilitar a visualizagdo de seu interior (Figura 2.1).
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Durante as observacdes comportamentais, que duraram 40 horas para cada espécie, os
formigueiros de Myrmicocrypta sp., Apterostigma pilosum e Mycetarotes parallelus foram
tratados com sementes de gramineas, os de Trachymyrmex fuscus e Trachymyrmex sp. nov.
foram tratados com flores secas de diversas plantas ornamentais e os de Acromyrmex

disciger com folhas frescas de acalifa (Acalypha wilkesiana) e flores e folhas de rosa (Rosa

sp.).

Figura 2.1: Coldnia de Mycetarotes parallelus utilizada no trabalho

5.2 Observacdes e quantificacoes dos comportamentos

As observacdes foram realizadas com o auxilio de um sistema de supervisdo de
formigueiro (SSF). Este consiste de um conjunto de micro-cdmeras de video e fontes de
luz, conectadas a um micro-computador, um monitor de TV e um gravador de video cassete
(Figura 2.2). O objetivo deste sistema ¢ a automatizag@o do registro das atividades internas
do formigueiro.

Os comportamentos de preparacdo do substrato foram acompanhados desde a sua
entrada na camara de fungo até a incorporagdo ao jardim de fungo. Depois de registrados
em fitas VHS, os comportamentos foram analisados em televisor, para a sua caracterizag@o

e quantificagao.
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Figura 2.2: Sistema montado para observagdo de uma colonia de Trachymyrmex fuscus

A quantificagdo foi realizada registrando o numero de vezes que cada comportamento
foi observado para diferentes espécies e castas de operaria e determinando a freqii€ncia
relativa de cada comportamento dividindo o numero total de vezes que cada
comportamento foi observado pelo nimero total de atos comportamentais observados para
cada espécie.

Como Acromyrmex disciger ¢ uma formiga polimorfica as suas operdrias foram
divididas visualmente em quatro castas de acordo com o tamanho das operdrias e as
freqii€éncias dos comportamentos foram determinados para cada casta separadamente € no
total. As castas foram denominadas de 1 a 4 em ordem crescente de tamanho. A freqiiéncia
de cada comportamento para cada casta foi determinado dividindo o numero de vezes que
cada comportamento foi observado, pelo numero total de atos comportamentais da espécie,

de modo que € possivel determinar a participagdo das castas no processo.

Analise estatistica

Foi realizada analise de componentes principais das freqiiéncias dos comportamentos

observadas para cada espécie através do programa BioEstat 4.0, esta analise foi realizada
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com o objetivo de comparar os repertorios comportamentais e determinar os padrdes
existentes em cada espécie.

Como Acromyrmex disciger é uma espécie polimérfica, diferentemente das outras
cinco espécies estudadas, os repertorios comportamentais de cada casta foram analisados
separadamente para determinar a influéncia do polimorfismo no funcionamento do

processo de preparagdo do substrato.

Resultados

Foram realizadas 240 horas de observagdo nas quais foram descritos sete
comportamentos e registrados 7237 atos comportamentais. A descricdo dos
comportamentos observados esta resumida na tabela 2.1. Os comportamentos apresentados
nesta tabela ocorrem nesta mesma ordem ao longo do processo de preparagdo do substrato,
sendo que os comportamentos de depositar liquido fecal, prensar e recortar o substrato sdo
repetidos nesta ordem pelas operdrias nos fragmentos de substrato resultantes desta
atividade.

Em Myrmicocrypta sp. o comportamento mais freqiiente foi o de lamber, com 0,280
seguido pelo comportamento de segurar com 0,261. O comportamento menos freqiiente foi
o de depositar o substrato no jardim de fungo com 0,091, nesta espécie ndo foram
observados os comportamentos de depositar liquido fecal, prensar e recortar o substrato
(Tabela 2.2).

Em Apterostigma pilosum o comportamento mais freqliente foi o de lamber com
0,271, seguido por inocular o fungo sobre o substrato com 0,267. O comportamento menos
freqiiente foi o de depositar o substrato no jardim de fungo com 0,098, nesta espécie
também os comportamentos de depositar liquido fecal, prensar e recortar o substrato ndo
foram observados (Tabela 2.2).

Em Mycetarotes parallelus o comportamento mais freqiiente foi o de lamber com
0,432, seguido por inocular o fungo com 0,249. O comportamento menos freqiiente foi o de
depositar liquido fecal com 0,010, nesta espécie os comportamentos de prensar e recortar

ndo foram observados. (Tabela 2.2).
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Em Trachymyrmex fuscus o comportamento mais freqliente foi o de lamber com
0,532, seguido por prensar com 0,210. Os comportamentos menos freqiientes foram os de
depositar o substrato no jardim de fungo e inocular o fungo ambos com 0,034. Em
Trachymyrmex sp. Nov. o comportamento mais freqiiente foi o de lamber com 0,522,
seguido por prensar com 0,223. O comportamento menos freqiiente foi o de depositar o
substrato no jardim de fungo com 0,038 (Tabela 2.2).

No geral para Acromyrmex disciger o comportamento mais freqliente foi o de lamber
com 0,455 seguido por prensar com 0,222. O comportamento menos freqiliente foi o de
segurar o substrato com 0,033 seguido por inocular o fungo com 0,034. Considerando as
castas separadamente a casta 1, operdrias minimas, teve como comportamento mais
freqiiente o de depositar o substrato no jardim de fungo com 0,014 e o menos freqiiente foi
o de lamber com 0,003 do total de atos comportamentais da espécie, os comportamentos de
segurar, depositar liquido fecal prensar e recortar ndo foram observados para esta casta
(Tabela 2.2).

Para a casta 2, operdrias médias/pequenas, o comportamento de lamber foi o mais
freqiiente com 0,174, seguido por prensar e recortar com respectivamente 0,049 e 0,045. O
comportamento menos freqiiente foi o de segurar o substrato com 0,010, seguido por
inocular o fungo com 0,014. Para a casta 3, operdrias médias/grandes, o comportamento
mais freqiiente foi o de lamber com 0,269 seguido por prensar e recortar respectivamente
com 0,172 e 0,105. O comportamento menos freqiiente foi o de inocular o fungo com
0,002, seguido por depositar o substrato no jardim de fungo com 0,004 (Tabela 2.2).

Finalmente, para a casta 4, operdrias maximas, o comportamento mais freqiiente foi o
de lamber com 0,009 e os menos freqiientes foram os de segurar e prensar, ambos com
0,001, os comportamentos de depositar liquido fecal, depositar o substrato no jardim de
fungo e inocular o fungo ndo foram observados para esta casta (Tabela 2.2).

A casta 3 foi a que mais realizou os comportamentos de preparacdo do substrato com
2247 atos comportamentais registrados, a casta 4 foi a que menos participou desta tarefa
com apenas 59 atos comportamentais registrados (tabela 2.2).

De uma maneira geral, foi observado que héa forte cooperacdo entre as operarias
durante o processamento do substrato em A. disciger, mas esta cooperagdo s esta presente

no inicio do processo nas espécies de Trachymyrmex e ndo existe nas outras trés espécies
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estudadas sendo realizado de forma solitaria pelas operarias, o que explicaria o pequeno
numero de atos comportamentais observados nestas espécies quando comparadas as outras
(Tabela 2.2).

A andlise de componentes principais revela que a variagdo observada entre os
repertorios comportamentais pode ser explicada por dois componentes que juntos
correspondem a 91% da mesma. O primeiro componente principal ¢ determinado pelos
comportamentos de depositar liquido fecal, prensar o substrato, recortar o substrato,
segurar, depositar o substrato no jardim e inocular o fungo, este componente esta associado
positivamente com os trés primeiros comportamentos € negativamente com 0s outros trés.
O segundo componente ¢ fortemente determinado pelo comportamento de lamber o
substrato, sendo associado positivamente a ele (Tabela 2.3).

A representagdo grafica dos valores dos dois componentes principais para cada
repertorio comportamental (Figura 2.3) resultou no agrupamento dos mesmos em trés
grupos: o primeiro ¢ formado pelos repertorios de Myrmicocrypta sp., Apterostigma
pilosum e Mycetarotes parallelus, e estd associado negativamente ao primeiro componente
e positivamente ao segundo, ou seja, seu funcionamento é fortemente influenciado pelas
freqiiéncias dos comportamentos de segurar, lamber, depositar o substrato no jardim e
inocular o fungo; o segundo grupo ¢ formado pelos repertorios de Trachymyrmex fuscus,
Trachymyrmex sp. Nov. e da casta 3 de Acromyrmex disciger, esta associado positivamente
aos dois componentes, ou seja, ¢ fortemente influenciado pelas freqiiéncias dos
comportamentos de lamber, depositar liquido fecal, prensar o substrato e recortar o
substrato; o terceiro grupo ¢ formado pelos repertorios das castas 1, e 4 de 4. disciger que
parecem ndo participar eficientemente do processo de preparacdo. A casta 2 de 4. disciger

parece ser intermedidria entre o segundo e o terceiro grupo.
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Tabela 2.1: Descri¢do resumida dos comportamentos observados durante a preparacdo do substrato para o
cultivo do fungo simbionte nas espécies estudadas.

Comportamentos Descricéo

Uma ou mais operarias seguram o substrato sobre o jardim de fungo com
Segurar o substrato ,
suas mandibulas.

Lamber o substrato Varias operarias lambem os fragmentos com suas glossas.

A operaria curva o gaster por baixo do corpo e elimina uma pequena gota

Depositar liquido fecal de liquido fecal de cor marrom claro.

A operaria prensa, com suas mandibulas, todo o substrato até que ele

Prensar o substrato ~
fique com uma coloragio escura.

Recortar o substrato Uma ou mais operarias cortam o substrato com suas mandibulas.
Fixar o substrato no jardim A operaria deposita o substrato no jardim de fungo e o pressiona com suas
de fungo pernas anteriores até que fique aderido ao jardim.

A operaria coleta, com suas mandibulas, um tufo de hifas do fungo
Inocular o fungo simbionte simbionte, as deposita sobre o substrato e pressiona com suas pernas
anteriores.
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Tabela 2.3: Valores dos dois componentes principais para cada comportamento. Os valores entre parénteses
representam a porcentagem de participacdo de cada componente principal na variacdo total entre as espécies.

Comportamentos CP1 (57,89%) CP2 (33,80%)
Segurar -0,38 -0,30
Lamber 0,04 0,64
Depositar liquido fecal 0,41 0,30
Prensar 0,41 0,34
Recortar 0,42 0,25
Depositar no jardim de fungo -0,40 0,37
Inocular fungo -0,42 0,31
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Figura 2.3: Representagdo grafica dos valores de cada repertdrio comportamental para
os dois primeiros componentes principais. Ap. p. — Apterostigma pilosum; Myr —
Myrmicocrypta sp.; Mt. p. — Mycetarotes parallelus; Tr. f. — Trachymyrmex fuscus; Tr.
n. — Trachymyrmex sp. Nov.; Ac. d. 1-4 — castas fisicas de Acromyrmex disciger.
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Discussao

O processo de preparagdo do substrato pode ser dividido em trés etapas, determinadas
da mesma forma que em Atta laevigata e A. bisphaerica por Diniz (2003), cada etapa ¢
composta por comportamentos diferentes que sdo realizados em seqiiéncia pelas operarias.

A primeira etapa é a de tratamento fisico, nela as operarias realizam os
comportamentos de lamber e segurar o substrato. Neste trabalho foi observado que os
comportamentos desta fase sdo em geral os mais freqiientes, esta observacdo ¢ semelhante
ao que estd descrito na literatura para espécies de formigas cortadeiras e também para
espécies de Trachymyrmex, Cyphomyrmex € Myrmicocrypta (Quinlan et al., 1977; Beshers
; Traniello, 1996; Murakami ; Higashi, 1997; Andrade et al., 2002; Mangone et al., 2007).

A etapa de tratamento fisico € realizada no momento em que o substrato entra no
ninho, desta forma, a grande freqiiéncia destes comportamentos revela que a sua principal
fungdo € remover as impurezas presentes no substrato, evitando que o jardim de fungo seja
contaminado. Nesta fase as operarias de formigas cortadeiras removem a camada de cera
epicuticular presente nos fragmentos de folha, que tem a capacidade de impedir o
crescimento do fungo simbionte. Considerando as espécies estudadas neste trabalho ¢ mais
provavel que a fungdo de remover a cera epicuticular esteja presente apenas em
Acromyrmex disciger (Quinlan et al., 1977; Andrade et al., 2002; Mangone et al., 2007).

A segunda etapa ¢ a de tratamento quimico, nela as operarias depositam o liquido
fecal, prensam e recortam o substrato. Esta seqiiéncia de comportamentos é repetida pelas
operarias nos fragmentos resultantes, de modo que no final desta etapa o substrato inicial &
reduzido a um grande niimero de fragmentos pequenos.

As freqliéncias destes comportamentos variaram entre as espécies estudadas,
Myrmicocrypta sp. € Apterostigma pilosum ndo os apresentaram, enquanto que Mycetarotes
parallelus apresentou apenas o comportamento de depositar o liquido fecal. Esta
observagdo ¢ diferente do que esta descrito na literatura para Myrmicocrypta ednaella ¢
Cyphomyrmex spp. que realizam estes comportamentos em grandes freqii€ncias (Murakami

etal., 1997).
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Em Trachymyrmex fuscus e Trachymyrmex sp. Nov. os comportamentos desta etapa
foram mais freqlientes sendo que prensar foi o mais freqiiente dos trés. Esta observagdo é
semelhante ao que foi descrito para 7. septentrionalis na literatura. De uma maneira geral,
Acromyrmex disciger foi semelhante a estas duas espécies, porém, se considerarmos as suas
castas fisicas separadamente, as castas 2 ¢ 3 (médias) foram as que mais participaram da
preparacdo do substrato, enquanto que as castas 1 e 4 participaram pouco, isto estd de
acordo com o que esta descrito na literatura para formigas cortadeiras dos géneros Atta e
Acromyrmex (Wilson, 1980; Beshers et al., 1996; Andrade et al., 2002; Camargo; Forti;
Lopes; Andrade ; Ottati, 2007).

E bastante conhecido que o liquido fecal é composto por uma série de enzimas,
principalmente pectinases, xilanases, amilases e proteases. Estas enzimas tém diversas
origens, sendo que algumas s3o provenientes do fungo simbionte e atravessam o trato
digestério das formigas sem sofrer a digestdo. Alguns autores acreditam que durante o
tratamento quimico as operarias maceram o substrato depositando as enzimas produzidas
pelo fungo simbionte e fragmentando o mesmo através dos comportamentos de prensar e
recortar realizando a sua decomposi¢do inicial e facilitando o desenvolvimento do fungo
simbionte (Martin; Boyd; Gieselmann ; Silver, 1975; Erthal jr; Silva ; Samuels, 2004;
Ronhede; Boomsma ; Rosendhal, 2004; Silva, 2004).

Este sistema de interagdo bioquimica foi considerado durante muito tempo como a
base para a simbiose entre estes dois organismos, porém, o fato dos comportamentos do
tratamento quimico ndo terem sido observados em A. pilosum e Myrmicocrypta sp. €
apenas o comportamento de depositar liquido fecal ter sido observado em M. parallelus,
demonstra que a importancia deste sistema bioquimico para a simbiose ndo se aplica a
todas as espécies do grupo, podendo estar completamente ausente em algumas (Martin et
al., 1975; Mueller, 2002).

A ultima etapa ¢ a de incorporagdo, nela sdo realizados os comportamentos de
depositar o substrato no jardim de fungo e inocular o fungo simbionte. Estes
comportamentos sdo muito semelhantes entre todas as espécies e também com o que estéd
descrito em geral na literatura. Esta etapa € a Unica que teve maior participagdo da casta 1
em A. disciger demonstrando a especializagdo desta casta a estes comportamentos (Beshers

et al., 1996; Murakami et al., 1997; Andrade et al., 2002; Mangone et al., 2007)

43



Alem das etapas do processo de preparacdo, as espécies se diferenciaram na forma
como as operdrias se organizaram para realizar estas etapas. Myrmicocrypta sp., Ap.
pilosum e M. parallelus realizaram todo o processo de forma solitaria, ou seja, a mesma
operaria realiza todos os comportamentos desde a entrada do substrato no ninho até a sua
incorporacdo ao jardim de fungo. 7. fuscus e Trachymyrmex sp. Nov. realizaram o
tratamento fisico em grupos de operarias e a partir do tratamento quimico o processo passa
a ser solitario. Em Ac. disciger todas as etapas foram realizadas com a cooperagdo de varias
operarias. Desta forma, as trés primeiras espécies ndo possuem particdo de tarefas, como
descrito na literatura, e esta particdo € maior nas cortadeiras, fazendo com que o processo
se torne uma linha de producgdo, com operdrias diferentes responsaveis por diferentes
funcdes (Anderson; Franks ; McShea, 2001; Hart et al., 2002; Burd ; Howard, 2005).

A filogenia mais aceita da tribo Attini a divide em duas linhagens: Paleoattini e
Neoattini. A primeira ¢ formada pelos géneros Myrmicocrypta, Apterostigma e
Mycocepurus e é considerado como mais basal. A segunda é formada por todos os outros
géneros sendo as formigas cortadeiras e os géneros Trachymyrmex e Sericomyrmex
considerados os mais derivados deste grupo e o género Mycetarotes o mais basal. Desta
forma, foram estudadas neste trabalho duas espécies representantes das Paleoattini e quatro
das Neoattini sendo que uma esta entre as mais basais e as outras entre as mais derivadas
(Kusnezov, 1963; Schultz et al., 1995; Wetterer et al., 1998).

A analise de componentes principais dividiu os repertdrios comportamentais em trés
grupos que ajudam a entender como o processo de preparagdo do substrato evoluiu ao
longo da filogenia da tribo Attini, aparentemente no inicio da evolu¢do do grupo, quando
estas formigas comegaram a cultivar fungo, elas realizavam um processo de preparacido do
substrato bastante simples com a auséncia total ou parcial dos comportamentos de
tratamento quimico, este estado inicial é demonstrado pelos repertérios de Myrmicocrypta
sp., Ap. pilosum e M. parallelus.

Ao longo da historia evolutiva da tribo Attini estes comportamentos foram sendo
desenvolvidos, primeiro o comportamento de depositar liquido fecal, que envolveu o
desenvolvimento da capacidade de armazenar as enzimas fungicas no trato digestdrio, e
depois os comportamentos de prensar e recortar o substrato, que envolvem a capacidade de

fragmentar o substrato. O processo de desenvolvimento do tratamento quimico parece ter
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sido lento durante a evolug@o da tribo pois espécies de géneros considerados derivados,
como Cyphomyrmex, possuem um padrdo semelhante ao das espécies basais (Murakami et
al., 1997; Mangone et al., 2007).

O género Trachymyrmex ¢ considerado como o mais préoximo das formigas
cortadeiras na filogenia. Do ponto de vista da evolugdo da preparacido do substrato, pode-se
afirmar que o padrdo comportamental das espécies deste género representa o limite de
adaptagdo de uma formiga monomorfica ao tratamento quimico. O processo de preparagio
do substrato nas duas espécies estudadas mostra uma grande participacdo destes
comportamentos, de forma semelhante ao que foi descrito para 7. septentrionalis,
adaptando elas a utilizarem materiais mais complexos e mais resistentes para o cultivo do
fungo simbionte do que o utilizado pelas espécies basais (Beshers et al., 1996; Holldobler et
al., 1990).

Elas possuem grande capacidade de utilizar as enzimas fungicas e de fragmentar o
substrato, ou seja, apresentam grande desenvolvimento do tratamento quimico de forma
muito semelhante as formigas cortadeiras, porém, como se sabe, estas formigas ndo cortam
folhas de plantas, tornando claro que este padrdo ndo ¢ suficiente para a preparacdo de
material vegetal fresco. E muito provavel que isso ocorra por que estas formigas estdo no
limite maximo de especializacdo nestes comportamentos que uma formiga monomdorfica
pode apresentar.

Assim como em um grande nimero de outras espécies, as operarias monomorficas de
Trachymyrmex devem realizar, ao longo de suas vidas, todas as tarefas de manuten¢do da
colonia, desta forma, o nivel de complexidade do processo de preparagdo do substrato é
limitado, pois se elas ficarem muito especializadas nestes comportamentos ndo vao ser
capazes de realizar as varias tarefas da colonia (Holldobler et al., 1990).

O desenvolvimento do intenso polimorfismo presente nas formigas cortadeiras
permitiu o surgimento de operarias grandes, como a casta 4 de A. disciger, especializadas
no corte de folhas fora do ninho, também de operarias médias que se especializaram nas
etapas de tratamento fisico e quimico, e operarias pequenas que realizam a etapa de
incorporacgdo. Desta forma, elas podem utilizar o substrato mais complexo e resistente pois
possuem castas especializadas na sua preparagdo e castas menos especializada que podem

realizar as outras tarefas da colonia, realizadas pelas outras castas, menos especializadas. A
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observagdo deste padrio em A. disciger ¢ muito semelhante ao que foi descrito para outras
espécies de Acromyrmex e Atta demonstrando que de fato este parece ter sido o padrdo

evolutivo da tribo.
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CAPITULO 2 - EVOLUCAO DOS COMPORTAMENTOS DE CUIDADO COM A
CRIA EM FORMIGAS DA TRIBO ATTINI (HYMENOPTERA: FORMICIDAE)

Resumo

O sucesso ecoldgico das formigas se deve em grande parte aos cuidados que as
operarias destinam na manuteng¢@o da cria, apesar das variagdes que ocorrem nas diferentes
subfamilias. Essa caracteristica dos insetos eussociais ¢ particularmente distinta entre as
Attini, pelo fato das larvas apresentarem um padrdo alimentar impar entre as formigas. Por
sua vez, os varios géneros da tribo apresentam particularidades na manutengdo da cria
pouco estudados. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi analisar, comparativamente, os
comportamentos de cuidado com a cria em espécies de 6 géneros: Acromyrmex disciger,
Apterostigma pilosum, Mycetarotes parallelus, Myrmicocrypta sp., Trachymyrmex fuscus e
Trachymyrmex sp. Nov. Os comportamentos de cuidado com larvas e pupas em diferentes
fases de desenvolvimento foram observados e quantificados com o auxilio de um sistema
desenvolvido para a supervisdo dos formigueiros. As observagdes permitiram o
estabelecimento de quatro categorias comportamentais: cuidados gerais, cultivo de fungo
sobre a cria, relagdes troficas e transmissdo da bactéria simbionte. Nos cuidados gerais foi

observado que, originalmente as formigas cultivadoras de fungo alimentam as larvas por
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trofalaxia, como observado nos repertdrios de A. pilosum e Myrmicocrypta sp., € nos
demais géneros alimentam com partes do fungo simbionte. Para os comportamentos de
cobertura da cria com o fungo simbionte, foi observado que a evolucdo se deu no sentido de
diminuir a importancia destes comportamentos, indicando que a sua funcdo inicial era a
camuflagem da cria contra predadores e parasitas € que mais tarde as formigas
desenvolveram outras formas de se proteger. As relagdes troficas indicam que a trofalaxia
proctodeal das larvas para as operarias ¢ um fendmeno geral para a tribo Attini e que tem
grande importincia no fluxo de alimento nas coldnias, além disso, também foi observada a
trofalaxia proctodeal das pupas de corpo pigmentado para as operarias, indicando que as
pupas também desempenham um importante papel na manuteng¢do da coldnia. Por ultimo,
as espécies dos géneros Trachymyrmex e Mycetarotes transmitem a bactéria simbionte, para
novas operarias, através de um comportamento especial, ndo observado para outras
espécies, provavelmente isso ocorre por causa do fato de diferentes linhagens de bactéria

estarem associadas a diferentes formigas.

Introducéo

O comportamento de cuidado com a cria ¢ uma das caracteristicas que definem a
eussocialidade, juntamente com sobreposi¢do de geragdes e divisdo de trabalho. Entre os
himenopteros sociais, as formigas sdo aqueles que mantém maior contato com a prole.
Abelhas e vespas normalmente constroem ninhos com células individuais para a cria, de
modo que as operarias s6 entram em contato com as pecas bucais das larvas no momento da
alimentacdo. As formigas por outro lado ndo constroem compartimentos especificos para
seus imaturos, onde eles ficam em contato constante entre si € com as operarias, levando ao
desenvolvimento de comportamentos mais complexos e também a uma maior diversidade
de funcdes da cria na atividade da colonia (Wheeler ; Wheeler, 1976; Petralia ; Vinson,
1979; Holldobler ; Wilson, 1990).

As milhares de espécies de formiga apresentam diferentes formas de cuidado com a
cria, sendo que a maior diversidade esta na forma como as larvas s@o alimentadas. Espécies
consideradas basais alimentam as larvas com pedagos inteiros de presas e as elas sdo

capazes de se mover ¢ manipular o alimento. As espécies derivadas apresentam larvas
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iméveis e as operarias devem colocar o alimento em contato com suas pecas bucais. Neste
ultimo tipo as operarias podem alimentar as larvas com material s6lido, previamente
manipulado, ou liquido, por trofalaxia (Wheeler et al., 1976; Petralia et al., 1979).

As formigas cultivadoras de fungo, subfamilia Myrmicinae, tribo Attini, possuem um
comportamento de cuidado com a cria bastante especializado. Durante a evolugdo da
simbiose, o fungo desenvolveu caracteristicas que facilitam a sua utilizagdo como alimento
pelas larvas (Weber, 1966; Mohali, 1998; Mueller; Currie; Schultz; Adams ; Malloch,
2001).

As adaptagdes do fungo simbionte variam de acordo com a posi¢do filogenética da
formiga. Deste modo, as espécies derivadas, como as cortadeiras dos géneros Atta e
Acromyrmex, e intermediarias, géneros Trachymyrmex e Sericomyrmex, cultivam uma
linhagem de fungo, denominada de G1, que desenvolve estruturas especializadas para a
alimentagdo das larvas. Sdo as estéfilas, estruturas espalhadas por todo o jardim de fungo.
As estéafilas sdo compostas por um tipo especial de hifas que possuem uma expansdo
esférica na sua extremidade denominada de gongilideo, estruturas ricas em aminoacidos,
proteinas e carboidratos e s3o a unica fonte de alimento das larvas (Weber, 1966; Bass ;
Cherrett, 1994; Chapela; Rhener; Schultz ; Mueller, 1994; Schultz ; Meier, 1995; Wetterer;
Schultz ; Meier, 1998; Mohali, 1998).

Apesar das larvas dessas formigas estarem em contato com o fungo elas ndo sdo
capazes de se alimentar sozinhas. As operarias jardineiras, menores individuos da colonia,
sdo as responsaveis pelo cuidado com a cria, coletam com auxilio de suas mandibulas as
estafilas e as manipulam até que tomem uma consisténcia pastosa. Neste momento, elas
depositam o alimento nas pecas bucais da larva que lentamente o mastiga e depois ingere
(Holldobler et al., 1990; Beshers ; Traniello, 1996; Mueller, 2002; Schneider, 2003).

As espécies consideradas basais da tribo Attini cultivam fungos das linhagens G2, G3
e G4 que ndo apresentam as especializagdes estruturais descritas, ou as possui em pequena
quantidade. Consta superficialmente na literatura que as larvas destas espécies conseguem
se alimentar sozinhas diretamente do fungo. Este fato ¢ bastante discutivel, uma vez que
alguns autores afirmam que ele ¢ pouco provavel, pois as larvas das Attini nunca ficam com
as pecas bucais em contato com o fungo. Assim, o mais provavel ¢ que todas sejam

alimentadas da mesma forma das espécies derivadas (Chapela et al., 1994; Holldobler et al.,
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1990; Schultz et al., 1995; Wetterer et al., 1998; Murakami ; Higashi, 1997; Mueller, 2002;
Munkacsi et al., 2004).

As estruturas das pecas bucais das larvas da tribo Attini revelam uma profunda
adaptagdo a fungivoria. De uma maneira geral elas possuem glossas pequenas e mandibulas
curvadas, sem dentes e cobertas de espiculas, o que torna possivel a elas mastigar e ingerir
as hifas do fungo simbionte. Alem disso, elas possuem na regido ventral, proximo a boca,
um conjunto de pélos que tém a fungdo de prender o alimento enquanto elas o consomem
(Wheeler, 1948; Petralia et al., 1979; Schneider, 2003).

De uma maneira geral para a familia Formicidae, e também para a tribo Attini, a
maior parte dos comportamentos de cuidado com a cria s@o direcionados preferencialmente
para as larvas, que representam a fase do desenvolvimento em que o individuo cresce,
necessitando ser alimentado. As pupas e ovos s3o inertes € ndo atraem muita atencdo das
operarias (Holldobler et al., 1990; Beshers et al., 1996; Murakami et al., 1997; Schneider,
2003).

A cria das formigas ndo é apenas um consumidor de recursos, sendo que na maioria
das espécies ela pode ser considerada uma casta funcional, desempenhando diferentes
funcdes de grande valor para a sobrevivéncia da colonia. A fun¢do basica que as larvas,
desempenham ¢é a de transferéncia de nutrientes e enzimas digestivas para individuos
adultos. Por causa da incapacidade das formigas adultas ingerirem alimentos sdlidos por
possuirem um estreitamento na regido do prd-ventriculo, os alimentos sélidos sdo
fornecidos as larvas que os consomem e depois fornecem o resultado da sua digestdo as
operarias (Holldobler et al., 1990).

A transferéncia de nutrientes se da principalmente na forma de trofalaxia, que pode
ser oral (estomodeal) ou anal (proctodeal). Entre as formigas da tribo Attini existem
registros de trofalaxia proctodeal da larva para as operarias em cinco espécies: Atta sexdens
rubropilosa, Trachymyrmex fuscus, Acromyrmex rugosus, A. balzani e A. subterraneus
bruneus. Como todas estas espécies sdo consideradas derivadas ndo ha informagao se este
tipo de trofalaxia representa um padrdo geral de transferéncia de nutrientes das larvas para
as operarias em toda a tribo Attini (Schultz et al., 1995; Beshers et al., 1996; Schneider,
2003; Lopes; Hughes; Camargo ; Forti, 2005; Camargo; Lopes ; Forti, 2006).
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Um comportamento de cuidado com a cria pouco explorado e presente em todos os
géneros de formigas cultivadoras de fungo, exceto nas cortadeiras do género Atta, é o ato
de cobrir a cria com o fungo simbionte. Apesar desse comportamento estar bem relatado, a
sua fun¢do ainda ndo estd devidamente estabelecida. Alguns autores acreditam que as
operarias cobrem a cria com o fungo simbionte com o objetivo de protecdo, evitando
contaminagdes e ataques de parasitas e predadores especializados. Outros autores acreditam
que a cobertura de fungo estd relacionada ao processo de muda (Weber, 1966; Adams;
Mueller; Schultz ; Norden, 2000; Mueller et al., 2001; Dijkstra ; Boomsma, 2003).

A hipdtese de protegdo contra predadores tem algumas evidéncias concretas. Os
ninhos das espécies basais sdo normalmente atacados por predadores especializados,
principalmente formigas do género Megalomyrmex e varios tipos de formiga de correigao.
Observagdes revelam que estes predadores apresentam uma certa repeléncia a cria coberta
por fungo, sugerindo que a cobertura possa ter uma fun¢do de camuflagem da cria (Adams
et al., 2000; Dijkstra et al., 2003).

Dadas as contradi¢des existentes na literatura sobre o cuidado com a cria em formigas
da tribo Attini, e a necessidade de se conhecer melhor a biologia destes insetos, o objetivo
deste trabalho foi analisar comparativamente os comportamentos de cuidado com a cria em
varios géneros de formigas cultivadoras de fungo para determinar o padrdo basico da tribo e

também aspectos evolutivos desses comportamentos.

Material e Métodos

5.1 Colonias utilizadas

Ninhos de Apterostigma pilosum., Myrmicocrypta sp., Mycetarotes parallelus,
Trachymyrmex fuscus e Trachymyrmex sp. Nov., localizados nos arredores do Centro de
Estudos de Insetos Sociais da UNESP Rio Claro (22° 23° 44,30’S, 47° 32’ 27,73”W) e de
Acromyrmex disciger, localizado na 4rea urbana do municipio de Ubatuba SP (23° 27°
24,617S, 45° 04’ 14,13”W), foram escavados e o jardim de fungo, a cria, a rainha e

operarias foram coletados.
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As colonias foram transferidas inicialmente para ninhos artificiais compostos por
potes de plastico com uma camada de gesso no fundo. Depois, as colonias foram
transferidas para um ninho confeccionado em gesso, com algumas cdmaras e saida para
forrageamento, coberto por uma placa de vidro para facilitar a visualizagdo de seu interior
(Figura 2.1).

As formigas foram tratadas com farinha de milho em flocos até a recuperagdo do
jardim de fungo. Durante as observa¢des comportamentais, os formigueiros de
Myrmicocrypta sp., Apterostigma pilosum e Mycetarotes parallelus foram tratados com
sementes de gramineas, os de Trachymyrmex fuscus e Trachymyrmex sp. Nov. foram
tratados com flores secas de diversas plantas ornamentais e os de Acromyrmex disciger com

folhas frescas de acalifa (Acalypha wilkesiana) e flores e folhas de rosa (Rosa sp.).

5.2 Observacdes e quantificacdes dos comportamentos

As observacdes foram realizadas com o auxilio de um sistema de supervisdo de
formigueiro (SSF) (Figura 2.2). Este consiste de um conjunto de micro-cdmeras de video e
fontes de luz, conectados a um micro-computador, a um monitor de TV e a um gravador de
video cassete.

As observagdes foram realizadas acompanhando os cuidados das operarias com a cria
que se encontrava na superficie do jardim de fungo. Foram observados os comportamentos
de cuidado com larvas de todos os tamanhos e de pupas nos diferentes estagios de
pigmentacdo, até a emergéncia de novas operarias. Depois de registrados em fitas VHS, os
comportamentos foram analisados em televisor, para a sua caracterizacdo e quantificacao.
Foram realizadas 60 horas de observagdo para cada espécie.

A quantificacdo das observagdes foi realizada registrando o numero de vezes que
cada comportamento foi observado para diferentes castas de operaria e determinando a
freqliéncia relativa de cada comportamento em relacdo ao total de atos comportamentais.
Como Acromyrmex disciger ¢ uma formiga polimérfica as freqiiéncias dos comportamentos

foram determinados para cada casta separadamente € no conjunto.
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Analise estatistica

Comparagdes dos repertorios comportamentais e caracterizagdes dos padrodes
existentes foram realizadas pela analise de componentes principais observados para cada
espécie através do programa BioEstat 4.0.

Como Acromyrmex disciger ¢ uma espécie polimorfica, diferentemente das outras
cinco espécies estudadas, os repertorios comportamentais de cada casta do total foram
analisados separadamente para determinar a contribui¢do de cada casta para o cuidado com

a cria.

Resultados

Nas 360 horas de observagdes, 13 comportamentos foram descritos e 12407 atos
comportamentais registrados. A descricdo dos comportamentos observados esta resumida
na tabela 3.1.

Em Myrmicocrypta sp. o comportamento mais freqiiente foi o de antenar a cria com
uma freqiiéncia relativa de 0,459 seguido por limpeza e iniciar a cobertura de fungo
respectivamente com 0,174 e 0,142. O comportamento menos freqiiente foi o de trofalaxia
proctodeal com pupas de corpo pigmentado com 0,007 seguido por trofalaxia proctodeal
com larvas com 0,028, os comportamentos de transporte, alimenta¢do das larvas com
micélio fungico, remog¢do do mecdnio, manter cobertura de fungo, remover cobertura de
fungo e transmitir bactéria simbionte ndo foram observados para esta espécie (Tabela 3.2).

O comportamento mais freqiiente de Apterostigma pilosum foi o de antenar a cria com
0,624 seguido por alimentagcdo das larvas por trofalaxia com 0,206. O comportamento
menos freqiiente foi o de remover a cobertura de fungo com 0,001 seguido por manter a
cobertura de fungo com 0,008. Os comportamentos de alimentagdo das larvas com micélio
fungico, trofalaxia proctodeal com as pupas de corpo pigmentado e transmissdo da bactéria
simbionte ndo foram observados para esta espécie (Tabela 3.2).

Em Mpycetarotes parallelus o comportamento mais freqiiente foi o de iniciar a
cobertura de fungo com 0,512 seguido por limpeza e alimentacdo com micélio fingico

respectivamente com 0,124 ¢ 0,104. o comportamento menos freqliente foi o de trofalaxia
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proctodeal com as pupas de corpo pigmentado com 0,003 seguido por antenar a cria e
remover mecdnio, ambos com 0,005, o comportamento de alimentagdo das larvas por
trofalaxia ndo foi observado para esta espécie (Tabela 3.2).

Em Trachymyrmex sp. Nov. o comportamento mais freqiiente foi o de antenar a cria
com 0,285 seguido por limpeza com 0,278. O comportamento menos freqiiente foi o de
remog¢do do meconio com 0,002 seguido por trofalaxia proctodeal com as pupas de corpo
pigmentado com 0,003, o comportamento de alimentag@o das larvas por trofalaxia ndo foi
observado para esta espécie (Tabela 3.2).

Em Trachymyrmex fuscus o comportamento mais freqiiente foi o de antenar a cria
com 0,485 seguido por transmitir a bactéria simbionte com 0,125. O comportamento menos
freqliente foi o de trofalaxia proctodeal com as pupas de corpo pigmentado com 0,003
seguido por remog¢do do meconio com 0,005, o comportamento de alimentagdo das larvas
por trofalaxia ndo foi observado para esta espécie (Tabela 3.2).

No geral para Acromyrmex disciger o comportamento mais freqiiente foi o de antenar
a cria com 0,367 seguido por alimentacio com micélio fungico e transporte,
respectivamente com 0,157 ¢ 0,152. O comportamento menos freqiiente foi o de remover a
cobertura de fungo com 0,001 seguido por remo¢ao do meconio e trofalaxia proctodeal com
as pupas de corpo pigmentado, respectivamente com 0,002 e 0,004, os comportamentos de
alimentacdo das larvas por trofalaxia e transmissdo da bactéria simbionte ndo foram
observados nesta espécie (Tabela 3.2).

Quando consideramos as castas fisicas de A. disciger separadamente, a casta 1,
operarias minimas, teve como comportamento mais freqiiente o de antenar a cria com 0,189
seguido por alimentag¢do das larvas com micélio fungico e limpeza, respectivamente com
0,079 e 0,073. Os comportamentos menos freqiientes foram os de remoc¢do do meconio e
remover a camada de fungo, ambos com 0,001 de todos os atos comportamentais da espécie
(Tabela 3.2).

Para a casta 2, operarias médias\pequenas, o comportamento mais freqiiente foi o de
antenar a cria com 0,096 seguido por alimentacdo das larvas com o micélio fungico com
0,058. O comportamento menos freqiiente foi o de remoc¢do do mecdénio com 0,001, além

dos dois comportamentos que ndo foram observados para a espécie em geral também nao
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foram observados os comportamentos de trofalaxia com as pupas de corpo pigmentado,
manter a cobertura de fungo e remover a cobertura de fungo (Tabela 3.2).

Para a casta 3 o comportamento mais freqiiente foi o de transporte com 0,063 seguido
por antenar com 0,053. O comportamento menos freqiiente foi o de limpeza com 0,001
seguido por trofalaxia proctodeal com as pupas de corpo pigmentado e manter a cobertura
de fungo, respectivamente com 0,002 e 0,003, os comportamentos de remog¢ao do meconio
e remover a cobertura de fungo ndo foram observados para esta casta (Tabela 3.2).

Para a casta 4 o comportamento mais freqiiente foi o de antenar a cria com 0,029. O
comportamento menos freqiiente foi o de auxilio a emergéncia de novos individuos, com
0,002, os comportamentos de limpeza, remog¢ao do meconio, trofalaxia proctodeal com as
pupas de corpo pigmentado, manter a cobertura de fungo e remover a cobertura de fungo
ndo foram observados para esta casta. A casta 1 foi a que mais realizou os comportamentos
de cuidado com a cria em 4. disciger com 1726 atos comportamentais registrados, a casta 4
foi a que menos participou desta tarefa com 145 atos comportamentais (Tabela 3.2).

A auséncia de um ato comportamental ndo necessariamente significa que ele esteja
ausente do repertorio, mas ele ndo foi observado devido a uma baixissima taxa de
ocorréncia. Assim, os comportamentos de remover meconio e trofalaxia proctodeal das
pupas de corpo pigmentado ndo foram considerados na analise estatistica.

A andlise de componentes principais realizada explica 85,09% da variacdo observada
entre os repertdrios comportamentais estudados. O componente principal um ¢ influenciado
pelas freqiiéncias dos comportamentos de limpeza, trofalaxia proctodeal com as larvas,
iniciar a cobertura de fungo, manter a cobertura de fungo e transmitir a bactéria simbionte.
O componente principal dois ¢ influenciado pelas freqiiéncias dos comportamentos de
alimentacdo das larvas por trofalaxia, remover a cobertura de fungo e antenar a cria. O
componente principal trés ¢ influenciado pelas freqiiéncias dos comportamentos de
transporte e auxilio a emergéncia de novos individuos (Tabela 3.3).

A representagdo grafica dos valores de cada repertorio comportamental para os dois
primeiro componentes principais permite o agrupamento dos repertorios de Myrmicocrypta
sp. € A. pilosum em um padrao comportamental definido principalmente pelo fato destas
duas espécies terem sido as Unicas a apresentar o comportamento de alimentacgdo das larvas

por trofalaxia, alem disso, este grupo ¢ marcado por pequenas freqiéncias dos
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comportamentos de cuidado com a cria em geral mostrando que elas apresentam pouco
contato com a cria (Figura 3.1).

Outro agrupamento importante foi o dos repertorios de Trachymyrmex sp. Nov., T.
fuscus € M. parallelus que foi determinado pela maior contribui¢gdo dos comportamentos
relacionados a cobertura de fungo e pelo fato destas espécies terem sido as Unicas a
apresentar o comportamento de transmissao da bactéria simbionte (Figura 3.1).

O ultimo agrupamento ¢ formado pelos repertorios das castas de A. disciger, e ¢
determinado em parte pela baixa freqiiéncia dos comportamentos relacionados a cobertura
de fungo e pela auséncia do comportamento de transmissdo da bactéria simbionte e também
por causa da divis@o de trabalho entre as castas de modo que ha uma diferenca importante

na participacgdo de cada casta no cuidado com a cria (Figura 3.1).
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Tabela 3.1: Descri¢do resumida dos comportamentos observados durante cuidado com a cria nas espécies

estudadas.

Comportamentos Descricao

Limpeza As operarias utilizam suas glossas para lamber todo o corpo da cria,
P principalmente as pecas bucais e a regido anal.

Transporte As operarias prendem a cria com suas mandibulas e a transferem para

Antenar cria

Alimentacio (Fungo)

Alimentacdo (Trofalaxia)

Remoc¢io do meconio

Trofalaxia proctodeal larvas

Trofalaxia proctodeal pupas

Aucxilio 2 emergéncia

Iniciar cobertura de fungo

Manter cobertura de fungo

Remover cobertura de fungo

Transmitir bactéria simbionte

outras partes do ninho

As operarias tocam as pontas das suas antenas por todo o corpo da cria.

A operaria coleta um pedaco do fungo com o auxilio de suas
mandibulas e o coloca em contato com a regido oral da larva, podendo
antes disso manipular o fungo.

A operaria se aproxima da larva e a toca, na regido oral, com as
antenas. Depois, abre e fecha as mandibulas com a glossa estendida ¢ a
encosta nas pegas bucais da larva e libera uma pequena gota de liquido
transparente que ¢ ingerida pela larva.

As larvas de ultimo instar eliminam as fezes armazenadas durante o
periodo larval. Quando isto ocorre a operaria mais proxima coleta o
material, algumas vezes o lambem, e o transportam para o lixo

As larvas, de diversos tamanhos, eliminam através da abertura anal uma
gota de um liquido translicido que logo é ingerido pela primeira
operaria que se aproximar.

Pupas em diversos estados de pigmentagdo eliminam um liquido
translucido através da abertura anal que também logo ¢ ingerido por
uma operaria

As operarias lambem todo o corpo da cria para remover a cuticula
antiga, enquanto estdo fazendo isso, prendem a cria entre as pernas
anteriores.

As operarias depositam sobre a cria pequenos pedagos do micélio
fungico e realizam o mesmo comportamento de pressionar o fungo
sobre o substrato recém-incorporado.

As operarias permanecem sobre o corpo da cria e suas antenas tocam o
fungo que recobre o seu corpo € 0 manipulam com as mandibulas.

Com auxilio das mandibulas as operarias retiram pedagos de fungo que
recobre a cria e os transportam para o jardim de fungo

Logo apds a emergéncia de uma operaria, outra operaria mais velha
realiza a limpeza da sua cabega e regido ventral, principalmente
proximo as mandibulas. A operaria mais velha inclina o seu corpo de
modo a tocar a operaria recém-emergida com a regido ventral do seu
corpo onde se encontram as bactérias.
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Tabela 3.3: Valores dos trés componentes principais para cada comportamento. Os valores entre parénteses
representam a porcentagem de participacdo de cada componente principal na variagdo total entre as espécies.

Comportamentos CP1 (40,69%) CP2 (25,30%) CP3 (19,10%)

Limpeza 0,372 -0,193 -0,259
Transporte 0,082 0,342 -0,408
Antenar cria 0,198 -0,417 0,348
Alimentacio (Fungo) 0,288 0,251 0,284
Alimentacio (Trofalaxia) -0,124 -0,525 -0,029
Trofalaxia proctodeal larvas 0,399 -0,217 -0,172
Auxilio 2 emergéncia 0,258 0,015 0,501
Iniciar cobertura de fungo 0,382 0,096 0,340
Manter cobertura de fungo 0,416 0,080 -0,272
Remover cobertura de fungo 0,042 -0,516 -0,203
Transmitir bactéria simbionte 0,412 0,057 -0,226
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Figura 3.1: representacdo grafica dos valores de cada repertério comportamental para os dois primeiros
componentes principais. Ac. 1-4 — castas fisicas de Acromyrmex disciger; Ap. — Apterostigma pilosum; Myr —
Myrmicocrypta sp.; Mt. — Mycetarotes parallelus; T.f — Trachymyrmex fuscus; T.n — Trachymyrmex sp. Nov.
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Discussao

A analise dos comportamentos de cuidado com a cria foi dividida em quatro grupos:
cuidados gerais, formado pelos comportamentos de limpeza, transporte, antenar a cria,
alimentacdo das larvas com micélio fungico e por trofalaxia, remo¢do do meconio e auxilio
a emergéncia de novos individuos; comportamentos relacionados a cobertura de fungo,
formado pelos comportamentos de iniciar, manter e remover a cobertura de fungo; relagdes
troficas da cria com as operarias, formado pelos comportamentos de trofalaxia proctodeal
com larvas e pupas de corpo pigmentado; e a transmiss@o da bactéria simbionte.

Os cuidados gerais sdo comportamentos de manutengdo da cria e visam assegurar o
bom desenvolvimento das formas imaturas. Esses comportamentos ocorrem da mesma
forma em todas as espécies de formiga. Os comportamentos de limpeza e transporte tém
normalmente a fun¢do de impedir que a cria seja contaminada por microrganismos
patogénicos e por este motivo estdo amplamente distribuidos pelas espécies da familia
Formicidae (Holldobler et al., 1990).

Dois padrdes mutuamente exclusivos de alimentacdo da cria foram registrados, sendo
que um envolve a alimentagdo com partes do micélio fungico e o outro envolve a
alimentacdo por trofalaxia. O primeiro padrdo esta amplamente descrito e observado para
um grande nimero de espécies da tribo Attini, porém, o segundo nunca foi observado antes
e ocorre exclusivamente em Myrmicocrypta sp. € A. pilosum. A tnica informagdo sobre a
alimentacdo das larvas em espécies desses géneros encontrada na literatura, sugere que elas
se alimentam sozinhas, diretamente do fungo. Isto ndo foi observado neste trabalho e
também ¢ considerado como improvavel por alguns autores, uma vez que as larvas nunca
ficam com as suas pecas bucais voltadas para o jardim de fungo e ainda que as larvas
possuem mobilidade limitada (Wheeler, 1948; Holldobler et al., 1990; Weber, 1966;
Schneider, 2003; Munkacsi et al., 2004).

O comportamento de alimentagdo da cria agrupa os repertdrios comportamentais de
Myrmicocrypta sp. € Ap. pilosum e os separa das demais espécies. Elas fazem parte da
linhagem Paleoattini que ¢ considerada como basal na filogenia da tribo Attini. Desta
forma, uma importante transi¢do evolutiva das formigas cultivadoras de fungo pode ser

identificada pois ha evidéncia que o ancestral dessas formigas alimentava as larvas por
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trofalaxia. Isso encontra apoio no fato de que as formigas mais proximas filogeneticamente
das Attini, géneros Blepharidatta e Proatta, alimentam as larvas dessa forma (Kusnezov,
1963; Moffett, 1986; Mayhe-Nunes, 1995; Schultz et al., 1995; Diniz; Brandao ;
Yamamoto, 1998; Wetterer et al., 1998).

A morfologia das pegas bucais das larvas variam com a posi¢do filogenética sendo
que as larvas da linhagem Paleoattini possuem mandibulas curtas, conicas e lisas e o labio e
maxilas longos e fundidos entre si formando um 6rgdo alimentar. Por outro lado larvas da
linhagem Neoattini possuem mandibulas mais longas, com a ponta curva e coberta por
inimeras espiculas que tém a funcdo de triturar as hifas do fungo simbionte, o labio e as
maxilas sdo simples e curtos, esta morfologia tinica parece ser uma adaptacdo para a forma
como as larvas sdo alimentadas (Wheeler, 1948; Wheeler et al., 1976; Schultz et al., 1995).

Os comportamentos de remocdo do meconio e auxilio a emergéncia de novas
operarias sdo comuns para as formigas da subfamilia Myrmicinae em geral, e por isso
apresentaram freqiiéncias proximas em todas as espécies. Estes dois comportamentos estdo
relacionados ao desenvolvimento da cria, a remog¢do do meconio € importante para que a
larva comece a metamorfose e se transforme em pupa, e o auxilio a emergéncia ajuda no
crescimento das larvas e no surgimento de novas operarias (Holldobler et al., 1990;
Schneider, 2003).

Os comportamentos relacionados a cobertura da cria com o fungo ja foram
observados em outras espécies da tribo Attini e devem ocorrer em todos os géneros, exceto
em Atta. Apesar de apesar de ter sido observado ha muito tempo ndo existe consenso sobre
a fung@o desse comportamento. Alguns autores acreditam que as operarias cobrem a cria
com o fungo simbionte para camuflar e impedir que ela seja atacada por predadores e
parasitas especializados. Outros autores acreditam que a cobertura de fungo tem uma
funcdo higiénica ou esta relacionada ao processo de ecdise, mas ndo apresentam dados que
demonstrem isto (Weber, 1966; Adams et al., 2000; Mueller, 2002; Dijkstra et al., 2003).

Os resultados revelam que os comportamentos relacionados a cobertura de fungo sdo
variaveis no repertorio comportamental das espécies. Aquelas consideradas basais cobrem a
cria com grande quantidade de fungo, enquanto que as derivadas cobrem com menor
quantidade. De fato, foi observado que em Myrmicocrypta sp., Ap . pilosum e

principalmente M. parallelus a cria fica totalmente coberta pelo fungo simbionte, ficando
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expostas somente as regides oral e anal. Isto sugere que nas espécies basais a cobertura de
fungo tem a fun¢@o de camuflar a cria.

Recentemente foi descrito que o fungo simbionte das formigas cortadeiras influencia
a formagao dos hidrocarbonetos cuticulares das operarias, sendo importante no mecanismo
de identificagdo das operdrias companheiras de ninho, isto pode significar que as derivadas
diminuiram a freqii€éncia destes comportamentos por que o odor do fungo simbionte passa a
ser transmitido para a cria através da alimentag@o, conferindo assim a camuflagem sem a
necessidade de cobrir a larva totalmente (Richard; Poulsen; Drijfthout; Jones ; Boomsma,
2007).

Os dois comportamentos das relagdes troficas entre a cria e as operarias indicam que,
como ja foi sugerido para outras formigas, a cria pode ser considerada como uma casta
trofica, que tem como fungdo a digestdo de certas substancias que as operarias nao
conseguem digerir tornando-as acessiveis ao resto da colonia (Holldobler et al., 1990;
Beshers et al., 1996; Schneider, 2003).

A trofalaxia proctodeal entre larvas e operarias foi observada para um grande niimero
de espécies de formigas, inclusive para as espécies de formigas cultivadoras de fungo,
principalmente as cortadeiras. Os resultados obtidos indicam que esta relagdo trofica entre
larvas e operarias é geral para as formigas da tribo Attini e pode ser considerada como uma
atividade importante para a distribui¢do de alimento na colonia (Wheeler et al., 1976;
Holldobler et al., 1990; Beshers et al., 1996; Schneider, 2003; Lopes et al., 2005).

Pela primeira vez foi observada a trofalaxia proctodeal entre pupas e operarias e
sugere também uma fun¢do trofica. O unico caso de trofalaxia proctodeal descrito para
formigas ¢ observado em espécies do género Cephalotes que possuem microrganismos
endossimbiontes, esta trofalaxia tem a funcdo de transmitir estes microrganismos de
operarias velhas para operarias jovens. Aparentemente este comportamento ¢ generalizado
para toda a tribo, demonstrando que pelo menos em Attini as pupas ndo sdo individuos
inertes como na maioria das formigas e participam do equilibrio da colonia (Hoélldobler et
al., 1990).

O comportamento de transmissdo da bactéria simbionte, género Pseudonocardia, foi
observado nos repertorios de M. parallelus, Trachymyrmex sp. Nov. e Trachymyrmex

fuscus. Este fato pode ser devido a historia evolutiva da simbiose entre estes dois
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organismos, de acordo com a posi¢ao filogenética da formiga existe uma linhagem de
bactérias associada a ela (Currie et al., 2003; Cafaro ; Currie, 2005).

As formigas Paleoattini estdo associadas a uma linhagem de bactérias que se
encontram na cuticula das operarias na regido ventral entre o primeiro e o segundo pares de
pernas, aparentemente, esta linhagem de bactérias ndo determinou o desenvolvimento do
comportamento de transmissdo por causa desta posi¢cdo, que dificulta a realizacdo deste
comportamento pelas operarias (Currie; Scott; Summerbell ; Malloch, 1999; Currie;
Poulsen; Mendenhall; Boomsma ; Billen, 2006).

As formigas Neoattini estdo associadas a uma grande variedade de linhagens de
Pseudonocardia, nas espécies basais e em Trachymyrmex a bactéria se concentra na
cuticula da regido ventral entre a cabega e o primeiro par de pernas. Em Acromyrmex ela se
distribui por toda a cuticula das operarias, fazendo com que elas fiquem brancas. Em Atta
foi observada a presenca de Pseudonocardia no jardim de fungo, mas ndo associada a

cuticula das operarias (Cafaro et al., 2005).
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CAPITULO 3 - EVOLUCAO DOS COMPORTAMENTOS DE CUIDADO COM A
RAINHA E ALADOS, E DE SEUS COMPORTAMENTOS INDIVIDUAIS, EM
FORMIGAS DA TRIBO ATTINI (HYMENPTERA: FORMICIDAE)

Resumo

Um aspecto negligenciado no estudo da biologia das formigas em geral é o
comportamento de cuidado com os alados e com a rainha, apesar da importancia desses
individuos para a colonia. Neste trabalho estes comportamentos foram analisados em varias
espécies da tribo Attini com o objetivo de comparar as espécies basais com as formigas
cortadeiras, que possuem esses comportamentos bem caracterizados. As observacdes
comportamentais foram realizadas com o auxilio de micro-cameras e aparelhos gravadores
de video. De uma maneira geral, as operarias das espécies consideradas basais dedicam
pouco tempo ao cuidado com a rainha e com os alados, as freqiiéncias destes
comportamentos aumentam de acordo com a posi¢do mais derivada das formigas. Por outro
lado, os comportamentos individuais da rainha e dos alados sd3o mais freqlientes em
espécies basais enquanto em espécies derivadas eles sdo menos freqlientes. As fémeas
aladas das espécies basais realizam, com grande freqiiéncia, comportamentos de operarias,
como o cuidado com a cria e a preparagdo do substrato para o cultivo do fungo simbionte,

contrario ao padrdo das espécies de formigas cortadeiras ¢ das fémeas aladas nao
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desempenharem estas fun¢des. Os machos, como em outras espécies de formiga, nio
realizam comportamentos de operarias, sugerindo que as grandes diferencas morfoldgicas
existentes entre eles e as fémeas aladas e operarias os impecam de desempenhar estas

fungdes.

Introduciao

A maioria das espécies de formiga possui apenas uma rainha (monoginia) que ¢
fecundada por apenas um macho (monoandria). Depois do vdo nupcial ela retorna ao solo,
corta suas asas e procura um local apropriado para a fundagdo da nova colonia. Durante a
fundag@o a rainha € a responsavel por todas as tarefas da colonia, até que as primeiras
operdrias sejam criadas e passem a desempenhara estas funcdes (HOLLDOBLER e Wilson,
1990).

Depois da fundacgdo a rainha da maioria das espécies deixa de realizar fungdes como
forrageio e cuidado com a cria e passa a desempenhar apenas a func¢do reprodutiva. Em
espécies derivadas ela deixa de ser capaz inclusive de se alimentar sozinha, dependendo das
operarias para isso. Em algumas espécies basais a rainha continua a desempenhar algumas
das fungdes das operarias e estas normalmente ndo ddo muita atengdo a ela, ela é capaz de
se alimentar sozinha e também de se limpar (Bazirebe, 1974; HOLLDOBLER e Wilson,
1990; Fernandez-Marin; Zimmerman e Wcislo, 2004).

A reproducdo da colonia € realizada através da producdo de individuos alados, fémeas
e machos, que sdo liberados periodicamente no voo nupcial. As formas aladas normalmente
recebem cuidados intensos por parte das operarias, desde o desenvolvimento larval até a
sua liberagdo para o ambiente externo. Em algumas espécies basais as fémeas aladas
desempenham fungdes de operarias, podendo inclusive sair do ninho para forragear. Os
machos por outro lado nao realizam tarefas na colonia, sendo apenas consumidores dos
recursos da mesma (HOLLDOBLER e Wilson, 1990).

As formigas da tribo Attini, cultivadoras de fungo da subfamilia Myrmicinae, sdo
consideradas como pertencentes ao grupo das formigas mais derivadas, porém, quando se

considera as castas reprodutivas e o seu comportamento, o que se observa € que elas sdo um
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mosaico de caracteristicas basais e derivadas (HOLLDOBLER e Wilson, 1990; Fernandez-
Marin; Zimmerman ¢ Wcislo, 2004).

O género de Atta tem a biologia reprodutiva mais conhecida dentro das Attini. Sabe-
se que essas formigas realizam o seu voo nupcial entre os meses de outubro e novembro, na
regido sudeste, normalmente a tarde e em dias de alta umidade. As icas copulam com até
oito machos, depois caem ao chdo, cortam suas asas € comegam a escavar o ninho que
depois de escavado é composto por um tunel de 15 cm que termina em uma camara
redonda. Depois da escavacdo a rainha fecha o tinel e nunca mais abandona o ninho. Esse
tipo de fundagdo ¢ conhecido como claustral. Na cdmara, a i¢a regurgita o fungo simbionte
que ela trouxe de sua coldnia original no interior da cavidade infrabucal e comega a por os
seus ovos. Ao mesmo tempo ela cuida do desenvolvimento do fungo simbionte, utilizando
o liquido fecal armazenado em seu trato digestdrio e alimenta as larvas com ovos tréficos.
Depois de trés meses as primeiras operarias reabrem o tinel e come¢am a forragear. A
partir desse momento a i¢a deixa de desempenhar as tarefas de cultivar o fungo e cuidar da
cria e passa a desempenhar apenas a fun¢do reprodutiva, tornando-se agora a rainha
(HOLLDOBLER e Wilson, 1990; Della Lucia e Moreira, 1993).

Depois de trés anos da fundagdo uma coldnia de Atta € capaz de produzir individuos
alados. Estes individuos alados passam por um cuidado intensivo por parte das operarias,
desde o desenvolvimento larval até estarem prontos para o vdo nupcial. Tanto machos
como fémeas ndo desempenham outras tarefas no ninho (Della Lucia e Moreira, 1993).

Os demais géneros da tribo Attini ndo tém a biologia reprodutiva tdo bem conhecida,
porém, sabe-se que todos apresentam fundagdo do tipo semi claustral, onde, diferentemente
de Atta, as fémeas fundadoras ndo possuem reservas corporais que lhes permitam cuidar da
cria e cultivar o fungo. Assim, elas devem sair do ninho durante a fundagdo para coletar
substrato para a manuten¢do do fungo. Além disso, as rainhas dos géneros basais utilizam
suas asas, que elas acabaram de cortar, como plataforma para o cultivo do fungo
(Fernandez-Marin; Zimmerman ¢ Wcislo, 2004; Fernandez-Marin et al., 2005).

O comportamento das formas aladas dentro do ninho também ¢ pouco conhecido, mas
ja foi observado que as fémeas aladas do género Acromyrmex podem desempenhar algumas

tarefas, principalmente o cuidado com a cria (Della Lucia e Moreira, 1993).
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Diante do exposto, pode-se verificar que o estudo do comportamento da rainha e das
formas aladas dentro do ninho de formigas cultivadoras de fungo ¢ um tema que foi
negligenciado ao longo da historia de exploracdo cientifica deste grupo, a ndo ser pelo
género Atta, pouco se conhece a esse respeito. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi
analisar comparativamente os comportamentos da rainha e das formas aladas, bem como o
cuidado com estes individuos dispensado pelas operarias, para determinar os padrdes

comportamentais e entender a sua evolucdo.

Material e Métodos

5.1 Colonias utilizadas

Ninhos de Apterostigma pilosum., Myrmicocrypta sp., Mycetarotes parallelus,
Trachymyrmex fuscus e Trachymyrmex sp. Nov., localizados nos arredores do Centro de
Estudos de Insetos Sociais do Instituto de Biociéncias da UNESP Rio Claro, no Campus
Universitario Jodo Dias da Silveira (22° 23° 44,30”S, 47° 32 27,73”W) foram escavados ¢ o
jardim de fungo, a cria, a rainha e operarias foram coletados.

As colonias foram mantidas inicialmente em ninhos de laboratério compostos por
potes de plastico com gesso no fundo para que pudessem limpar o jardim de fungo e se
recuperar da coleta. Depois, foram transferidas para um ninho confeccionado em gesso,
com algumas camaras e saida para forrageamento, coberto por uma placa de vidro para
facilitar a visualizag¢do de seu interior (Figura 2.1).

Os formigueiros de Myrmicocrypta sp., Apterostigma pilosum e Mycetarotes
parallelus foram tratados com sementes de gramineas, os de Trachymyrmex fuscus e

Trachymyrmex sp. Nov. foram tratados com flores secas de diversas plantas ornamentais.

5.2 Observacgdes e quantificacdes dos comportamentos

As observacdes foram realizadas com o auxilio de um sistema de supervisdo de

formigueiro (SSF). Este consiste de um conjunto de micro-cdmeras de video e fontes de
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luz, conectados a um micro-computador, a um monitor de TV e a um gravador de video
cassete (Figura 2.2).

Os comportamentos de cuidado com a rainha, bem como seus comportamentos
individuais, foram registrados quando ela estava visivel na superficie do jardim de fungo.
Para as formas aladas estes comportamentos s6 puderam ser observados quando as coldnias
produzissem este tipo de individuo. Depois de registrados em fitas VHS, os
comportamentos foram analisados em televisor, para a sua caracteriza¢do ¢ quantificagdo.
Foram realizadas 120 horas de observagao.

A quantificacdo das observagdes foi realizada registrando o numero de vezes que
cada comportamento foi observado para diferentes castas de operaria e determinando a
freqliéncia relativa de cada comportamento em relagdo ao total de atos comportamentais.

Os comportamentos de cuidado e individuais da rainha foram observados em
Mycetarotes parallelus e Trachymyrmex sp. Nov. Os comportamentos referentes as fémeas
aladas foram observados em Myrmicocrypta sp., Apterostigma pilosum e Mycetarotes
parallelus e os comportamentos referentes aos machos foram observados em Apterostigma

pilosum, Mycetarotes parallelus, Trachymyrmex sp. Nov. e Trachymyrmex fuscus.

Resultados

Foram descritos nove comportamentos de cuidado e individuais da rainha e das
formas aladas e registrados 4233 atos comportamentais. A descri¢do dos comportamentos
observados estd resumida na tabela 4.1.

No repertério comportamental das operarias de Mycetarotes parallelus destaca-se o
de limpeza da rainha com 0,002, o comportamento individual mais freqiiente da rainha foi o
de andar sobre o jardim de fungo com 0,264 seguido por solicitacdo de alimento com 0,256.
O comportamento individual menos freqiiente foi o de imobilidade com 0,052, o
comportamento de preparagdo do substratos ndo foi observado. De uma maneira geral os
comportamentos individuais da rainha foram mais freqiientes que os referentes ao seu
cuidado pelas operarias (Tabela 4.2).

Os cuidados com as fémeas aladas, realizados pelas operarias, também foram muito

baixos sendo que mais freqiiente foi o de limpeza com 0,019, o comportamento individual
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mais freqiiente das fémeas aladas foi o de auto limpeza com 0,236 seguido por preparagdo
do substrato e imobilidade, respectivamente com 0,188 e 0,181. O comportamento
individual menos freqiiente foi o de solicitacdo de alimento com 0,011. de uma maneira
geral, da mesma forma que para a rainha, os comportamentos individuais das fémeas aladas
foram mais freqiientes que os relativos ao seu cuidado pelas operarias (Tabela 4.3).

Ainda para M. parallelus, o Gnico comportamento de cuidado com os machos,
realizado pelas operarias, foi o de limpeza e teve freqiiéncia de 0,038, o comportamento
individual mais freqiiente dos machos foi o de imobilidade com 0,323 seguido por auto
limpeza com 0,298. O comportamento individual menos freqiiente foi o de solicitagdo de
alimento com 0,032, ndo foram observados os comportamentos individuais de cuidado
com a cria e preparagdo do substrato. De uma maneira geral, assim como para a rainha e
fémeas aladas, os comportamentos individuais do macho foram mais freqiientes que os do
seu cuidado, além disso, 0 macho realizou menos comportamentos que as fémeas aladas e
que a rainha (Tabela 4.4).

No repertério comportamental de Trachymyrmex sp. Nov. o comportamento mais
comum de cuidado com a rainha, realizado pelas operarias, foi o de alimentagdo com 0,133,
o comportamento individual mais freqliente da rainha foi o de solicitagdo de alimento com
0,253. O comportamento individual menos freqiiente foi o de cuidado com a cria co 0,038.
O comportamento individual de preparag@o do substrato ndo foi observado (Tabela 4.2).

O comportamento de cuidado com os machos de Trachymyrmex sp. Nov., realizado
pelas operarias, mais comum foi o de limpeza com 0,158, o comportamento individual mais
freqiiente dos machos foi o de andar sobre o jardim de fungo com 0,253 e o menos
freqiente foi o de alimentacdo diretamente do fungo simbionte com 0,088. Os
comportamentos individuais de cuidado com a cria e preparacdo do substrato ndo foram
observados (Tabela 4.4).

No repertério comportamental de Apterostigma pilosum o tinico comportamento de
cuidado com as fémeas aladas observado, realizado pelas operarias, foi o de limpeza com
0,006. O comportamento individual mais freqiiente das fémeas aladas foi o de cuidado com
a cria com 0,413 ¢ o menos freqiiente foi o de imobilidade com 0,028. O comportamento de

solicitagdo de alimento ndo foi observado, de uma maneira geral os comportamentos
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individuais foram mais freqiientes do que os de cuidado, realizados pelas operarias (Tabela
4.3).

Para a mesma espécie, ndo foram observados comportamentos de cuidado com os
machos, realizados pelas operdrias. O comportamento individual mais freqliente dos
machos foi o de auto limpeza com 0,368 seguido por andar no jardim de fungo com 0,316.
O comportamento menos freqiiente foi o de alimentagdo diretamente do jardim de fungo
com 0,105. Nao foram observados os comportamentos de solicitagdo de alimento, cuidado
com a cria e preparacdo do substrato. De uma maneira geral os machos desta espécie foram
0s que apresentaram menos comportamentos (Tabela 4.4).

No repertorio comportamental de Myrmicocrypta sp. 0 comportamento mais comum
de cuidado com as fémeas aladas, realizado pelas operarias, foi o de limpeza com 0,037. O
comportamento individual mais freqiiente das fémeas aladas foi o de cuidado com a cria
com 0,307 e o menos freqiiente foi o de solicitacdo de alimento com 0,012 seguido por
preparacdo do substrato com 0,016. De uma maneira geral, os comportamentos individuais
foram mais freqiientes do que os de cuidado, realizados pelas operarias (Tabela 4.3).

No repertorio comportamental de Trachymyrmex fuscus o comportamento mais
freqliente de cuidado com os machos, realizado pelas operarias, foi o de limpeza com
0,191. O comportamento individual mais freqiiente dos machos foi o de andar sobre o
jardim de fungo com 0,219 seguido por imobilidade com 0,191. O comportamento
individual menos freqiiente foi o de alimentacdo diretamente do jardim de fungo com
0,057. Assim como nas outras espécies estudadas, os comportamentos de preparagdo do

substrato e cuidado com a cria ndo foram observados em 7. fuscus (Tabela 4.4).
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Tabela 4.1: Descri¢do dos comportamentos observados durante o cuidado com a rainha e os alados e dos seus
comportamentos individuais em Apterostigma pilosum, Mycetarotes parallelus, Myrmicocrypta sp.,
Trachymyrmex fuscus e Trachymyrmex sp. Nov..

Comportamentos

Descricéo

Alimentacio

Limpeza

Imobilidade

Andar sobre o jardim de fungo

Solicitacdo de alimento

Alimentac¢io diretamente do jardim
de fungo

Auto limpeza

Cuidado com a cria

Preparacio do substrato

As operarias alimentam a rainha e os alados depositando pedagos
de fungo diretamente em suas pecas bocais.

As operarias lambem, com suas glossas, todo o corpo da rainha
ou dos individuos alados, inclusive as asas.

A rainha, ou os alados, ficam totalmente imdveis sobre o jardim
de fungo, ocorrendo neste momento leves movimentos das
antenas.

A rainha, ou os alados, se deslocam por todo o jardim de fungo
parando em alguns locais e inspecionando com suas antenas.

A rainha ou os alados tocam, com suas antenas, o corpo de uma
operaria, que contenha um pedaco de fungo entre as mandibulas e
o coleta com suas glossas.

A rainha ou os alados se alimentam diretamente do jardim de
fungo lambendo com suas glossas, ou coletando com suas
mandibulas pedagos do fungo.

A rainha ou os alados utilizam as pernas anteriores para realizar a
limpeza das antenas e depois as passam entre as pegas bucais.
Utilizam as pernas medianas para limpar o gaster e, por fim,
lambem o final do géaster na regido anal.

A rainha ou alados, alimentam, limpam, transportam ou cobrem
com fungo a cria, da mesma forma que as operarias.

As fémeas aladas lambem e depositam o substrato no jardim de
fungo.
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Tabela 4.2: freqiiéncias relativas dos comportamentos de cuidado com a rainha e de seus comportamentos
individuais. N — nimero total de atos comportamentais observados.

Mpycetarotes parallelus Trachymyrmex sp. Nov.
Comportamentos (N=747) (N=750)
Alimentacao 0,001 0,133
Limpeza 0,002 0,080
Imobilidade 0,052 0,160
Andar sobre o jardim de fungo 0,264 0,093
Solicitacdo de alimento 0,256 0,253
Alimentacio diretamente do jardim de 0,043 0,053
fungo
Auto limpeza 0,218 0,190
Cuidado com a cria 0,164 0,038
Preparacéo do substrato 0,000 0,000

Tabela 4.3: freqiiéncias relativas dos comportamentos de cuidado com as fémeas aladas e de seus
comportamentos individuais. N — niimero total de atos comportamentais observados.

Comportamentos Myrmicocrypta sp. Apterostigma pilosum Mycetarotes parallelus
(N=616) N=179) (N=1075)

Alimentacéo 0,012 0,000 0,001

Limpeza 0,037 0,006 0,019

Imobilidade 0,049 0,028 0,181

Andar sobre o jardim de 0.166 0.235 0.128

fungo

Solicitacdo de alimento 0,012 0,000 0,011
Alimentacio

diretamente do jardim 0,130 0,056 0,149

de fungo

Auto limpeza 0,271 0,218 0,236

Cuidado com a cria 0,307 0,413 0,087

Preparacéo do substrato 0,016 0,044 0,188
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Tabela 4.4: freqtiéncias relativas dos comportamentos de cuidado com os machos e de seus comportamentos
individuais. N — nimero total de atos comportamentais observados.

Apterostigma Mycetarotes Trachymyrmex sp. Trachymyrmex
Comportamentos o0 (N=38)  parallelus (N=573)  Nov. (N=233) fuscus (N=105)
Alimentacéio 0,000 0,000 0,031 0,029
Limpeza 0,000 0,038 0,158 0,191
Imobilidade 0,211 0,323 0,180 0,191
_Andar sobre o 0,316 0,122 0,253 0,219
jardim de fungo
S"glci‘lﬁ'e‘?:t‘:) de 0,000 0,032 0.132 0.133
Alimentacio
diretamente do 0,105 0,187 0,088 0,057
jardim de fungo
Auto limpeza 0,368 0,298 0,158 0,180
Cuidado com a 0,000 0,000 0,000 0,000
cria
Priﬁzz i‘r‘?:t‘:)d" 0.000 0,000 0.000 0.000
Discussiao

Apesar de serem consideradas como espécies derivadas dentro da subfamilia
Myrmicinae, as formigas da tribo Attini apresentaram uma serie de comportamentos de
cuidado com a rainha e com as formas aladas e de comportamentos individuais, que podem
ser considerados basais.

O cuidado com a rainha aparentemente evoluiu, na tribo Attini, no sentido de
aumentar a freqiiéncia dos comportamentos de cuidado realizados pelas operarias, e
diminuir a freqiiéncia dos comportamentos individuais da rainha. Mycetarotes parallelus
representa o estado basal da tribo, no seu repertério comportamental € extremamente baixa
a freqiiencia dos comportamentos de cuidado, como € conhecido para formigas de
subfamilias basais como as Poneromorfas ¢ em Myrmeciinae, indicando que existe pouco
contato entre as operdrias e a rainha em espécies basais da tribo Attini, desta forma, a

rainha deve satisfazer as suas necessidades sozinha, e por isso realiza os comportamentos
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individuais com grande freqii€ncia, isto também ¢ bastante conhecido para outras formigas
de subfamilias basais (Fresneau, 1984; Jaisson et al., 1992).

Em Trachymyrmex sp. Nov. os comportamentos de cuidado com a rainha se tornaram
mais freqlientes, porém, os comportamentos individuais continuam sendo muito
importantes. Se conhece que em colonias adultas de formigas cortadeiras a rainha nao
realiza os comportamentos individuais de alimentag@o e limpeza, e também ficam imdveis
a maior parte de tempo dependendo das operarias para tudo. Isto mostra que a tendéncia
evolutiva da tribo Attini € de as operdrias desenvolverem um maior contato com a rainha e
passarem a ser responsaveis pela sua manutencdo fazendo com que ela se torne
especializada na reprodugdo (Bazirebe, 1974; Della Lucia e Moreira, 1993; Fernandez-
Marin et al., 2004).

Ha também a tendéncia das rainhas das espécies basais realizarem tarefas de
operarias, como observado em Mycetarotes parallelus e Trachymyrmex sp. Nov. em que a
rainha realiza comportamentos de cuidado com a cria, provavelmente este comportamento ¢é
remanescente do periodo de fundagdo da colonia, em que a rainha deve cuidar da primeira
cria, nas espécies de formiga cortadeira a rainha perde totalmente estes comportamentos no
final do periodo de fundacdo, quando as primeiras operarias saem do ninho para forragear e
passam a ser responsaveis por isso (Bazirebe, 1974; HOLLDOBLER et al., 1990; Della
Lucia et al., 1993; Fernandez-Marin et al., 2004).

Os comportamentos referentes as fémeas aladas segue um padrdo semelhante ao da
rainha, a freqiiéncia dos comportamentos individuais ¢ maior que a freqiiéncia dos
comportamentos de cuidado realizados pelas operarias. Apesar disso, foi observado que as
fémeas aladas recebem maior cuidado por parte das operarias que a rainha.

Apterostigma pilosum, Mycetarotes parallelus e Myrmicocrypta sp. sdo consideradas
basais mas, pode-se afirmar que a evolug¢do do cuidado com as fémeas aladas segue a
mesma tendéncia que a observada na rainha, ou seja, para as espécies derivadas, como
observado na literatura para as formigas cortadeiras, as fémeas aladas sdo bastante inativas
dentro do ninho e recebem todo o cuidado por parte das operarias. Isto mostra que nas
espécies derivadas as fémeas aladas provavelmente conseguem uma reserva de energia
maior do que as basais, uma vez que sdo menos ativas que as mesmas, que lhes permite um

voo nupcial e uma fundacgio de coldnia mais eficientes (Bazirebe, 1974; Fresneau, 1984).
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Além dos comportamentos individuais as fémeas aladas das espécies basais realizam
comportamentos de operarias, como cuidado com a cria e preparagdo do substrato para o
cultivo do fungo simbionte. Esses comportamentos ndo tinham sido relatados antes na
literatura sobre as formigas cultivadoras de fungo, porém ja tinham sido observados para
formigas da subfamilia Ponerinae o que indica que fazem parte de um padrio
comportamental basal (Fresneau, 1984).

A realizag@o de comportamentos de operaria, indica que as fémeas aladas podem estar
comegando a desenvolver comportamentos que serdo importantes na fundagdo de novas
coldnias, uma vez que estas espécies fundam suas colonias de forma semi-claustral e a
rainha precisa sair do ninho para buscar substrato e processa-lo para o cultivo do fungo
simbionte (Fresneau, 1984; Fernandez-Marin et al., 2004).

Da mesma forma, os machos apresentaram uma tendéncia para as espécies basais de
realizarem com maior freqiiéncia os comportamentos individuais e as derivadas possuirem
maior freqiiéncia de comportamentos de cuidado, o padrdo observado nas duas espécies de
Trachymyrmex é semelhante ao descrito na literatura para as cortadeiras (HOLLDOBLER e
Wilson, 1990; Della Lucia e Moreira, 1993).

Por outro lado, os machos nao realizaram os comportamentos de cuidado com a cria e
preparagdo do substrato, que foram mais freqlientes para as fémeas aladas. Isto pode ser
explicado pelo fato do macho ser muito diferente morfologicamente das operarias e das
fémeas aladas tornando impossivel a eles realiza estas funcdes. Essas observagdes
corroboram com HOLLDOBLER e Wilson (1990) onde, definitivamente os machos ndo
participam da fundacdo da colonia e nem com seu funcionamento, apresentando

unicamente a func¢do reprodutiva, ou seja, inseminar a fémea durante o voo nupcial.
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CONSIDERACOES FINAIS

A proposta de maior aceitacdo sobre a filogenia das Attini considera duas
linhagens: Paleoattini, composta pelos géneros Myrmicocrypta, Apterostigma e
Mycocepurus e Neoattini, composta pelos outros dez gé€neros da tribo. Acredita-se que
as duas linhagens se diferenciaram logo apds o surgimento do comportamento de
cultivar fungo ha aproximadamente 50 milhdes de anos. Ao longo desta historia
evolutiva houve algumas transi¢des na forma como as formigas cultivam o fungo sendo
a mais importante aquela que originou as formigas cortadeiras (Kuznezov, 1963;
Schultz e Meyer, 1995; Wetterer et al, 1999; Schultz e Brady, 2008).

A transi¢do do modo de vida das Attini basais para o das formigas cortadeiras é
tido como a grande inovagdo bioldgica deste grupo e seu valor adaptativo € tdo grande
que estas formigas deixaram de ser detritivoras de habitos cripticos e passaram a ser um
dos mais importantes consumidores primarios (HOLLDOBLER e Wilson, 1990; Della
Lucia e Moreira, 1993; Mueller et al, 2001).

O presente trabalho revelou como essa transicdo influenciou a evolugdo dos
comportamentos mais importantes destas formigas. Os resultados sugerem uma
crescente intensidade na adaptagdo entre as formigas e o fungo, no sentido das espécies
basais para as cortadeiras.

Os comportamentos de preparagdo do substrato evoluiram no sentido de tornar as
formigas mais capazes de decompor inicialmente o material utilizado para o cultivo do
fungo. Eles sugerem que inicialmente, as formigas entraram em contato com um fungo

basidiomiceto, decompositor de serapilheira, pertencente a familia Agaricaceae. Os

82



fungos de vida livre mais semelhantes a ele sdo conhecidos por serem tardios na
sucessao ecoldgica de decomposi¢do das folhas que caem das plantas, assim, quando se
estabelecem no substrato ele ja foi parcialmente decomposto por outros microrganismos
abrindo espaco para eles (Vellinga, 2004).

Desta forma, como as primeiras Attini ndo possuiam o aparato fisiologico,
anatébmico e comportamental necessario para processar material vegetal fresco, elas se
utilizavam do material mais facilmente assimilavel pelo fungo, ou seja, matéria em
decomposi¢do, principalmente partes de vegetais (Leal e Oliveira, 2000).

A evolugdo deste aparato fisioldgico, anatdmico e comportamental foi muito lenta,
uma vez que as espécies basais preparam o substrato de uma forma bastante semelhante,
independentemente da posicdo na filogenia. Este padro instintivo € tio adaptativo que
mesmo formigas que ao longo da historia evolutiva passaram a cultivar diferentes
fungos, como a Apterostigma pilosum, que cultiva um fungo da familia Pterulaceae e
Cyphomyrmex do grupo rimosus, que cultivam fungos leveduriformes, foram
observadas neste trabalho e na literatura se utilizando basicamente do mesmo padrio
(Murakami e Higashi, 1997; Ramos-Lacau, 2006; Mangone e Currie, 2008).

A medida que as formigas desenvolveram este aparato elas foram se tornando
capazes de utilizar substratos cada vez mais complexos estruturalmente, e em niveis
menos avangados de decomposi¢do, até que com o desenvolvimento de um intenso
polimorfismo, com divisdo de trabalho em castas especializadas, elas se tornaram aptas
a preparar material vegetal fresco até que ele fique em um estado de decomposi¢@o que
seja compativel com os requisitos do fungo (Beshers e Traniello, 1996; Andrade et al,
2001).

A evolugdo do cuidado com a cria mostrou também esta profunda adaptagdo entre
as formigas e o fungo que se desenvolveu ao longo da filogenia. A observacgdo inédita
de que as espécies da linhagem Paleoattini alimentam suas larvas por trofalaxia sugere
que esta era a forma que o ancestral das cultivadoras de fungo alimentavam as suas
larvas. Isto é evidenciado nas formigas do género Blepharidatta que alimentam suas
larvas desta forma. Este género pertence a tribo Blepharidattini que é o tdxon mais
proximo filogeneticamente das Attini e alguns autores acreditam que o ancestral das
Attini era semelhante a estas formigas. Outra evidencia ¢ a datacdo da derivacdo da
linhagem Paleoattini, ela se originou logo ap6s a origem da tribo, o que significa que
suas espécies mantém as caracteristicas deste ancestral (Diniz et al, 1998; Mueller et al,

2001; Schultz e Brady, 2008).
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Em Neoattini a adaptagdo ao fungo simbionte foi mais intensa, da mesma forma
que ocorreu com os comportamentos de preparacdo do substrato, as formigas passaram
a alimentar as larvas com o micélio, inicialmente elas utilizavam as hifas do fungo
simbionte, pois ele ndo possuia estruturas especializadas para este fim, como observado
neste trabalho em Mycetarotes parallelus e em outros trabalhos para outras espécies
basais (Mueller et al, 2001; Silva-Pinhati, 2004; Ramos-Lacau, 2006).

De acordo com a posigdo na filogenia, as formigas se tornam mais especializadas
em alimentar as larvas com micélio e o fungo desenvolve estruturas especiais para a sua
alimentacdo, estas estruturas sdo os gongilideos, o significado do seu desenvolvimento ¢é
que com eles a alimentag@o das larvas se torna menos destrutiva para o jardim de fungo
aumentando a sua eficiéncia na decomposig@o do substrato (Mohali, 1998; Mueller et al,
2001).

Os estudos comportamentais realizados revelam uma série de padrdes existentes
nas diferentes espécies de formigas cultivadoras de fungo, que contribuem para a
compreensdo de sua evolug@o. Apesar de responderem algumas questdes importantes
eles também levantam outros questionamentos a respeito dos fatores que influenciam a
sua evolucdo. Estes fatores podem ser divididos em dois tipos, o primeiro diz respeito a
caracteristicas da formiga ¢ do fungo que sdo responsaveis pelas diferencas observadas
entre as espécies, o segundo diz respeito as caracteristicas ecoldgicas que levaram ao
desenvolvimento dos padrdes observados.

Os fatores do primeiro tipo estfo relacionados as caracteristicas morfoldgicas e
fisiologicas, da formiga e do fungo, que fazem as diferentes espécies se comportarem de
formas diversas, ou seja, estdo relacionados a morfologia funcional destes organismos.
Os fatores do segundo tipo estdo relacionados as condi¢des que tornaram os padrdes
observados adaptativos do ponto de vista evolutivo, ou seja, estdo relacionados a
ecologia comportamental.

A morfologia funcional é um tema muito estudado, principalmente em
vertebrados, e sua principal premissa € de que a morfologia e a anatomia dos animais
evoluiram em conjunto com os seus comportamentos, ou seja, € possivel estudar como a
forma das diferentes partes do corpo influenciam na capacidade de algumas espécies
realizarem certos comportamentos adaptativos (Alcock, 2005).

Em formigas estudos a este respeito foram realizados por Brown e Wilson (1959)
com formigas da tribo Dacetini. Verificaram que a morfologia das mandibulas e da

cabeca, bem como o sistema de controle do movimento evoluiram no sentido de tornar
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as espécies desta tribo adaptadas a predacdo de colémbolos. Estes animais so
extremamente abundantes na serapilheira ¢ tém a capacidade de saltar a longas
distancias, deste modo, as Dacetini tiveram que desenvolver mandibulas longas e com
dentes na extremidade, alem disso, tiveram que desenvolver um sistema de “gatilho”
que faz com que elas se fechem rapidamente ao menor contato de uma preza com cerdas
especializadas.

Outro estudo de morfologia funcional com formigas foi realizado por
HOLLDOBLER e Wilson (1986) com formigas das tribos Basicerotini e
Stegomyrmecini, eles observaram que estas formigas apresentam um comportamento
altamente criptico se movendo lentamente e fingindo de mortas quando perturbadas,
este comportamento de camuflagem ¢ completado pela capacidade destas formigas
aderirem graos de areia ao corpo, esta caracteristica ¢ determinada por pélos com uma
morfologia especialmente adaptados.

Existem muitos outros estudos a este respeito em formigas como os de Brandao et
al (1991) sobre as adaptagdes morfoldgicas do género Thaumatomyrmex, Baroni-Urbani
(1999) sobre o género Cephalotes e Powel et al (2006) sobre as adaptagdes
morfoldgicas das castas de formigas da subfamilia Ecitoninae. Todos estes trabalhos
revelam a importincia da morfologia para a evolugdo do comportamento em formigas,
porém, ndo existem estudos a esse respeito em formigas cultivadoras de fungo.

A ecologia comportamental trata dos fatores ambientais que determinam a
evolugdo dos padrdes comportamentais existentes nas espécies, ou seja, os fatores que
tornam mais “interessante” para certa espécie desenvolver estes padrdes do que
continuar com os originais (Krebs e Davies, 1993). Em formigas, os estudos a este
respeito incluem o trabalho de Wilson (1958) com as formigas de correi¢do, onde
verificou que as formigas desenvolveram este habito por que desta forma poderiam
capturar presas maiores e em maior quantidade do que as suas ancestrais que forrageiam
de forma solitaria.

Em formigas da tribo Attini o Gnico estudo a este respeito foi o de Veira-Neto et al
(2006) em que foi analisada a fun¢do do comportamento de carona das operarias na
trilha de forrageamento. E bastante conhecido que, ao longo da trilha de formigas
cortadeiras existem operarias que sobem nos fragmentos vegetais transportados por
outras e ficam ali até a entrada no ninho. Estes autores descrevem que este
comportamento evoluiu no sentido de proteger as formigas que carregam os fragmentos

contra parasitdides, aumentando desta forma o tempo de vida das operarias forrageiras.

85



As questdes a respeito da morfologia funcional e da ecologia comportamental, que

surgiram a partir dos resultados obtidos no presente trabalho serdo discutidas a seguir.

Preparacio do substrato para o cultivo do fungo simbionte

A principal diferenca observada na preparacio do substrato das espécies basais em
relacdo as derivadas é que elas ndo realizam, ou realizam em baixas freqiiéncias, os
comportamentos do tratamento quimico. O substrato ¢ incorporado com poucas
alteragdes morfoldgicas. As espécies derivadas, por outro lado, realizam muito estes
comportamentos, resultando em grande decomposi¢fo inicial do substrato (Capitulo 2).

O tratamento quimico pode ser dividido em duas partes: a primeira ¢ a utilizagéo
das enzimas fungicas pelas formigas através do comportamento de depositar o liquido
fecal sobre o substrato ¢ a segunda é a fragmentacdo do substrato através dos
comportamentos de prensar e recortar.

A primeira parte é possivel gracas ao fato das formigas de ndo digerirem as
enzimas produzidas pelo fungo, quando elas se alimentam, e armazena-las no reto.
Estudos de caracterizacdo destas enzimas, de suas atividades e da sua origem foram
realizados extensivamente para as formigas cortadeiras, mas nunca para as espécies
basais (Martin et al., 1975; Silva, 2005; Ronhede; Boomsma ¢ Rosendal, 2004) . Os
resultados obtidos neste trabalho indicam que possivelmente as formigas basais ndo
produzam o liquido fecal por que elas digerem as enzimas fingicas, ou por que elas nédo
conseguem concentrar estas enzimas no reto.

Possivelmente ao longo do processo evolutivo, as formigas perderam a capacidade
de digerir as enzimas fungicas e ganharam a capacidade de concentra-las no reto,
estudos sobre a fisiologia digestiva das espécies basais, em comparagdo com as
derivadas, certamente aumentariam o conhecimento sobre este assunto e também
ajudariam a entender a evolug@o do processo de preparagdo do substrato.

Além da fisiologia digestiva, outro fator que deve ter influenciado o
desenvolvimento do tratamento quimico pelas formigas cultivadoras de fungo foi a
capacidade do fungo em produzir enzimas. O fungo cultivado pelas espécies derivadas
produz uma grande quantidade de enzimas, enquanto que o cultivado por espécies
basais produz pouca quantidade de enzimas. Desta forma, as formigas derivadas

produzem grande quantidade de liquido fecal por que nfo digerirem as enzimas
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produzidas pelo fungo e também por que ele produz uma grande quantidade delas
(Silva-Pinhati, 2005).

A segunda parte do tratamento quimico ¢ influenciada pela capacidade das
operarias de fragmentar o substrato. Isto é possivel gragas as caracteristicas
morfologicas e anatdmicas das operarias que lhes permitem exercer for¢ca com as
mandibulas.

O principal musculo envolvido na movimentagéo das mandibulas das formigas € o
adutor da mandibula, responsavel pelo seu fechamento. Este musculo é composto por
dois tipos de fibras, de contrago rapida e de contragdo lenta, quando ele contém mais
fibras do primeiro tipo, as mandibulas sdo fechadas rapidamente e com pouca forga,
quando contém mais fibras do segundo tipo, as mandibulas sdo fechadas lentamente
mas com muita forca (HOLLDOBLER e Wilson, 1990; Paul, 2001).

O musculo adutor da mandibula é composto por diferentes porcentagens de fibras
rapidas e lentas, de acordo com o tipo de alimentacdo da espécie de formiga. As
espécies predadoras possuem o musculo adutor composto por fibras de contragfo
rapida, pois precisam de movimentos rapidos para capturar a presa. Por outro lado, as
formigas herbivoras ndo precisam capturar o alimento mas sim corta-lo em pedagos,
considerando que o material vegetal ¢ resistente o musculo adutor da mandibula deve
ser composto por fibras de contragdo lenta, para que elas possam exercer mais forga
com as mandibulas (Paul, 2001).

Apesar de ndo existirem estudos comparativos da morfologia das formigas
cultivadoras de fungo, ¢ provavel que as espécies derivadas tenham a cabega com a
largura maior que o comprimento e as basais tenham o contrario. Isso poderia explicar a
evolugdo da capacidade de fragmentar o substrato, observada neste trabalho.

Diferentes castas de Afta ja demonstram esta tendéncia. As operdrias tém
tamanhos extremamente variados, onde as maiores possuem a cabe¢a muito mais larga
que as menores, sendo as principais responsaveis pelo corte das folhas. As espécies dos
géneros basais possuem operarias com o comprimento da cabeca geralmente maior que
a sua largura. Em Trachymyrmex a largura e o comprimento da cabega sdo em geral
iguais, desta forma a evolucdo do processo de preparagdo do substrato parece
acompanhar a evolu¢@o dos aspectos morfologicos, com um aumento na capacidade de
fragmentar o substrato (Wilson, 1980; Mayhe-Nunes e Branddo, 2002; Mayhe-Nunes ¢
Brandao, 2005).
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A questdo referente a ecologia comportamental ¢ a seguinte: quais fatores
tornaram mais “interessante” para os ancestrais das formigas cortadeiras passarem a
utilizar folhas frescas do que continuarem a utilizar material vegetal em decomposi¢éo?

A hipotese mais aceita e discutida na literatura sugere que a principal vantagem
que as formigas cortadeiras ancestrais tiveram ao comegarem a cortar folhas foi que este
substrato fornece mais energia e nutrientes para a coldénia do que o material vegetal em
decomposi¢do, possibilitando assim que estas formigas desenvolvessem coldnias
maiores e mais populosas (HOLLDOBLER e Wilson).

Apesar desta hipotese ser conhecida hd muito tempo, ela nunca foi testada, ou
seja, ndo existem informagdes se o ganho de energia e nutrientes de uma colonia de
formiga cortadeira ¢ maior que em colonias das outras Attini. Os resultados obtidos
neste trabalho permitem sugerir que apesar das folhas verdes conterem mais energia e
nutrientes o seu processamento ¢ muito mais trabalhoso para as formigas do que o
processamento de material vegetal em decomposi¢do. Isto pode ser atestado pelo
numero de comportamentos realizados pelas diferentes espécies e pela quantidade de
atos comportamentais realizados ao longo do processamento, que sdo maiores para as
cortadeiras do que para as outras Attini.

Desta forma, € possivel que o ganho de energia seja relativamente o mesmo, pois
as cortadeiras gastam mais energia processando as folhas do que as outras Attini
processando material em decomposicdo, além disso o processamento de folhas verdes
necessita de uma estrutura muito complexa das colonias de cortadeiras, o forrageio se da
em trilhas fisicas mantidas pelas operarias ao redor do ninho e o processamento em si
depende de uma estrutura de castas fisicas que aumenta ainda mais os custos
energéticos da utilizag@o deste substrato.

Uma teoria alternativa seria baseada no fato das formigas cortadeiras serem
importantes consumidores primarios do ambiente em que ocorrem, ou seja, ocupam um
nicho ecoldgico totalmente indisponivel para outras cultivadoras de fungo ¢ mesmo para
outras formigas. Esta mudanga de nicho ecologico seria “interessante” pois elas
passariam a forragear em um ambiente menos saturado de espécies de formigas, como a
serapilheira onde vivem as outras Attini, que por este motivo possuem ninhos pequenos,
pouco populosos € comportamento submisso ja que estdo em contato com um grande
namero de espécies agressivas e dominantes, desta forma as cortadeiras puderam se

diversificar e se tornar dominantes.
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Cuidados com a cria

A alimenta¢do das larvas foi o comportamento que apresentou grandes variagdes.
Nas espécies da linhagem Paleoattini (Myrmicocrypta sp. e Apterostigma pilosum) as
operarias alimentam as larvas, basicamente, por trofalaxia, enquanto que nas espécies da
linhagem Neoattini (Acromyrmex disciger, Trachymyrmex fuscus, Trachymyrmex sp.
nov. e Mycetarotes parallelus) elas as alimentam com o micélio fungico.

Do ponto de vista da morfologia funcional, é provavel que as diferengas
morfologicas observadas na literatura entre as larvas de Neoattini e Paleoattini sejam
responsaveis pela forma como as operarias das diferentes espécies alimentam a cria. E
conhecido que as larvas de Paleoattini possuem mandibulas pequenas e glossas grandes,
0 que pode ser interpretado como uma adaptag@o a alimentagdo liquida, enquanto que
em Neoattini as mandibulas sfo grandes e cobertas de espiculas e a glossa ¢ pequena,
como uma adaptacdo a fungivoria (Wheeler, 1948; Schultz e Meier, 1995).

As operarias também devem possuir adaptacdes aos diferentes estilos de
alimentacdo das larvas. As formigas cortadeiras realizam baixa taxa de trofalaxia entre
operarias e ndo foi observada trofalaxia oral de operarias para larvas nestas formigas.
Desta forma ¢é possivel que o trato digestério das operdrias de Paleoattini possua
adaptacdes a este modo de alimentacdo (Andrade et al, 2001; Schneider, 2003; Bueno,
2006).

As adaptagdes mais conhecidas nas formigas para o comportamento de trofalaxia
sdo a forma da valvula do prdé-ventriculo, que tende a ser muito complexa em espécies
que realizam alto indice de trofalaxia e simples em espécies que ndo a realizam. A
musculatura associada ao papo, que tende a ser mais desenvolvida nas espécies que
realizam trofalaxia (Holdobler ¢ Wilson, 1990).

A valvula do pro-ventriculo permite a formiga controlar o fluxo de alimento do
papo para o ventriculo, fazendo com que o primeiro se torne um importante 6érgdo de
armazenamento de alimento. A musculatura associada ao papo permite que o alimento
ai armazenado seja deslocado de volta para a boca da operaria e assim transferido para
outro individuo (HOLLDOBLER e Wilson, 1990; Caetano; Jaffé e Zara, 2002).

Alguns estudos em formigas dos géneros Atta e Acromyrmex demonstram que elas
possuem a valvula do pré-ventriculo simples e pouca musculatura no papo, sugerindo
que elas possuem baixa capacidade de realizar trofalaxia, este fato foi constatado por

estudos comportamentais, porém, ndo existem trabalhos a esse respeito em formigas dos
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géneros de Paleoattini, 0 que seria interessante para se entender como evoluiu o
comportamento de alimentar a cria (Andrade et al, 2002; Caetano; Jaffé e Zara, 2002;
Bueno et al, 2008).

O comportamento de alimentar a cria por trofalaxia aproxima as Paleoattini das
formigas ndo cultivadoras de fungo, pois as formigas dos géneros mais proximos de
Attini realizam a alimentacdo dessa forma. Isso pode indicar que no inicio do processo
de simbiose o fungo ndo era uma fonte de alimento para as formigas, por que elas sé se
alimentavam do produto da digestdo extracelular do substrato, e sim um meio delas
digerirem material vegetal, se tornando capazes de utilizar uma fonte de alimento
abundante mas indisponivel para as outras formigas que é o material vegetal em
decomposi¢io. (HOLLDOBLER e Wilson, 1990; Diniz et al, 1998; Silva et al., 2003).

O estudo dos comportamentos relacionados a cobertura de fungo da cria revela
uma necessidade de se entender a fungfo, do ponto de vista da ecologia
comportamental, desses comportamentos. De acordo com os resultados obtidos ¢
possivel que inicialmente eles tinham a fun¢do de camuflar a cria contra predadores ou
parasitas, mas as outras hipoteses também deveriam ser testadas.

A hipdtese da defesa contra predadores e parasitas poderia ser testada
quantificando a preferéncia de espécies de formigas notadamente carnivoras, como as
do género Solenopsis, por larvas com ou sem cobertura de fungo. Seria esperado que se
esta hipotese for verdadeira as larvas sem cobertura devem ser mais atrativas do que as
larvas com a cobertura.

A hipétese da defesa contra microrganismos patogénicos poderia ser testada
expondo larvas com e sem cobertura de fungo a conhecidos fungos e bactérias
entomopatogenicos. Se esta hipotese for correta entdo larvas com cobertura de fungo
sofrem menos contaminag¢des do que larvas sem a cobertura.

Dos comportamentos de relagdes troficas entre a cria e os individuos adultos, o
que mais deixou questdes foi o de trofalaxia proctodeal entre pupas pigmentadas e
operarias. Do ponto de vista funcional seria interessante saber como as pupas produzem
este liquido, parece claro que ele € o resultado do metabolismo das reservas e da
histolise que ocorre durante a metamorfose, tipica dos insetos holometabulos
(HOLLDOBLER e Wilson, 1990). Além disso, também serd necessario avaliar o que
representa para a nutrigdo das colnias a participagdo das pupas fluxo de nutrientes.

Sera interessante também avaliar se este tipo de trofalaxia esta restrito as formigas

da tribo Attini ou se ele também ocorre em outras formigas. As espécies que mais
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provavelmente apresentam este comportamento sdo aquelas que possuem as larvas nuas,
ou seja, desprovidas de casulo. Entre as formigas aquelas que possuem pupas nuas sdo
todas as espécies das subfamilias Myrmicinae, Dolichoderinae ¢ Pseudomyrmecinae e
ainda algumas Formicinae, Ponerinae e Ecitoninae, ou seja mais da metade de todas as
aproximadamente 12300 espécies validas de formigas. Portanto, se este comportamento
for geral para essas formigas, possivelmente, ele ¢ em parte responsavel pelo grande
sucesso adaptativo dessas formigas tiveram (HOLLDOBLER e Wilson, 1990; Boltom,
2003).

Cuidados com a rainha e alados

Os comportamentos observados levam a questdes a respeito das mudangas
fisiologicas e ultra-estruturais do organismo das fémeas responsaveis por elas
realizarem comportamentos de operaria no ninho de origem e deixar de realiza-los, ou
realizé-los em baixas freqiiéncias, depois da fundacdo da nova colénia.

Existem estudos que demonstram que em algumas espécies, incluindo algumas do
género Acromyrmex, hd uma modifica¢do na ultra-estrutura do cérebro das fémeas que
as faz modificar o seu padrdo comportamental quando as primeiras operarias emergem
(HOLLDOBLER e Wilson, 1990).

E possivel que a diferenca observada nos repertérios comportamentais das rainhas
e das fémeas aladas seja em decorréncia dessas alteragdes, fazendo com que quando elas
estdo no ninho de origem e quando estdo fundando a nova colonia, elas realizam
comportamentos de manuten¢o e quando estdo em uma colonia adulta em que elas sdo
as rainhas passam a desempenhar principalmente a fung&o reprodutiva.

Outra questdo interessante ¢ até que ponto a morfologia externa dos individuos
alados, e da rainha, influenciam no seu comportamento. Foi sugerido que fémeas aladas
e as rainhas de espécies basais se comportam como operarias por serem semelhantes
morfologicamente a elas, os machos ndo apresentam comportamento de operaria por
serem muito diferentes delas. Nao existem estudos demonstrando que de fato ¢ esta
diferenca que faz os machos de himenopteros sociais ndo participarem das tarefas de
manutengdo do ninho, mas foi sugerido algumas vezes que sim (HOLLDOBLER e

Wilson, 1990).
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