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RESUMO

GUIMARAES, Maria Raquel Fellet, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2010.
Polietismo e Expectativa de Vida em Operarias de Atta laevigata. Orientador: Simon Luke
Elliot. Co-orientadores: Terezinha Maria Castro Della Lucia e Arnoldus Rudolf Maria Janssen.

O polietismo etario é a mudanca nas atividades exercidas pelos membros de uma
col6nia ao longo da sua vida. Os individuos mais velhos teriam menor valor futuro para
a colOnia, seria entdo melhor se realizassem tarefas fora do ninho e néo retornassem ao
interior do mesmo. Isso diminuiria o risco de trazerem patdgenos para dentro da
colbnia, o que consequentemente, aumentaria a expectativa de vida da colbnia. A
primeira hipotese desse trabalho é que as operarias de fora do ninho de formigas
cortadeiras morrem antes das de dentro sugerindo que sejam mais velhas. Uma hipétese
alternativa é que as formigas que forrageiam sdo operarias mais fracas, previamente escolhidas
pela coldnia, para realizarem tarefas mais perigosas, ja& que as perdas das mesmas nao
acarretariam tantos prejuizos. Para testa-las, operarias de dentro e fora do ninho da
formiga cortadeira Atta laevigata (Smith) (Hymenoptera: Formicidae) foram coletadas
de ninhos no campo (Vigosa, Minas Gerais, Brasil) e também de coldnias provenientes
de laboratério. Formigas de mesmo tamanho foram individualizadas em placas de Petri
e supridas com agua e solucdo de mel 1:1. Para testar a segunda hipotese, formigas
foram inoculadas com o fungo Beauveria bassiana (Bals.) Vuill., com objetivo de
comparar a sobrevivéncia dessas com formigas controle. As operarias de fora morreram
antes das de dentro tanto no experimento de campo quanto no de laboratério. Isto
sugere que sejam mais velhas, apoiando a primeira hipdtese, que essa espécie utilize o
polietismo dependente da idade. No experimento com formigas do campo, ndo houve
diferenca nas curvas de sobrevivéncia das de fora do ninho, inoculadas ou ndo; mas
com as formigas de laboratdrio houve. O primeiro experimento indica que as formigas
externas ndo sdo previamente mais fracas, mas o segundo indica que sim. Isso pode ter
ocorrido pela diferenca entre as condi¢cdes naturais (onde tém mais contato com
patogenos e individuos mais suscetiveis seriam eliminados) e as condigcdes de
laboratdrio (menos patdgenos). Esse estudo foi 0 primeiro passo para se testar o0 modelo
esteira de Schmid-Hempel. Estudos adicionais serdo importantes para entender 0s
mecanismos, extrinsecos e intrinsecos, mediadores das mudancas nas atividades

internas ao ninho para atividades externas, com a passagem da idade.
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ABSTRACT

GUIMARAES, Maria Raquel Fellet, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February, 2010.
Polyethism and Lifespan in Atta laevigata Workers. Adviser: Simon Luke Elliot. Co-
advisers: Terezinha Maria Castro Della Lucia and Arnoldus Rudolf Maria Janssen.

Age polyethism is the change in activities carried out by members of a colony
during its life. Older individuals have lower future value to the colony, so it would be
better for the colony if they could perform more dangerous tasks outside the nest and
not return to its interior. Thus, the risk of bringing pathogens into the colony is reduced,
protecting internal individuals and thereby increasing the life expectancy of the colony.
The first hypothesis of this study is that external ants are older than internal ones and
therefore die earlier. A complementary hypothesis is that external workers are weaker,
having been previously selected by the colony to carry out dangerous tasks, since the
losses would be less prejudicial to the colony. To test these hypotheses, internal e
external workers of the leaf-cutter ant Atta laevigata (Smith) (Hymenoptera:
Formicidae) were collected from nests in the field (Vicosa, Minas Gerais State, Brazil)
and also from laboratory colonies. Ants of the same size were placed individually in
Petri dishes and supplied with water and honey solution 1:1. To test the second
hypothesis, ants were inoculated with the fungus Beauveria bassiana (Bals.) Vuill to
compare their survival to controls. In both the field and laboratory experiments, the
external workers died before the gardeners, suggesting that they are older, supporting
the first hypothesis, that this species use age-dependent polyethism. In the experiment
with ants from the field, there was no difference in the survival curves of external ants,
inoculated or not. There was a difference in the laboratory ants. The first experiment
indicates that external workers are not previously weaker, but the second suggests they
are. This could be the difference between natural conditions (where they have more
contact with pathogens so more susceptible individuals may be eliminated) and
laboratory conditions (less pathogens). This study is the first step to test the conveyor
belt model of Schmid-Hempel. Additional studies will be important to understand the
intrinsic and extrinsic mechanisms mediating progression from internal to external

activities, during aging.
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INTRODUCAO

Para 0s insetos, assim como para outros grupos de organismos, a vida em grupo tem
muitos beneficios em relacdo ao estilo de vida solitario. Para insetos sociais cooperacao
entre os individuos pode aumentar a eficiéncia das atividades de forrageamento, defesas e
cuidado com a rainha e a prole (Wilson, 1971; Cremer et al., 2007). Por outro lado, em
insetos sociais que vivem em grupo espera-se que eles sejam mais suscetiveis aos
patdgenos devido as elevadas densidades populacionais e alta freqliéncia de contato entre
os individuos, além do alto grau de parentesco (Alexander, 1974; Schmid-Hempel, 1998;
Hughes et al., 2004).

Como em outros insetos sociais, as formigas cortadeiras sdo eficientes em
reconhecerem materiais potencialmente nocivos as col6nias. Elas apresentam defesas
comportamentais que neutralizam ou minimizam os efeitos danosos de parasitas e
patdgenos. Podem, por exemplo, evitar o patdgeno; a lambedura de si mesma, das irmas,
das folhas e do jardim de fungos, com finalidade higiénica e a retirada de residuos dos
ninhos (Diehl-Fleig & Lucchese, 1991; Boomsma et al., 2005; Chapuisat et al., 2007,
Fernandez-Marin et al., 2006). Entretanto, a lambedura entre coespecificas pode protegé-
las mas, a0 mesmo tempo, ser uma desvantagem, pois pode fazer com que uma operaria
infectada infecte outra sadia. Além disso, poderiam teoricamente se proteger por viverem
em grupo como propde a hipbteses da Profilaxia Densidade Dependente (PDD).

Entretanto, Pie et al. (2005), estudando cupins, encontraram pouco suporte nessa
hipétese. De acordo com Elliot & Hart (2010), como as formigas mudam de atividades
mais seguras para outras mais perigosas com o passar da idade, as interagdes entre 0s
individuos provavelmente exercem um papel mais importante no risco de adquirirem
doencas do que a densidade de individuos em si. Mas se a interacdo entre individuos
infectados e suscetiveis juntamente com a PDD levarem a maiores chances de adquirirem

doenca, entdo seria esperado um maior investimento em defesas imunoldgicas.



O polietismo etario, ou seja, a transicdo de tarefas com o passar da idade é uma das
mais elaboradas formas de divisdo de trabalho nos insetos sociais (Wilson, 1985a). De
acordo com Holldobler & Wilson (1990), cada espécie tem seu préprio padrdo de
polietismo temporal. Na maioria dos Hymenoptera sociais, os individuos jovens realizam
tarefas mais criticas para a seguranca da coldnia, como cuidado com a rainha e com as
formas imaturas, no centro do ninho, e os individuos mais velhos trabalham na periferia
ou externamente ao ninho, realizando tarefas como o forrageamento (Hoélldobler &
Wilson, 1990).

O polietismo etéario ja é bem conhecido em abelhas (Lindauer, 1953; Seeley &
Kolmes, 1991; Robinson, 1994; Huang & Robinson, 1996), onde ocorrem mudancas
comportamentais com a idade. Em operarias, é associado a mudancas fisiol6gicas, com a
ativacdo e regressao das glandulas enddcrinas, modifica¢fes na producdo de feroménios e
em resposta aos estimulos relacionados aos desempenhos de tarefas (revisado em
Robinson, 1992; Gracioli-Vitti et al., 2004). Em formigas cortadeiras sabe-se muito pouco
sobre a dindmica do polietismo etéario. Os trabalhos publicados sobre esses organismos
sdo pouco conclusivos e isso, aumenta a importancia de se testar hipdteses que
explicariam e auxiliariam num maior entendimento do polietismo etario nesse grupo. Se,
de fato esses organismos utilizam o polietismo etario, entdo as operarias forrageadoras
deveriam ser mais velhas e, portanto, ter uma menor expectativa de vida. Em decorréncia,
deveriam também ser menos resistentes a fatores de estresse como, por exemplo, doencas.
Uma das maneiras de se testar a idade e a resisténcia de individuos é sujeitando-0s aos
fatores de estresse. Sabe-se que as doencas sdo fatores de estresse que afetam mais 0s
individuos mais fracos. E possivel que a infecgdo por patdgenos ocorra de maneira
diferente entre as castas, ja que essas devem mudar ao longo de seu envelhecimento.

As formigas cortadeiras sdo as principais pragas em areas de reflorestamento nos

neotrépicos. O principal método utilizado para o controle dessas pragas é o controle



quimico, com a utilizacdo de pds-secos, termonebulizacdo e iscas toxicas (Della Lucia,
2003). As normas prescritas pela Forest Steward Council (2002), dizem que os gestores
florestais devem adotar medidas de controle de pragas que causem menos danos ao meio
ambiente e devem buscar controlar as pragas sem a utilizacdo de inseticidas quimicos
e/ou demonstrarem esforcos para alcancar esses objetivos. As empresas de
reflorestamento vém buscando técnicas alternativas de controle de formigas cortadeiras
para substituicdo do controle quimico, principalmente devido as questfes econémicas,
normativas e ambientais.

O estudo da dindmica patogeno-formigas podera fazer com que esses insetos sejam
controlados e/ou preservados. Se, de fato, como se supde as formigas cortadeiras que
realizam tarefas fora da colénia forem individuos mais velhos em uma coldnia que atuam
como forrageadoras. Sendo que, quando jovens realizavam tarefas internas no ninho e
com o passar da idade passaram a atividades externas, ndo retornando a areas mais
importantes da colbnia, as camaras de fungo e bercario. A utilizacdo, por exemplo, de
iscas toxicas poderia ndo ser uma boa alternativa de controle. Se as formigas de fora ndo
entram nas areas alvo para o produto, talvez antes das iscas atingi-las, elas sejam
eliminadas pelas operarias lixeiras. No entanto, iscas tém sido um meio eficiente no
controle de formigas cortadeiras.

Schmid-Hempel (1998) fez uma analogia do polietismo etario a uma linha de
montagem ou esteira em uma industria. Nesse modelo, os operarios, ao emergirem,
entrariam na “esteira” de um lado, com tarefas como cuidar da rainha (e rei, no caso de
cupins) e da prole, no centro do ninho. Com o passar da idade, o valor desses individuos
para a colénia diminui e eles tém mais chance de adquirirem infeccdo. Os operarios
passariam com a idade para a outra posi¢cdo na “esteira” com tarefas mais perigosas e
concentradas na periferia do ninho, particulamente o forrageamento e a defesa da coldnia,

e ndo retornariam as areas mais sensiveis da col6nia, como o jardim de fungos e o



bercario, saindo da esteira com a morte. Dessa maneira, os individuos que realizam
tarefas externas ao ninho ndo trariam possiveis patdgenos as areas mais importantes da
coldnia, preservando, dessa forma, as formas imaturas, as operarias mais jovens e,
principalmente, a rainha, o que contribuiria para o aumento do valor adaptativo da
colénia. O polietismo etério poderia constituir entdo, uma possivel estratégia de defesa
comportamental contra os patdgenos que ameacam a colonia.

O objetivo do presente trabalho foi verificar se formigas cortadeiras, utilizando-se a
espécie Atta laevigata (Smith) (Hymenoptera: Formicidae) como modelo, conformam
com o modelo esteira do polietismo etério.

A primeira hipotese é que as formigas cortadeiras que realizam tarefas fora do
ninho morreriam mais rapido que as que realizam dentro, por se encontrarem no final
da esteira. A hipGtese complementar é que em situacdo de estresse, neste caso, a
presenca de um patégeno, o fungo B. bassiana, formigas de fora inoculadas morram
ainda mais rapidamente que as de dentro inoculadas, 0 que sugere que sejam mais
fracas e consequentemente mais suscetiveis. Sabe-se que uma infecgdo causa danos ao
hospedeiro e diminui a expectativa de vida dos mesmos. Para testar essa hipotese foram
realizados experimentos com formigas coletadas no jardim de fungos e com formigas

forrageando em coldnias de campo e de laboratério.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

DIVISAO DE TRABALHO - POLIETISMO EM INSETOS SOCIAIS

O polietismo esta entre os aspectos fundamentais na evolucdo das colénias de insetos
sociais (Hinze & Leuthold, 1999), é a divisdo de trabalhos entre os membros de uma
sociedade (Wilson, 1980). Essa divisdo de trabalho proporciona a diminuicdo de
repertorios comportamentais de um unico individuo (Hinze & Leuthold, 1999). O
polietismo pode ser etério, em funcdo da idade e da experiéncia individual, fisico em
decorréncia da morfologia e do tamanho (Diehl-Fleig, 1994), ou a combinacdo desses
(Hinze & Leuthold, 1999).

Em algumas subcastas de operarias, em cupins e nas de algumas formigas, ocorre
o polietismo morfoldgico (Oster & Wilson, 1978; Beshers & Fewell, 2001), mas
existem poucos trabalhos publicados em cupins relacionados ao polietismo (Crossland
et al., 1997; Hinze & Leuthold, 1999). As mais visiveis especializacdes morfologicas
em insetos sociais é para defesa, como o que ocorre em soldados e operarias maiores,
que possuem mandibulas mais fortes para defesa contra possiveis invasores e
forrageamento, mas podem ocorrer especializacfes também para 0 processamento e
estoque do alimento (Holldobler & Wilson, 1990; Beshers & Fewell, 2001).

A hipétese do tamanho e idade dos individuos como importantes determinantes
no desempenho de tarefas é a chave para a eficiéncia das col6nias de insetos sociais.
(Holldobler & Wilson, 1990; Schmid-Hempel, 1991; Naug & Gadagkar, 1999;
Johnson, 2002; Johnson, 2005; Seid & Traniello, 2006). Seid & Traniello (2006),
estudando operarias pequenas de Pheidole dentata Mayr (Hymenoptera: Formicidae),
encontraram que o repertério de tarefas aumenta a medida que as operarias menores
ficam maduras, um mecanismo de organizacdo de tarefas ndo incluido em trabalhos
anteriores de polietismo temporal, ou etario, em insetos sociais. Eles perceberam que

operarias pequenas mais velhas tinham maior naimero e frequéncia de tarefas



comparadas as mais novas e propuseram que as operarias mais velhas poderiam ter
capacidades sensoriais que permitiriam a elas responderem a maior nimero de tarefas.

O polietismo etario € comum nos insetos sociais, como abelhas, cupins, formigas
e vespas (Wilson, 1971; Holldobler & Wilson, 1990; Robinson, 1992) e esta
relacionado com o aumento dos riscos de mortalidade em atividades externas,
forrageamento e defesa do ninho por individuos mais velhos. Operarias que realizam
tarefas de risco mais tardiamente aumentam a expectativa de vida das operarias jovens
que trabalham em atividades internas na col6nia (Wakano et al., 1998; Tofilski, 2006;
Moron et al., 2008). Ao aumentar a longevidade das operarias, aumenta-se o valor
adaptativo da colonia (Schmid-Hempel, 1987; Schmid-Hempel & Wolf, 1988;
Woyciechowski & Kozlowski, 1998; Moron et al., 2008). O polietismo etario é
centrifugo, ou seja, as operarias dos insetos sociais iniciam a vida com tarefas, como
cuidado com a rainha e com os imaturos no centro do ninho e depois se deslocam para a
periferia da colonia ou fora do mesmo, com fungdes como, guardides da colonia e
forrageadores (Wilson, 1985b; Holldobler & Wilson, 1990). Na maioria dos insetos
sociais, dentro dos Hymenoptera estudados até hoje, esse padrdo ocorre e sugere que
quando as operéarias sdo jovens e com alto valor reprodutivo, se mantém protegidas no
centro do ninho para fazerem posturas de ovos. Com o passar da idade, com o declinio
do valor reprodutivo e com a morte tendo menos custo, a melhor estratégia para essa
operaria seria ajudar na defesa e forrageamento. Isso se aplica para espécies que
possuem operarias reprodutivas, mas ndo para as espécies com operarias estéreis, a nao
ser que isso seja apenas uma arquiomorfia, ou seja, uma plesiomorfia antiga (Bourke,
1988).

As formigas cortadeiras apresentam polimorfismo e polietismo etério, ou seja,
individuos morfologicamente diferentes que desempenham distintas tarefas ou

sequéncia de atos comportamentais na colonia de acordo com a idade (Della Lucia et



al., 1993b). Segundo Wilson (1985a), o0 conjunto de membros de uma colonia que se
especializam em tarefas particulares por um periodo de tempo denomina-se casta. A
divisdo de trabalho entre as castas de operarias é encontrada em quase todos o0s insetos
sociais (Oster & Wilson, 1978; Robinson, 1992) e, é considerado um dos principais
fatores do sucesso ecoldgico dos mesmos (Wilson, 1985b; Robinson, 1992; Bourke &
Franks, 1995; Beshers & Fewell, 2001; Kay & Rissing, 2005).

Numa coldnia de insetos eussociais, ha uma divisdo do trabalho entre as castas
femininas, sendo a rainha responsavel pela postura e ficando para as operarias todas as
outras tarefas da col6nia. Em abelhas, a divisdo de trabalho esta baseada na capacitacao
do individuo em exercer determinada tarefa. O polietismo nesse grupo é bem conhecido
(Lindauer, 1953; Seeley & Kolmes, 1991; Robinson et al. 1994; Huang & Robinson,
1996). A mudanca comportamental que ocorre com a idade, em operarias, é associada
com mudangas fisioldgicas, que incluem ativacdo e regressdo das glandulas enddcrinas,
mudangas na producdo de feromoOnios e mudancas em resposta aos estimulos
relacionados as performances de tarefas (revisado em Robinson, 1992; Gracioli-Vitti et
al., 2004). A medida que véo ficando mais velhas, as operdrias de abelhas vao trocando
de tarefas dentro do ninho para tarefas fora do ninho (Robinson et al., 1994; Gordon et
al., 2005). Dentre as modificagOes que ocorrem nessa transicdo de tarefas, um exemplo,
esta a reducdo da atividade das glandulas hipofaringeanas e de cera que eram bastante
importantes em tarefas dentro do ninho, enquanto ha um aumento na atividade das
glandulas labiais para a realizacdo do forrageamento, modificagdo que ocorre num
periodo de aproximadamente duas semanas. Em vespas eussociais primitivas, da
espécie Polistes dominulus (Christ), sabe-se que o horménio juvenil acelera a mudanca
de atividades dentro do ninho para o forrageamento (Shorter & Tibbetts, 2009). Os
insetos da ordem Hymenoptera possuem desenvolvimento por holometabolia, em que

0s adultos ndo crescem mais e podem ser de diferentes tamanhos e da mesma idade ou



de mesmo tamanho e idades diferentes. Diferentemente, em Isoptera, um grupo
filogeneticamente nédo relacionado com Hymenoptera, em cupins basais, a idade e o
tamanho séo interligados e foram encontrados cupins pequenos mais jovens, cupins
médios com idade intermediaria e grandes, mais velhos (Crosland et al., 1997). Ao
estudar o cupim Macrotermes bellicosus (Smeathman), Hinze & Leuthold (1999),
encontraram uma clara mudanca nas tarefas realizadas dentro no ninho para as fora do
ninho com o aumento da idade. Garnier-Sillam (1983) também encontrou mudancas
nas atividades em operdrios de Reticulitermes lucifugus Rossi (lsoptera:
Rhinotermitidae) com o passar da idade. Por outro lado, em cupins basais onde 0s
recursos sdo proximos ao ninho, o polietismo etario ndo ocorre (Rosengaus &
Traniello, 1993; Crosland et al., 1997; Traniello & Rosengaus, 1997). Os principios do
polietismo idade-dependente foram descritos em formigas por Wilson (1980) e por
Holldobler & Wilson (1990). Em formigas cortadeiras da espécie Acromyrmex
versicolor (Pergande) e na abelha Apis mellifera Linnaeus, a idade de inicio do
forrageamento suporta a hipotese de que ha um efeito genético no polietismo etario

(Julian & Fewell, 2004; Calderone & Page, 1988, respectivamente).

FORMIGAS CORTADEIRAS

As formigas cortadeiras de folhas s&o abundantes e sdo encontradas na maioria dos
habitats naturais ou seminaturais nos Neotropicos (Beattie & Hughes, 2002). Séo
pertencentes a ordem Hymenoptera, familia Formicidae, subfamilia Myrmicinae e tribo
Attini. Estdo organizadas em doze géneros (sensu North et al., 1998) que ocorrem na
América Central e do Sul e no México (Wilson, 1971). As salvas, pertencentes ao
género Atta e as quenquéns, pertencentes ao género Acromyrmex, sdo conhecidas pela
sua abundancia, tanto em densidade de col6nias quanto ao numero elevado de

individuos por colbnia, chegando a milhdes no caso de Atta. A diversidade e



abundéncia de Atta e Acromyrmex sdo maiores entre latitudes 20° e 30° Sul (Fowler &
Claver, 1991). No estado de Minas Gerais (que fica nesse intervalo de latitude) possui
quatro espécies de Atta (Atta bisphaerica Forel, Atta capiguara Gongalves, Atta
laevigata F. Smith e Atta sexdens rubropilosa Forel) e onze de Acromyrmex
(Acromyrmex coronatus Fabricius, Acromyrmex landolti Emery, Acromyrmex laticep
Forel, Acromyrmex niger F. Smith, Acromyrmex rugosus F. Smith, Acromyrmex
multicinodus Forel, Acromyrmex subterraneus molestans Santschi, Acromyrmex
subterraneus brunneus Forel, Acromyrmex crassipinus Forel, Acromyrmex aspersus F.
Smith, Acromyrmex disciger) descritas (Della Lucia et al., 1993b).

As formigas cortadeiras forrageiam em uma variedade de substratos. Causam
desfolha em vérios tipos de plantas, como eucalipto, gramineas e plantas nativas
(Zanuncio et al., 2002; Zanetti et al., 2008). Utilizam as folhas para o cultivo de um
micélio vegetativo do fungo simbionte, Leucoagaricus gongylophorus (Méller) Singer
(Méller, 1893). O fungo produz estruturas especializadas ricas em proteinas que
fornecem nutrientes essenciais as larvas (Quinlan & Cherrett, 1979) e operarias (Silva
et al., 2006; Weber apud Pagnocca, 2008), enquanto as formigas fornecem plantas
como substratos para crescimento da col6nia fungica e protegem-na de micofagos e
micoparasitas (Currie, 2001; Muller, 2002). As formigas cortadeiras desempenham
fungdes ecoldgicas fundamentais nos ambientes onde ocorrem, pois recolhem e
degradam materiais vegetais, auxiliam na aeracdo, e consequentemente, na drenagem
do solo, e também participam da reciclagem de nutrientes do mesmo (Holldobler &
Wilson, 1990; Farji-Brener & Ghermandi, 2004). Sdo também de grande importancia
econdmica, como pragas na agricultura, em pastagens, e principalmente na silvicultura.
Tém ampla distribuicdo geografica e possuem grande voracidade no ataque as plantas
(Della Lucia & Araujo, 2000). O controle das formigas cortadeiras tem sido feito ha

décadas por utilizacdo de grandes quantidades de inseticidas, que além de serem



métodos onerosos, causam danos ao meio ambiente. Muitas pesquisas buscam novas
alternativas de controle, como a utilizacdo de agentes de controle bioldgico (Jaccoud et

al., 1999).

ORGANIZAGAO SOCIAL DAS FORMIGAS CORTADEIRAS

As formigas cortadeiras vivem em formigueiros subterrdneos e possuem uma
organizacao tipica, com poucas diferencas interespecificas em seus modos de vida. A
espécie A. laevigata, também chamada de salva-de-vidro, ou salva cabec¢a de vidro,
pode ser considerada a segunda espécie mais comum no Brasil, tendo ampla
distribuicdo ao longo dos estados. Possui sauveiros, ou ninhos, arredondados com
olheiros que se abrem diretamente ao nivel da terra solta (Anjos et al., 1998, Zanuncio
et al., 1999). A espécie foi escolhida como modelo para as experimentacdes, por ser
facilmente encontrada abundantemente onde foi realizado o presente estudo.

As formigas de um mesmo formigueiro sdo todas filhas de uma Unica rainha (em
col6nias monoginicas), caso da espécie alvo desse estudo e sdo, portanto, irmés e ja
emergem da pupa com tamanho fixo. (Gordon, 2002). Entretanto, as rainhas do género
Atta sdo poliandricas, ou seja, copulam normalmente com mais de um macho, chegando
a trés ou até mais (Fjerdingstad & Boomsma, 2000). Alguns autores encontraram
resultados que sugerem que as rainhas podem se beneficiar da poliandria, que reduz o
grau de parentesco entre membros da colonia, sendo a forca motriz da evolucdo e
manutencdo do comportamento social (Hamilton, 1964), ja que ao produzir colénias
geneticamente mais diversas essas seriam mais resistentes a adversidades, tais como,
doencgas. Os suportes para essa hipotese, de que as rainhas podem se beneficiar da
poliandria foram encontrados em abelhas e formigas (Schmid-Hempel, 1991; Shykoff

& and Schmid-Hempel, 1991; Palmer & Oldroyd, 2000; Hughes & Boomsma, 2004) e
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poderia explicar também a ocorréncia da poliandria em A. laevigata, espécie aqui
estudada.

A divisdo de trabalho pode ser organizada em dois grupos principais, as operarias
que cuidam da rainha e da prole e operarias forrageadoras (Peixoto et al., 2008), esse
padrdo pode ser observado também em formigas ndo cortadeiras. King & Trager (2007)
observaram em laboratério formigas nao cortadeiras, de trés espécies do género
Formica (Formica archboldi F. Smith, F. dolosa Buren e F. pallidefulva Latreille) e
trés subespécies de Polyergus lucidus Mayr. Perceberam que operérias jovens de todas
essas espécies tendem a estar proximas da rainha e de imaturos, enquanto operéarias
mais velhas tendem a se localizarem na periferia do ninho, perto da entrada ou
forrageando, o que sugere um sistema de operarias com tarefas temporérias e apoia o
polietismo etério.

Como as col6nias de formigas sdo entidades bioldgicas dinamicas, o tamanho e a
estrutura da populacdo de operérias se modificam o tempo todo (quantidade de ovos,
larvas, pupas e adultos). Essas mudancas estdo associadas com a fase de
desenvolvimento da coldnia, a época do ano, 0s recursos alimentares, a pressdo de
predadores, parasitas e competidores e das condigdes climéticas (Oster & Wilson, 1978;
Robinson, 1992). Outro fator que pode modificar a dindmica de uma col6nia é o risco
de adquirirem doengas infecciosas, que podem ocasionar morbidade e mortalidade em
populagbes naturais e podem ser importantes fatores de selecdo, promovendo a

evolucédo de sociedades (Schmid-Hampel, 1998; Fernandez-Marin et al., 2007).

VIDA EM GRUPO — RISCO DE DOENCA
A vida de individuos em grupo tem muitos beneficios quando comparado ao estilo de
vida solitario. A eficiéncia no cuidado com a prole, forrageamento ou defesas contra

inimigos naturais podem aumentar com a cooperagdo (Wilson, 1971; Cremer et al.,
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2007). Mas, por outro lado, espera-se que insetos sociais sejam mais suscetiveis ao
ataque de patdgenos devido ao estilo de vida de grupo, com elevadas densidades e taxa
de interacOes, e alto grau de parentesco entre os individuos (Alexander, 1974; Schmid-
Hempel, 1998; Hughes et al., 2004). Apesar da abundancia e diversidade de patdgenos
e parasitas potencialmente capazes de ataca-los, ha relativamente poucos exemplos
relevantes para os insetos sociais (Schmid-Hempel, 1998). Pode ser que os insetos ao
perceberem a presenca do parasita, reduzam as interagdes coespecificas (Wilson et al.,
2003), ou se defendam, devido ao estilo de vida em grupo, por exemplo, com a
Profilaxia Densidade Dependente (PDD), que relaciona a densidade de individuos com
0 investimento em defesa. O termo PDD (Wilson & Reeson, 1998), é utilizado em
situacbes em que a resisténcia a doencas aumenta com o aumento na densidade de
insetos. Entre os insetos que demonstram tal tipo de resposta, densidades altas
freqlientemente parecem estar associadas com outras caracteristicas como melanizacao
cuticular, tamanho pequeno e rapido desenvolvimento (Wilson et al., 2001). Insetos que
vivem em altas densidades populacionais poderiam apresentar mais investimentos
relativos a resisténcia do que aqueles que vivem em baixas densidades. (Reeson et al.,
1998; Barnes & Siva-Jothy, 2000; Wilson et al., 2002; Hughes et al., 2004), apesar de
estudos em insetos sociais terem dado pouco suporte a PDD (Pie et al., 2005). Pode ser,
ainda, que as formigas apresentem comportamentos e/ou defesas antimicrobianas no
grupo contra possiveis doengas (Hughes et al., 2002; Traniello et al., 2002). Sabe-se,
por exemplo, que formigas de 26 espécies e cinco subfamilias movimentam as pernas
nas aberturas das glandulas metapleurais (que secretam substancias antimicrobianas)
para se protegerem de microrganismos patogénicos. Na auséncia de infeccbes fungicas
a taxa de lambedura das glandulas metapleurais diminui e as operéarias se lambem apds
contato com a glandula (Fernandez-Marin et al., 2006). As formigas cortadeiras

apresentam comportamentos de defesas para neutralizar ou minimizar os efeitos
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danosos de parasitas e patdgenos, tais como, evitar o patdgeno; a lambedura de si
mesma, das coespecificas, das folhas e do jardim de fungos, com finalidade higiénica e
a retirada de residuos dos ninhos, como por exemplo, possiveis esporos de fungos
(Diehl-Fleig & Lucchese, 1991; Giorgi et al., 2001; Boomsma et al., 2005; Fernandez-
Marin et al., 2006; Chapuisat et al., 2007). No entanto, a lambedura entre operérias,
pode ser desvantagem, pois pode fazer com que uma operdria infectada infecte sua irma
sadia. Em formigas que desempenham tarefas mais perigosas, como o forrageamento,
com o passar da idade, as interagdes comportamentais talvez sejam fatores mais
importantes que a densidade em si, em determinar o risco de adquirir doencas (Elliot &
Hart, 2010).

A infeccdo tem um impacto no hospedeiro que depende tanto da patogenicidade
quanto da interacdo entre a infeccdo e outros fatores intrinsecos e extrinsecos, como
temperatura, umidade, nutricdo, confinamento e estresse do hospedeiro (Esch, 1975;
Scott, 1988). Segundo Holmes (1996) diante de uma situacdo de estresse, o individuo
fica mais suscetivel as doengas. H&4 uma crescente evidéncia de que, ao se aumentar o
nivel de estresse, se aumente também as chances de infecces, dependendo do

organismo.

CONTROLE DE FORMIGAS CORTADEIRAS E OS FUNGOS ENTOMOPATOGENICOS

As formigas cortadeiras sdo as principais pragas em areas de reflorestamento nos
neotrépicos. O principal método de controle dessas pragas é o controle quimico
utilizando-se principalmente de pos-secos, termonebulizacdo (Couto et al., 1978) e iscas
toxicas (Della Lucia, 2003). Os p6s-secos consistem em um pd contendo o principio
ativo, talco como inerte e sdo aplicados com polvilhadeiras. A termonebulizagéo
consiste na utilizacdo de um gés para o controle de formigas cortadeiras. A técnica é

muito eficaz, mas exige méo de obra especializada, tem periculosidade para o aplicador,
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é danosa ao meio ambiente e tem um custo elevado (Anjos et al., 1993). As iscas
granuladas compreendem uma mistura de um principio ativo toxico, sobretudo as
sulfuramidas, o fipronil e os organofosforados em um substrato atrativo (Della Lucia,
2003), sendo que a utilizacdo da sulfuramida esta limitada aos proximos cinco anos. As
iscas sdo consideradas eficientes, praticas e econdmicas, além de oferecerem maior
seguranca ao operador, dispensarem mao-de-obra e equipamentos especializados (Anjos
etal., 1993).

A Forest Stewardship Council (FSC) (2002) € uma organizagdo sem fins lucrativos
que apoia a gestdo ambiental adequada e economicamente viavel das florestas do mundo.
De acordo com as normas prescritas pela FSC, esses gestores tém o dever de controlar as
pragas sem a utilizacdo de pesticidas quimicos e/ou demonstrarem seus esforcos para
alcancar esses objetivos. A reducdo gradativa do uso de controle quimico pode ser um
bom caminho para atingir esse objetivo. Todo esse planejamento deve ser expresso em
estratégias e em documentos. Normas regionais devem orientar os gestores, dependendo
do caso, sobre a reducdo e até a eliminacao dos quimicos.

Devido as questdes econémicas, normativas (proibicdo de alguns inseticidas) e
ambientais, as empresas de reflorestamento vém buscando novas técnicas e alternativas de
controle de formigas cortadeiras para substituicdo do controle quimico. Com isso, tem
aumentado o interesse e 0 nimero de estudos em areas como o controle bioldgico,
principalmente com a utilizagéo de microrganismos (Boaretto & Forti, 1997).

Alguns microrganismos, bactérias, virus, nematdides e fungos, vém sendo
utilizados no controle de insetos de importancia médica, veterinaria, agricola e
silvicultural. Dentre esses, os fungos se destacam por serem 0s que ocorrem com maior
frequéncia atacando insetos (Silva, 2001). Os fungos sdo organismos de tamanho e
formas varidveis. Podem ser unicelulares, como no caso de leveduras, ou constituidos

por um conjunto filamentoso de micélio composto de células denominadas hifas, com
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parede constituida quimicamente principalmente de quitina e/ou celulose. Reproduzem-
se sexualmente ou assexualmente, atraves de esporos (Inglis et al., 2001).

Diferente de outros microrganismos, os fungos podem infectar os insetos pela
cuticula externa (Inglis et al., 2001), possibilitando a infeccdo independentemente de
sua atividade alimentar. A maioria dos fungos entomopatogénicos tem o ciclo de vida
sincronizado com o0s estagios do inseto hospedeiro e com as condi¢des ambientais
(Shah & Pell, 2003). O ciclo fungo-hospedeiro em hifomicetos se inicia,
primeiramente, com o contato do patdégeno com o hospedeiro pela cuticula externa, que
ocorre geralmente passivamente, ap6s o transporte de conidios pelos agentes de
disseminacdo bidticos e abidticos. Apds o contato ocorre a adesdo na superficie do
inseto e posteriormente a germinacdo. Caso 0s conidios encontrem condi¢des
favoraveis como temperatura, umidade, pH e nutrientes (quitina, glucose e outros),
germinam, em aproximadamente 12 horas e produzem um tubo germinativo ou
estrutura de penetracdo. A penetracdo ocorre devido as agdes mecanica e quimica e
ocorre na maioria das vezes através das membranas intersegmentais, mas pode ocorrer
também via aparelho bucal, anus ou espiraculos (Alves, 1998a; Fellet & Elliot, 2009).
Ap0s a penetracdo, j& na hemocele, como o que ocorre com outros antigenos, o inseto
pode responder a infecgdo utilizando-se de mecanismos humorais (fenoloxidase,
lectinas e peptideos microbianos do hospedeiro) e/ou celulares (fagocitose e/ou
encapsulacdo). O fungo pode, por sua vez, superar essas defesas imunoldgicas, como
por exemplo, ndo sendo reconhecido pelas lectinas humorais ou mimetizando a
superficie dos hemacitos dos insetos. Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. (Ascomycota:
Hypocreales) produz varios compostos toxicos, incluindo beauvericina e bassianolida
(Inglis et al., 2001). Apds superar as barreiras imunoldgicas, inicia-se a colonizacdo do
fungo no hospedeiro. As hifas se ramificam como micélio (na fase de levedura), mas o

crescimento micelial intenso ocorre ap6s a morte do inseto. Apds 72 a 120 horas da
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inoculacdo, o inseto apresenta-se totalmente colonizado, iniciando-se provavelmente
pelo tecido gorduroso, chegando ao sistema digestivo e tubos de Malpighi e passando,
em seguida, & hipoderme, sistema nervoso, musculos e traquéia. A morte do inseto, que
acontece de dois a oito dias ap6s a inoculacdo (dependendo da concentracdo e
viruléncia do fungo), ocorre em funcdo da falta de nutrientes e/ou do acumulo de
micotoxinas e é seguida do inicio da esporulacdo pelo fungo. Sobre o cadaver ocorre a
formacdo de grande quantidade de conidiéforos e conidios. Logo depois, ocorre a
disseminacdo dos propagulos e hd o encontro do patégeno com novos hospedeiros,
iniciando-se um novo ciclo, quando ocorre a infecgdo naturalmente (Inglis et al., 2001,
Fellet & Elliot, 2009).

Os fungos Metarhizium e Beauveria (Ascomycota: Hypocreales) estdo entre 0s
agentes entomopatdgenos que vém sendo mais utilizados para o controle de insetos
(Evans, 1989; Hajek & St. Leger, 1994). S&o virulentos e bem conhecidos por
infectarem uma ampla quantidade de insetos ndo sociais, mas existem também alguns
relatos desses microrganismos infectando insetos sociais (Evans, 1974; Samson et al.,
1988; Evans, 1989; Schimid-Hempel, 1998). Em 1835, Agostino Bassi, considerado o
pai da patologia de insetos, comprovou que o fungo B. bassiana era o causador de uma
doenca chamada “muscardine branca”, muito importante em criagdes de “bicho da
seda”. Ele demonstrou que essa doenga poderia ser transmitida de diversas maneiras,
sendo o primeiro pesquisador a provar a natureza infecciosa de um agente microbiano
para um animal (Alves, 1998Db).

Beauveria bassiana, um classico fungo entomopatogénico, ocorre em todo mundo
e provavelmente tem uma das maiores gamas de hospedeiros entre todos os fungos de
insetos conhecidos (Schmid-Hempel, 1998). No Brasil, B. bassiana ocorre
enzooticamente (baixa prevaléncia) em diversas regides do pais, sendo considerado um

microrganismo de solo com consideravel potencial contra pragas que habitam o solo

16



devido sua resisténcia e persisténcia no meio ambiente (Inglis et al., 2001). Estudos em
laborat6rio e em campo indicam que esse fungo tem potencial para ser utilizado em
programas de controle bioldgico, desde que exista suficiente quantidade de indculo para
induzir o processo de doenca (Fernandes et al., 1985; La Rosa, 2000; Neves & Hirose,
2005).

E de extrema importancia conhecer, ndo somente o microrganismo a ser utilizado
em programas de controle bioldgico, mas também, o organismo alvo. O estudo da
dindmica patdgenos-formigas podera fazer com que esses insetos sejam controlados e/ou
preservados. Se, de fato, como se supde as formigas cortadeiras que realizam tarefas fora
da colénia forem individuos mais velhos em uma col6nia que atuam como forrageadoras.
Sendo que, quando jovens realizavam tarefas internas no ninho e com o passar da idade
passaram a atividades externas, ndo retornando as cadmaras de fungo e bercério. A
utilizacéo, por exemplo, de iscas toxicas poderia ndo ser uma boa alternativa de controle.
Se as formigas de fora ndo entram nas areas alvo para o produto, talvez antes das iscas
atingi-las, elas sejam eliminadas pelas operarias lixeiras. No entanto, iscas tém sido um

meio eficiente no controle de formigas cortadeiras.

MODELO ESTEIRA

Em ninhos de insetos sociais, as operarias estdo em muito maior nimero do que 0s
outros individuos (rainhas, machos, larvas) sendo, portanto, alvos mais provaveis de
ataque de parasitas. Realizam diversas atividades, inclusive aquelas em que envolvem a
saida do ninho, e isso, aumenta as chances de serem infectadas. Formigas cultivadoras
de fungos (tribo Attini) se confrontam com diversos patdgenos, inclusive 0s que podem
atacar os jardins de fungos (Schmid-Hempel, 1998). Esse autor fez uma analogia do
polietismo etario a uma linha de montagem ou esteira. Neste modelo, as formigas ao

emergirem, entrariam na “esteira” de um lado, com a tarefa de cuidar da rainha e das
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formas imaturas. Com o tempo, esses individuos adquiririam, gradativamente, menos
valor futuro para a colonia e mais chance de serem infectados. Desta forma, eles
progrediriam com a idade para a outra posi¢cdo na “esteira” com tarefas mais na
periferia do ninho e também mais perigosas, como o forrageamento e defesa da col6nia,
e ndo retornariam as areas mais importantes da col6nia, o jardim de fungos e o bercario
e sairiam da esteira com a morte. As operarias que poderiam ser capazes de
transmitirem patdgenos a rainha, ndo teriam acesso a ela, principalmente em colonias
onde had apenas uma rainha. Essas organizacBes sociais, que sdo divididas em
compartimentos, podem mais eficientemente impedir a transmissao de parasitas. Esse
modelo da divisdo de tarefas com o passar da idade serviria para diminuir a
possibilidade de infeccdo das areas prioritarias da col6nia, fazendo, por exemplo, com
que a rainha fique protegida de infeccOes. Se tal sistema de organizacdo de uma colbnia
reduzisse a probabilidade da transmisséo de um parasita, entdo poucos parasitas seriam
capazes de se estabelecer dentro dessas, o0 que reduziria o impacto dos mesmos
(Schmid-Hempel, 1998). O modelo de Schmid-Hempel (1998) (Figura 1) é a base para

a estrutura desse trabalho e sua validagao envolve o teste de algumas hipoteses.

18



Polietismo dependente de idade

-
<

»
»

Transmisséo de patégenos

Operarias
jovens

Operarias
cuidando da
rainha

O

O O
O O

Operarias i Forrageadora
velhos :

NINHO} AMBIENTE

oR

Morte

Figura 1 - O Modelo Esteira proposto por Schmid-Hempel (1998) para visualizar a

importancia da divisdo de tarefas e a transmissdo de infecgdo no valor adaptativo da

col6nia. Operarias jovens comecam a vida cuidando da rainha, depois migram para a

periferia do ninho, finalmente saem para forragear e depois morrem. Dessa maneira, é

mais provavel que as operérias de fora da colonia sejam infectadas, mas a chance delas

trazerem a infecgdo para dentro do ninho é reduzida, protegendo individuos mais

jovens.
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METODOLOGIA

COLETA DE FORMIGAS NO CAMPO

Formigas da espécie A. laevigata foram coletadas em abril de 2009 na Universidade
Federal de Vicosa (UFV), Minas Gerais, Brasil (20°45'14" S; 42°52'54" W; altitude de
649m). Foram coletados 320 individuos forrageando em trilhas, aqui denominadas de
formigas externas, e 320 formigas encontradas internamente, no jardim de fungos, aqui
denominadas de formigas internas, para cada um de trés ninhos. As coletas dos ninhos
foram realizadas em trés dias consecutivos, entre as 8:30 e 10:45 horas. De cada ninho,
as formigas externas foram coletadas em duas trilhas e as internas de uma ou duas
panelas de fungos, dependendo da quantidade de formigas encontradas no jardim de
fungos. Para a coleta foram utilizadas pingas e recipientes de plastico tratados com
Fluon (resina de fluoroetileno) produto utilizado para evitar a fuga das mesmas. A fim
de se evitar enganos na captura de formigas, somente formigas do interior do ninho e
presentes no jardim de fungos (no caso das internas) e carregando folhas (no caso das
externas) foram coletadas. Para as coletas das formigas no interior dos ninhos foram
necessarias escavagdes dos mesmos. Foram capturadas quatro vezes mais formigas do
que as necessarias para conducdo do experimento, para posterior descarte de individuos
danificados. Tanto para as formigas internas quanto para as externas a col6nia foram
selecionadas visualmente individuos dentro de cada grupo de tamanhos semelhantes

para minimizar o efeito do tamanho dos individuos.

OBTENCAO DE FORMIGAS EM LABORATORIO

Formigas da espécie A. laevigata foram coletadas em junho e julho de 2009, de trés
colonias previamente estabelecidas de acordo com metodologia proposta por Della
Lucia et al. (1993a), e mantidas no Laboratorio de Formigas Cortadeiras — UFV. As

coletas foram realizadas entre 14:00 e 15:00 por trés dias consecutivos. Com o auxilio
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de uma pincga, foram retiradas 320 formigas que estavam forrageando nas arenas de
forrageamento (tdbuas de madeira contendo folhas de Ligustrum sp. Privet - Oleaceae e
Acalypha wilkesiana Muell. Arg. - Euphorbiaceae). Outras 320 formigas foram
coletadas do jardim de fungo, com uma colher, de aproximadamente, 500 ml do fungo
simbionte. Foram escolhidas col6nias que possuiam colbnias fungicas com semelhantes
estruturas e volumes de fungo simbionte (trés vidros com aproximadamente 3l de
fungo). Como no experimento com formigas de campo, foram selecionadas formigas de

tamanhos semelhantes para a padronizagéo.

MORTALIDADE DE FORMIGAS NAS 24 HORAS POS-COLETA

Em experimentos pilotos foram verificados que nas primeiras 24 horas pos-coleta, e em
laboratério, vérias formigas morrem ou ficam fragilizadas, provavelmente devido ao
estresse ou danos durante a coleta e transporte para o laboratério. Apos a coleta, tanto
as formigas externas quanto as internas, dos experimentos de campo e laboratorio
foram mantidas em laboratdrio por 24 horas antes da montagem do experimento. Esse
procedimento foi feito a fim de minimizar a utilizagéo de formigas afetadas pela coleta
e verificar se a mortalidade € decorrente das coletas ou de individuos previamente mais
fracos. As operarias foram colocadas em bandejas de plastico (80 x 40 cm) com talco
nas bordas, para impedir a fuga das mesmas. As formigas externas foram mantidas nas
bandejas juntamente com folhas de Ligustrum sp. e A. wilkesiana, enquanto as internas,

foram mantidas junto com a amostra do fungo simbionte coletado.

MEDICAO DAS CAPSULAS CEFALICAS
Na montagem dos experimentos com formigas do campo e de laboratério foram
selecionadas visualmente, dentro de cada grupo, formigas de tamanhos semelhantes.

Apds a morte das formigas, as capsulas cefalicas de algumas formigas (pelo menos 40
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individuos de cada casta em cada ninho) foram medidas com uma micrométrica ocular
com 0,05 mm de precisdo, acoplada a um microscopio estereoscépico, para certificar se
0s tratamentos e 0s ninhos possuiam formigas de tamanhos semelhantes. Esse
procedimento foi realizado para que apos a inoculagdo de B. bassiana o tamanho nédo
pudesse ser mais um fator que pudesse alterar os resultados de mortalidade.

Em relacdo ao experimento com formigas provenientes do campo, ndo houve
diferengas no tamanho das capsulas cefalicas entre os grupos em nenhum dos ninhos (1:
média 2,63 + 0,329mm, teste t bilateral (t)=0,444, df=82, p=0,658; 2: 2,64 + 0,277 mm,
t=0,686, df=80, p=0,495; 3: 2,52 + 0,318 mm, t=-0,527, df= 91, p=0,599)

O mesmo ocorreu para formigas provenientes de col6nias de laboratério para 0s
ninhos (4: 2,55 + 0,244 mm, teste t bilateral (t)=-0,558, df=93, p=0,578; 5: 2,67 £ 0,266
mm, t=0,448, df=89, p=0, 655; 6: 2,63 + 0,286 mm, t=-0,36, df=86, p=0,971).

Como ndo houve diferencas no tamanho das capsulas cefélicas entre os grupos,

em ambos o0s experimentos, o tamanho ndo foi considerado nas analises estatisticas dos

experimentos.

PRODUCAO DE INOCULO DE FUNGO

O isolado do fungo B. bassiana utilizado no experimento envolvendo infecgéo das
formigas, foi originalmente isolado de um individuo de A. sexdens rubropilosa
encontrado na Mata do Paraiso, em Vicosa, Minas Gerais, Brasil em 2008. O fungo foi
cultivado em placas contendo o meio de cultura caldo vegetais-agar (Pereira et al.,
2003). O fungo foi repicado para vérias placas de Petri contendo este 0 meio e incubado
em 25°C por aproximadamente dez dias. Apds esse periodo obteve-se uma esporulacéo
abundante. Adicionou-se 4 ml de agua estéril por placa de Petri colonizada pelo fungo e
raspou-se a superficie com alga de Drigalski para liberar e suspender os conidios.

Posteriormente, a suspensao filtrada em gaze para remoc¢do do micélio e conididforos

22



da suspensdo. A concentracdo dos conidios na suspensao foi avaliada em camara de
Neubauer e ajustada para a concentracéo de 2 x 10° conidios/ml conforme estabelecido

em experimentos prévios e a esse foi adicionado 1 pl de Tween 80 - Polisorbato 80.

INOCULAGAO DAS FORMIGAS DE CAMPO E LABORATORIO

Para inoculacdo com B. bassiana, depositou-se no térax de cada formiga 0,5 ul da
suspensdo de conidios conforme descrito acima. A concentracdo de inoculo utilizada
escolhida em experimentos prévios e que se determina uma dose que ndo fosse letal em
curto prazo para as formigas, a fim de verificar se hé diferenga entre as duas castas de
formigas em presenca ou ndao do fungo entomopatogénico. Apo6s a inoculacdo, as
formigas foram individualizadas em placa de Petri de pléstico de 15 cm de didmetro. O
controle consiste de formigas sobre as quais foram depositadas 0,5 pl de solucdo de
agua destilada estéril contendo TWEEN 80. Em cada placa de Petri foram feitos dois
orificios onde foram introduzidos dois tubos cilindricos de plastico previamente
autoclavados que continham algoddo em seu interior. Em um tubo foi colocado &gua
destilada e em outro, através de uma seringa, solucdo de mel 1:1 ad libitum, para
hidratacdo e alimentagdo das formigas, respectivamente. Os tubos contendo algodéo
com agua foram molhados a cada trés dias e trocados quando houve a presenca de
qualquer vestigio de mofo. Os tubos que continham mel + agua foram trocados uma

vez por semana para evitar contaminagdo por fungos ou bactérias.
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RESULTADOS

EXPERIMENTO COM FORMIGAS DE CAMPO

Considerando, em primeiro lugar as formigas que ndo foram infectadas (controle), o
tempo de sobrevivéncia das formigas de fora do ninho foi muito menor que o das de
dentro (Fig. 2 — medianas: 8 £+ 0,81 dias versus 28 + 2,42 dias, respectivamente, log-
rank= 145,32; n=119; p< 0,00001).

A inoculacdo das formigas com o fungo B. bassiana ndo afetou
significativamente a sobrevivéncia das formigas de fora do ninho (Fig. 2 — com fungo -
mediana: 9 + 0,97 dias; Figura 2 — controle: 8 + 0,81 dias; log-rank= 1,2; n= 120; p=
0,2741). No entanto, para as de dentro, a infec¢do diminuiu o tempo de vida (mediana:
17 + 1,80 dias) quando comparado ao grupo controle (mediana: 28 + 2,42 dias) (log-

rank= 16,29; n=119; p=0,0001), (Figura 2).
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Figura 2 — Sobrevivéncia de operarias de colbnias de Atta laevigata de campo

inoculadas ou ndo com o fungo. Os losangos fechados representam formigas de dentro
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do ninho inoculadas com o fungo B. bassiana (N= 120); os losangos abertos formigas
formigas de dentro do ninho controle (N= 119); os triangulos fechados representam
formigas de dentro do ninho inoculadas com o fungo B. bassiana (N= 119) e os
triangulos abertos formigas de dentro do ninho controles (N= 119). Houve diferencas
significativas entre as curvas, exceto entre as forrageadoras com e sem fungo (detalhes

no texto).

Nas primeiras 24 horas em que as formigas foram mantidas em laboratorio,
somente formigas de fora do ninho morreram. Nenhuma formiga de dentro do ninho
morreu nas 24 horas de permanéncia em laboratdrio antes da montagem do
experimento. Nos ninhos 1, 2 e 3 a mortalidade das formigas de fora de 18 (das quais
11 apresentaram crescimento de fungo), 12 (das quais 7 apresentaram crescimento de
fungo) e 11 individuos (contendo 8 com crescimento de fungo), respectivamente em

aproximadamente 320 individuos coletados de cada ninho (Tabela 1).

Tabela 1 - Numero de operarias de Atta laevigata, mortas nas primeiras 24 horas pos-
coleta e antes da montagem do experimento em laboratério. Também constam o0s
nameros das formigas mortas que apresentaram crescimento de fungo. Ninhos 1, 2 e

3 e formigas de fora e de dentro do ninho (N aproximado.=320)

Ninho Casta No. formigas No. formigas com
mortas — 24h fungo (micélio)
1 Forrageadora 18 11
1 Jardineira 0 0
2 Forrageadora 12 7
2 Jardineira 0 0
3 Forrageadora 11 8
3 Jardineira 0 0

Entre as formigas que foram inoculadas, 53,33 % (64 de 120) das de fora do
ninho e 47,9 % (57 de 119) das de dentro apresentaram crescimento de fungo. Nas
formigas controles, 54,62 % (65 de 119) das de fora e 34,45 % (41 de 119) das de

dentro apresentaram crescimento de fungo.
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EXPERIMENTO COM FORMIGAS DE LABORATORIO

Comparando-se as formigas de fora do ninho com as de dentro do ninho que néo
foram inoculadas (controles), houve tempo menor de sobrevivéncia entre as de fora
(Figura 3 — medianas: 15 + 1,17 dias; n= 120 versus 29 = 1,36 dias; n= 119,
respectivamente, log-rank= 92,67; n= 120; p< 0,00001).

Tanto as formigas de fora quanto as de dentro apresentaram diferentes tempos de
sobrevivéncia quando foram comparadas dentro de cada grupo, as que receberam o
indculo de B. bassiana e as controles. Houve diferenca no tempo de sobrevivéncia,
entre as forrageadoras inoculadas com o fungo e as controles (Figura 3 — com fungo —
mediana: 12 + 0,86 dias; controle: 15 £ 1,17 dias, respectivamente; log-rank= 5,50; n=
120; p= 0,0191). Quando foram comparadas as jardineiras que receberam o inéculo
com as controles também foi encontrada diferenga no tempo de sobrevivéncia (Figura
3 — com fungo — mediana: 21 £ 0,96 dias; controle: 29 + 1,36 dias, respectivamente;

log-rank= 28,37; n=120; p= 0,00001).
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Figura 3 - Sobrevivéncia de operérias de col6nias de Atta laevigata de laboratério
inoculadas ou ndo com o fungo. Os losangos fechados representam formigas
forrageadoras inoculadas com o fungo B. bassiana (N= 120); os losangos abertos
formigas forrageadoras controle (N= 120); os triangulos fechados representam
formigas jardineiras inoculadas com o fungo B. bassiana (N= 120) e os triangulos
abertos formigas jardineiras controles (N= 119). Houve diferencgas significativas entre

as curvas.

Durante as primeiras 24 horas pés-coleta que as formigas permaneceram em
laboratorio, em todos os ninhos amostrados, s6 houve morte na casta das
forrageadoras. A mortalidade foi de uma formiga (que apresentou crescimento de
fungo) no ninho 4; duas (das quais uma apresentou crescimento de fungos) no ninho 5

e cinco (das quais duas apresentaram crescimento de fungo) no ninho 6 (Tabela 2).

Tabela 2 - Nimero de operérias de Atta laevigata mortas nas primeiras 24 horas pés-
coleta e antes da montagem do experimento em laboratério. Também constam os
numeros das formigas mortas que apresentaram crescimento de fungo. Ninhos 4, 5 e

6 e formigas de fora e de dentro do ninho (N aproximado.=320)

Ninho Casta No. formigas No. formigas com
mortas — 24h fungo (micélio)
4 Forrageadora 1 1
4 Jardineira 0 0
5 Forrageadora 2 1
5 Jardineira 0 0
6 Forrageadora 5 2
6 Jardineira 0 0

Entre as formigas que foram inoculadas com B. bassiana, ambas as de fora e
de dentro do ninho apresentaram esporularacdo de 52,5 % (63 de 120) por algum
fungo. Das formigas que nédo receberam o inoculo, 32,5% (39 de 120) das de fora do

ninho e 40,34% (48 de 119) das de dentro apresentaram esporularacao.
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DISCUSSAO

Os dois experimentos demonstraram que as formigas coletadas no exterior do ninho,
em trilhas, morreram antes das formigas coletadas internamente no ninho, no jardim
de fungos, sugerindo que sejam mais velhas. Os resultados apdiam a hip6tese de que
A. laevigata apresente o polietismo dependente da idade, que foi a primeira hipo6tese
desse trabalho, que se adequa ao modelo “esteira” proposto por Schmid-Hempel
(1998). A espécie também utiliza o polietismo morfolégico, evidenciado
principalmente, pela existéncia de soldados que defendem o ninho.

A longevidade pode ser negativamente afetada pelo esforco do forrageamento,
sendo assim, pode acontecer aumento na taxa de mortalidade em individuos mais
velhos a medida que alcangam os limites fisioldgicos (Cartar, 1992). Acredita-se que
operarias de abelhas possam ter um pacote de energia fixo durante a vida, de maneira
que a sobrecarga de trabalho resulte em menor tempo de vida (Schmid-Hempel &
Wolf, 1988; Wolf & Schmid-Hempel, 1989). Esse mesmo fendmeno poderia ocorrer
em formigas. As formigas que realizam tarefas fora do ninho, por terem energia
limitada durante a vida, utilizariam seus estoques finais de energia em trabalhos mais
custosos, o que faria com que diminuissem ainda mais seus tempos de vida. Existem
evidéncias também que, mesmo na auséncia de predadores e patdgenos, individuos
morrem mais rapidamente se forem mais ativos e esse mecanismo pode ser sustentado
em abelhas (Neukirch, 1982) e, possivelmente, em formigas.

Além disso, em ambos 0s experimentos, durante as primeiras 24 horas pos-
coleta das formigas, em que as mesmas foram mantidas em bandejas antes da
montagem dos experimentos, somente formigas de fora do ninho, em todos os ninhos,
morreram. Nenhuma de dentro do ninho morreu durante o processo, indicando que as
de fora, sendo mais velhas, podem ser mais frageis que as jardineiras e talvez sofram

mais com a coleta e o transporte. Outra alternativa é que as formigas de fora, como sédo
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coletadas com a utilizacdo de pinca, podem ter sofrido mais que as de dentro que
foram coletadas com a escavacdo até a chegada na panela de fungos e captura em
potes. Esse artefato experimental € menos provavel, pois as pin¢as utilizadas eram
pingas especiais para coleta de insetos frgeis e de corpo mole. N&o € o caso das
formigas que possuem cuticulas esclerotizadas, duras e, que consequentemente, as
protegem de impactos.

No experimento com formigas de campo, enquanto as formigas de dentro do
ninho inoculadas morreram mais rapidamente do que as controle, as de fora inoculadas
ou nd com o patdgeno apresentaram curvas de sobrevivéncia semelhantes.
Provavelmente decorrente do esforco maior no campo, j& que sd8o maiores as
distancias de forrageamento, com isso a presenca do fungo ndo fez diferenca. Isso
corrobora a hipotese de que seriam mais velhas e ndo previamente mais fracas que as
de dentro do ninho. Se as curvas fossem diferentes, poderia indicar que as de dentro
seriam alocadas pela col6nia para realizar tarefas mais perigosas, como
forrageamento, ja que as perdas das mesmas nao acarretariam em tantos prejuizos para
a colonia. Entretanto, a mortalidade acelerada nas formigas de dentro inoculadas com
o patégeno ndo foi vista para as de fora. E de se esperar que as formigas que se
encontram no exterior do ninho sejam mais expostas e estejam em maior risco devido
a presenca de predadores, competidores e patdgenos quando comparados com as
operérias dentro do ninho (Holldobler & Wilson, 1990). Talvez, por isso, as de fora
encontradas na trilha ja representam os individuos que conseguiram sobreviver a esses
fatores de mortalidade. Se isso for 0 caso, essas seriam mais resistentes aos patdgenos,
0 que explicaria a auséncia de um efeito do patdgeno na sobrevivéncia delas.

Quando operarias realizam tarefas de risco mais tardiamente, a longevidade
média das operarias de uma coldnia aumenta (Wakano et al., 1998; Tofilski, 2006). Ao

aumentar a longevidade dessas operarias, o valor adaptativo da colénia é maximizado
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(Schmid-Hempel, 1987; Schmid-Hempel & Wolf, 1988; Woyciechowski &
Kozlowski, 1998; Moron et al., 2008). Outros trabalhos corroboram essa hipotese € a
hipotese de que em formigas (Morén et al., 2008) e em abelhas (Woyciechowski &
Morén, 2009), ao se diminuir a expectativa de vida de operarias, essas comegam a
forragear mais cedo. Muitos fatores podem diminuir a longevidade de um individuo,
por exemplo, os patdgenos. Por outro lado, a hipGtese da existéncia de
imunosenescéncia, i.e., a reducdo sistémica da eficiéncia da imunidade com a idade
(Amdam et al., 2005) vai contra os achados do experimento com formigas
provenientes do campo. Pois, se assim fosse, era esperado que forrageadoras tivessem
a sobrevivéncia ainda menor com a presenca de B. bassiana do que as forrageadoras
que ndo receberam o indculo, como o que ocorreu com formigas provenientes do
laboratorio. As teorias evoluciondrias de envelhecimento propdem que forrageadoras
deveriam reduzir seus investimentos imunol6gicos quando sofrem por fatores
extrinsecos que reduzem a probabilidade de sobrevivéncia (Rose, 1991).
Diferentemente do encontrado por Adam et al. (2005), Bocher et al. (2007), estudando
formigas, verificaram que a atividade da fenoloxidase i.e., maior fator de resisténcia
contra parasitas, é mais alta nas forrageadoras quando comparada com operarias que
realizam tarefas no interior do ninho. Além disso, a remocao de forrageadoras nédo
afetou o nivel da atividade da fenoloxidase das formigas de dentro da col6nia. Caso
alterasse positivamente, era esperado que esses individuos com maior atividade da
fenoloxidase fossem mais provaveis ao forrageamento. A “hipétese da exposicdo ao
risco” prediz o oposto da hipoOtese da senescéncia, ou seja, as operarias que realizam
tarefas fora do ninho, por estarem fora do mesmo, sofrem mais risco de infec¢éo o que
pode favorecer o aumento do investimento em imunidade.

No experimento com formigas provenientes de coldnias de laboratério, tanto

formigas de fora do ninho quanto as de dentro apresentaram menor sobrevivéncia
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quando receberam o in6culo quando comparadas com formigas controle. As col6nias
de laboratério provavelmente estdo menos expostas aos patdgenos. Neste caso, as
operarias mais suscetiveis ndo seriam eliminadas por este fator de mortalidade. Outra
possibilidade é que, em col6nias de laboratério, as divisdes de trabalho ndo séo tdo
bem definidas quanto em colbnias de campo. Esse pode ser outro motivo pelo qual
formigas de fora morreram ainda mais rapidamente quando estressadas. Como as
formigas de fora, das colbnias de laboratério ndo estdo em maior contato com
patégenos, como 0 que ocorre nas colénias de campo, talvez sofram efeito do fator
estressante, de maneira semelhante as de dentro, que trabalham no jardim de fungo.
Operérias podem ser expostas a maior risco de contrair doencas com o passar da idade
e quando mudam de atividades internas para atividades externas ao ninho (Schmid-
Hempel, 1998). Pode ser ainda que as formigas de fora ndo invistam tanto em defesa
imune, ja que estdo em pouco contato com microrganismos patogénicos (em ambiente
de laborat6rio) ou porque de qualquer maneira ja estavam no fim da vida. De acordo
com Sheldon & Verhulst (1996), o investimento em imunidade deve variar sobre uma
ampla gama de individuos e quando ha pressdes de parasitas. Os insetos respondem as
infeccBes através de seu sistema imune. Moret & Schmid-Hempel (2009), estudando
mamangavas, encontraram que a densidade de hemdcitos e fenoloxidase responsaveis
pela defesa constitutiva ou inata, declina com o passar da idade, mas que a produgéo
induzida de peptideos antimicrobianos aumenta com a idade em insetos controle e se
mantém alta em insetos manipulados com bactéria, simulando uma infeccéo
bacteriana. Ou seja, a resposta imune inata é afetada pela idade, mas a defesa induzida
é mantida estavel ou até pode aumentar com o passar da idade, o0 que corrobora com 0s
trabalhos citados acima.

As formigas que realizam tarefas dentro do ninho, por sua vez, sdo operérias

que realizam tarefas no interior do ninho e tém, provavelmente, menos contato com
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patdgenos. Independente da presenca ou ndo do fator estresse (fungo), em ambos 0s
experimentos, as operérias internas tiveram sobrevivéncia maior que as externas. Na
presenca do inoculo as de dentro tiveram a sobrevivéncia ainda menor. 1sso ocorreu,
possivelmente, pois como o sistema imune induzido das formigas se desenvolve com o
passar da idade, ja que passam a realizar tarefas mais periféricas e perigosas no ninho,
necessitariam de defesas mais eficientes. Pode ser que a defesa imune induzida, ainda
nédo tenha se desenvolvido defesas contra a infec¢éo por B. bassiana.

No experimento com formigas de campo, as formigas de fora do ninho
apresentaram maior crescimento por fungos (micélio) do que as de dentro,
independente se receberem ou ndo o indculo. I1sso provavelmente se deve ao fato delas
realizarem tarefas no ambiente externo e estarem mais em contato com possiveis
patdgenos. Ja as de dentro apresentaram maior crescimento por fungo quando
inoculadas. Nos experimentos, utilizou-se uma dosagem de B. bassiana intermediaria
— uma que causaria infeccbes, mas que ndo mataria todos os insetos infectados
rapidamente — considerou-se esta situacdo mais proxima a realidade do campo. E
possivel que, ap6s uma infeccdo em baixa viruléncia por B. bassiana, outros fungos
que ja estavam nas formigas desde a captura no campo tenham encontrado condi¢des
favoraveis para esporular. O patdgeno inoculado pode ter reduzido as defesas do
hospedeiro e o enfraquecido, indiretamente contribuindo para a infeccdo do patégeno
proveniente do campo. Pode ter havido ainda, uma competicdo desse fungo com o
fungo inoculado. Thomas e colaboradores (2003), utilizando o gafanhoto do deserto
Schistocerca gregaria (Forskal) e duas espécies de fungos entomopatogénicos,
demonstraram como uma infeccdo mista com um patégeno ndo virulento pode alterar
a viruléncia e a reproducgdo de um segundo patégeno muito virulento.

J& no experimento com formigas de laboratério, as de fora do ninho e as de

dentro que receberam o indculo (B. bassiana) apresentaram a mesma porcentagem de
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infecgdo por fungos. Isso ocorreu, pois, é possivel que em col6nias de laboratorio, o
ambiente interno do ninho (jardim de fungos) e o externo (arena de forrageamento)
ndo sdo bem divididos em compartimentos como as coldnias naturais de campo. As
formigas de dentro, entdo, podem ter mais contato com patdégenos, como 0 que ocorre
com as de fora, do que as de dentro de colonias de campo, o que fez com que a
porcentagem de infeccdes se apresentasse igual. Em col6nias de laboratorio esperava-
se que as infecgdes flngicas se apresentassem em porcentagens bem menores do que
as infeccbes ocorridas em formigas provenientes do campo, pois se supunha que nas
coldnias de laboratdrio ocorressem menos patdgenos devido as condi¢fes ndo naturais
para 0s mesmos se multiplicarem. No entanto, ndo foi o que ocorreu. Em formigas
controle (que ndo receberam o indculo) provenientes de laboratério, a infec¢do foi
mais alta em formigas de dentro do ninho, esse também ndo foi um resultado
esperado. Pode ser que como as formigas de dentro estdo um pouco mais protegidas de
nmicrorganismos, tenham sofrido mais o impacto deles que as de fora que se
encontram mais freqlientemente em contato com os mesmos. Como ndo houve
diferengas no tamanho entre formigas de fora e de dentro, em todos 0s ninhos
amostrados, as mortes prematuras das de fora confirmam ainda mais o modelo esteira
e excluem a possibilidade do tamanho ter influenciado os resultados de sobrevivéncia,
inclusive na presenca do patogeno.

Pode-se concluir que esse trabalho estd de acordo com o polietismo etario e o
modelo “esteira” proposto por Schmid-Hempel (1998). De acordo com os resultados
obtidos, em ambos o0s experimentos de campo e de laboratério, as formigas que
exerciam fungdes externamente ao ninho morreram antes do que as que trabalhavam
no interior do ninho, em todos o0s seis ninhos amostrados. Esse estudo foi o primeiro
passo para se testar 0 modelo “esteira”, e os resultados obtidos podem dar bases para

futuros trabalhos.
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A divisdo de trabalho mediada pela idade é um dos comportamentos
responsaveis pela organizacdo das atividades das operarias em VArios insetos
eussociais (Wilson, 1980). Estudos adicionais merecem consideracbes e seréo
importantes para entender 0os mecanismos, extrinsecos e intrinsecos, mediadores das
mudangas nas atividades internas ao ninho para atividades externas, com a passagem
da idade e a evolugdo da divisdo de trabalho nos insetos sociais. Serd importante em
futuros estudos, um trabalho que verifique se ha diferenca no investimento em defesa
imune entre as formigas de dentro e de fora do ninho, através da marcacdo dessas
formigas, para um melhor entendimento do polietismo etério e dos riscos de doenga. O
conhecimento da dindmica do polietismo etario juntamente com outros estudos

paralelos podera contribuir para o controle e/ou conservacdo desses insetos.
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