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RESUMO GERAL

As formigas-cortadeiras sdo insetos sociais e estdo associadas positivamente a processos
ecoldgicos importantes como a regeneracdo de florestas, aeracdo do solo, dispersdo de
sementes, fragmentacdo da matéria organica, ciclagem de nutrientes. Por outro lado,
elas sdo consideradas um doa mais importantes herbivoros da regido Neotropical e
algumas espécies tém grande importancia agricola e florestal. O forrageamento de
formigas-cortadeiras € uma atividade bastante complexa e sofre influéncia de fatores
exdgenos como temperatura, umidade, precipitacdo e também fatores enddégenos como a
presenca da cria, presenca de rainha e estado nutricional do fungo mutualista. Tais
fatores podem influenciar as atividades de forrageamento e o desempenho de colbnias
de Atta sexdens e suas fungbes ecoldgicas. Na primeira parte deste trabalho, buscou-se
entender como alguns fatores enddgenos, como a presenca da rainha e de larvas e pupas,
influenciam a massa forrageada e a conversao da massa vegetal em fungo simbionte em
laboratorio. Pequenas colonias com e sem rainha foram utilizadas e avaliou-se a massa
forrageada, o volume de fungo e a mortalidade de operéarias por 120 dias. Verificou-se
que a presenca da rainha ndo influencia a quantidade diaria de massa forrageada, porém
influencia positivamente a quantidade acumulada e o volume de fungo simbionte
produzido e negativamente a mortalidade de operarias. Apesar de as coldnias
apresentarem um mesmo padrdo de forrageamento, a auséncia da rainha pode reduzir a
atividade total da colonia em comparacdo com as col6nias com rainha, assim, a
utilizacdo de coldnias sem rainha em estudos de forrageamento por um longo periodo de
tempo pode ocasionar uma subestimacdo de atividades observadas. Na segunda parte
verificou-se como um fator exdgeno, como a temperatura, influencia a velocidade de
caminhamento de operarias, 0 tamanho da massa vegetal transportada e a massa da
operaria forrageadora. Para isso, utilizou-se uma col6nia adulta de A. sexdens mantida
em laboratdrio e conectada a uma fonte de forrageamento com temperatura variando de
10 a 40°C. Verificou-se que a velocidade de caminhamento e a massa seca dos
fragmentos vegetais transportados pelas operarias de A. sexdens aumentam com o
aumento da temperatura e que o tempo de forrageamento ndo influencia o tamanho dos
fragmentos carregados pelas operarias. Verificou-se também que as massas secas e
larguras das capsulas cefalicas das operarias sdo maiores em todas as temperaturas,
exceto a 28°C e que o tempo de forrageamento também ndo influencia o tamanho das
operarias forrageadoras. Estes resultados mostram que fatores endégenos e exdgenos
influenciam o comportamento e o desempenho do forrageamento das formigas-
cortadeiras, induzindo adaptacdes da coldnia para garantir a sua sobrevivéncia.

Palavras-chave: Formigas-cortadeiras. Herbivoria. Variacdo da temperatura. Colénias

sem rainha.



GENERAL ABSTRACT

Leaf-cutting ants are social insects and are positively associated with important
ecological processes such as forest regeneration, soil aeration, seed dispersal, organic
matter fragmentation, nutrient cycling. On the other hand, they are considered one of the
most important herbivores in the Neotropical region and some species have great
agricultural and forest importance. The foraging of leaf-cutting ants is a very complex
activity and is influenced by exogenous factors such as temperature, humidity,
precipitation and also endogenous factors such as the presence of the young, presence of
queen and nutritional status of the mutualistic fungus. Such factors can influence
foraging activities and the performance of Atta sexdens colonies and their ecological
functions. In the first part of this work, we sought to understand how some endogenous
factors, such as the presence of the queen and larvae and pupae, influence the foraged
mass and the conversion of the vegetal mass into symbiotic fungus in the laboratory.
Small colonies with and without queen were used and forage mass, fungus volume and
worker mortality were evaluated for 120 days. It was found that the presence of the
queen does not influence the daily amount of foraged mass, but it positively influences
the accumulated amount and the volume of symbiotic fungus produced and negatively
the mortality of workers. Although the colonies present the same foraging pattern, the
absence of the queen can reduce the total activity of the colony in comparison with
colonies with queen, thus, the use of colonies without queen in foraging studies for a
long period of time can cause an underestimation of observed activities. In the second
part, it was verified that an exogenous factor, such as temperature, influences the
walking speed of workers, the size of the vegetable mass transported and the mass of the
forage worker. For this purpose, an adult colony of A. sexdens was used in the
laboratory and connected to a foraging source with a temperature ranging from 10 to
40°C. It was found that the walking speed and the dry mass of the vegetable fragments
carried by the workers of Atta sexdens increase with increasing temperature and that the
foraging time does not influence the size of the fragments carried by the workers. It was
also found that the dry masses and widths of the workers' cephalic capsules are higher at
all temperatures, except at 28 ° C and that the foraging time also does not influence the
size of the foraging workers. These results show that endogenous and exogenous factors
influence the behaviour and foraging performance of leaf-cutting ants, inducing
adaptations of the colony to ensure their survival.

Keywords: Leaf-cutting ants. Herbivory. Temperature increase. Colonies queenless.
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INTRODUCAO GERAL

As formigas séo insetos eussociais, que vivem em col6nias e apresentam divisdo de
trabalho entre as castas reprodutivas e estéreis; tém cuidado cooperativo da prole e
sobreposicdo de geracfes no mesmo ninho (Holldobler & Wilson, 1990; Della Lucia, Fowler
& Araljo, 1993). Esses insetos desempenham um papel ecolégico em quase todos os
ambientes terrestres e representam cerca de 75% da biomassa de insetos (Wheeler, 1910;
Hdélldobler & Wilson, 1990).

As formigas-cortadeiras compreendem géneros Atta e Acromyrmex da sub-familia
Myrmicinae e tribo Attini (Bolton et al., 2006). O Brasil apresenta uma das maiores
diversidades dessas formigas, com nove espécies do género Atta e 25 espécies do género
Acromyrmex (Gongalves, 1945, 1961; Delabie et al., 2011; Bolton, 2019).

Diferentemente das outras atines, as formigas-cortadeiras utilizam folhas frescas como
substrato para seu fungo simbionte (Ribeiro & Marinho, 2011). Elas sdo grandes
consumidoras de plantas herbaceas em toda a regido Neotropical (Holldobler & Willson,
2008) e consideradas herbivoros polifagos por explorarem um grande numero de plantas
(Della Lucia, 1993). Embora sejam considerados herbivoros generalistas, algumas espécies de
formigas-cortadeiras se especializaram em cortar gramineas e outras dicotiledéneas
(Holldobler & Wilson, 1990). Essas formigas estdo associadas, positivamente, a processos
ecoldgicos importantes como a regeneracao de florestas e dispersao de sementes (Leal, Wirth
& Tabarelli, 2011), pois aceleram o0s processos de decomposicdo de vegetais, participam na
fragmentacdo da matéria organica e ciclagem de nutrientes (Sousa-Souto & Sternberg, 2011;
Swanson et al., 2019). Por outro lado, algumas espécies tem grande importancia como pragas
agricolas e florestais (Souza, Zanetti & Calegario, 2011; Della Lucia, Gandra & Guedes,
2014; Zanetti et al., 2014).

O material vegetal cortado pelas formigas cortadeiras é transportado pelas operéarias
para o interior de seus ninhos subterraneos. Esse processo € chamado forrageamento, e
envolve também as atividades de exploracdo do ambiente e selecdo de material (Ribeiro &
Marinho, 2011). Durante a atividade de forrageamento as formigas usam estratégias
comportamentais, como a antenacao, para encontrar e utilizar fontes energéticas e nutrientes
(Della Lucia, 1993). Isso resulta na interacdo de comportamentos individuais das operérias e
na construcdo de trilhas de exploragdo (Schlindwein, 2004). As operérias exploradoras

efetuam o corte de reconhecimento e levam o fragmento vegetal ao ninho, assim a informacéo
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sobre a fonte alimentar é passada para outras operarias que vao até a fonte e iniciam o
forrageamento, estabelecendo assim o recrutamento (Schlindwein, 2004).

No interior do ninho, os fragmentos vegetais sdo cortados em pedagos menores e
incorporados ao fungo simbionte Leucogaricus gongylophorus (Agaricales: Basidiomycota),
que serve como fonte priméaria de alimento para a coldnia. Operérias adultas ingerem
exsudatos de seiva durante as atividades de corte e manipulacdo das folhas, e este recurso
alimentar representa a maior parte da dieta desses individuos. Como complementacdo da dieta
das formigas adultas, a lambedura do fungo, trofalaxia, além de secrecdo anal das larvas,
fornecem importantes nutrientes para as operarias (Moreira, Erthal Jr & Samuels, 2011;
Garrett et al., 2016).

O fungo simbionte € um fator enddgeno da coldnia que exerce influéncia sobre o
forrageamento, pois muitos autores sugerem que as plantas séo selecionadas pelas operarias
de acordo com suas necessidades nutricionais (Holldobler & Willson, 2008; Saverschek et al.,
2010; Arenas & Roces, 2016). A selecdo do material vegetal durante o forrageamento em
formigas-cortadeiras € uma das principais adaptac6es para proteger o fungo mutualista contra
os de compostos nocivos de algumas plantas, assegurando assim crescimento do fungo e a
sucesso da col6nia (Saverschek & Roces, 2011).

A rainha, apesar de ser responsavel exclusivamente pela reproducdo na coldnia, ela
pode atuar como outro fator endégeno no forrageamento, pois exerce grande influéncia no
comportamento das operérias, afetando assim, outras atividades da colbnia, como o
forrageamento (Vienne, Errard & Lenoir, 1998). A rainha de Atta é quase sempre Unica, € a
coldnia se extingue ap6s a sua morte (Autuori, 1950; Mariconi, 1970).

Os relatos de substituicdo de rainhas artificialmente em coldnias de Atta também sao
bem escassos e com baixa aceitacdo pela coldnia (Mariconi, 1970). Visto a importancia da
espécie e a dificuldade de estabelecimento de coldnias com rainha em laboratorios (Della
Lucia et al., 1993; Delabie, Lucia & Pastre, 2000; Araujo et al., 2011), testes de carregamento
de iscas e também comportamentais exigem um grande nimero de colénias com rainha para
validacdo do protocolo (Brasil, 2011) e por isso, alguns experimentos sdo realizados
utilizando sub-coldnias. Portanto ndo se sabe 0 quanto a auséncia da rainha na col6nia de Atta
pode afetar as atividades das operarias, em especial o forrageamento.

A presenca da cria em coldnias de formigas também podem influenciar o
forrageamento como um fator enddgeno. A presenca de ovos e larvas em colbnias
Leptothorax allardycei aumenta a atividade de operarias (Cole & Hoeg, 1996). Algumas

castas estdo intimamente ligadas através da disponibilidade de alimentos, uma vez que as
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forrageiras sdo responsaveis pela coleta de alimentos e as enfermeiras subsequentemente
alimentam a cria com os alimentos coletados (Mildner & Roces, 2017).

Alguns fatores exdgenos podem influenciar o forrageamento, como temperatura
(Aradjo et al., 2002; Jofré & Medina, 2012; Giesel, Boff & Boff, 2013; Tizon, Wulff &
Peldez, 2014; Caldato et al., 2016; Nickele et al., 2016a) umidade (Gordon, Dektar & Pinter-
Wollman, 2013), precipitagdo (Martinez et al., 2015; Caldato et al., 2016; Lopes et al., 2016;
Farji-Brener et al., 2018), vento (Alma, Farji-Brener & Elizalde, 2016), pressdo atmosférica
(Viana-Bailez & Endringer, 2016), intensidade luminosa (Corréa et al., 2016; Viana-Bailez &
Endringer, 2016), e presencga de inimigos naturais (Guillade & Folgarait, 2015). Entretanto a
temperatura pode ser considerada um dos fatores mais importantes, principalmente nos
tropicos, onde as mudancas diarias e sazonais nas atividades de forrageamento se relacionam
com esses fatores climéticos (Jofré & Medina, 2012).

As formigas-cortadeiras apresentam comportamento adaptativo as condi¢cdes do
ambiente (Viana-Bailez & Endringer, 2016), podendo ajudar o horario de forrageamento
(Giesel, Boff & Boff, 2013) e a velocidade de caminhamento (Tizdn, Wulff & Peléez, 2014).
Mas o aumento da temperatura reduz a massa vegetal coletada por muitas espécies de
formigas-cortadeiras (Lewis, Martin & Czaczkes, 2008; Tizon, Wulff & Pelaez, 2014; Nobua-
Behrmann et al., 2017a).

O conhecimento da influéncia dos fatores enddgenos e exdgenos sobre o
forrageamento de formigas cortadeiras permite entender em parte a dinamica de herbivoria
desses insetos, principalmente porque sdo amplamente distribuidos em regibes com perfis
climaticos distintos (Bolton et al., 2006). Além disso, esse conhecimento se torna
indispensavel num contexto de aumento da temperatura terrestre, devido a emissao de gases
do efeito estufa (Bale et al., 2002; Tizdn, Wulff & Pelaez, 2014).

Este trabalho aborda o estudo sobre os fatores endogenos e exdgenos envolvidos no
forrageamento de coldnias de Atta sexdens em condicGes de laboratorio e é dividido em dois
artigos, sendo que o primeiro trata do forrageamento de colénias de A. sexdens com e sem
rainha, com o objetivo de avaliar como os fatores enddégenos como a auséncia de rainha,
larvas e pupas influenciam o forrageamento das col6nias em laboratério, pois, ensaios com o
uso de sub-colénias sem rainha sdo muito utilizados, porém ndo se sabe até que ponto a
auséncia da rainha interfere nas atividades da colonia de A. sexdens. O segundo artigo avaliar
o forrageamento e a velocidade caminhamento das operarias, tamanho da carga e tamanho das

operérias forrageadoras em funcdo da temperatura e entender quais estratégias as formigas



17

utilizam para manter a oferta de folhas para a col6nia em condicGes de temperaturas adversas,

permitindo estimar o impacto da herbivoria desses insetos no ambiente.
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RESUMO

As formigas-cortadeiras sdo consideradas 0s principais herbivoros da regido
Neotropical, por a sua herbivoria e outros comportamentos sdo bastante estudados. O
estabelecimento de col6nias em laboratorio com a finalidade de pesquisa € dificil e
requer muito espaco fisico, dada a alta mortalidade inicial das colénias. Por isso, 0 uso
de coldnias sem rainha poderia ampliar o desenvolvimento de novos estudos. O objetivo
desse trabalho foi avaliar como os fatores end6genos como a auséncia de rainha, larvas
e pupas influenciam o forrageamento de coldnias de Atta sexdens em laborat6rio. O
forrageamento foi avaliado por 120 dias em cinco col6nias com rainha e cinco colbnias
sem rainha, com relacdo a massa diaria e acumulada forrageada, presenca de larvas e
pupas, volume do fungo simbionte e mortalidade de operarias. A ausencia da rainha e da
cria ndo influenciou a quantidade diaria de massa vegetal forrageada. A quantidade de
massa vegetal acumulada foi maior em colnias com rainha que também apresentaram
maior conversdo da massa vegetal forrageada em volume de fungo simbionte. A
diferenca entre as coldnias aumentou com o tempo. A mortalidade de operarias foi
maior em colbnias sem rainha. O uso de coldonias sem rainha em estudos de
forrageamento por um longo periodo de tempo pode ocasionar uma subestimacéo das

atividades observadas.

Palavras-chave: Formigas-cortadeiras. Col6nias orfa. Herbivoria. Fungo simbionte.
Mortalidade.
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FORAGING OF Atta sexdens (HYMENOPTERA: FORMICIDAE) COLONIES
WITH AND WITHOUT QUEEN

ABSTRACT

Leaf-cutting ants are considered the main herbivores in the Neotropical region, so their
herbivory and other behaviours are well studied. The establishment of colonies in the
laboratory for research purposes is difficult and requires big physical space, given the
high initial mortality of the colonies. Therefore, the use of queenles colonies could
expand the development of new studies. The objective of this work was to evaluate how
endogenous factors such as the absence of queen, larvae and pupae influence the
foraging of Atta sexdens colonies in the laboratory. Daily and accumulated foraging
mass, presence of larvae and pupae, volume of the symbiotic fungus and mortality of
workers was evaluated for 120 days in five colonies with queen and five queenless
colonies. The presence of the queen and the young did not influence the daily amount of
foraged vegetable mass. The amount of accumulated vegetal mass was higher in
colonies with queen that also presented greater conversion of foraged vegetal mass in
volume of symbiotic fungus; the difference between colonies increased over time.
Worker mortality was higher in colonies without a queen. The use of queenless colonies
in foraging studies for a long period of time can underestimating the observed

activities.

Keywords: Leaf-cutting ants. Orphan colonies. Herbivory. Symbiotic fungus.

Mortality.
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1. INTRODUCAO

As formigas sdo insetos eussociais, pertencem a ordem Hymenoptera e familia
Formicidae. Entende-se por formigas-cortadeiras, uma parte das espécies da tribo Attini,
da subfamilia Myrmicinae, sendo representadas pelos géneros Atta e Acromyrmex
(Branddo, Mayhé-Nunes & Sanhudo, 2011; Bolton, 2019). Diferentemente das outras
atines, as formigas-cortadeiras utilizam folhas frescas como substrato para seu fungo
simbionte, e este, serve de alimento principalmente para as larvas (Moreira, Erthal Jr &
Samuels, 2011; Ribeiro & Marinho, 2011).

O hébito de cortar folhas torna essas formigas importantes pragas das areas
cultivadas, das florestas e das pastagens na regido Neotropical, e a sua organizagédo
social e a estrutura complexa do ninho torna seu manejo complexo (Ribeiro & Marinho,
2011; Della Lucia, Gandra & Guedes, 2014). Por essa razdo, as formigas-cortadeiras séo
alvo de diversas pesquisas e sdo interessantes organismos para testar modelos de
forrageamento e outros comportamentos relacionados com a eussocialidade (Holldobler
& Wilson, 1990).

Diversos artigos avaliaram a atividade de forrageamento diaria ou sazonal de
formigas-cortadeiras em funcdo das variaveis ambientais, a exemplo da temperatura
(Araujo et al., 2002; Jofré & Medina, 2012; Giesel, Boff & Boff, 2013; Tizon, Wulff &
Pelaez, 2014; Caldato et al., 2016; Nickele et al., 2016a), umidade (Gordon, Dektar &
Pinter-Wollman, 2013), precipitacdo (Farji-Brener et al., 2018), vento (Alma, Farji-
Brener & Elizalde, 2016), pressdo atmosférica (Viana-Bailez & Endringer, 2016),
intensidade luminosa (Corréa et al., 2016; Viana-Bailez & Endringer, 2016), mas faltam
estudos sobre a relacdo dos fatores enddgenos a colbnia e o forrageamento.

Estudos com formigas-cortadeiras exigem uma grande quantidade de colbnias
com rainha. Testes toxicoldgicos de novos formicidas, por exemplo, requerem
numerosas repeticoes para verificacdo da atratividade e forrageamento desses produtos
(Brasil, 2011). Grande parte desse processo é ser feito em laboratério em formigueiros
artificiais mantidos em cdmaras de criacdo. A criacdo e manutencdo de formigas-
cortadeiras em condicOes artificiais sdo realizadas ha tempos para fins de pesquisa
(Della Lucia et al., 1993; Araujo et al, 2011). No entanto, o sucesso do
desenvolvimento dessas coldnias em laboratorio € baixo (entre 12 e 16%) (Delabie,
Lucia & Pastre, 2000). Ensaios com o uso de subcoldnias sem rainha otimizam o0s

estudos, devido a reducdo no tempo de obtencdo das coldnias, uso menor espaco fisico e
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consequentemente menor custo, porém ndo se sabe até que ponto a auséncia da rainha
interfere nas atividades da colonia.

Rainhas de insetos eussociais muitas vezes sdo a Unica unidade reprodutiva e,
portanto, um membro altamente influente da col6nia. Além disso, a presenca da rainha é
fundamental para a manutencdo da divisdo reprodutiva do trabalho das col6nias
(Konrad, Pamminger & Foitzik, 2012). Em algumas sociedades de formigas, a perda da
rainha resulta na morte da colonia (Autuori, 1950; Kronauer, 2009). Existem alguns
estudos sobre a influéncia da auséncia da rainha em colénias de formigas como sobre o
ritmos locomotores de forrageiras em Camponotus rufipes (Mildner & Roces, 2017),
atracdo da rainha por operarias e repertorio comportamental em Cataglyphis cursor
(Berton et al., 1992), comportamento das operérias e reconhecimento da rainha em
Manica rubida, Myrmica rubra e Myrmica ruginodi (Vienne, Errard & Lenoir, 1998),
reconhecimento do ninho por Aphaenogaster senilis (Ichinose et al., 2009),
comportamento sanitario de Temnothorax crassispinus (Giehr, Czaczkes & Heinze,
2019), harmonia social em Temnothorax longispinosus (Konrad, Pamminger & Foitzik,
2012), supressdo de dopamina em operarias de Diacamma sp. (Shimoji et al., 2017),
suscetibilidade a doencas em Temnothorax curvispinosus (Keiser et al., 2018),
mortalidade intrinseca de operarias em T. longispinosus (Kohlmeier et al., 2017), porém
se tratam de grupos de formigas que ndo sdo cultivadoras de fungos, portanto
apresentam biologia e comportamento diferentes de Atta. No periodo entre a perda da
rainha e a morte da coldnia, a organizacao social da colénia muda rapidamente (Keiser
et al., 2018). Até onde se sabe, 0 grau em que a perda da rainha altera a execucdo de
multiplas tarefas coletivas ainda é desconhecido.

A auséncia de rainha por um periodo de 10 dias ndo causa mudancas no padréo
de forrageamento de coldnias de A. sexdens (Sousa-Souto & Souza 2006), contudo
alguns estudos de comportamento demandam tempos maiores de avaliacGes. Della
Lucia et al. (2003) descreveram o comportamento de uma coldnia de A. sexdens apos a
remocdo da rainha por 80 dias e verificaram que as atividades de forrageamento,
manutencdo do fungo e a manipulacédo dos residuos nao foram diretamente afetados pela
auséncia da rainha nos 30 primeiros dias de avaliacdo. Entretanto, esses trabalhos sdo
pouco plausiveis para propor adequagbes ao uso de colbnias sem rainhas em novos
estudos, seja pelo curto periodo de avaliagdo ou pelo reduzido nimero de coldnias.
Dessa forma, o estudo comparativo do comportamento de forrageamento de formigas-

cortadeiras em coldnias com e sem rainha, e na presenca e auséncia de larvas e pupas é
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importante para propor adequacgdes as pesquisas futuras com estes importantes insetos-
praga.

Assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar como os fatores enddgenos,
como a auséncia de rainha, larvas e pupas influenciam o forrageamento de colonias de
A. sexdens em laborat6rio, respondendo as seguintes perguntas: i) a quantidade de
massa vegetal forrageada diaria difere entre colénias com e sem rainha?; ii) a massa
vegetal acumulada ao longo do tempo difere entre colénias com e sem rainha?; iii) a
presenca de larvas e pupas influencia a quantidade diaria de massa vegetal forrageada?;
iv) a conversdo de massa vegetal forrageada em volume de fungo difere em col6nias
com e sem rainha?; v) o indice de mortalidade de operarias difere entre colénias com e
sem rainha? A hipdtese inicial era que a massa vegetal diaria e acumulada forrageada
por coldnias com rainha é maior que das sem rainha; a presenca de larvas e pupas
aumenta a quantidade de massa vegetal forrageada; col6nias sem rainha sdo mais
eficientes na conversdo de massa vegetal em fungo; e a mortalidade de operéarias de

colénias sem rainha é maior que as com rainha.
2. MATERIAL E METODOS
2.1. Estabelecimento de col6nias

As coldnias com rainha de Atta sexdens foram estabelecidas em laboratorio a
partir da coleta de coldnias recém-fundadas em campo, em fevereiro de 2017, no
municipio de Naque — MG (-19,09222 -42,18732) e mantidas no Laboratorio de
Entomologia Florestal, com condi¢Ges controladas de temperatura e umidade, 24+2° C e
75 £ 10% de UR, respectivamente. As coldnias foram supridas diariamente com folhas
de Acalypha wilkesiana (familia: Euphorbiaceae), Hibiscus sp. (familia: Malvaceae),
Morus sp. (familia: Moraceae), flocos de farinha de milho e agua. Ap6s 12 meses da
coleta, cinco colonias com desenvolvimento semelhante foram selecionadas e
transferidas para uma cdmara de vidro com medidas de 20 x 20 x 2 cm, que foi disposta
no interior de uma bandeja plastica (43 x 29 x 8 cm) com talco neutro aplicado nas
bordas para evitar a fuga das formigas. Entretanto, trés colénias morreram ao longo das
avaliaces do experimento.

As colbnias sem rainha foram obtidas retirando parte da massa de fungo
juntamente com as operarias (exceto soldados), ovos, larvas e pupas, de colénias com

mais de 5 anos mantidas em laboratério. Os soldados aparecem em colbnias de
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laboratorios depois de quatro anos (Wilson, 1983). As colénias sem rainha foram
transferidas para camaras de vidro e supridas, conforme descrito para as colénias com

rainha.
2.2. Massa vegetal forrageada, geracdo de residuos e mortalidade de operarias

A atividade de forrageamento foi monitorada por 120 dias, que € o tempo maximo
sobrevivéncia de colbnias de Atta sexdens em campo e laboratorio ap6s a morte rainha
(Autuori, 1950; Mariconi, 1970). Antes do fornecimento de folhas as col6nias foram
pesadas em balanca analitica (peso fresco) e uma amostra das folhas foi reservada para
estabelecer o peso seco (mg). Foram fornecidos para cada colbnia, cerca de 20 gramas
de folhas de Acalypha wilkesiana Mull. Arg. (Euphorbiaceae) a cada 48 horas. Na troca
das folhas, o material ndo consumido foi recolhido e seco em estufa por 48 horas a 60°
C e pesado em balanga digital analitica, assim como a amostra de folhas reservada
anteriormente. Dessa maneira, a massa de folhas total forrageada foi calculada pela
subtracdo da massa foliar oferecida pela massa foliar que sobrou. Os residuos gerados
por cada colonia foram recolhidos a cada 10 dias, secos e pesados (mg). A mortalidade
foi obtida pelo nUmero de formigas mortas encontradas juntas aos residuos, e o residuo

também foi seco em estufa por 48 horas a 60° C e pesado em balanca digital analitica.
2.3. Desenvolvimento do fungo simbionte e presenca de larvas e pupas

O desenvolvimento do fungo simbionte Leucogaricus gongylophorus nas col6nias
foi acompanhado a cada 10 dias por 120 dias. A camara de vidro contendo o fungo foi
fotografada juntamente com uma escala graduada, e a area determinada utilizando o
Software livre ImageJ, assim como o volume dos potes adicionais de fungo.

A presenca ou auséncia de larvas e pupas foi verificada a cada 10 dias, agitando a
camara de fungo até que as formigas comecassem a transportar as larvas e pupas,
confirmando sua presenca. Quando a visualizagdo da fase jovem ndo era possivel, a

camara de fungo era revolvida a fim de verificar a presenca de larvas e pupas.
2.4. Analise de dados

A massa diaria forrageada (g) foi comparada em col6nias com e sem rainha por
meio da analise de varidncia e ajuste de modelos lineares generalizados mistos

(GLMM). A presenca de rainha foi inserida como variavel independente e a coldnia
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como um efeito aleatdrio. Assim como a quantidade de massa vegetal acumulada (g) ao
longo do tempo (dias), o crescimento do volume do fungo simbionte (cm?) ao longo do
tempo (dias) e o numero de operarias mortas ao longo do tempo (dias).

A influéncia da presenca de larvas e pupas sobre a quantidade diaria de massa
forrageada (g) foi analisada apenas durante o tempo de ocorréncia destas em col6nias
sem rainha, visto que as larvas e pupas sempre estavam presentes em colénias com
rainha. A variancia e ajuste de modelos lineares generalizados mistos (GLMM)
utilizando a presenca de larvas e pupas variavel independente e nimero da colonia
como um efeito aleatorio.

Em todas as analises, ap6s a verificacdo de outliers nos valores dos parametros de
busca, foram testados os pressupostos de normalidade residual e homocedasticidade por
meio de graficos Q-Q. Todas as analises estatisticas foram realizadas no programa R
(verséo 3.4.4) (R CORE, 2018) e pacotes estatisticos “multicomp” (Bates et al., 2015) e
“lme4” (Hothorn, Bretz & Westfall, 2008).

3. RESULTADOS
3.1. Massa vegetal diaria forrageada

A massa seca diaria forrageada nao diferiu entre col6nias de Atta sexdens com e
sem rainha (GLMM, Fis= 12,415; p=0,995) (Figura 1). A massa seca média diaria

forrageada por coldnias com e sem rainha foi de 3,99+0,16 e 3,99+0,069.
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Figura 1. Massa seca diaria forrageada (g) por coldnias de Atta sexdens com e sem rainha.

3.2. Massa seca diaria forrageada em funcéo da presenca de larvas e pupas

Apesar de haver a presenca constante das fases jovens em coldnias com rainha, a

presenca de larvas e pupas foi observada em colbnias sem rainha até 40 a 60 dias, e
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durante esse periodo, a presenca da fase jovem ndo influenciou a quantidade diéria de
massa seca forrageada de colbnias com e sem rainha (GLMM: T=1,031; p=0,304)
(Figura 2).

| |
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Quantidade didria de massa forrageada (g)
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Figura 2. Massa seca diaria forrageada na presenca e auséncia de larvas e pupas de coldnias de
Atta sexdens com e sem rainha.

3.3. Massa vegetal acumulada forrageada

A quantidade da massa vegetal forrageada diferiu entre colonias com e sem
rainhas ao longo do tempo. Em col6nias com rainha, a massa vegetal acumulada foi
maior e aumentou mais rapidamente ao longo do tempo que em coldnias sem rainhas
(GLMM, Fy5=11,41; p=0,002) (Figura 3).
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Figura 3. Quantidade de massa forrageada (g) por colbnias de Atta sexdens com e sem rainha ao
longo do tempo. As linhas fornecem a relagdo prevista por um modelo linear misto geral
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(GLMM). As linhas indicam o valor de extrapolagdo e o sombreado indica os intervalos de
confianga de 95%.

3.4. Desenvolvimento do fungo

A relacdo entre a biomassa acumulada forrageada e o volume de fungo diferiu
entre colonias com e sem rainha (GLMM, T1.8= 9,55; p=0,002) (Figura 4). Para uma
mesma quantidade de biomassa acumulada forrageada, o volume de fungo é maior em

coldnias com rainhas do que em coldnias sem rainhas.
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Figura 4. Relacdo entre o volume do fungo Leucoagarius gonylophorus (cm®) e massa vegetal
forrageada acumulada (g) ao longo do tempo em col6nias de Atta sexdens com e sem rainha. A
linha fornece a relagdo prevista por um modelo misto linear generalizado (GLMM). As linhas
indicam o valor de extrapolagdo e o sombreado indica os intervalos de confianca de 95%.

3.5. Mortalidade de operarias ao longo do tempo

A mortalidade foi maior em coldnias sem rainhas do que em colénias com
rainhas (GLMM: T1,14= 8,30; p=0,011) (Figura 5). O nimero de formigas mortas foi
semelhante em col6nias com e sem rainhas até 20 dias, ap0s esse periodo, ocorreu
aumento consideravel na mortalidade de operarias de col6nias sem rainha, enquanto a
mortalidade de operarias de coldnias aumentou gradativamente, dada a mortalidade

natural em funcdo da reposicdo da populacao.
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Figura 5. Extrapolacdo do nimero de operarias mortas ao longo do tempo em col6nias de Atta
sexdens com e sem rainha. A linha fornece a relacdo prevista por um modelo misto linear
generalizado (GLMM). As linhas indicam o valor de extrapolacdo e o sombreado indica 0s
intervalos de confianca de 95%.

4. DISCUSSAO

As rainhas da espécie Atta sexdens sdo a Unica unidade reprodutiva da colonia, a
sua presenca é fundamental para a manutencdo da divisdo reprodutiva do trabalho das
colénias (Konrad, Pamminger & Foitzik, 2012). A organizacgéo social da colénia muda
rapidamente na auséncia de rainhas (Keiser et al., 2018), mas 0 grau em que a perda da
rainha altera a execucdo de mdltiplas tarefas coletivas ainda era desconhecido até a
realizacdo desse trabalho, em que foi observado que a auséncia da rainha em colbnias da
formiga-cortadeira A. sexdens alterou o comportamento de forrageamento.

A quantidade diaria de material vegetal forrageado nédo diferiu entre coldnias
com e sem rainha. Sousa-Souto & Souza (2006) demonstraram que a auséncia da rainha
por um periodo de 10 dias em uma coldnia de A. sexdens ndo alterou o tempo de
localizacdo e transporte de fragmentos vegetais, sugerindo que a rainha ndo exerce
influéncia sobre as atividades externas da coldnia durante esse curto periodo de tempo.

A presenca de larvas e pupas nao influenciou a massa foliar diaria forrageada em
colénias com ou sem rainha. O periodo de desenvolvimento de ovos de A. sexdens dura
25 dias, a fase larval 22 dias e a fase pupal 10 dias (Mariconi, 1970). Dessa forma, o
tempo total de desenvolvimento nesta espécie € de aproximadamente 60 dias, periodo a
partir do qual ndo foi mais observado a presenca de larvas ou pupas nas coldnias sem
rainha. Della Lucia et al. (2003) também observaram a auséncia de larvas e pupas na

colénia de A. sexdens em tempo similar ap6s a remocgdo da rainha. Em Lepthorax
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allardycei o ritmo de atividade na colonia aumenta na presenca de ovos e larvas (Cole
& Hoeg, 1996). As formigas apresentam alta plasticidade comportamental e por isso era
esperado que a auséncia de larvas e pupas promovesse um aumento no forrageamento
diério, pois a colbnia deixa de gastar energia no cuidado da prole e isso poderia
aumentar a energia gasta no forrageamento. Entretanto foi observado que a presenca de
rainha, larva e pupa ndo influencia na organizagédo social de trabalho, principalmente
porque existe sincronismo nas atividades dentro e fora da col6nia, assim, as castas estao
intimamente ligadas através da disponibilidade de alimentos, uma vez que as forrageiras
sdo responsaveis pela coleta de alimentos e as enfermeiras subsequentemente alimentam
a cria com os alimentos coletados (Mildner & Roces, 2017). Entretanto, o
forrageamento em A. sexdens parece ndo estar ligado exclusivamente a presenca de
larvas, assim, outros fatores sdo mais importantes no estimulo ao forrageamento nesta
espécie, pois 0 numero de larvas famintas pode indicar apenas o tipo de material a ser
forrageado (Holldobler & Wilson, 1990).

E possivel que a plasticidade comportamental em relacdo a auséncia de fases
jovens nas colbnias induzir apenas respostas no crescimento da estrutura fisica da
colénia, como observado para Acromyrmex lundi (ROmer & Roces, 2015) e A. sexdens
(Camargo & Forti, 2014).

A quantidade acumulada de material vegetal forrageado foi maior em coldnias
com rainha, e a diferenca entre as colénias com e sem rainha aumentou com tempo, pois
a presenca de rainha permite a manutencdo no namero de operarias, como observado
para Camponotus rufipes (Mildner & Roces, 2017), Cataglyphis cursor (Berton et al.,
1992), Temnothorax curvispinous (Keiser et al., 2018). O mesmo padrdo de
comportamento foi observado em coldnias de A. sexdens sem rainha, que apresentaram
menor massa forrageada acumulada ao longo do tempo, e quanto maior o tempo de
orfandade, maior a diferenca de massa forrageada entre as col6nias. Alguns trabalhos
sugerem que as rainhas exercem alta influéncia no comportamento das operarias
(Vienne, Errard & Lenoir, 1998), mas aparentemente isso ndo ocorre com a espécie A.
sexdens, primeiro porque ndo ha diferencas no comportamento de forrageamento diario,
além disso ja foi observado que as col6nias com rainha apresentam maior nimero de
operarias envolvidas no forrageamento (Keiser et al., 2018).

Até o momento, nenhum trabalho havia quantificado a massa forrageada em

colénias de A. sexdens com e sem rainha por um longo periodo de tempo, pois o
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comportamento das operarias varia de maneira dependente do tempo de auséncia da
rainha (Ichinose et al., 2009).

Ha evidéncias de que a rainha tem um importante papel na organizacdo social e
coesdo da coldnia, pois na sua auséncia, existe um maior nimero de operérias fora do
ninho e também ocorrem frequentes tentativas de fuga (Vienne, Errard & Lenoir, 1998).
Apoés a morte da rainha em uma coldnia de A. sexdens, a frequéncia de tentativas de
fuga aumentou oito vezes nos primeiros 30 dias de auséncia da rainha e foi 19 vezes
mais frequente no final de 80 dias (Della Lucia et al., 2003). O fungo apresentou maior
volume em colbnias com rainha. Operarias de coldnias adultas sdo mais eficientes na
execucdo de tarefas em funcdo do maior polimorfismo das operéarias e especializacao
das atividades quando comparado a col6nias iniciais de Atta, que apresentam menor
polimorfismo das castas. Em colbnias incipientes de A. sexdens, a rainha produz o maior
nimero de operarias que apresentam uma faixa de tamanho minimo necessaria para
processar a vegetacao e cultivar o fungo simbiotico (Wilson, 1983).

Grupos contendo uma composicdo favoravel de diferentes tipos de individuos,
ou seja, uma mistura adaptativa de fenotipos comportamentais ou castas morfologicas
(Pruitt & Goodnight, 2014), sdo mais eficientes em tarefas coletivas e geralmente
superam grupos com composicdes sub-6timas (Farine, Montiglio & Spiegel, 2015).
Dessa forma, era esperado que as operarias de coldnias sem rainha apresentassem maior
volume de fungo, visto que eram provenientes de colbnias consideradas adultas, com
mais de cinco anos, enquanto as colénias com rainha apresentavam pouco mais de um
ano. Entretanto, foi demonstrado com esse trabalho que a auséncia da rainha reduziu o
forrageamento de operérias, e, apesar de colénias sem rainha terem forrageado uma
grande quantidade de material vegetal, apenas uma parte do material foi incorporado ao
fungo, pois em coldnias sem rainha, existe uma maior frequéncia de operarias fora do
ninho (Vienne, Errard & Lenoir, 1998), o que diminui a eficiéncia da incorporacdo do
material vegetal e o cuidado com o fungo.

Della Lucia et al. (2003) relataram que o crescimento de fungo em uma colénia
de A. sexdens se manteve estavel até 29 dias apds a morte da rainha. A partir desse
periodo houve declinio constante no jardim fungo, possivelmente pela alta frequéncia de
tentativas de fuga e, também, pelo fato de operarias minimas, que normalmente ficam
dentro do ninho desenvolvendo suas tarefas como jardineiras e enfermeiras, serem
frequentemente observadas descansando sobre a arena de forrageamento, o que implica

na reducdo da manutencgéo do fungo.
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A mortalidade de operéarias foi maior em colénias sem rainha, isso porque
grupos de formigas sob estresse da perda de um individuo importante como a rainha,
podem ser mais suscetiveis e apresentar maior risco de mortalidade (Keiser et al., 2018),
pois as operarias tornam-se mais lentas e a colénia morre rapidamente (Weber, 1972).
Além disso, a maior mortalidade de operarias pode estar relacionada com o aumento no
gasto energético individual devido ao aumento da antenacdo, uma vez que as rainhas
sdo capazes de afetar o comportamento das operarias sem contato fisico direto, através
de sinais quimicos volateis. A partir de cinco dias da auséncia da rainha na colénia de
ocorre alteracdo no perfil de hidrocarbonetos cuticulares das operéarias, aumentando a
frequéncia de antenacdo das operarias, como observado para Temmothorax
longispinosus (Konrad, Pamminger & Foitzik, 2012), Aphaenogastes sensilis (Ichinose
et al., 2009) e A. sexdens (Della Lucia et al., 2003).

Em A. sexdens a frequéncia de transporte e despejo de operarias mortas
aumentou 70 vezes ap0s 30 dias da remocéo da rainha (Della Lucia et al., 2003). Estes
autores também observaram o comportamento de despejo de operarias vivas no lixo.
Sousa-Souto & Souza (2006) observaram um aumento na mortalidade diaria de A.
sexdens ap0s a remocdo da rainha. A auséncia da rainha também pode modificar o
comportamento de defecacdo da colénia, fazendo com que as operarias defequem no
interior do ninho, aumentando o risco morte devido a exposicdo a patdégenos (Giehr,
Czaczkes & Heinze, 2019), visto que as operarias de colonias sem rainha sdo mais
vulneraveis a mortalidade por doencas (Keiser et al., 2018).

A alta mortalidade em coldnias sem rainha também sugere potenciais efeitos
estressantes da disponibilidade de alimentos (Mildner & Roces, 2017), visto que o
volume e a qualidade do fungo diminuem, devido a reducdo na sua manutencao.
Embora as larvas estejam presentes durante todo o periodo em colénias com rainha,
estas produzem feromonios que unificam a colbnia, e é possivel que o fluido fecal larval
seja de fato uma fonte critica de nutrientes e/ou enzimas para as operarias, como
observado para Acromyrmex rugosus e Acromyrmex balzani (Lopes et al., 2005) fato
esse que ndo ocorre em colbnias sem rainha apds a auséncia de larvas.

Outro fator que pode explicar a maior taxa de mortalidade de operarias de
colénias sem rainha € a tentativa de reproducdo das operarias, que afeta a fisiologia
individual da operéria e a estrutura de toda a sociedade (Shimoji et al., 2017). Em
algumas formigas, quando a rainha é removida, a coldnia continua a produzir larvas de

ovos fertilizados previamente pela rainha e machos de ovos provenientes de operarias.
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A regulacdo da reproducéo e a formagédo de uma hierarquia dominante impéem
um custo energético adicional a coldnia. Essa reorganizacdo é dispendiosa do ponto de
vista energético, e a consequente mudanca na participacdo de tarefas na coldnia pode
reduzir o tempo de vida da operaria. Quando as operarias reproduzem, sua expectativa
de vida média € reduzida para entre 74% e 88% do que na auséncia de reproducéo,
indicando um custo de longo prazo para a coldnia, além disso, operérias nao
reprodutivas também tém a vida Util reduzida em funcdo do aumento na carga de
trabalho pela reducgéo da eficiéncia de toda a colonia na divisdo de tarefas (Tsuji, Kikuta
& Kikuchi, 2011).

A producdo de machos por operarias em coldnias de Acromyrmex subterraneuas
brunneus sem rainha resulta em um alto custo tanto para as operarias quanto para a
colénia como um todo (Camargo, 2007). Em Atta, no entanto, esse fato € muito raro
(Souza, Lopes & Della Lucia, 2011). Apesar de operarias de Atta sexdens, Atta
cephalotes e Atta colombica serem capazes de produzir machos sem a presenca da
rainha (Dijkstra & Boomsma, 2006), esses individuos sdo andes e possivelmente ndo
seriam capazes de copular. Por isso, ndo se sabe ainda se em Atta a tentativa de

reproducdo das operarias pode contribuir com o aumento da mortalidade das operarias.
5. CONCLUSAO

A quantidade diaria de massa vegetal forrageada por operarias de A sexdens ndo
difere entre coldnias com e sem rainha, e a presenca de larvas e pupas nao influencia na
quantidade de material forrageado. A quantidade de massa vegetal acumulada ao longo
do tempo até 120 dias € maior em coldnias com rainha do que sem rainha. Col6nias com
rainha apresentam maior conversdo da massa vegetal forrageada em volume de fungo
simbionte. A mortalidade de operarias € maior em coldnias sem rainha. Apesar de as
colénias apresentarem um mesmo padrdo de forrageamento, a auséncia da rainha pode
reduzir a atividade total da col6nia em compara¢do com as coldnias com rainha, assim,
a utilizacdo de coldnias sem rainha em estudos de forrageamento por um longo periodo

de tempo pode ocasionar uma subestimacéo de atividades observadas.
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RESUMO

A temperatura influencia o forrageamento e locomogéo de formigas-cortadeiras. Essa
informag&o € importante para entender a dindmica de carregamento de folhas por esses
insetos, principalmente porque sdo importantes herbivoros americanos e sao
amplamente distribuidos em regiGes com perfis climaticos distintos. O objetivo foi
avaliar o forrageamento e locomocdo de operarias de Atta sexdens (Hymenoptera:
Formicidae) em diferentes temperaturas. A velocidade de caminhamento, a massa seca
dos fragmentos carregados pelas operarias e a largura da capsula cefalica das operarias
dessa espécie foram medidas nas temperaturas de 10, 16, 22, 28, 34 e 40°C. A
velocidade de caminhamento e a massa seca dos fragmentos vegetais transportados por
A. sexdens aumentam com 0 aumento da temperatura. A area dos fragmentos carregados
por essas formigas aumenta até a temperatura de 34°C, mas a 40°C reduz. O tempo de
forrageamento nao influencia o tamanho dos fragmentos carregados pelas formigas. A
massa seca e largura da capsula cefalica das operarias s&o maiores em todas as
temperaturas, exceto a 28°C. O tempo de forrageamento nao influencia o tamanho das
operarias forrageadoras. As formigas cortadeiras apresentam alta plasticidade
comportamental, e conseguem se adaptar e mudar seu comportamento em condi¢oes

variavel de temperatura.

Palavras-chave: Formigas cortadeiras. Termotolerancia. Herbivoria. Velocidade de

caminhamento.
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FORAGING AND WALKING SPEED OF Atta sexdens (HYMENOPTERA:
FORMICIDAE) AT DIFFERENT TEMPERATURES

ABSTRACT

Temperature influences foraging and locomotion of leaf-cutting ants. This
information is important to understand the dynamics of leaf loading by these insects,
mainly because they are important American herbivorous and are widely distributed in
regions with different climatic profiles. The objective was to evaluate the foraging and
locomotion of workers of Atta sexdens (Hymenoptera: Formicidae) at different
temperatures. The walking speed, the dry mass of the fragments carried by the workers
and the width of the head capsule of the workers of this species were measured at
temperatures of 10, 16, 22, 28, 34 and 40°C. The walking speed and dry biomass of
carried by A. sexdens increase with increasing temperature. The area of the fragments
carried increases up to a temperature of 34°C, but reduces at 40°C. The foraging time
does not influence the size of the fragments carried by the ants. The dry mass and width
of the workers' head capsule are higher at all temperatures, except at 28°C. The foraging
time does not influence the size of the foraging workers. Leaf-cutting ants have high
behavioural plasticity, and they are able to adapt and change their behaviour under

varying temperature conditions.

Keywords: Leaf-cutting ants. Thermotolerance. Herbivory. Speed.



49

1. INTRODUCAO

As formigas-cortadeiras do género Atta e Acromyrmex sdo de extrema
importancia para a manutencdo do equilibrio dos ecossistemas. Essas formigas
incorporam matéria organica no solo e contribuem para a constituicao e disponibilidade
de nutrientes essenciais para outros organismos (Tadey & Farji-Brener, 2007; Farji-
Brener & Tadey, 2009; Swanson et al., 2019). Porém, causam também desfolhas
severas em plantas cultivadas, tornando-se pragas em diversos agrossistemas (Zanetti et
al., 2003, 2014).

As formigas-cortadeiras forrageiam material vegetal fresco para cultivar seu
fungo simbionte Leucoagaricus gongylophorus, do qual se alimentam (Bass & Cherrett,
1995). O transporte de folhas é bastante complexo e requer um comportamento com alta
plasticidade pelas formigas-cortadeiras para manter a eficiéncia do forrageamento
mesmo em situacdes adversas (Fourcassie, Dussutour & Deneubourg, 2010). Fatores
abidticos, como temperatura (Giesel, Boff & Boff, 2013; Caldato et al., 2016; Nickele et
al., 2016b), precipitacdo (Caldato et al., 2016; Farji-Brener et al., 2018) e vento (Alma,
Farji-Brener & Elizalde, 2016) sdo os principais fatores que afetam o forrageamento e
caminhamento de formigas cortadeiras.

O conhecimento de como a temperatura influencia no forrageamento e
caminhamento de formigas-cortadeiras nos permite entender a dindmica de herbivoria
desses insetos, principalmente porque sdo amplamente distribuidos em regides com
perfis climaticos distintos (Bolton et al., 2006). Além disso, esse conhecimento se torna
indispensavel num contexto de aumento da temperatura terrestre, devido a emisséo de
gases do efeito estufa (Bale et al., 2002; Tizon, Wulff & Pelaez, 2014).

O forrageamento de A. sexdens, principal espécie praga de diversos cultivos no
continente americano, ocorre principalmente durante a noite, mas varia de acordo com
as estacdes do ano, isso porque a temperatura é limitante para essa atividade (Fowler &
Robinson, 1979; Giesel, Boff & Boff, 2013). Essas formigas forrageiam melhor as
temperaturas proximas a 26°C, e tém o forrageamento completamente cessado a
temperaturas abaixo de 10°C e acima de 30°C (Fowler & Robinson, 1979; Giesel, Boff
& Boff, 2013). Em situacBes de seca, a atividade de forrageamento é prejudicada,
principalmente em dias quentes (Caldato et al., 2016).

As formigas-cortadeiras apresentam comportamento adaptativo as condi¢6es do

ambiente (Viana-Bailez & Endringer, 2016). Esses insetos tém a capacidade de
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aumentar a velocidade de caminhamento em temperaturas mais altas (Tizon, Wulff &
Peldez, 2014). Mas o aumento da temperatura reduz a massa vegetal coletada por
formigas das espécies Acromyrmex lobicornis, Atta cephalotes e Acormyrmex heyeri
(Bollazzi & Roces, 2001; Lewis, Martin & Czaczkes, 2008; Tizon, Wulff & Peléez,
2014; Nobua-Behrmann et al., 2017b). Diante disso, essas formigas tém outras
estratégias para manter a oferta de folhas para a coldnia, como o aumento no fluxo de
formigas com carga, recrutamento de operarias maiores para carregar fragmentos
maiores (Robinson & Fowler, 1982; Burd, 2000).

E esperado que o aumento da temperatura seja prejudicial para o forrageamento
e caminhamento de formigas cortadeiras A. sexdens, devido ao seu padrdo de
forrageamento e distribuicdo que ocorrem em regides com temperaturas mais amenas. O
objetivo foi avaliar o forrageamento e caminhamento de operarias de A. sexdens em
diferentes temperaturas. As hipoteses sdo que 1) a velocidade de caminhamento de
operarias com e sem carga aumenta com a temperatura, sendo maior nas formigas sem
carga; 2) o aumento da temperatura aumenta o tamanho do fragmento vegetal
transportado, e se se altera ao longo do tempo de forrageamento; 3) o aumento da

temperatura aumenta o recrutamento de operarias forrageadoras maiores.
2. MATERIAL E METODOS
2.1. Obtencao de colbnia

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Entomologia Florestal do
Departamento de Entomologia da Universidade Federal de Lavras. Uma colbnia de A.
sexdens com quatro anos de idade da criacdo do Laboratorio de Entomologia Florestal
foi utilizada. A colbnia foi mantida a 24 + 2°C e 75 + 10% de umidade relativa, suprida
diariamente, com folhas de Acalypha wilkesiana, Hibiscus sp., Morus sp., flocos de

farinha de milho e agua.
2.2. Velocidade de caminhamento

A colbnia de A. sexdens foi conectada por uma mangueira plastica transparente
(919 mm) a uma fonte de recurso (arena de forrageamento) com temperatura controlada
em camara climatica adaptada, simulando o ambiente externo em campo. A temperatura
interna da col6nia foi mantida a 24°+ 2°C, sob fotoperiodo de 12:12 horas (L:D) (sala

de criacdo). Foi instalada uma camera filmadora para o registro da atividade locomotora
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das formigas acima da mangueira e da arena de forrageamento. Um tubo de vidro com
10 cm de didmetro foi demarcado com papel milimetrado e conectado as mangueiras na
saida da arena de forrageamento. Posteriormente, as filmagens foram analisadas e a
velocidade de caminhamento das formigas calculada a partir da razdo da distancia
percorrida pelas formigas sobre o tempo gasto para percorrer os 10 cm anteriormente
demarcados. (Tizén, Wulff & Pelaez, 2014).

Antes das avaliagdes, folhas foram oferecidas as coldnias por 24 horas. Para a
inducdo do forrageamento e foram colocados 10 gramas de folhas frescas de Acalypha
wilkesiana na arena de forrageamento. A temperatura da camara foi reajustada para 10,
16, 22, 28, 34 ou 40°C (+ 2°C), apds iniciado o forrageamento, quando as folhas da
arena foram trocadas. As avaliagdes foram feitas por até oito horas em cada
temperatura, a fim de obter o nimero suficiente de formigas na trilha para completar a
avaliagéo.

Os tempos de deslocamento (segundos) de 100 formigas com carga e 100 sem
carga retornando a colénia foram contabilizados na saida da arena de forrageamento e a

velocidade de deslocamento calculado em cm/segundo.
2.3. Massa e area do fragmento vegetal e massa e capsula cefalica da operaria

Para avaliar a influéncia da temperatura sobre o tamanho do fragmento vegetal
cortado e transportado pelas operarias de A. sexdens e a relacdo do tamanho das
operarias e do fragmento vegetal transportado, durante as avaliagdes de velocidade de
caminhamento, foram coletadas aleatoriamente 100 operdrias e 0S respectivos
fragmentos vegetais transportados na trilha de forrageamento externa a camara
climatica, para cada temperatura avaliada. Os fragmentos coletados foram digitalizados
em um scanner de mesa com 600 dpi de resolucéo e a area medida utilizando o Software
livre ImageJ. Os fragmentos e as formigas foram secos a 60°C por 48 horas e pesados

em balanca analitica, e a capsula cefalica medida com objetiva micrométrica.
2.4. Analise de dados

A velocidade de caminhamento de operarias (cm/seg) na trilha de forrageamento
retornando ao ninho com e sem carga em cada temperatura foi analisada por meio de
ajuste de modelos lineares generalizados (GLM) com distribui¢do do tipo Gama. Os

dados de velocidade passaram por transformacéo do tipo raiz quadrada. Além disso,
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uma analise de contraste de modelos por comparagdes par a par foi feita para verificar
se existe diferenca na velocidade de caminhamento de operérias retornando ao ninho
com e sem carga e operarias deixando o ninho em direcdo a arena de forrageamento.

Para verificar se a massa (mg) e area (mm?) dos fragmentos transportados s&o
influenciadas pela temperatura e tempo de forrageamento foi realizada analise
utilizando de ajuste modelos lineares generalizados (GLM) com distribuicdo do tipo
Gaussiana. Uma transformacdo logaritmica para a base 10 foi aplicada aos dados para
atender aos pressupostos requeridos do modelo. A fim de verificar se o tamanho do
fragmento se altera ao longo do tempo de forrageamento, os fragmentos foram
categorizados em quatro grupos, de acordo com o tempo de forrageamento, e foi
realizada uma analise utilizando modelos lineares generalizados (GLM) com
distribuicdo do tipo Gaussiana, com transformagdo logaritmica nos dados de massa e
transformacdo do tipo raiz quadrada nos dados de largura de cépsula cefalica para
atender aos pressupostos requeridos do modelo.

A relacdo entre temperatura e a massa (mg) e a largura de capsula cefalica das
operarias forrageadoras na trilha foi realizada utilizando modelos lineares generalizados
(GLM) com distribuicdo do tipo Gaussiana, com transformacao logaritmica nos dados
de massa e transformacdo do tipo raiz quadrada nos dados de largura de capsula cefalica
para atender aos pressupostos requeridos do modelo.

Em todas as analises, apos a verificacdo de outliers nos valores dos parametros
de busca, testamos os pressupostos de normalidade residual e homocedasticidade por
meio de graficos Q-Q. Os resultados de dados que foram previamente transformados
foram apresentados sem transformacdo para facilitar sua interpretacdo. Todas as

andlises estatisticas foram realizadas no programa R (versdo 3.4.4) (R CORE, 2018).
3. RESULTADOS
3.1. Velocidade de caminhamento

A velocidade de caminhamento de operarias de A. sexdens diferiu entre formigas
com e sem carga (GLM: X?=1,69; GL=1; p=0,003) e aumentou com a temperatura
(GLM: X?=388,22; GL=1; p<0,001). A taxa de aumento da velocidade de

caminhamento das operarias é dada pela equagéo:

1

Velocidade = .
1.3855398 —0.0264949*carga — 0.0288825* temperatura
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A velocidade de caminhamento de formigas sem carga foi maior (4,48 = 0,13
cm/seg) que com carga (3,08+ 0,14 cm/seg) a 40°C. O mesmo ocorreu nas temperaturas
de 16°C e 22°C na qual as formigas sem carga apresentaram velocidade de
caminhamento de 0,84+ 0,03 e 1,45 = 0,07 cm/seg, respectivamente, enquanto a
velocidade de formigas com carga foi de 0,90+ 0,03 e 1,56 £ 0,06 cm/seg. A velocidade
de caminhamento de formigas com carga foi maior que sem carga sob 10, 28 e 34°C,
apresentando velocidade meédia de 0,75 %= 0,03; 2,43 + 0,09 e 3,33 * 0,10
respectivamente (Figura 2).
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Figura 2 Velocidade de caminhamento de operarias de Atta sexdens (Hymenoptera:
Formicidae), com e sem carga, em diferentes temperaturas.

3.2. Massa e area do fragmento vegetal forrageado

A massa seca dos fragmentos vegetais transportados pelas operarias de A.
sexdens aumenta com o aumento da temperatura (GLM: Fes93= 16,67; p< 0,001). Os
fragmentos com maior massa foram selecionados e transportados a 34 e 40°C, e ndo
houve diferenca entre essas faixas de temperatura. Assim como ndo houve diferenca

estatistica entre a massa dos fragmentos a 10, 16, 22 e 28°C (Figura 3).
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Figura 3 Massa seca dos fragmentos transportados de Acalipha wilkesiana por operéarias de
Atta sexdens (Hymenoptera: Formicidae) em diferentes temperaturas. Barras com letras
diferentes apresentam diferencas significativas (p <0,05).

A area dos fragmentos também aumenta com a temperatura (GLM: Fs594=17,86;
p< 0,001), exceto sob 40°C, que apresentou a segunda menor média de area (9,75+0,25
mm?) (figura 4). Ndo houve diferenca na area média dos fragmentos sob 10 e 16 °C,
assim como os fragmentos forrageados sob 22, 28 e 40°C. Os maiores fragmentos foram
forrageados sob 34°C. Além disso, o tamanho dos fragmentos ndo se altera ao longo do
tempo de forrageamento (GLM: Fi5576=2552,6; p=0,45).
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Figura 4 Area (mm?) dos fragmentos transportados de Acalipha wilkesiana por operarias de
Atta sexdens (Hymenoptera: Formicidae) em diferentes temperaturas. Barras com letras
diferentes apresentam diferencas significativas (p <0,05).
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3.3. Massa e cdpsula cefalica das operarias

A temperatura influenciou a massa (GLM: Fss94=7,54; p<0,001) (figura 6) e
capsula cefalica das operarias (GLM: Fs594=9,74; p<0,001) (Figura 7). A 28°C a massa
e a cépsula cefalica das operérias foram significativamente menores que as demais
temperaturas. A massa das operarias nao teve relacdo com a massa vegetal forrageada
(LM: F1s5= 64,110; p<0,01; R? = 0,1357) (Figura 8) nem com a area dos fragmentos
(LM: F1s5= 45,573 p= 0,001; R?=0,177) (Figura 9) nas diferentes temperaturas. Além
disso, as variaveis massa e capsula cefélica das operarias com e sem carga nao alteraram
ao longo do tempo de forrageamento nas diferentes temperaturas (GLM: Fi5574=13,55;
p=0,55).
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Figura 6 Massa (mg) das operarias forrageadoras de Atta sexdens (Hymenoptera: Formicidae)
em diferentes temperaturas. Barras com letras diferentes apresentam diferencas significativas (p
<0,05).
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Figura 7 Largura da capsula cefalica (mm) das operarias forrageadoras de Atta sexdens
(Hymenoptera: Formicidae) em diferentes temperaturas. Barras com letras diferentes
apresentam diferencas significativas (p <0,05).
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Figura 8 Relacdo entre a massa do fragmento vegetal transportado (mg) e a massa da operéria
forrageadora de Atta sexdens (mg) em funcdo das diferentes temperaturas (10, 16, 22, 34 e
40°C). A linha fornece a relagdo prevista por um modelo linear.
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Figura 9 Relagdo entre a area do fragmento vegetal transportado (mm?) e a massa da operaria
forrageadora de Atta sexdens (mg) em funcdo das diferentes temperaturas (10, 16, 22, 34 e
40°C). A linha fornece a relagdo prevista por um modelo linear.

4. DISCUSSAO

As formigas-cortadeiras sdéo amplamente distribuidas no Continente Americano,
e experimentam intervalos de temperatura muito amplos (Bolton et al., 2006). As
estratégias de forrageamento podem ser rapidamente adaptadas as mudancas ambientais,
devido a flexibilidade comportamental e a comunicacdo entre as operarias das formigas
(Gordon, 1996). Neste trabalho foi observado que o aumento da temperatura afeta o
forrageamento e caminhamento de operarias de Atta sexdens e isso pode influenciar a
herbivoria desses insetos e a sua dindmica com ambiente.

A velocidade de caminhamento de A. sexdens com e sem carga aumenta com o
aumento da temperatura, pois a temperatura pode ter aumentado a taxa de contato entre
as formigas com carga retornando ao ninho e as formigas sem carga que estdo indo em
direcdo ao recurso (Fourcassie, Dussutour & Deneubourg, 2010; Bouchebti et al., 2015).
A temperatura afeta a organizacdo do trafico bidirecional de A. sexdens, provavelmente
porque com o aumento da temperatura as formigas com carga caminham mais proximas
ao meio da trilha e consequentemente tem maior chance de ter colisdo. Além disso, as
manobras se tornam mais dificeis com o aumento da velocidade e com o carregamento
de fragmentos (Fourcassie, Dussutour & Deneubourg, 2010).

Esse comportamento foi relatado para outras espécies de Atta, como: A.
cephalotes (Lewis, Martin & Czaczkes, 2008), A. laevigata (Bouchebti et al., 2014), A.
sexdens rubropilosa (Souza-Silva & Zanetti, 2007) e A. vollenweideri (Roschard &

Roces, 2002; Bouchebti et al., 2015). Isso ocorre porque a exposicdo prolongada das
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formigas em temperaturas acima da sua tolerancia térmica causa morte por desidratacdo
(Angilletta et al., 2007; Kaspari et al., 2015; Mitchell et al., 2017). Uma maneira de
minimizar esse efeito é aumentando a velocidade para ficar menos tempo exposta a essa
condigéo.

As formigas apresentaram comportamento de desorientagdo em altas
temperaturas porque essas causam evaporacgédo de feromonios de trilha (Van Oudenhove
et al., 2011), casando um confundimento para localizar a saida da arena de
forrageamento. Altas temperaturas afetam comunicacdo quimica de formigas, causando
menor eficiéncia no recrutamento das operarias (Van Oudenhove et al., 2011). Algumas
espécies conseguem se adaptar a essas condi¢cBes e consequentemente reduzem a
competitividade por recurso e espaco (Bestelmeyer, 2000; Tizon, Wulff & Peléez,
2014), pois podem forragear em horérios e regides com condigdes climaticas adversas,
como as formigas Acromyrmex lobicornis e A. striatus (Nobua-Behrmann et al., 2017b).
O custo de sintese e reposicdo de feromdnio nas trilhas de forrageamento estdo
relacionados com a termotolerancia dos insetos que resistem mais a temperaturas
adversas podendo realizar essas funcbes. A formiga A. sexdens tem a sua mobilidade
prejudicada em temperaturas extremas, como 0 e 42°C. Apesar da desorientacdo das
formigas, 0s autores sugerem que esses insetos sdo tolerantes ao calor, pois
apresentaram comportamento defensivo que permitiria que essas formigas evacuassem
uma trilha com o aumento da temperatura (Angilletta et al., 2007).

Em temperaturas baixas ndo ha aumento da velocidade de caminhamento porque
o frio impacta negativamente na movimentacdo desses insetos. Temperaturas muito
abaixo do limite térmico, nesses insetos podem reduzir ou até paralisar a movimentacao
(Angilletta et al., 2007; Jumbam et al., 2008; Cole et al., 2010). Resultado semelhante
foi observado para as formigas A. lobicornis (Tizon, Wulff & Pelaez, 2014). Durante a
avaliacdo de 10°C, algumas operarias ficaram imoveis, e precisaram ser removidas para
ndo interromper o fluxo de forrageamento. Alguns compostos como alcanos aumentam
a fluidez da cuticula, dificultando a paralisacdo da movimentacdo das formigas pela
acdo do frio (Menzel, Blaimer & Schmitt, 2017). Mas os teores de componentes
cuticulares importantes para a tolerancia térmica ocorrem em menos concentracdo nas
temperaturas baixas na formiga A. sexdens (Duarte et al., 2019). Refor¢ando que para
essa espécie ocorra diferentes estratégias como resposta a ocorréncia de temperaturas

extremas no ambiente.
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A menor velocidade das formigas com carga deve-se a maior quantidade de
energia necessaria para transportar carga, causando reducdo na velocidade dessas
formigas (Lighton, Bartholomew & Feener, 1987).

4.1. Massa e area do fragmento vegetal forrageado

A massa seca dos fragmentos vegetais transportados pelas operarias de A.
sexdens aumenta com 0 aumento da temperatura, porque para essa formiga é mais
importante o carregamento de fragmentos mais pesados para manter a oferta de folhas
para o fungo simbionte. A massa seca dos fragmentos carregados pelas - cortadeiras
influencia a mobilidade desses insetos, fragmentos muito pesados ou grandes
prejudicam as manobras desses insetos, culminando num maior gasto de energia
(Fourcassie, Dussutour & Deneubourg, 2010; Moll, Ferderle & Roces, 2011; Alma,
Farji-Brener & Elizalde, 2016).

Outra possibilidade para a massa seca dos fragmentos vegetais transportados
pelas operérias ter aumentado com a temperatura pode estar relacionado com a
frequéncia com que cada formiga sai para forragear. As formigas carregam fragmentos
mais pesados para fornecer a quantidade ideal de folhas para o fungo e como
consequéncia saem menos vezes para forragear e permanecem menos tempo expostas a
condicdes letais de temperatura.

A éarea dos fragmentos aumenta com a temperatura, sendo maior a 34°C, porque
os fragmentos maiores apresentam &rea maior, e a massa seca desses fragmentos
também aumenta com o aumento da temperatura. Entretanto, os fragmentos coletados a
40°C tem areas pequenas e maiores massas, isso pode indicar um comportamento de
selecdo de fragmentos com maiores densidades nessas temperaturas.

As formigas-cortadeiras apresentam alta plasticidade comportamental, e
conseguem se adaptar e mudar seu comportamento dependendo das condicdes externas
(Viana-Bailez & Endringer, 2016). A espécie A. sexdens ndo é bem adaptada para
forragear a 40°C (Giesel, Boff & Boff, 2013), dessa maneira a selecdo de fragmentos
mais densos e com maior teor de dgua pode tornar esses fragmentos mais faceis de
serem assimilados no momento da ingestdo e digestdo da seiva, pois pode diluir
possiveis compostos secundarios toxicos das folhas (Barrer & Cherrett, 1972; Bowers &
Potter, 1981).

O tamanho dos fragmentos ndo se altera ao longo do tempo de forrageamento

porque o carregamento de fragmentos maiores requer um custo energético muito alto
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para a colbnia, como observado para A. vollenweideri e A. colombica (Lighton,
Bartholomew & Feener, 1987; Moll, Ferderle & Roces, 2011; Bochynek, Meyer &
Burd, 2017). Além disso, formigas diferentes sdo recrutadas ao longo do tempo para
carregar os fragmentos, fazendo com que esses insetos consigam manter o padrao de
carregamento de folhas, assim, a maioria das espécies de formigas cuja dieta depende da
coleta de material sélido é caracterizada por um alto polimorfismo da casta operéria
(Holldobler e Wilson, 1990).

4.2. Massa e capsula cefalica das operarias

As maiores larguras de capsula cefalica e massa seca da formiga A. sexdens em
todas as temperaturas, exceto em 28°C, ocorre porque esses insetos apresentam alto
polimorfismo e comportamento de particao de tarefas (Toledo et al., 2016). As formigas
com maior massa e largura de capsula cefalica sdo recrutadas em situacbes de
temperatura diferente da ideal, que nesse trabalho acredita-se ser 28°C, porque inseto
maior tem maior capacidade de carga de fragmentos e sdo mais velozes no
caminhamento de formigas (Roces, 1990; Burd, 1996). Alem disso, formigas maiores
também sdo mais robustas e mais resistentes a dessecacdo e paralisacdo pelo frio
(Andrew et al., 2013; Bouchebti et al., 2014; Bujan, Yanoviak & Kaspari, 2016).

As formigas sdo bem conhecidas por sua habilidade de transporte de cargas
muito grandes, e embora as formigas maiores sejam individualmente mais eficientes que
as formigas pequenas no transporte de alimentos, a taxa de transporte relativa, definida
como a razdo da taxa de transporte pela massa da formiga, é maior para formigas
pequenas do que para formigas grandes. Assim, as coldnias apresentam maior beneficio
em investir em formigas menores do que grandes para o transporte de alimentos
(Bernardou, et al. 2016).

5. CONCLUSAO

A velocidade de caminhamento e massa seca dos fragmentos carregados pelas
formigas A. sexdens aumentam com o0 aumento da temperatura. A area dos fragmentos
carregados por essas formigas aumenta até a temperatura de 34°C. O tempo de
forrageamento néo influencia o tamanho dos fragmentos carregados pelas formigas. A
massa seca e largura da céapsula cefalica das operarias sdo maiores em todas as

temperaturas, exceto a 28°C. O tempo de forrageamento ndo influencia o tamanho das
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operérias forrageadoras. Essas formigas mostraram uma capacidade de adaptacdo a

atividade de forrageamento em condig¢des de aumento gradual na temperatura.
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CONSIDERACOES FINAIS

As formigas cortadeiras sdo insetos extremamente importantes para oS
ecossistemas, e a sua atividade, principalmente de forrageamento é bastante
influenciada por fatores ambientais e enddgenos. Os resultados encontrados nesse
trabalho sdo importantes, pois foi possivel entender melhor a dindmica do
comportamental desses insetos em condi¢cbes de auséncia de rainha e condicdes
ambientais desfavoraveis e as suas adaptacbes. Em um cenéario de aumento a
temperatura terrestre é importante prever 0s impactos que as formigas cortadeiras

causam em cultivos e florestas nativas, principalmente em relacdo a herbivoria.



