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RESUMO
(Novas perspectivas sobre a ocorréncia do comportamento de caroneira). Durante o

forrageamento de formigas cortadeiras pode-se observar operarias minimas sobre os
fragmentos de folha transportados até o ninho, comportamento denominado de
caroneira. S&o citadas varias fungdes relacionadas a este comportamento, como defesa
contra forideos parasitoides, limpeza dos fragmentos de folhas, economia de energia de
retono ao ninho, além de ingestdo de seiva que exsuda do corte. Sendo assim, o0 presente
estudo se apresenta como uma forma de elucidar questdes ecoldgico-comportamentais
de caroneira em Acromyrmex subterraneus, tendo por objetivos avaliar i) se as
caroneiras ocorrem de forma aleatéria ou dependente do fragmento vegetal
transportado, ii) se a carga microbiana influencia a frequéncia de caroneiras e iii) como
as caroneiras respondem a variacGes no trafego de forrageamento. Para tanto, foram
feitas manipulacdes nos fragmentos vegetais oferecidos e nas trilhas de forrageamento.
No primeiro experimento verificou-se que caroneiras podem ocorrer em qualquer
tamanho de fragmento ou espécie vegetal, mas ha variacdo do tamanho da caroneira em
funcdo do fragmento. Tal fato demonstra alta plasticidade deste comportamento, de
forma a ocorrer sobre os mais diversos substratos. No segundo experimento a presenca
de fungo entomopatogénico e antibioticos diminuiu a ocorréncia de caroneiras, ndo
sendo possivel relacionar a frequéncia de caroneiras com a remocdo de carga
microbiana. Sugere-se que as caroneiras tenham evitado contato com o0s conidios
fangicos e com as solugdes antimicrobianas porque eram substancias desconhecidas
pelas operéarias. J& no terceiro experimento observou-se incremento da frequéncia de
caroneiras em trilha estreita, com alta densidade de operarias. De fato, a frequéncia de
caroneiras se correlacionou positivamente com o fluxo de operérias que deixavam o
ninho nos trés experimentos. Devido a alta frequéncia de encontros promovida pelo
aumento do fluxo de operéarias que saem do ninho e da densidade de operarias na trilha
estreita sugere-se que o comportamento de caroneira é estimulado por esta taxa de
encontros, que € agente regulatorio de alocagcdo de tarefas. O comportamento de
caroneira pode ser considerado uma estratégia comportamental para reducao do trafego

de operérias nas trilhas.

Palavras-chave: formigas cortadeiras, Acromyrmex subterraneus, estratégia

comportamental, trafego de forrageamento



ABSTRACT

(New perspectives of hitchhiking behavior occurrence). During foraging of leaf-
cutting ants, it can be observed minimal workers over leaf fragments, called hitchhikers.
Many functions are cited as related with hitchhiking behavior, as defense against
parasitoids, leaf cleaning, energy saving and sap feeding. Here, the objectives were to
evaluate i) if hitchhiker occurrence is plant-size-species-dependent, ii) if microbial load
influences hitchhiker frequency and iii) how hitchhiker frequency is influenced by high
density of foraging traffic. It has been manipulated leaf fragments and foraging trails. In
first experiment, it has been verified that hitchhikers could occur over any fragment size
or plant species, but hitchhiker masses varied among plant species. In the second
experiment, the entomopathogenic fungus and antibiotics reduced hitchhiker
occurrence. Thus, it was not possible to relate hitchhiker frequency with microbial load
removal. It has been suggested that hitchhikers avoid the conidia fungal and the
antibiotic solutions due to these materials are unknown by workers. In the third
experiment, hitchhiker frequency has been higher at narrow trails, which has greater
worker density. Actually, hitchhiker frequency has been positively correlated with the
outbound worker flow in the three experiments. Due to high head-on encounters
promoted by the increased outbound worker flow and by the greater worker density in
narrow trails, it has been suggested that hitchhiker behavior is stimulated by these
encounters, which are regulatory agents of task allocation. The hitchhiker behavior

could be considered a behavioral strategy to reduce worker traffic along foraging trails.

Key- words: leaf-cutting ants, foraging traffic, Acromyrmex subterraneus, behavioral

strategy.
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INTRODUGCAO GERAL

As formigas sdo insetos sociais, e como tal, possuem caracteristicas inerentes
que permitem identifica-los, tais como sobreposi¢cdo de gera¢des, divisdo reprodutiva do
trabalho e cuidado cooperativo com a prole (Hélldobler e Wilson 1990). Tambem,
possuem como caracteristica marcante seu forrageamento e a habilidade de explorar,
manejar e defender uma fonte de recurso. Dentre 0s insetos sociais, as formigas sdo 0s
mais abundantes e diversos (15.983 espécies descritas) (AntWeb 2016), ocupando
diferentes habitats.

Dentre os insetos sociais 0 grupo das formigas cortadeiras (géneros Atta e
Acromyrmex) € o que exibe maior polimorfismo. Tal caracteristica reflete em uma série
de atividades especificas realizadas em funcdo do tamanho do corpo das operérias
(Wilson 1980), sugerindo uma relacao entre especializacao das operarias e eficiéncia da
colénia (Beshers e Fewell 2001). Assim, durante o forrageamento, processamento
vegetal para incorporacdo no fungo simbionte e demais atividades da col6nia, as
operérias se dividem na execucdo das diversas tarefas de acordo com a casta a que
pertencem. Este polimorfismo pode ser extensamente observado nas trilhas de
forrageamento, onde as operarias desempenham diferentes tarefas e comportamentos.

Por possuirem grandes col6nias com milhGes de operérias, e visto que durante o
forrageamento ocorre o recrutamento em massa (Jaffé e Howse 1979), as trilhas
constituem-se em verdadeiras vias de trafego que aumentam consideravelmente a taxa
de entrega de recursos no ninho pelas operarias (Sales et al. 2015). Entretanto, alguns
problemas podem ocorrer. Quando o fluxo de operéarias esta aumentado, por exemplo,
um incremento nas taxas de encontro entre as operarias acontece (Dussutour et al.
2007), causando atrasos no deslocamento dos individuos, que tém até 20% de sua
velocidade reduzida (Burd e Aranwela 2003). A reducdo da velocidade causa um
congestionamento no trafego de operarias (Burd et al. 2002), levando a uma diminuigéo
nas taxas de entrega de recurso.

A entrega do recurso no ninho é um importante fator mantenedor da
performance no forrageamento. Além disso, a selecdo de material vegetal para o corte e
transporte também constitui importante quesito do forrageamento. Apesar de as
formigas cortadeiras serem polifagas, sabe-se que a selegdo do material é
criteriosamente baseada em caracteristicas quimicas e/ou fisicas das plantas. Isto porque
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0 material coletado serve como substrato para cultivo do fungo simbionte da colénia
(Weber 1972, Wilson 1980, Andrade et al. 2002, Hastenreiter et al. 2015). Além disso,
0 cuidado com a nutrigdo e a saude do jardim de fungo passa também pela limpeza do
material vegetal, visto que tal comportamento diminui a entrada de microrganismos
patogénicos no ninho, que podem causar grandes perturbacfes no fungo simbionte
(Currie 2001, Currie e Stuart 2001) e nos individuos da coldnia (Jaccoud et al. 1999).

A limpeza do material vegetal pode ser realizada fora do ninho por pequenas
operéarias localizadas sobre os fragmentos transportados (Griffiths e Hughes 2010).
Comumente estas pequenas operarias podem ser observadas ao longo da trilha de
forrageamento executando o comportamento de caroneira (Wetterer 1991).

Muitos pesquisadores sugerem que as operarias caroneiras tem a funcdo de
proteger as forrageiras do ataque de forideos parasitoides (Diptera, Phoridae) (Eibl-
Eibesfeldt e Eibl-Eibesfeldt 1967, Feener e Moss 1990, Vieria-Neto et al. 2006, Elizalde
e Folgarait 2012). De fato, Braganca et al. (1998) registraram um aumento relativo de
caroneiras na presenca de forideos. Outros autores também verificaram que as
caroneiras mantinham uma postura de alarme quando sobre as folhas (Elizalde e
Folgarait 2012, Hastenreiter et al. 2015b), como a espera de um parasitoide. Entretanto,
Vieira-Neto et al. (2006) verificaram que a presenga de parasitoides ndo aumentou a
frequéncia com que o0 comportamento de caroneira ocorre, apesar de Linksvayer et al.
(2002) considerarem que a defesa contra forideos parasitoides é a Unica funcdo deste
comportamento.

Operérias minimas —possiveis caroneiras- atuam juntamente com as forrageiras
na selecdo de material vegetal para o corte (North et al. 1999). Nesse caso, a fim de
economizar a energia de deslocamento no retorno ao ninho, as minimas executariam o
comportamento de caroneira nos fragmentos de folhas que as forrageiras estivessem
transportando. A economia de energia s6 é possivel porque a energia despendida para o
deslocamento de duas operérias no retorno ao ninho, uma transportando folha e outra
ndo (minima), € maior que a energia gasta no retorno da forrageira transportando o
fragmento de folha e sobre ele a caroneira (Feener e Moss 1990).

Uma vez fora do ninho, operarias também poderiam assumir a condigdo de
caroneiras e ingerir a seiva que exsuda do material recém-cortado (Linksvayer et al.
2002). Isto porque a maior parte da energia metabdlica das operérias provém da seiva
dos fragmentos transportados (Bass e Cherret 1995, Silva et al. 2003). Além disso, foi

verificado que a frequéncia de caroneiras sofre um incremento quando o fragmento de
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folhas possui seiva extravasada (Vieira-Neto et al. 2006). Entretanto, a saida do ninho
somente para obtencdo de seiva é improvavel, haja vista que as operarias minimas
manipulam os fragmentos vegetais no interior do ninho para processamento e
incorporacdo no jardim de fungo (Andrade et al. 2002; Camargo et al. 2003; Lopes et al.
2003, Hastenreiter et al. 2015a). Assim, sugere-se que a ingestdo de seiva durante a
execucao do comportamento de carona € oportunista, sendo secundéria a real funcdo da
caroneira (Vieira-Neto et al. 2006).

Também no interior do ninho, durante o processamento e incorporacdo do
material vegetal no jardim de fungo simbionte as operarias minimas executam a tarefa
de lamber os fragmentos (Camargo et al. 2003, Hastenreiter et al. 2015a). A tarefa de
limpeza das folhas transportadas seria, entdo, uma precedéncia do processamento que
ocorre no interior do ninho. Dessa forma, as caroneiras lamberiam os fragmentos
durante o transporte para limpeza e/ou adicdo de enzimas (Weber 1972). Como
observado por Griffiths e Hughes (2010) as caroneiras removem tricomas das folhas,
diminuindo a entrada de contaminantes no ninho, podendo esta ser a funcdo primaria
das caroneiras (Vieira-Neto et al. 2006).

Ainda outra hipotese é a impossibilidade de descida do fragmento de folha.
Nesse caso, as operarias minimas estariam no fragmento de folha no momento do corte,
visto que essa casta de operarias ajuda na selegdo de folhas (North et al.1999). Apos o
término do corte as minimas acidentalmente seriam transportadas em conjunto com o
fragmento e ficariam impossibilitadas de descer no momento do deslocamento
(Stradling 1978). Em contraposicdo a esta hipotese, ha o relato de que caroneiras sobem
e descem dos fragmentos vegetais no momento de seu transporte (Kitayama et al. 2012,
Hastenreiter et al. 2015b).

Pelo exposto, € evidente que as caroneiras exercem importante funcdo na
manutencdo do fluxo de forrageamento, pois atuam na defesa contra forideos
parasitoides (Feener e Moss 1990, Elizalde e Folgarait 2012), removem impurezas e
microrganismos do fragmento vegetal (Griffiths e Hughes 2010) e economizam energia
para a colonia (Feener e Moss 1990). Além disso, a presenca das caroneiras nédo
influencia na taxa de transporte de folhas individual (Yackulic e Lewis 2007,
Hastenreiter et al 2015b), uma vez que as operarias que transportam caroneiras
transportam também a maior carga.

Muitos sdo os estudos e especulagdes sobre a funcdo das caroneiras. Entretanto,

estudos buscando fatores promotores deste comportamento sdo escassos. Acredita-se
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que as diversas questdes levantadas sobre a execucdo do comportamento de caroneira
ndo sejam excludentes entre si, mas ao contrario, se complementem. Quando na
presenca de alguns estimulos, como a estridulacdo (Roces e Hoélldobler 1995) e a
perturbacdo (Feener e Moss 1990), um incremento da frequéncia deste comportamento €
observado. Entretanto, é pouco provavel que apenas estes dois fatores disparem o
comportamento de caroneira. Em um sistema auto-organizavel, como é o caso de
col6nias de formigas cortadeiras, em que as ac¢oes individual e coletiva asseguram um
ajuste no forrageamento frente a modificacfes ocorridas no ambiente (Bonabeau et al.
1997, Gordon 1996, Dussutour et al. 2007), a tomada de decisdo sobre qual tarefa
desempenhar reflete as condigdes imediatas da trilha. Visto que operdrias minimas
desempenham diferentes fungdes, como limpeza e manutencdo (Kost et al. 2005, Evison
et al. 2008), identificar os fatores promotores do comportamento de caroneira é, entao,
crucial na elucidacdo da ocorréncia deste comportamento nas trilhas de forrageamento
em Acromyrmex subterraneus (Forel, 1893).

Investigou-se no presente estudo se o tipo ou tamanho do fragmento vegetal
forrageado, a presenca de fungo entomopatogénico sobre os fragmentos e a densidade
de operarias na trilha de forrageamento séo fatores promotores do comportamento de

caroneira.
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CAPITULO I - Variando o meio de transporte: influéncia do tipo e tamanho do
substrato e o fluxo de operarias na frequéncia de caroneiras em Acromyrmex
subterraneus (Forel, 1893)

Resumo

O comportamento de caroneiras € caracterizado pela presenca de operadrias minimas
sobre os fragmentos de folhas transportados até o ninho. Apesar de estarem relacionadas
a defesa de forrageiras do ataque de parasitoides, as caroneiras ndo estao presentes sobre
todos os fragmentos forrageados, indicando que pode haver limitagbes quanto a sua
ocorréncia. Assim, o presente estudo verificou se as caroneiras ocorrem de forma
aleatdria ou dependente do fragmento vegetal transportado e do fluxo de operarias que
saem do ninho em Acromyrmex subterraneus. Para tanto, foram oferecidos discos de
folhas e pétalas de trés diferentes tamanhos e quatro espécies de plantas (Acalypha
wilkesiana, Rosa sp., Morus nigra e Spathodea campanulata) a trés colonias de
laboratorio, ligadas por um ponte de vidro (1.5m) a arena de forrageamento. Foram
oferecidos 200 discos de mesmo tamanho e espécie vegetal para cada uma das col6nias
e registrados a frequéncia de caroneiras e suas massas, 0 fluxo de operarias que saiam
do ninho e as massas dos discos para cada tamanho e espécie vegetal. A frequéncia de
caroneiras ndo variou em funcdo da espécie vegetal tampouco com o tamanho dos
discos, mas foi maior quanto maior foi o fluxo de operarias que saiam do ninho.
Ressalta-se que ndo ha interacdo entre o fluxo de operérias e espécie ou tamanho dos
discos vegetais. A massa das caroneiras foi menor em S. campanulata, mas nédo variou
em funcdo dos tamanhos, apesar da massa dos discos ser diferente entre as espécies e
tamanhos. Considerando a relagdo verificada entre a frequéncia de caroneiras, o fluxo
de operarias e a taxa de encontros sugere-se que este comportamento seja estimulado
pelo aumento da taxa de encontros, a qual regula a alocacdo de tarefas. Menores
caroneiras sobre discos de S. campanulata e em baixa frequéncia sobre Rosa sp. pode
ser explicado pela estrutura das flores, com Unico feixe vascular, o que pode diminuir a
sua rigidez. O presente estudo adiciona o fluxo de operéarias que saem do ninho como
um novo fator promotor do comportamento de caroneiras aos ja conhecidos na

literatura.

Palavras-chave: forrageamento, formigas cortadeiras, Acromyrmex subterraneus.



Abstract

The hitchhiking behavior is characterized by minimal workers over the leaves fragments
which are transported into the nest. Although the occurrence of hitchhikers is not rare
they are not observed over all leaves fragments along the foraging trail. Here, we
analyzed if hitchhikers occurrence is random or fragment- e traffic-dependent. We
tested disks of three different areas of Acalypha wilkesiana (Euphorbiaceae), Rosa sp.
(Rosaceae), M. nigra (Rosaceae) and Spathodea campanulata (Bignoniaceae). For each
size and plant species we offered 200 disks to three laboratory colonies with 2L of
fungus garden volume. We registered the frequency of hitchhiker and its mass, the flow
of outbound workers and the disk masses. We found that frequency of hitchhikers was
not related to plant species neither to disks size, although the disks mass was different
among the plant species. The frequency of hitchhikers is related with outbound workers
flow. There was no interaction between worker flow and size or plant species. The mass
of hitchhikers varied among plant species but do not among disk sizes. S. campanulata
had smaller hitchhikers in comparison with A. wilkesiana. Our results demonstrate that
hitchhikers could occur in any fragment sizes or plant species. Hitchhiker role could be
trigged by a higher number of head-on encounters along the foraging trail promoted by
the outbound workers. Thus, when a stimulus happens, minimal workers adopt the
condition of hitchhikers and develop the function related. The fact that over S.
campanulata disks were the smallest hitchhiker plus the low hitchhiker occurrence over
Rosa sp. disks could be explained by the flower veins structure, which decrease the
substrate toughness. Our work is important to delineate the ecological and behavioral
hitchhikers’ mechanisms on foraging trails, adding a new fact that could promote the
hitchhiking behavior.

Keywords: foraging, leaf-cutting ants, Acromyrmex subterraneus.



Introducéo

Em formigas cortadeiras o forrageamento € um complexo processo no qual
aspectos sociais e individuais interagem para determinar a entrada de fragmentos de
folhas no ninho e explorar o ambiente de forma a maximizar a coleta de material (Roces
e Holldobler 1994). Fazem parte desse processo a exploragdo do ambiente, a selecdo da
espeécie vegetal, seu corte e transporte além do recrutamento de operarias forrageadoras
pelas operarias escoteiras (Roces 2002).

Apesar de diversas plantas serem utilizadas como fonte de recurso para formigas
cortadeiras (Holldobler e Wilson 1990), a selecdo do material a ser forrageado € um
importante quesito do forrageamento. Isto porque o material coletado serve de substrato
para crescimento do fungo simbionte (Weber 1972, Wilson 1980, 1983, Andrade et al.
2002), o Leucoagaricus gongylophorus (Singer), que é a principal fonte alimentar dos
imaturos da colonia (Weber 1972, Quinlan e Cherrett 1979, Bass e Cherrett 1995).
Muitos fatores influenciam diretamente na selecéo do substrato a ser forrageado, como a
anatomia, a bioquimica e a fisiologia das espécies (Cherrett 1972, Rockwood 1975,
Littledyke e Cherrett 1976, Bowers e Porter 1981). Sabe-se, por exemplo, que a
guantidade de agua contida em um fragmento de folha determina a maior ou menor taxa
de transporte pelas operarias (Bowers e Porter 1981). Também sementes de gergelim
impedem o crescimento do jardim de fungo (Pagnocca et al. 1990, Ribeiro et al. 1998) e
operérias evitam forragea-las ap6s exposicdo prévia (Hastenreiter et al. 2015a). Dado
gue o mutualismo entre formigas cortadeiras e seu fungo simbionte é muito intrincado,
as operarias sdo habeis na deteccdo de substancias que inibem o crescimento fangico
(Ridley et al. 1996).

Outro importante fator componente do forrageamento das formigas cortadeiras é
o0 transporte do material coletado e cujo sucesso estd diretamente relacionado com o
comportamento de corte do vegetal. O tamanho do fragmento vegetal cortado
geralmente tem uma relacdo direta com o tamanho da operaria, porque estas fazem o
corte utilizando as pernas metatoracicas como pivd (Wilson 1980a). O transporte e corte
em conjunto refletem na eficiéncia do forrageamento, visto que o tamanho do fragmento
influencia na velocidade do deslocamento das operarias (Moll et al. 2010), podendo
deslocar o centro de gravidade da transportadora (Zollikofer 1994). Porém no inicio do

forrageamento esta relacdo entre tamanho da operaria e tamanho do fragmento se altera.
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Isto porque as operarias cortam fragmentos menores a fim de acelerar o processo de
recrutamento (Roces e Holldobler 1994).

Um importante comportamento que pode ser comumente observado ao longo da
trilha de forrageamento é o comportamento de caroneira. Sabe-se que as caroneiras tem
importante funcdo na manutencédo do fluxo de forrageamento, visto que atuam na defesa
contra forideos parasitoides (Feener e Moss 1990, Elizalde e Folgarait 2012), removem
impurezas e microrganismos do fragmento vegetal (Griffiths e Hughes 2010) além de
economizarem energia para a col6nia (Feener e Moss 1990) sem influenciar na taxa de
transporte de folhas individual (YYackulic e Lewis 2007, Hastenreiter et al. 2015b).

A importancia da caroneira como mecanismo de defesa das forrageiras se faz
mais acentuada dado que os parasitoides geram a reducdo do fluxo de forrageamento
(Tonhasca et al. 2001, Braganca e Medeiros 2006) e aumentam a frequéncia de
operarias pequenas nas trilhas, as quais transportam fragmentos menores (Braganca et
al. 1998) assim influenciando no desempenho da colonia (Feener 2000). Visto que 0s
forideos afetam tanto o fluxo quanto a eficiéncia do forrageamento, as caroneiras
deveriam estar presentes em todos ou na maioria dos fragmentos vegetais, 0 que nao é
observado. De fato, tem-se caroneiras presentes em apenas 2.1% dos fragmentos de
folhas, ao passo que operarias minimas, isto €, caroneiras em potencial, representam
aproximadamente 10% dos individuos nas trilhas (Hughes e Goulson 2001).

Se as caroneiras atuam na defesa contra forideos e ndo ocorrem sobre todas as
folhas, supdem-se entdo que o tamanho ou a espécie de planta forrageada seja limitante
ao comportamento de caroneira e que as caroneiras selecionem em qual fragmento de
folha estdo habeis a subir. A partir deste pressuposto, o objetivo deste estudo foi
verificar se a ocorréncia de caroneiras € aleatdria ou dependente do fragmento vegetal

transportado e do fluxo de forrageiras de Acromyrmex subterraneus (Forel, 1893).

Material e Métodos

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Mirmecologia da
Universidade Federal de Juiz de Fora, utilizando trés colonias de A. subterraneus com
aproximadamente 2,5 L de fungo simbionte. As colonias foram mantidas sob
temperatura controlada (22 a 25°C) e umidade relativa do ar em torno de 80%. Um
teste piloto foi realizado com o intuito de selecionar diferentes espécies de plantas para

realizacdo do experimento. Assim, foram oferecidas folhas de azaleia (Rhododendron
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simsii), amora (Morus nigra), ameixa (Eriobothrya japonica), goiaba (Psidium
guajava), manga (Mangifera indica), quaresmeira (Tibouchina granulosa), crista-de-
galo (Acalypha wilkesiana), ipé-de-jardim (Tecoma stans), casca de laranja (Citrus
sinensis) seca e umida além de flores de rosa (Rosa sp.) e bisnagueira (Spathodea
campanulata). O teste foi realizado oferecendo-se 200 discos de 0.5 cm? das espécies
listadas. Destas, apenas folhas de amora (Morus nigra) e crista-de-galo (Acalypha
wilkesiana) e flores de rosa (Rosa sp.) e bisnagueira (Spathodea campanulata) tiveram
100% do carregamento num tempo maximo de 2 h, sendo, portanto, utilizados para
experimentacao.

Para realizagdo dos experimentos as colonias foram conectadas a uma arena de
forrageamento por uma ponte de vidro de 1.5 m de comprimento, onde foi estabelecido
na por¢do mediana um ponto para observacgdo e registro da frequéncia de caroneiras.
Também se realizou a filmagem da trilha durante todo o processo, visando a
quantificacdo do fluxo de operarias que saiam do ninho (fluxo OUT). Foi também
mensurada a massa das caroneiras e determinado o valor médio da massa de cada
tamanho de disco e espécie de planta utilizada no experimento.

Para investigar a relacdo entre tamanho dos fragmentos transportados e
frequéncia de caroneiras foram confeccionados discos de trés tamanhos diferentes (P,
M, G) a partir das quatro espécies vegetais selecionadas. Os discos foram obtidos com
um furador manual e tinham tamanhos padronizados. Os substratos grandes (G) tinham
uma érea de 0.50 cm?; discos médios (M) possuiam 0.38 cm?; e discos pequenos (P)
tinham 0.20 cm?. Foram oferecidos 200 discos de cada espécie vegetal e tamanho de
disco uma U(nica vez em cada uma das trés colonias, totalizando 36 eventos
experimentais.

Para verificar a homocedasticidade e a normalidade dos dados de fluxo,
frequéncia de caroneiras e massa das caroneiras e dos fragmentos foram utilizados os
testes de Bartlett e de Shapiro-Wilk, respectivamente. Quando os testes demonstravam
que os dados ndo eram homocedasticos e/ou normais, realizou-se a transformacao dos
dados em logaritmo na base 10. ApoOs este procedimento a homocedasticidade e
normalidade dos dados foram novamente verificadas. Em seguida, visto ndo haver
interacdo entre as variaveis explicativas, os dados foram submetidos a ANCOVA para
avaliar: i) se a frequéncia das caroneiras variou em funcdo, da espécie vegetal, do
tamanho do disco e do fluxo OUT; ii) se a massa dos discos variou em funcdo da

espécie vegetal e do tamanho do disco; e iii) se a massa das caroneiras variou em
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funcdo da espécie vegetal e do tamanho do disco. Quando a ANCOVA revelou
diferengas significativas, procedeu-se o teste de Tukey HSD. Todas as analises foram
realizadas ao nivel de 5% de significancia no software R (R Development Core Team
2009).

Resultados

A frequéncia de caroneiras ndo variou em funcdo da espécie vegetal (df=3,
F=0.26, p= 0.86) tampouco do tamanho dos discos oferecidos na arena de
forrageamento (df=2, F=0.004, p=0.99) (Fig.1). Apesar da variacdo da frequéncia de
caroneiras ndo ser explicada pela sua ocorréncia nas diferentes espécies vegetais,
observam-se valores mais altos de ocorréncia em A. wilkesiana seguidos de M. nigra, S.

campanulata e Rosa sp. (Fig 1).
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Figura 1. Frequéncia de caroneiras nos trés tamanhos de discos (G, M e P) sobre S. campanulata, M. nigra,
Rosa sp. e A. wilkesiana.
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Apesar deste resultado, verificou-se diferenca significativa da massa dos discos

entre as espécies vegetais (df=3, F=123.36, p<0.01), com excecdo de A. wilkesiana e S.
campanulata (Tukey HSD: p=0.81), e entre os tamanhos (df=3, F=189.63, p<0.01) (Fig.

2). Considerando as espécies vegetais, em ordem decrescente, tem-se maior massa para

os discos de S. campanulata e A. wilkesiana seguidos de Rosa sp. e M. nigra. Ja em

relacdo ao tamanho tem-se maior massa nos discos G, M e P, também em ordem

decrescente. Estes resultados demonstram que a ocorréncia de caroneiras ndo €

dependente da espécie, nem do tamanho tampouco da massa do fragmento vegetal.
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A partir da massa das caroneiras verifica-se que estas pertenciam a classe de

tamanho pequena e apesar de inseridas na mesma classe de tamanho, houve variacdo
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significativa da massa das caroneiras entre as espécies vegetais (df=3, F=4.26, p<0.01).
Caroneiras com menores massas ocorreram nos discos de S. campanulata em
comparacdo com os discos de A. wilkesiana (Tukey HSD: p<0.05) (Fig. 3). Nao foi
verificada diferenca significativa entre a massa das caroneiras considerando o tamanho
dos discos (df=2, F=2.16, p=0.12).
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Por outro lado, a frequéncia de caroneiras aumentou significativamente com o
aumento do fluxo OUT (df=1, F=4.87, p=0.03), indicando que quanto maior o nimero
de individuos na trilha maior a frequéncia de caroneiras (Fig. 4). Ressalta-se que
anterior a realizacdo da ANCOVA, verificou-se que ndo havia interacdo significativa
entre o fluxo de operérias que saiam do ninho com a espécie ou tamanho do disco
vegetal, indicando que o aumento da frequéncia de caroneiras em relacdo ao maior

fluxo ocorreu da mesma forma em todas as espeécies e tamanhos de disco testados.
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forrageamento em todos os tratamentos realizados.
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Discussao

O tamanho ou o tipo de espécie forrageada ndo foi limitante para a ocorréncia
de caroneiras, podendo ocorrer caroneiras em todas as espécies vegetais testadas,
independente dos tamanhos de disco. Também, sobre pétalas de S. campanulata
ocorreram as menores caroneiras dentre todos os tratamentos, a despeito dos discos
desta espécie serem 0s com maior valor de massa. Destaca-se que o aumento da
frequéncia de caroneiras foi relacionado ao maior fluxo de operérias saindo do ninho.

A selecdo de vegetais para forrageamento € uma tarefa minuciosa que exige das
operarias a percepcdo das necessidades do fungo simbionte da colbnia, visto que o
material coletado serve de substrato para o0 seu crescimento. Esta selecdo €
principalmente baseada nas caracteristicas das plantas, tanto quimicas quanto fisicas,
sendo a preferéncia por determinadas caracteristicas vegetais ja bastante documentada
(Hubbell e Wiemer 1983; Howard 1987, 1990; Nichols-Orians e Schultz 1990; Meyer et
al. 2006). Entretanto, operéarias forrageiras nao se utilizam de informacdes referentes a
totalidade da colonia, mas sim de informacdes locais para execugdo de qualquer tarefa
(Bonabeau et al. 1997). Em consonancia, as caroneiras ndo foram habeis em selecionar
o fragmento vegetal no qual subiram em funcdo da espécie, tamanho ou massa. Isto
porque as caroneiras se utilizaram das informacgdes presentes na trilha, ou seja, 0
fragmento vegetal transportado naquele momento. Dessa forma, executaram o
comportamento de caroneira igualmente em todos os fragmentos, independentemente do
tamanho, espécies ou massa do fragmento.

A frequéncia de caroneiras ndo variou em funcdo dos diferentes tamanhos de
discos testados, em contraposi¢do ao estudo realizado por Kitayama et al. (2012) com
Atta sexdens (Lineus, 1758) e Atta laevigata (Smith, 1858), no qual esta variacdo é
verificada. Entretanto, os dois tamanhos de disco testados pelos autores eram maiores
que os oferecidos no presente estudo. Tais tamanhos ndo foram passiveis de serem
utilizados aqui, visto que operarias forrageiras de Atta sp. sdo maiores (2.2 a 2.4 mm de
largura de cabeca) (Wilson 1980b) que de Acromyrmex (1.2 a 1.6 mm de largura de
cabeca) (Forti et al. 2004). Os autores indicam que o aumento da frequéncia de
caroneiras nos discos maiores esta relacionado com a maior facilidade das caroneiras

em subir e descer destes discos em relagcéo aos discos pequenos.
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Também foi observado que as caroneiras pertenciam a menor classe de tamanho
e que em discos de pétalas de S campanulata ocorreram as menores caroneiras dentro
desta classe. Aliado a este resultado, registrou-se baixa ocorréncia de caroneiras sobre
os discos de Rosa sp. e S. campanulata, o que pode estar relacionado ao fato de que
estes foram confeccionados com pétalas de flores em vez de folhas. As pétalas, apesar
de essencialmente semelhantes as folhas em termos de estrutura, apresentam um unico
feixe vascular, enquanto as folhas s@o supridas por trés ou mais feixes vasculares, tendo
0 mesofilo completamente permeado por nervuras (Raven et al. 2001). Tal configuracéo
pode conferir menor dureza as pétalas em relacdo aos discos de folhas. Nas folhas, esta
dureza é determinada por propriedades da epiderme e de algumas células que formam
uma parede espessa imediatamente abaixo (Juniper e Jeffree 1983, Grubb 1986).

O aumento do ndmero de operarias saindo do ninho significa maior
disponibilidade de individuos na trilha, atingindo um contingente tal de operarias que
permitird que mais operarias pequenas assumam 0 comportamento de caroneira.
Operérias pequenas nas trilhas se distribuem entre as tarefas de marcacdo quimica
(Evison et al. 2008), remocdo de detritos (Farji-Brener et al. 2010) e caroneiras
(Hastenreiter et al. 2015b). Supfe-se aqui que uma vez que a trilha ja estava
estabelecida, dado o incremento do fluxo no forrageamento, estas operérias foram
alocadas para a tarefa de caroneira, o que explica a relacédo verificada.

A alocacdo de tarefas em uma trilha de forrageamento proporciona o ajuste de
operarias envolvidas em uma atividade de acordo com a situacdo corrente da colonia
(Gordon e Mehdiabadi 1999). As atividades ndo sdo independentes: o nimero de
operarias desempenhando uma atividade dependerd da quantidade de operarias
desempenhando outras (Gordon 1989) e a decisdo de executar determinada tarefa
dependera de sinais fornecidos pelo ambiente bem como de sinais sociais resultantes
das interagcdes com outros individuos (Gordon 2002). Assim sendo, uma operaria deve
executar uma tarefa caso exista uma tendéncia de outros individuos a executarem outra
tarefa relacionada. O estimulo para execucdo de tarefa pode ser disparado por um
contato com um individuo co-colonial (Greene e Gordon 2003) e em consonancia, a
execucdo do comportamento de caroneira pode ser disparada pela maior taxa de
contatos entre individuos na trilha ou na arena de forrageamento, promovida pelo
aumento do fluxo de individuos. Sugere-se que o comportamento de caroneira foi

disparado pelos estimulos que as operarias pequenas receberam das companheiras de
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ninho que saiam do ninho, em funcdo do demonstrado aumento da frequéncia deste
comportamento com o aumento do fluxo de operérias que sairam do ninho.

Por outro lado, o aumento da taxa de encontros entre as operarias tambeém
implica em um atraso na entrega de recursos, pois a cada encontro ha redugdo na
velocidade de deslocamento das forrageiras, causando um congestionamento e
consequente reducdo do fluxo (Burd e Aranwela 2003; Dussutour et al. 2007). Com o
fluxo mais lento, a probabilidade de uma operéaria forrageira ser atacada por um forideo
parasitoide deve aumentar consideravelmente, o que seria, per si, um estimulo a
execucdo do comportamento de caroneira. Isto porque as caroneiras defendem
efetivamente as forrageiras contra o ataque e ovipostura dos forideos parasitoides
(Feener e Moss 1990, Elizalde e Folgarait 2012).

Na literatura sdo conhecidos alguns fatores promotores da ocorréncia de
caroneiras, sendo eles a estridulacdo das operérias forrageiras no momento do corte do
fragmento vegetal (Roces e Holldobler 1995) e distdrbio causado pela presenca de
forideos ao longo da trilha (Feener e Moss 1990). No presente estudo ndo foi possivel
correlacionar a ocorréncia de caroneiras com o0 tipo ou tamanho do fragmento
forrageado, embora tenha sido demonstrada uma alta capacidade de adaptacdo das
caroneiras as condicdes correntes na trilha, visto adequacdo do tamanho do corpo de
acordo com o tipo de fragmento vegetal forrageado. Assim, as caroneiras podem ter
evoluido independente da espécie vegetal e do tamanho do fragmento forrageado,
conferindo maior amplitude para ocorréncia deste comportamento. Além disso, 0
presente trabalho vem adicionar o aumento do fluxo de operarias que saem do ninho

como fator promotor da ocorréncia de caroneiras.
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CAPITULDO II - Identificando riscos: variacdo da frequéncia de caroneiras frente
a um patogeno em Acromyrmex subterraneus (Forel, 1893)

Resumo

O comportamento de caroneira é caracterizado por operarias minimas sobre as folhas
que sdo transportadas até o ninho. Dentre as hipbteses para a ocorréncia deste
comportamento, tem-se que as caroneiras reduzem a carga microbiana das folhas,
fazendo a limpeza dos fragmentos. Assim, foi investigado se a carga microbiana
influencia a frequéncia de caroneiras em Acromyrmex subterraneus. Para tanto, foram
oferecidos 200 discos de Acalypha wilkesiana por duas vezes para trés colonias de
laboratério. Foi feito o registro da frequéncia de caroneiras e também do fluxo de
operarias que saiam do ninho. Foram feitos quatro tratamentos, a saber: i) discos in
natura, sem manipulacdo; ii) discos polvilhados com talco inerte; iii) discos com
antibidticos; iv) discos com conidios de Metarhizium anisopliae. A frequéncia de
caroneiras variou nos diferentes tratamentos, com a probabilidade de ocorréncia de
caroneiras diminuindo quando M. anisopliae e antibioticos estavam presentes sobre 0s
discos. Também a frequéncia de caroneiras foi relacionada com a maior saida de
operarias do ninho. No presente estudo, ndo foi possivel relacionar a ocorréncia de
caroneiras com a funcdo de remocdo de carga microbiana, visto a redugdo deste
comportamento ter ocorrido na presenca do M. anisopliae e também na presenca de
antibioticos. Sugere-se que a falta de contato prévio dos membros da col6nia com os
conidios fangicos e com as solugbes antimicrobianas tenha causado a baixa frequéncia
deste comportamento sobre as folhas. As operarias teriam evitado contato com
substancias desconhecidas. Também o aumento da frequéncia de caroneiras relacionado
com o aumento do ndmero de operarias deixando o ninho pode ser entendido como
uma estratégia de reducé@o do nimero de operarias ao longo da trilha de forrageamento.
Nesse caso, as operarias minimas seriam estimuladas pelas companheiras de ninho a
assumirem a condicdo de caroneira. A diminuicdo de operarias reduziria o distarbio
causado pela presenca de muitas forrageiras na trilha e acarretaria em menor

probabilidade de engarrafamento, evitando um atraso na entrega do recurso no ninho.

Palavras-chave: Metarhizium anisopliae, formigas cortadeiras, Acromyrmex
subterraneus.
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Abstract

The hitchhiking behavior is characterized by minimal workers over the leaves
fragments which are transported into the nest. A hypothesis for hitchhiker occurrence is
that hitchhiking minims reduce the microbial load of leaf fragments. Here, we
investigated if a microbial load influences the frequency of hitchhikers for Acromyrmex
subterraneus. We offered twice 200 Acalypha wilkesiana disks (52 mm?) for three
mature laboratory colonies, registering hitchhikers frequency and the outbound foragers
flow until all the fragments had been transported. Four treatments were tested: in
natura disks (T1), disks with inert talcum powder (T2), disks brushed with antibiotic
Amoxicillin 500mg and Ciprofloxacin Hydrochloride 500mg (T3) and disks with
Matarhizium anisoplie conidia [10° conidia/mL] (T4). We found that treatments
influenced the frequency of hitchhikers, reducing the probability of having a hitchhiker
when M. anisopliae and antibiotics are present over the leaves. Also, more workers
leaving the nest more workers assuming the condition of hitchhikers. Hitchhikers could
not related with the microbial removal of leaves specially because when there were
antibiotics over the leaves the frequency of hitchhikers was also low. We suggest the
absence of previous meet between the entire colony and the conidia fungal or
antibiotics have caused this low frequency of hitchhikers. Yet, we could relate the
increase of hitchhiker frequency with a higher flow of outbound workers and by this
way, reducing the workers over-crowding along the foraging trail. Minimal ant assumes
the hitchhiker role preventing unnecessary bottlenecks and head collisions. Too many
minimal workers along the trail could disturb the flow and avoid a delay on return to

the nest.

Key words: Metarhizium anisopliae, leaf-cutting ants, Acromyrmex subterraneus.
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Introducéo

Formigas cortadeiras (Atta e Acromyrmex) (Hymenoptera, Formicidae, Attini)
sdo descritas como herbivoros dominantes do Neotrépico (Holldobler e Wilson 1990),
pois durante o forrageamento cortam varias partes de vegetais para cultivo do fungo
simbionte da col6nia (Della-Lucia e Oliveira 1993). As coldnias de formigas
cortadeiras possuem milhdes de individuos organizados em um complexo sistema de
divisdo de trabalho (Wilson 1980), no qual esta embutido o forrageamento. Assume-se
que 10% dos individuos de uma col6nia estdo engajados em atividades relacionadas ao
forrageamento, enquanto os demais desempenham outras tarefas (Dornhaus 2008).
Assim ao longo da trilha, diferentes castas de operarias executam o corte, transporte e
limpeza do material forrageado (Lopes et al. 2003, Griffiths e Hughes 2010) e a
manutencdo de trilha quimica (Evison et al. 2008) e fisica (Kost et al. 2005). Além
disso, durante todo o processo ocorre a troca de informagGes entre as operarias (Roces e
Nufiez 1993, Le Breton e Fourcassié 2004).

Outra atividade registrada durante o forrageamento € o ato de operarias da casta
minima se posicionarem sobre fragmentos vegetais que companheiras de ninho
transportam até a col6nia (Belt 1874, Stradling 1978, Feener e Moss 1990, Linksvayer
et al. 2002, Vieira-Neto et al. 2006). As caroneiras, como sdo chamadas as operarias
que executam este comportamento, sdo alvo de frequentes especulacdes e varias
questbes sédo levantadas para explicar a ocorréncia deste intrigante comportamento. As
hipdteses mais aceitas para a ocorréncia das caroneiras sdo: i) as caroneiras protegem as
forrageadoras do ataque de forideos parasitoides (Eibl-Eibesfeldt e Eibl-Eibesfeldt
1967, Feener e Moss 1990, Elizalde e Folgarait 2012; Hastenreiter et al. 2015b); ii) para
economizar energia de deslocamento no retorno ao ninho (Feener e Moss 1990); iii)
para ingerir a seiva exsudada do material recém cortado (Linksvayer et al. 2002); e iv)
para realizar a limpeza e/ou adicdo de enzimas nas folhas previamente a entrada no
ninho (Weber 1972, Griffiths e Hughes 2010).

A limpeza do material vegetal forrageado diminui a entrada de microrganismos
patogénicos no ninho, que podem causar grandes perturbacdes no fungo simbionte
(Currie et al. 1999a, Currie 2001, Currie e Stuart 2001) e nos individuos da colbnia
(Jaccoud et al. 1999) conferindo grande importancia as caroneiras. Dada a habilidade
em reconhecer substancias contaminantes sobre as folhas (Kermarrec e Decharme

1982, Kermarrec et al. 1986), operarias minimas executam a limpeza das folhas durante
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a incorporacdo destas no jardim de fungo (Camargo et al. 2003, Lopes et al. 2003)
sendo a principal linha de defesa da colbnia contra parasitos (Weber 1972, Wilson
1980, Jaccoud et al. 1999, Hughes et al. 2002, Poulsen et al. 2002, 2006). Assim
quando operarias minimas realizam o comportamento de caroneira é possivel supor que
a limpeza de folhas seja executada também fora do ninho, durante o forrageamento. De
fato, caroneiras sdo eficientes na limpeza da folha, através da retirada de tricomas os
quais acumulam microrganismos patogénicos (Griffiths e Hughes 2010), havendo
aumento do namero de caroneiras na presenca de M. anisopliae sobre flocos de milho
(Vieira-Neto et al. 2006).

Um importante fungo entomopatogénico que acomete colnias de formigas
cortadeiras €  Metarhizium anisopliae ~ (Metschnikoff)  (Deuteromycotina:
Hyphomycetes), espécie de fungo encontrada em grande abundancia proxima aos
ninhos destes insetos (Hughes et al. 2004b). Por ser um fungo entomopatogénico
obrigatério (Schmid-Hempel 1998), acredita-se que seja mais facilmente percebido
pelas operarias e assim mais facilmente controlado do que espécies de fungos
facultativos, visto que possui uma historia evolutiva em comum com formigas
cortadeiras. De fato, a presenca de M. anisopliae implica em um aumento na frequéncia
do comportamento de limpeza em operarias (Morelos-Juarez et al. 2010). Dessa forma,
supde-se que a presenca de M. anisopliae dispare o comportamento de caroneira.

Através de manipulacdes nos fragmentos de folhas, testou-se o efeito da
alteracdo da carga microbiana sobre a frequéncia de caroneiras em Acromyrmex

subterraneus ao longo da trilha de forrageamento em laboratorio.

Material e Métodos

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Mirmecologia da
Universidade Federal de Juiz de Fora, utilizando trés colonias de Acromyrmex
subterraneus (Forel, 1893) com 2L de volume de fungo simbionte. As colonias foram
mantidas sob temperatura e umidade relativa do ar controladas (T=22 a 25°C; UR=
aproximadamente 80%) e condicdes naturais de luminosidade.

A arena de forrageamento (bandeja plastica) foi conectada a col6nia por uma
ponte de vidro de 0.75m de comprimento, onde foi estabelecido um ponto no meio da
trilha para observacéo e registro da frequéncia de caroneiras e do fluxo de operarias
saindo do ninho. A frequéncia de caroneiras foi registrada durante todo o evento
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experimental, que foi finalizado apds o transporte de todos os discos. A contagem do
fluxo foi realizado em intervalos de 5 minutos, com contagem continua por 1 minuto.

Foram realizadas duas exposicoes a cada tratamento por colonia a fim de evitar
uma contaminacao significativa da col6nia e formacado de memaoria imune nas operarias
(Walker e Hughes 2009). Cada exposicéo contava com o oferecimento de 200 discos de
Acalypha wilkesiana (4rea de 0.50cm?) confeccionados com furador manual de metal.
Era feito um intervalo entre 2 e 5 dias entre as exposi¢cbes do mesmo tratamento na
mesma colbnia.

No primeiro tratamento, os discos foram oferecidos in natura, ou seja, as folhas
de A. wilkesiana eram coletadas e, sem passar por manipulacdo, os discos eram
confeccionados e oferecidos a coldnia.

Para o segundo tratamento as folhas de A. wilkesiana foram polvilhadas com
talco neutro esterilizado. Para esterilizacdo do talco utilizou-se uma estufa de ciclagem
de calor a 180°C por 12 horas. Apos a esterilizacdo, o talco foi polvilhado sobre as
folhas através de uma peneira de plastico limpa com alcool 98%. Posteriormente, 0s
discos foram confeccionados. Este tratamento visou verificar se a presenca de
caroneiras sobre as folhas estava relacionada a alguma substancia sobre a folha, mesmo
esta sendo inerte.

Para o terceiro tratamento as folhas de A. wilkesiana foram esterilizadas com
solugdes antibacterianas de dois antibidticos comerciais antes do preparo dos discos.
Um comprimido de Amoxicilina 500mg e um de Cloridrato de Ciprofloxacino 500mg
foram macerados e transferidos para Beckers individualizados. Posteriormente foi
acrescido 100 mL de agua destilada e a suspensao levada ao banho-maria em placa
aquecedora a 37°C por 30 minutos (Pita et al. 2004). Apds o término da solubilizacéo,
as solucdes antibacterianas foram aplicadas sobre as superficies abaxial e adaxial das
folhas com pincel previamente limpo com é&lcool 98%, escovando-se as folhas
(adaptado de Poulsen et al. 2003) com as duas solu¢fes em sequéncia. A sele¢do dos
antibioticos foi devida ao seu amplo espectro de a¢do em diferentes microrganismos.

No quarto tratamento as folhas de A. wilkesiana foram mergulhadas em
suspensdo de Metarhizium anisopliae (concentracdo: 1x10° conidios/mL), agitadas
manualmente durante 10 segundos (adaptado de Rohde et al, 2006) e colocadas sobre
folhas de papel-toalha para secagem natural. Apds a secagem das folhas, os discos
foram confeccionados. A utilizacdo do fungo entomopatogénico M. anisopliae se deve

a sua patogenicidade em formigas cortadeiras (Hughes et al. 2004a,b). A suspensao de
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conidios de M. anisopliae foi confeccionada a partir de esporulacdes recentes de cultura
com &gua destilada estéril e espalhante adesivo (Tween 80) na concentragdo de 0,01%.
A homocedasticidade e a normalidade dos dados de fluxo e frequéncia de
caroneiras foram verificadas através dos testes de Bartlett e de Shapiro-Wilk,
respectivamente. Quando o0s testes demonstravam que os dados ndo eram
homocedasticos e/ou normais, seguiu-se a transformagdo dos dados em logaritmo na
base 10. Em seguida, os dados foram submetidos a i) ANOVA com delineamento em
blocos ao acaso (colbnia) para avaliar se a frequéncia das caroneiras variou em fungéo
dos tratamentos e da exposicao, seguido do teste post-hoc Scott-Knott; e ii) regresséo
linear para verificar se a frequéncia de caroneiras variou em funcdo do fluxo das
operarias que saiam do ninho. Todas as analises foram realizadas ao nivel de 5% de

significancia no software R (R Development Core Team 2009).

Resultados

A frequéncia de caroneiras variou em fungdo dos tratamentos (GL=3, F= 5.38,
p=0.01), havendo uma reducdo significativa da frequéncia de caroneiras em A.
subterraneus quando as folhas foram manipuladas com M. anisoplae e com antibidticos
(Fig.1). Considerando as repeticOes, a frequéncia das caroneiras nédo variou
significativamente (GL=1, F=0.50, p=0.48), indicando a alta probabilidade de néo
formacdo de memdria imune das operarias em relacdo ao fungo entomopatogénico M.
anisoplae e aos antibidticos, conferindo confiabilidade nos dados obtidos a partir da
metodologia utilizada.

A frequéncia de caroneiras foi influenciada pelo fluxo de operérias que saiam
do ninho (GL=1 e 22, F=4.40, p=0.04) (Fig2), resultado também verificado no capitulo
anterior, no qual o aumento do fluxo de operarias saindo do ninho implicou no aumento
de caroneiras.

N&o foi observado nenhum ato comportamental diferente dos ja descritos na
literatura para as caroneiras (Hastenreiter et al. 2015b) independe do tratamento

realizado.
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Figura 1. Frequéncia de caroneiras sobre os discos tratados com antibidticos, M. anisopliae, folhas in
natura e talco esterilizado em Acromyrmex subterraneus. Letras iguais significam frequéncia de
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Figura 2. Frequéncia de caroneiras relacionada com o fluxo de operéarias que saiam do ninho em

Acromyrmex subterraneus.
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Discussao

A frequéncia de caroneiras em A. subterraneus foi influenciada pela presenca de
M. anisopliae, mas ao contrario do que se esperava, a presenca do fungo
entomopatogénico sobre a superficie foliar acarretou em uma baixa frequéncia de
caroneiras. Dessa forma, os dados obtidos ndo permitem relacionar a ocorréncia de
caroneiras com a remoc¢édo da carga microbiana das folhas, especialmente porque esta
reducdo também foi registrada quando os discos foliares foram tratados previamente
com antibidticos. Por outro lado, considerando que a frequéncia de caroneiras teve uma
relacdo positiva com o aumento do fluxo de operarias que saiam do ninho, sugere-se
que este comportamento pode estar associado a uma estratégia de reducdo da
perturbacdo causada pelo grande nimero de individuos na trilha de forrageamento.
Operérias minimas ao assumir a funcdo de caroneira previnem, entdo, engarrafamentos
e colisdes frontais na trilha, evitando atrasos no retorno ao ninho pelas operérias
transportadoras de folhas.

Dentro do grupo dos insetos, as respostas imunes frente a um patdgeno variam
em funcdo da experiéncia prévia individual, no qual um Unico individuo aumenta sua
resposta em uma exposi¢cdo secundaria a este mesmo patégeno (Pham et al. 2007,
Rodrigues et al. 2010). No caso de formigas cortadeiras, a resposta imune deve ser
analisada dentro de um contexto social, no qual o somatorio das experiéncias previas de
cada individuo resulta na intensificacdo dos comportamentos de defesa por todos os
membros do grupo, sem que 0 contato prévio com o patdgeno tenha sido vivenciado
individualmente, fendbmeno denominado como imunidade social (Walker e Hughes,
2009). Esses comportamentos de defesa que compdem a imunidade social s&o
importantes, pois controlam satisfatoriamente o estabelecimento de diversas infeccOes
na coldnia (Machado et al. 1988). Também a limpeza realizada por operéarias minimas
nos fragmentos transportados para o interior do ninho € incluida como comportamento
de defesa, pois promove a reducdo da carga microbiana presente nas folhas e
consequentemente a probabilidade de disseminacéo da infecgdo na col6nia (Griffiths e
Hughes 2010).

Pensando em resposta imune como uma resposta coletiva das operarias frente ao

patogeno (Walker e Hughes 2009), pode-se dizer que a baixa resposta a presenca do
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fungo M. anisopliae encontrada neste estudo pode ser atribuida ao fato de ser a primeira
exposicdo ao contaminante experimentada pelas operérias da col6nia, visto que estas
coldnias sdo criadas em laboratorio desde sua fundacéo. Dessa forma também a resposta
das caroneiras frente ao fungo entomopatogénico pode nédo ter sido disparada pela
presenca da suspensdo fungica em si justamente pela falta de exposicdo prévia. Isto
porque a casta das operarias minimas - caroneiras- manipula os substratos no interior do
ninho, realizando o processamento vegetal e a incorporagdo do mesmo no fungo
simbionte (Andrade et al. 2002, Camargo et al. 2003, Lopes et al. 2003, Hastenreiter et
al. 2015a)

De fato, o tratamento com M. anisopliae acarretou em uma reducédo de 70.77%
da frequéncia de caroneiras quando comparado com a frequéncia em folhas in natura.
Tal resultado pode estar relacionado com a auséncia de memdria imune das operarias
que assim ndo assumiram a funcdo de limpeza das folhas atribuida ao comportamento
de caroneira. A memoria imune € demonstrada em Lasius neglectus (Van Loon,
Boomsma e Andrasfalvy 1990), cujas operarias que tiveram contato prévio com M.
anisopliae tem menor probabilidade de morrer quando submetidas a uma nova
exposicéo ao fungo (Konrad et al. 2012). A reducéo do risco de morte esta relacionada
com a maior rapidez da defesa ao nivel de grupo, que inclui aumento da frequéncia de
autogrooming (revisado em Wilson-Rich et al. 2009) e allogrooming tanto dos
individuos expostos quanto os ndo expostos previamente (Yanagawa e Shimizu 2007,
Walker e Hughes 2009). Neste estudo, todas as operarias de A. subterraneus néo
tiveram qualquer contato prévio ao experimento com M. anisopliae, e por isso,
provavelmente ndo exibiram uma resposta forte - alocacdo para o comportamento de
caroneira - frente ao patdgeno.

O tratamento com a solugdo antibacteriana também provocou reducdo da
frequéncia de caroneiras sobre as folhas, com um decréscimo de 56.92% quando
comparado a folhas in natura. As solucbes antibacterianas aplicadas permitiram um
amplo espectro de acdo sobre possiveis microrganismos presentes nas folhas. Em
consequéncia, pode-se inferir que as folhas estavam livres de contaminantes, nédo
consistindo, por um lado, em um estimulo disparador do comportamento de caroneira.
Mas por outro lado ndo era esperado que consistisse um estimulo inibidor. Semelhante
ao acontecido com M. anisopliae, as operarias nunca haviam sido expostas
anteriormente as solucGes antimicrobianas, o que poderia explicar a baixa frequéncia de

caroneiras.
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Outra possivel explicacdo é que a presenca dos antibidticos nas folhas pode ter
inibido o comportamento de caroneira devido ao fato do exoesqueleto das operéarias ser
recoberto por bactérias simbiontes (Currie et al. 1999b) que as protegem de infec¢Bes
por fungos entomopatogéncicos (Mattoso et al. 2012). Assim, as operarias podem ter
evitado o contato com as solugdes antibioticas a fim de preservar sua protecdo e manter
em equilibrio a homeostase do individuo.

A frequéncia de caroneiras na presenca de talco neutro esterilizado e sobre
discos in natura foi semelhante, com um decréscimo de apenas 35.38% quando as
folhas tinham talco inerte. Ao contrario, em um estudo em laboratério com Atta
laevigata (Smith, 1858), a frequéncia de caroneiras em substratos in natura ou que
continham talco inerte foi menor quando comparadas aos que continham fungo
entomopatogénco (Vieira-Neto et al. 2006). Em laboratdrio, talco neutro é utilizado para
manipulacdo das colbnias, e, portanto material ao qual as operarias sdo expostas
constantemente e, portanto, reconhecem.

Um fato ainda mais interessante neste estudo é a relagdo positiva entre
frequéncia de caroneiras e numero de forrageiras que saiam do ninho. Grande
quantidade de operarias nas trilhas aumenta a eficiéncia do forrageamento da coldnia
(Dussutour et al. 2007). Entretanto, hd também o aumento das taxas de encontro entre as
operarias que promovem 0 atraso na entrega de recurso (Burd e Aranwela 2003,
Dussutour et al. 2007) visto a reducdo de até 20% velocidade das forrageiras (Burd e
Aranwela 2003). Maior tempo de exposicéo das forrageiras nas trilhas de forrageamento
as deixa mais vulneraveis ao ataque de parasitoides e a dessecagdo. Assim, 0 numero de
operarias na trilha deve aumentar até atingir um limite no qual promove a eficiéncia,
mas acima deste limite deve reduzir para que ndo haja decréscimo da eficiéncia do
forrageamento (Burd e Aranwela 2003, Burd et al. 2002). Operarias minimas sobre as
folhas obviamente sdo uma estratégia de reducdo do trafego de operérias ao longo das
trilhas, diminuindo as taxas de encontro e os atrasos decorrentes delas.

Outro fato importante e recorrente em trilhas de forrageamento é a obstrugéo
temporéaria das mesmas por detritos caidos (Evison et al. 2008, Farji-Brener et al. 2007).
Nesse caso, operarias minimas rapidamente cortam e removem-nos das trilhas (Howard
2001, Burd e Aranwela 2003). Tanto os detritos caidos quanto a agregacao de formigas
para retird-los provocam também um atraso no processo de forrageamento (Fraji-Brener
et al. 2010). Apesar do tamanho reduzido das operarias minimas ndo impedir que as

médias e grandes caminhem sobre a trilha (Burd e Aranwela 2003), a agregacao de
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minimas pode causar atraso na entrega de recurso (Fraji-Brener et al. 2010). Dessa
forma, apds terem cumprido a tarefa de limpeza e manutencéo da trilha, as operarias
podem assumir a posicdo de caroneiras, diminuindo o trafego nas trilhas e o atraso da
entrega de recurso no ninho decorrente dela.

Evolutivamente, o alto custo de vida em grandes colbnias deve implicar em
selecdo de comportamentos menos custosos para os individuos (Farji-Brener et al.
2010). Em consonancia, o custo de caroneiras sendo transportadas por outras operarias €
menor comparado ao custo do retorno de ambas as operarias separadamente (Feener e
Moss 1990), além de ndo implicar em perda na eficiéncia individual de forrageamento
das operérias transportadoras (Yackulic e Lewis 2007, Hastenreiter et al. 2015b).
Portanto, a relacdo entre maior numero de operérias nas trilhas e frequéncia de
caroneiras pode ser explicada pela adocdo da funcdo de caroneiras pelas minimas e
consequente reducdo do trafego de operarias nas trilhas. Dessa forma, a ocorréncia de
caroneiras pode prevenir atrasos no forrageamento, evitar distirbios no fluxo de
forrageamento e trazer menor custo para a colonia.

Verificou-se que a presenca de materiais organicos contaminantes e nao
contaminantes reduziram a frequéncia de caroneiras em A. subterraneus provavelmente
em decorréncia da auséncia de contato prévio das operarias com as substancias testadas.
Além disso, houve um incremento de caroneiras quando o fluxo de operarias na trilha

de forrageamento aumentava.
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CAPITULDO IlI - Congestionamentos: comportamento de caroneira como
estratégia de reducdo do trafego de operérias na trilha em Acromyrmex
subterraneus (Forel, 1893)

Resumo

Durante o forrageamento de formigas cortadeiras milhares de individuos se deslocam ao
longo de trilhas com alto fluxo de individuos. Em trilhas estreitas, o alto fluxo causa um
congestionamento e, em consequéncia, reduz a taxa de entrega de material vegetal, visto
a reducdo da velocidade das operérias. A alocacdo de tarefas nas trilhas, mediada pela
taxa de encontro entre as operarias, constitui uma provavel estratégia de reducdo do
fluxo de individuos. Operarias minimas, por exemplo, apds a execucdo da marcacédo
quimica da trilha, podem ser alocadas em outra fungdo, como caroneira. Sabe-se que as
operarias minimas ao detectar ataques de parasitoides assumem a funcéo de caroneira,
mas tal comportamento também é observado na auséncia destes. Assim, a ocorréncia de
caroneiras em condicbes de alta densidade, a qual promove aumento da taxa de
encontros, pode traduzir uma estratégia para evitar o congestionamento do trafego. O
presente estudo teve como objetivo avaliar como a variagdo na densidade de individuos
na trilha influencia a ocorréncia de caroneiras. Para tanto, cinco coldnias de
Acromyrmex subterraneus foram ligadas a arena de forrageamento, contendo 100 discos
de Acalypha wilkesiana, por trilhas de diferentes larguras (1.5 ou 3 cm). Realizou-se a
contagem de caroneiras e do fluxo de operarias que saiam do ninho. Houve um
incremento da frequéncia de caroneiras na trilha estreita e em funcdo do fluxo de
operarias que deixavam o ninho, embora o fluxo de operérias tenha sido 0 mesmo em
ambas as larguras. Trilha mais estreita apresentava maior densidade de individuos,
levando ao aumento da taxa de encontro entre as operarias. Taxas de encontro reduzem
a velocidade de deslocamento e séo agentes regulatorios de alocacdo de tarefas. Assim o
aumento da taxa de encontros promovido pela alta densidade pode constituir um
estimulo de alocacao das operarias minimas para a funcéo de caroneira, a fim de evitar o

congestionamento na trilha.

Palavras-chave: forrageamento, Acromyrmex subterraneus, congestionamento.
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Abstract

During foraging, millions of leaf-cutting ant workers travel along high traffic foraging
trails. Along narrow trails, high traffic of workers causes traffic jam and reduces the leaf
delivery rate due to the workers speed travel reduction. The worker allocation mediated
by head-on encounters could constitute a strategy of traffic reduction. Minimal workers
along trails, for example, could change the task after marking the trail chemically. In
fact, theses workers could be seen as hitchhikers. Minimal workers can detect
parasitoids and thus assume hitchhiker function, but this behavior could occur even in
absence of phorids. Hitchhiker occurrence could be a strategy to avoid the high density
of workers mediated by head-on encounters. Here, the goal was to access how the
variation of workers density along the trail influences the hitchhiker frequency.
Therefore, five Acromyrmex subterraneus colonies were linked to the foraging area by
trails of different width (1.5 or 3cm). It has been counted the number of hitchhikers and
the outbound workers flow. The frequency of hitchhikers increased along narrow trail,
and also in function of outbound workers in both trail width. However, outbound
foraging flow did not differ among trail width. Narrower trails had high density of
workers leading an increase of head-on encounters. Head-on encounters rate promote
the speed travel reduction and, furthermore, are regulatory agent of task allocation.
Thus, the increase of head-on encounter rate promoted by high density could constitute
a stimulus to task allocation of minimal workers to assume the function of hitchhiker to

avoid traffic jam.

Key-words: foraging, Acromyrmex subterraneus, traffic jam.
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Introducéo

O forrageamento em formigas é um complexo processo cujo sucesso €
dependente tanto da atividade individual das operarias quanto da atividade integrada do
grupo (Traniello 1989, Roces e Nufiez 1993). Formigas cortadeiras possuem col6nias
com mais de 10° operarias (Fowler et al. 1986) e durante o forrageamento milhares de
individuos se deslocam ao longo de um sistema de trilhas gerando um fluxo alto de
individuos (Burd et al. 2002, Kost et al. 2005).

Tidas como caracteristica marcante das formigas cortadeiras, as trilhas séo
notaveis ndo apenas pelo fluxo de operarias, mas também por serem conspicuas na
superficie do solo, sendo construidas ativamente pelas operérias (Bruce e Burd 2012) e
podendo variar em largura e comprimento (Sales et al 2015, Lopes et al. 2016). Além
disso, podem ser estabelecidas em locais com diferentes caracteristicas fisicas que
influenciam o deslocamento das forrageiras. Sabe-se, por exemplo, que ha um
incremento na velocidade de deslocamento das operarias em trilhas livres de folhas
(Sales et al. 2015) as quais possuem delimitacdo fisica. A delimitacéo fisica das trilhas
propicia maior concentracdo de forrageiras e consequente incremento da taxa de entrega
de folhas a colénia, seja pelo aumento do fluxo de operérias (Sales et al. 2015) ou pela
concentracdo do feroménio (Jaffé e Howse 1979, Sumpter 2006).

Dado que formigas cortadeiras apresentam recrutamento em massa, a largura da
trilha € um importante quesito do forrageamento. A0 mesmo tempo em que menores
larguras podem levar ao aumento da concentracdo de feromonio, que nesse caso ocorre
através de um mecanismo de retroalimentacdo positiva (Sumpter 2006), menores
larguras promovem o aumento da densidade de operarias que transitam na trilha.
Quando o fluxo de operérias estd aumentado, principalmente em caminhos delimitados,
ha um incremento nas taxas de encontro entre as operarias, que estimulam o corte de
folhas (Dussutour et al. 2007), mas causam pequenos atrasos no deslocamento dos
individuos, que representam uma reducdo de até 20% da velocidade de deslocamento
(Burd e Aranwela 2003). A reducdo da velocidade causada tanto pela alta taxa de
encontros ou pelo transporte de grandes cargas causa um congestionamento no trafego
de operarias (Burd et al. 2002, Farji-Brener et al. 2011).

Nesse contexto, espera-se que as operarias ajustem seu comportamento de forma
a minimizar o efeito da alta densidade de individuos na trilha, evitando assim a

formacéo de congestionamentos e consequentes atrasos na entrega de recursos. De fato,
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observa-se como estratégia para manutencdo da performance da col6nia que operarias
de formigas cortadeiras reduzem o tamanho dos fragmentos cortados em situacGes de
alto tréfego de individuos (Farji-Brener et al. 2011) e de manipulagdo da largura da
trilha (Dussutour et al. 2009a,b).

A alocacdo e troca de tarefas na trilha é fundamental na manutencao do fluxo de
forrageamento e esta relacionada com as taxas de encontro. Tais taxas atuam como um
mecanismo de facilitacdo social do comportamento, na medida em que um animal é
mais propenso a executar um comportamento na presenca de outros engajados no
mesmo comportamento (Thorpe 1963). Em formigas, as taxas de encontro fornecem
informacdes a respeito de quantas estdo engajadas em determinada atividade e estas
taxas sdo dependentes de caracteristicas coletivas, como tamanho do grupo ou
densidade (Gordon e Mehdiabadi 1999). Assim quando as taxas de encontro variam ha
0 ajuste do numero de individuos atuando nas diferentes tarefas, em um processo auto-
organizavel que opera sem controle central, com operarias respondendo a estes sinais
localizados e simples (Gordon e Mehdiabadi 1999).

Ao longo da trilha de forrageamento operdrias da casta minima s&o
principalmente responsaveis por executar a marcacao de trilha com feroménio (Evison
et al. 2008). Quando o alto fluxo de operérias supre o papel de marcacéo quimica, estas
operérias ja fora do ninho poderiam, entdo, ser alocadas em outra funcdo. De fato,
operarias minimas podem ser observadas executando o comportamento de caroneira
(Stradling 1978), no qual sobem nos fragmentos de folhas transportados por
companheiras de ninho.

Sabe-se que a condicdo de caroneira é assumida pelas operarias minimas quando
estas detectam que forrageiras estdo sob o ataque de parasitoides (Feener e Moss 1990,
Braganca et al. 1998). Entretanto, este comportamento também ¢é observado na auséncia
de forideos, o que indica que outros estimulos estejam relacionados com sua ocorréncia.
Dado que o aumento da densidade promove aumento da taxa de encontros e esta se
relaciona com a alocacéo de tarefas é cabivel supor que operarias minimas troquem para
a tarefa de caroneira em funcdo da alta densidade de operarias na trilha. Assim, o
presente estudo avaliou se a variacdo da densidade de operarias na trilha influencia na

frequéncia de caroneiras.
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Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Laboratério de Mirmecologia da Universidade
Federal de Juiz de Fora, utilizando cinco coldnias de Acromyrmex subterraneus com
volume de fungo similar (2.5 Litros). As col6nias foram mantidas sob temperatura e
umidade relativa do ar controladas (T=22 a 25°C; UR= aproximadamente 80%) e
mantidas com folhas frescas de Acalypha wilkesiana e Flamboyant sp. diariamente.
Para a experimentacdo, as col6nias foram privadas das folhas pelas 24h anteriores a
realizacdo dos tratamentos.

Cada colénia foi ligada a arena de forrageamento por uma ponte de vidro de 70
cm de comprimento e de largura varidvel. Dois tratamentos foram estabelecidos tendo
em vista a largura da ponte: i) trilha larga - 3 cm de largura; ii) trilha estreita - 1.5 cm
de largura. Ao final da trilha foram oferecidos na arena de forrageamento 100 discos de
A. wilkesiana (4rea de 52 mm?) confeccionados com furador manual de metal a partir
de folhas frescas colhidas imediatamente antes da realizagao do experimento.

No meio da ponte de vidro foi estabelecido um ponto para o registro da
frequéncia de caroneiras que estavam sobre as folhas alem do fluxo de operarias que
saiam do ninho em direcdo a arena de forrageamento. O fluxo foi contabilizado por
intervalos de cinco minutos com contagem continua por um minuto. Dessa forma foi
possivel calcular a média de fluxo para todo o processo de forrageamento.

Cada uma das cinco colénias foi submetida a cada um dos tratamentos por cinco
vezes. Entretanto, quando a frequéncia de caroneiras era zero as repeticdes eram
excluidas, totalizando 34 repetices.

Os dados foram submetidos aos testes de Bartlett e Shapiro-Wilk para
verificacgdo da homocedasticidade e normalidade, respectivamente. Caso a
homocedasticidade e/ou normalidade ndo fossem verificadas, seguia-se a transformacao
dos dados em logaritmo na base 10. ApOs este procedimento, os dados foram
submetidos a ANOVA para avaliar se a frequéncia das caroneiras e o fluxo das
operarias que saiam do ninho variaram em funcdo dos tratamentos; e Regressdo Linear
para verificar se a frequéncia de caroneiras variou em funcao do fluxo de operarias que
saiam do ninho. Todas as analises foram realizadas ao nivel de 5% de significancia no

software R (R Development Core Team 2009).
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Resultados

A frequéncia de caroneiras variou em funcdo da largura das trilhas (df=1,
F=5.38, p=0.027), sendo maior na trilha estreita (Fig. 1). Além disso, a média do fluxo
de operarias que saiam do ninho ndo variou em funcédo da largura da trilha (df=1 e 32,
F=0.44, p= 0.51) (Fig. 2). Um mesmo numero de individuos em um espaco reduzido
significa maior densidade. Dessa forma, pode-se dizer que na trilha estreita havia uma
maior densidade de individuos quando comprada a trilha larga.

Também foi verificada uma relacdo positiva entre a frequéncia de caroneiras e 0
numero de operarias que saiam do ninho (df=1 e 32, F=12.17, p= 0.001) (Fig. 3),

resultado também encontrado nos capitulos anteriores.
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Figura 1. Frequéncia de caroneiras nas trilhas larga e estreita em Acromyrmex subterraneus.
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Figura 2. Fluxo médio de operarias que saiam do ninho nas trilhas larga e estreita em Acromyrmex

subterraneus.
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Figura 3. Frequéncia de caroneiras relacionada com o fluxo de operarias que saiam do ninho em

Acromyrmex subterraneus. Eixo em logaritmo na base 10.
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Discussao

O incremento da frequéncia de caroneiras em trilhas estreitas indica que a
funcdo de caroneira pode configurar uma estratégia comportamental em condicdes de
alta densidade de operéarias na trilha. Por outro lado, a reducéo na largura da trilha ndo
promoveu alteracdo do fluxo de operérias que saiam do ninho, ou seja, 0 nimero médio
de operérias nas trilhas larga e estreita foi similar e em ambos os casos teve efeito
positivo sobre a frequéncia de caroneiras. Dessa forma, dado que o fluxo ndo variou em
funcdo da largura da trilha, mas influenciou a frequéncia de caroneiras, tem-se que o
aumento da densidade de operarias decorrente da reducgdo da largura da trilha estimulou
a execucdo do comportamento de caroneira.

As trilhas sdo verdadeiros corredores que ligam a colénia a arena de
forrageamento e por onde passam milhdes de operéarias para forragear (Shepherd 1982).
Nelas sdo aplicados montantes de feromonio pelas operarias escoteiras, forrageiras
(Sumpter 2006) e minimas (Evison et al. 2008) e em trilhas mais estreitas, espera-se que
a aplicacdo do feromonio seja mais localizada. Neste estudo, esta afirmacdo torna-se
mais evidente, visto que o fluxo de operarias foi similar nas trilhas estreita e larga (o
namero de operarias que saiam do ninho ndo diferiu entre as larguras). Assim, supde-se
gue 0 mesmo numero de individuos aplicando feroménio em uma menor area leve a um
acumulo do feroménio. Sabe-se que os forideos sdo atraidos pelos mais diversos
compostos volateis, incluindo feromdnio de trilha e alarme (revisado em Mathis e
Phillpott 2012). Entdo, o acumulo de feroménio na trilha estreita deve aumentar a
probabilidade de ocorréncia de forideos sobrevoando a trilha em condicfes naturais.
Como as caroneiras estdo relacionadas com a defesa das forrageiras ao ataque de
forideos parasitoides, supde-se que as minimas tenham sido estimuladas pelo acimulo
de feromonio a assumir a condigéo de caroneira.

A reducdo da largura da trilha causou um aumento na densidade de individuos, e
em consequéncia, houve o aumento da taxa de encontro entre as operarias (Burd e
Aranwela 2003). Tais encontros entre companheiras de ninho sdo reconhecidos como
importantes reguladores da alocacdo de tarefas (Gordon 2002, Gordon e Mehdiabadi
1999). Em trilhas estreitas, 0 comportamento de caroneira pode ter sido, ent&o,
estimulado com maior frequéncia pelas companheiras de ninho devido ao aumento da
taxa de encontros causada pela reducdo da largura da trilha. De fato, durante o

forrageamento, o nivel de estimulo pode resultar numa modificacdo na alocacdo das
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tarefas, em que operarias que ndo estdo engajadas em determinada fungdo passam a
executa-la (Waddington e Hughes 2010). Operarias pequenas tem a fungéo principal de
marcacdo quimica da trilha (Evison et al. 2008). Entretanto, esta tarefa também é
realizada pelas operarias médias e grandes (forrageiras) quando o fluxo ja esta
estabelecido na trilha (Sumpter 2006). Nesse caso, as minimas na trilha estariam
disponiveis para a execucdo de outras fungbes relacionadas ao forrageamento.
Assumindo a postura de caroneiras, operdrias minimas executariam as funcGes
relacionadas a este comportamento e ainda economizariam energia de retorno ao ninho
(Feener e Moss 1990).

Um dos modelos de explicagdo da dindmica de alocacdo de tarefas diz que a
decisdo individual de uma operaria engajar-se em uma tarefa é baseada em estimulos
ambiental e social (Pacala et al. 1996). No presente estudo, sugere-se que ambos 0s
estimulos possam ter causado o aumento da frequéncia de caroneiras, sendo o estimulo
social - taxa de encontros e aplicacdo localizada de feromodnio - amplificados pelo
estimulo ambiental de estreitamento da trilha. De fato, em insetos sociais ambos 0s
estimulos contribuem para a alocacdo de tarefas (Gordon 2003).

O aumento da taxa de encontros € decorrente do numero de operarias que saiam
do ninho o qual se relacionou positivamente com a frequéncia de caroneiras. Além
disso, mais individuos saindo do ninho significam mais operarias disponiveis para o
transporte de folhas, que € essencial para a execug¢do do comportamento de caroneira,
pois para a ocorréncia de caroneiras é imprescindivel o transporte de folhas. O mesmo
resultado foi obtido nos outros experimentos que constam nessa tese, apresentados nos
capitulos 1 e 2.

Sabe-se que em trilhas estreitas as operdrias sdao habeis em evitar
congestionamentos por mecanismos comportamentais. Quando uma via alternativa de
trafego € disponibilizada, parte das operarias se dirige a trilha alternativa apds encontro
com uma companheira de ninho que trafegava na trilha principal em sentido oposto,
dividindo o fluxo de forrageamento (Dussutour et al.2004). Além disso, o fluxo pode
ser organizado temporalmente, em blocos alternados de operarias que saem e que
retornam ao ninho (Dussutour et al. 2005). Estas estratégias comportamentais Sao
sugeridas como alternativas para reduzir a taxa de encontros entre as operarias e evitar
os atrasos decorrentes delas (Dussutour et al. 2005). Outras estratégias relacionadas ao
congestionamento de trafego € a reducdo do tamanho dos fragmentos foliares

transportados evitando-se o truck-driver effect (Farji-Brener et al. 2011) e organizacéo
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espacial do fluxo, em que as minimas transitam pela parte lateral da trilha, onde existe
maior nimero de obstaculos (Brugger 2015).

O estimulo para o comportamento de caroneira por diferentes agentes ja é
conhecido na literatura (forideos: Feener e Moss 1990, estridulacdo: Roces e Holldobler
1995). No presente estudo, soma-se a estes agentes a alta densidade de individuos na
trilha, que leva a um potencial congestionamento do trdfego de individuos. Tal
congestionamento gera custos que vdo desde a reducdo da taxa de entrega de recurso até
a reducdo de 20% da velocidade de deslocamento das forrageiras (Burd e Aranwela
2003). Nesse contexto, operarias permanecem um periodo maior de tempo fora do
ninho, tendo aumentados os riscos de dessecagdo, competicdo (de Biseau et al. 1997) e
de ataque por parasitoides (Feener e Moss 1990). A fim de evitar congestionamentos e
consequentes retardos no retorno ao ninho, ha um aumento da frequéncia do
comportamento de caroneiras em trilhas estreitas. Isto porque ao assumir a funcao de
caroneira tem-se dois individuos ocupando um menor espago se comparado a estes
mesmos individuos caminhando ao longo da trilha. Neste estudo, indica-se que o
comportamento de caroneira representa uma nova estratégia para evitar 0

congestionamento na trilha.
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CONSIDERAGCOES FINAIS

As investigacOes ecoldgico-comportamentais propostas sobre o comportamento
de caroneira em Acromyrmex subterraneus revelam que assumir o papel de caroneiras
constitui uma estratégia comportamental de alta plasticidade relacionada com a reducgéo

de engarrafamento na trilha.

As caroneiras ocorreram aleatoriamente sobre os discos vegetais nas diferentes
especies e tamanhos testados, ndo sendo, portanto, estes fatores condicionantes a sua
incidéncia durante o forrageamento. Dessa forma, as operarias minimas estdo aptas a
assumir o papel de caroneira independente do tamanho ou tipo de vegetal selecionado
pelo contingente de operarias forrageiras. Mostra-se que houve inclusive uma
adequacao do tamanho da caroneira em funcdo do substrato transportado constituir-se
de folha ou pétala, o que garante a ampla ocorréncia do comportamento. Por outro lado,
a presenca de substdncias desconhecidas para as operarias sobre os fragmentos
transportados implicou em uma reducdo da ocorréncia deste comportamento. Assim,
ndo foi possivel relaciona-lo com a remogéo de carga microbiana presente no substrato

para cultivo do fungo anteriormente a sua entrada no ninho.

A ocorréncia de caroneiras respondeu a varia¢fes no trafego de forrageamento
em todas as manipulagdes realizadas no presente estudo. Tal constatacdo é ainda mais
evidente visto o incremento de caroneiras em funcdo do aumento da densidade de
operarias na trilha. O aumento do trafego em trilhas de forrageamento promove o
aumento da taxa de encontros, a qual é agente regulatorio de alocacdo de tarefas.
Sugere-se que 0 comportamento de caroneira é estimulado pela taxa de encontros,
podendo ser considerado uma estratégia comportamental para reducdo do trafego de

operarias nas trilhas.

Em sistemas auto-organizaveis, como é o caso de colonias de formigas
cortadeiras, a resposta das operarias frente a estimulos simples e localizados sem um
comando central representados pelas manipula¢fes impostas é essencial nha manutencéo
da performance do forrageamento. Este estudo destaca 0 comportamento de caroneira
realizado pelas operarias minimas como parte essencial deste sistema, sendo
imprescindivel na organizacdo do trafego de operarias visto que reduz a probabilidade

de ocorréncia de engarrafamentos na trilha.
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