Universidade de Sao Paulo
Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”

Dinamica do crescimento do fungo simbionte e estruturagdao de castas em
formigas-cortadeiras (Hymenoptera: Formicidae: Atta)

Isabella Bueno

Dissertagdo apresentada para obtencdo do titulo Mestra
em Ciéncias. Area de concentragdo: Entomologia

Piracicaba
2020



Isabella Bueno
Bacharela em Ciéncias Bioldgicas

Dinamica do crescimento do fungo simbionte e estruturagao de castas em formigas-

cortadeiras (Hymenoptera: Formicidae: Atta)
versdo revisada de acordo com a resolugdo CoPGr 6018 de 2011

Orientador:
Prof. Dr. WESLEY AUGUSTO CONDE GODOY

Dissertacdo apresentada para obtencdo do titulo de
Mestra em Ciéncias. Area de concentracdo: Entomologia

Piracicaba
2020



Dados Internacionais de Catalogagdo na Publicagdo
DIVISAO DE BIBLIOTECA — DIBD/ESALQ/USP

Bueno, Isabella

Dinamica do crescimento do fungo simbionte e estruturagdo de castas
em formigas-cortadeiras (Hymenoptera: Formicidae: Atta) / Isabella Bueno.
- - versdo revisada de acordo com a resolugdo CoPGr 6018 de 2011. - -
Piracicaba, 2020.

50 p.

Dissertagdo (Mestrado) - - USP / Escola Superior de Agricultura “Luiz de
Queiroz”.

1. Atta sexdens 2. Propor¢des de castas 3. Dinamica de crescimento
4. Fungo simbionte I. Titulo



DEDICATORIA

Dedico este trabalho a todas mulheres que vieram antes de mim. A todas, cientistas ou
ndo, que dedicaram a vida a abrir o caminho pelo qual trilhamos hoje. As que lutaram pela
nossa igualdade e poder de escolha, tornando concebivel a nds, o exercicio da ciéncia. A forca
dessas mulheres, antepassadas, reverberam dentro de nds.

Dedico este trabalho ao movimento feminista.



AGRADECIMENTOS

Gostaria de expressar minha profunda gratiddo aos meus pais, que apoiam
incondicionalmente meus sonhos. Ao meu irmdo, Matheus que sempre tornou a vida mais
leve.

Meus sinceros agradecimentos ao meu companheiro, Fabio por caminhar comigo e
gue me auxiliou em inUmeros passos dessa dissertacao.

Agradeco imensamente ao meu orientador, Wesley, que além do apoio académico
integral, é fonte de inspiracdo diaria, como pesquisador e como ser humano.

Aos meus professores da graduacdo, em especial Maria Rosa Camargo, que me
conduziu ao caminho lUcido do exercicio da pesquisa, que me mostrou que nem mesmo a
ciéncia é neutra, me proporcionando dicernimento para observar a quais interesses serve, e
se estes estao alinhados com meus valores de vida. Herancga esta, inestimavel.

Ao Bruno, Jéssica, Rafael, Walter, Igor e Sujimoto que contribuiram de forma
fundamental com essa pesquisa.

Aos meus amigos, Isabelle, Felipe, Maysa, Thalita, Mayara, Lucas e Larine que tornam
o cotidiano leve e divertido.

A Bianca e Andresa que me ajudaram nas coletas de campo e nos cuidados com a
criacdo das coldnias.

Agradeco a Capes pela concessdo da bolsa que tornou essa pesquisa possivel e a
todos e todas que lutam pela independéncia e autonomia da universidade publica e da

pesquisa no Brasil.



“Para mi solo recorrer los caminos que tienen corazon,
cualquier caminho que tenga corazon.

Por ahi yo recorro, y la tnica prueba que vale es atravesar
todo su largo. Y por ahi yo recorro mirando, mirando, sin

aliento.”

(Para mim so existe percorrer os caminhos que tenham
coragdo, qualquer caminho que tenha coragdo. Por ali
eu viajo, e o unico desafio que vale a pena é percorrer
toda sua extensdo. E por ali viajo, olhando, olhando,
arquejante.)

Dom Juan

(Carlos Castafieda, The Teachings of Don Juan, 1968)



SUMARIO
L =] 0] 0 N 7
Y2 I 1 O 8
LISTA DE FIGURAS. ... ittt tnreeeeeeesies st s s ssaaesssses st r e e s s nasssssssssstneessnssssssssssneeennnnns 9
LISTA DE TABELAS. ... iiiiitiiiiieiiiininreeseeeeissess s s s essaaessssess s r e s s ssaasssssssssnesssnnnssssssssnneennnnns 12
1. INTRODUGAD .....uvevrireenreenniesnisseessesssesssesssessesssesssesssssssessssssesssesssssssessesssesssesssesssessssssessns 13
2. MATERIAL E METODOS........ccoeveterereereeesereesersesessesessesessesessesensesensesesesensessnsesensessnsesensesens 17
2.1. COLETA DAS COLONIAS EM CAMPO ....ouvuvrineiueniintessereieere sasesesesssaesesessessssese shssessensssens sassessenensone 17
2.2. MEDICAO DAS CAPSULAS CEFALICAS E MONTAGEM DA REGUA DE OPERARIAS ....uvvvvvneirinerinneerinnnen, 20
2.3. EXPERIMENTO DE PROPORGAQ DE SUBCASTAS. ..evvuuneeruutneerruneerrsnnerrsnerrsnneerssnnerssnessssseneesssnnerssns 22
2.4. EXPERIMENTO PARA ESTIMATIVA DO CRESCIMENTO DO FUNGO......eveereenveeieeesresseesiessesseensesueseeas 23
2.5. VALIDAGAO DO METODO DE ESTIMATIVA. ... .vtuvteuueseeeteensensesnseseesssesseeseessesssensesseessensessesssensensenns 24
2.6. PRODUGAO DE LIXO.tuuiivtruneeerunereunneerssnnserssneeesssseesssnnerssnnsessssessesssecesss snnssssnnesssssnesssnnnerssns 26
2.7. ANALISE COMPORTAMENTAL DO FORRAGEIO ....uvveeiiirieeseireeeiretesenteessieesssennanessineesssnneesnneeeeas 26
2.8, ANALISE ESTATISTICA. ....etteeiiriie ittt ettt ettt sttt es e s st e s s nr e sn e s ennae e inee s snnee 27
T 2] o 0 171 010 29
8. DISCUSSAD ....cervrurereruraeneneeeetttstsssssssssssassssssssesssssssstsssssssssssssssassssesesssssssssssssssssssssssass 41
5. CONCLUSAD ....ccvtitirurerisssasssseeetttstsssssssssasassssssessssssssssssssssssssssssssssensnsssassssssssssssssssses 45

REFERENCIAS .....eeieeieeeereseeesssessesesssssssssssssessssssssessesssssssssssssesssssssssssssssssssssssssnsessssssssessssassnes 47



RESUMO

Dinamica do crescimento do fungo simbionte e estruturacdo de castas em formigas-
cortadeiras (Hymenoptera: Formicidae: Atta)

As formigas-cortadeiras promovem o corte e o carregamento de folhas para dentro
dos seus ninhos a fim de cultivar o fungo simbionte obrigatdrio que é utilizado como principal
fonte alimentar e abrigo para a prole. Atta é um dos dois géneros existentes e ocorre em quase
todo territdrio brasileiro, causando impactos ecoldgicos positivos, mas também econémicos
negativos em diversas culturas, principalmente florestais. O cultivo do fungo simbionte
através da vegetacdo fresca depende de uma divisdo de trabalho especifica entre as castas
polimorficas, que vao desde o preparo do substrato e o cuidado com a prole, até o corte e
carregamento das folhas, além da defesa da col6nia. Esse estudo teve como objetivo
compreender a dindmica de crescimento da col6nia, essencialmente baseando-se na relacdo
entre o crescimento do fungo simbionte e as propor¢des de individuos da subcasta
generalista. A dindmica de crescimento do fungo foi estudada com diferentes proporcdes de
generalistas, ou seja 100%, 50% e 10%. Além disso, o comportamento de corte e transporte
de folhas pelos individuos remanescentes da col6nia foi avaliado. Em relacdo ao efeito da
interagdo entre o tratamento e a tendéncia temporal, o crescimento dos fungos nos trés
tratamentos apresentaram flutuacdes temporais, no entanto o crescimento final do volume
dos jardins de fungo foi semelhante nos trés tratamentos, indicando que possivelmente algum
mecanismo homeostatico atua na colGnia em resposta a perda de operdrias. Encontramos
também variacdes em varidveis comportamentais e mudancas no grau de agregacao dos
individuos remanescentes em resposta a perda de operarias.

Palavras-chave: Atta sexdens, Proporcdoes de castas, Dinamica de crescimento, Fungo
simbionte



ABSTRACT

Growth dynamics of symbiote fungus and caste structure in leaf-cutting ants
(Hymenoptera: Formicidae: Atta)

Leaf-cutting ants promote the cutting and loading of leaves into their nests in order to
grow the obligatory symbiotic fungus which is used as the main food source and shelter for
the offspring. Atta is one of the two existing genera and occurs in almost all Brazilian territory,
causing positive ecological impacts, but also negative economic impacts on several crops,
especially forest. Cultivation of symbiotic fungus through fresh vegetation depends on a
specific division of labor among polymorphic castes, ranging from substrate preparation and
care of the offspring, to leaf cutting and loading, as well as the defense of the colony. This
study aimed to understand the growth dynamics of the colony, essentially based on the
relationship between the growth of the symbiote fungus and the ratios of generalist subcaste
individuals. The fungus growth dynamics were studied with different ratios of generalists, i.e.
100%, 50% and 10%. In addition, leaf cutting and transport behavior by the remaining
individuals of the colony were evaluated. Regarding the effect of the interaction between the
treatment and the temporal tendency, the fungal growth in the three treatments showed
temporal fluctuations. However, the final growth of the fungal garden volume was similar in
the three treatments, likely indicating that some homeostatic mechanisms act on the colony
growth in response to loss of workers. We also found variations in behavioral variables and
changes in the degree of aggregation of the remaining individuals in response to worker loss.

Keywords: Atta sexdens, Caste ratio, Growth dynamics, Symbiont fungus
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1. INTRODUGCAO

As formigas-cortadeiras tem distribuicdo limitada ao novo mundo, com predominio nos
trépicos das Américas (HOLLDOBLER; WILSON, 1990). O grupo taxondmico pertence a subtribo
Attina (Hymenoptera: Formicidae: Myrmicinae) (SOSA-CALVO et al.,, 2017) com
aproximadamente 230 espécies descritas de cultivadoras de fungo (MEHDIABADI; SCHULTZ,
2009), sendo Atta e Acromyrmex os géneros classificados como Attina superiores por serem os
Unicos que cultivam o fungo simbionte através de material vegetal fresco (HOLLDOBLER;
WILSON, 1990). Atta é o género com maior importancia econdmica da América do Sul por atacar
diversas culturas economicamente importantes. Por outro lado, ha outro aspecto inerente deste
grupo de insetos que faz dele importante sob o ponto de vista ecoldgico, a nutricdo do solo. O
acumulo de grande quantidade de matéria organica devido ao carregamento de folhas para baixo
da superficie do solo, permite a propagacdo de grande numero de bactérias, fungos e
nematoides, que desempenham importantes papéis ecologicos para a sustentabilidade de
agroecossistemas (WEBER, 1966) (CHEEKE; COLEMAN; WALL, 2012) sendo as formigas-
cortadeiras, consideradas engenheiras de ecossistemas, alterando significativamente a
comunidade de microrganismos aos arredores do ninho (RODRIGUES et al., 2013).

Este grupo de insetos é classificado como eusocial pelo alto grau de socializacdo e possui
acentuadas diferencas morfoldgicas entre as castas (HOLLDOBLER; WILSON, 1990). O sistema de
divisdo de castas observado no género Atta é o mais complexo e filogeneticamente derivado
dentre todas as formigas. O sistema baseado no alto grau de polimorfismo intimamente ligado
ao polietismo é associado essencialmente ao processamento da vegetacao fresca para o cultivo
de um fungo simbionte, com existéncia obrigatéria para o sucesso do formigueiro, que nele
encontra sua fonte nutricional (WILSON, 1980a).

Casta é um conjunto de individuos dentro da col6nia especializado em determinado
agrupamento de tarefas em um periodo de tempo. Podem ser classificadas por tamanho, idade
ou ambos. No género Atta, ocorre a divisdo da casta das operdrias em subcastas especificas.
Essas subcastas possuem um gradiente de tamanho e tarefas, no entanto, sdo separadas de
acordo com critérios especificos (OSTER e WILSON, 1978; WILSON, 1980a).

As castas, divisdo de individuos reprodutores e ndo reprodutores, e as subcastas,
subdivisGes da casta ndo reprodutora sdo organizacGes importantes para o sistema, visto que o

conjunto de operarias executa tarefas com alta especificidade na col6nia de forma organizada e
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integrada garantindo a eficiéncia necessaria a complexidade do sistema (WEBER, 1966; WILSON,
1971; OSTER e WILSON, 1978). As subcastas sdo determinadas em Atta pelo tamanho de suas
capsulas cefélicas e pelo complexo de tarefas executadas. Uma tarefa é um conjunto de acdes
gue flui de maneira integrada e se for interrompida por uma operdria e retomada por outra,
resulta em perda da eficiéncia. Através das curvas de polietismo é possivel definir o complexo de
atividades que reflete o repertério comportamental individual, tornando possivel classificar as
subcastas de acordo com a variedade de tarefas executadas na col6nia (WILSON, 1980a).

Morfologicamente, as subcastas sdo classificadas pelo tamanho da capsula cefalica. As
operarias menores compOe as jardineiras e enfermeiras, com tamanho aproximado de 2
milimetros de comprimento e largura da capsula cefdlica de 1 milimetro. As generalistas
possuem capsula cefalica com 1,4 milimetros. Forrageiras e escavadoras tem capsula medindo
2,2 milimetros. Os soldados exibem capsula cefalica acima de 3,0 milimetros, podendo chegar a
14 milimetros de comprimento (WEBER, 1966; WILSON, 1980). Essas medidas sdo
representativas de diferentes castas, com tarefas especificas de alta relevancia para a colonia.

As tarefas sdo analisadas por curvas de polietismo. Jardineiras e enfermeiras sdao
especializadas no cuidado das hifas do fungo simbionte, na incorporacdo das folhas tratadas no
jardim de fungos e no cuidado com a ninhada e rainha. As generalistas possuem repertério de
tarefas mais amplo, relacionado ao processamento da vegetacdo antes de ser incorporada ao
fungo, reconstrucdo da estrutura do fungo, transporte do lixo, assisténcia da ninhada em ecdise
e cuidado com a rainha. As forrageiras e escavadoras cortam, transportam a vegetacdo e
escavam os ninhos. As soldadas defendem os ninhos de ataques que apresentam grande risco
para a col6nia (WILSON, 1980a).

AssociacOes simbidticas sdo comuns entre os organismos vivos e apesar de pouco
estudadas, em comparacdao com outras relagdes ecoldgicas como por exemplo competicdo, ha
consenso de que as relagdes mutualisticas sdo fundamentais na determinagdo da distribuicdo
dos organismos (RISCH; BOUCHER, 1976), além de serem reconhecidas como fator chave paraa
evolucdo de grupos taxonémicos de maior nivel hierarquico (CURRIE, 2001). A associacdo entre
insetos e fungos visando alimentagdo em insetos e substratos para crescimento em fungos é um
exemplo classico de simbiose.

A complexidade do desenvolvimento micelial e do préprio cultivo de fungos por insetos,
tem provavelmente significativa influéncia do tempo por tratar-se de um processo interativo em

curso hd cerca de 40 a 60 milhoes de anos, antes das acbes pioneiras em prol da agricultura. Além
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das formigas, outros grupos de insetos, como algumas espécies de besouros e cupins, também
desenvolveram esta habilidade. Em especial, cupins e formigas, sdo grupos caracterizados por
sociedades complexas. A divisdo de tarefas nesses organismos tem desenvolvido, ao longo do
tempo, uma forma bem-sucedida de cultivo do fungo simbionte. O cultivo do fungo simbionte
por grandes sociedades aumentou notavelmente a relevancia das interacGes complexas no
cenario da ecologia trofica (MUELLER; GERARDO, 2002).

O cultivo de fungos por formigas teve uma Unica origem na histdria evolutiva e ocorreu
no Novo Mundo, possuindo distribuicdo essencialmente Neotropical (SCHULTZ; MEIER, 1995). O
fungo cultivado Leucoagaricus gongylophorus, pertencente ao grupo Basidiomiceto, é cultivado
pelas formigas-cortadeiras a partir de folhas frescas trazidas ao ninho (GARRETT et al., 2016).
ApOs o corte, realizado pelas formigas da subcasta das forrageiras, as jardineiras mastigam os
fragmentos umedecendo-os com saliva e as vezes inserindo uma goticula de liquido fecal. O
substrato preparado é cuidadosamente incorporado ao fungo. A regido recém preparada é
enriquecida com micélios de outras partes do fungo (HOLLDOBLER; WILSON, 1990).

Colbnias de insetos eusociais podem ser estudadas segundo a abordagem do
“superorganismo” e, dessa forma, pode-se relacionar seu desenvolvimento com o
desenvolvimento de um organismoisolado. O estagio inicial da col6nia no momento da fundacdo
é tdo distinto da col6nia adulta quanto um embrido é distinto do organismo adulto. Dessa forma,
a ontogenia de uma colonia é andloga a ontogenia de um organismo individual (TSCHINKEL,
2010). Esse processo de fundacdo do ninho até a maturidade da col6nia é chamado
“sociogénese” (WILSON, 1985).

Sociogénese, ou o ciclo de vida da colonia, é dividido em trés fases: a primeira fase é a
fundagdo do ninho pela rainha inseminada, que oviposita e cria a primeira ninhada de operarias,
com baixo grau de polimorfismo, a partir de suas reservas energéticas. Quando atingem a fase
adulta, as primeiras operarias assumem as tarefas de forrageio e cuidado da prole, enquanto a
rainha assume a Unica tarefa de ovipositar. Esta segunda fase, dedicada ao crescimento da
colbnia, é chamada fase ergonémica. Apds um periodo que varia de acordo com a espécie, a
colénia entra na terceira fase, a reprodutiva, em que fémeas e machos reprodutivos sdo
produzidos (HOLLDOBLER; WILSON, 1990).

A organizacdo colonial em insetos eusociais € um dos eventos evolutivos mais
relevantes. Juntamente com a metamorfose e voo, essa organiza¢do é responsavel pelo sucesso

ecolégico do grupo (WILSON, 1985). Os insetos sociais, estudados sob a 6tica do superorganismo,
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fornecem uma oportunidade de relacionar os processos individuais de desenvolvimento com o
desenvolvimento da colonia, levando em consideracao fatores ecoldgicos, de forma a relacionar
o desenvolvimento a evolucdo (TSCHINKEL, 2011). A compreensdo sobre o desenvolvimento de
uma colbnia de insetos sociais € essencial para o entendimento da dinamica de intera¢Ges entre
insetos e fungo simbionte e, para tanto, estimativas sobre o crescimento da colonia, bem como
a descricdo dos seus componentes, no caso, larvas, adultos, rainha e fungo sdo fundamentais.
Esse método de estudo é denominado “sociometria” (TSCHINKEL, 1991).

O termo “sociometria” foi proposto por Tschinkel (1991) para designar a coleta e analise
dos atributos fisicos e numéricos das col6nias de insetos sociais. A sociometria envolve
basicamente trés niveis: a compilacdo de dados, comparac¢do dos atributos observados entre
espécies e as relagGes dos atributos descritos entre si. Entretanto, a obtencdo de dados
descritivos observacionais sobre a dinamica da col6nia é indispensavel para a analise tedrica.

Como os trabalhadores das col6nias de formigas-cortadeiras controlam ativamente a
dinamica do jardim de fungos preparando o substrato foliar, inoculando o fungo e removendo o
material morto e outros microrganismos contaminantes, eles interferem diretamente no
crescimento das hifas na superficie do jardim (BASS; CHERRETT, 1994). Diante dessa relacdo
intima do crescimento do jardim de fungos com a execucdo de tarefas por trabalhadores, é
fundamental que as varidveis, taxa de crescimento do fungo e atividade das castas, sejam
estudadas a fim de compreendermos a dindmica do crescimento do jardim de fungos em col6nias
de formigas-cortadeiras.

Sistemas bioldgicos como coldnias de formigas-cortadeiras, devem por certo contar
com intenso e continuo balango entre a alocacdo de recursos para o crescimento e para a prépria
manutencdo fisioldgica do sistema. Os mecanismos envolvidos no alcance deste balan¢o sao
provavelmente baseados em propriedades organizacionais especificas para o sistema bioldgico,
as quais sdo totalmente desconhecidas em A. sexdens. Nesse estudo foi investigada a relagdo
entre aumento da biomassa do jardim de fungos de A. sexdens e a proporc¢do de generalistas
visando compreender a dindmica de crescimento de colbnias de salvas. Pardmetros

sociomeétricos relacionados com a dindmica do crescimento da col6nia foram estimados.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta das colonias em campo

Foram realizadas coletas em campo de colbnias iniciais de Atta sexdens cerca de 2 a
3 meses apos a fundagao. As coletas foram realizadas entre fevereiro e abril de 2018 e janeiro
afevereiro de 2019 nas cidades de Anhembi/SP e Itirapina/SP. Em Anhembi, as col6nias foram
coletadas na Estacdo Experimental de Ciéncias Florestais da ESALQ/USP (Lat.22°40' S Long.
48°10' W), na borda do talhdo de Teca (Tectona grandis) e nas bordas e interior do SAF
(sistema agroflorestal). Na cidade de Itirapina (Lat. 22° 15’ 13” S Long. 47° 49’ 22" W) as
colénias foram coletadas em bordas de Eucalipto (Eucalyptus spp.). Os ninhos foram
identificados através do monticulo de terra caracteristico da espécie (Figura 1). A coleta dos
ninhos foi realizada por escavagdo e as col6nias contendo a rainha, o fungo simbionte e as
primeiras operdrias (Figura 2), retirados e transferidos para recipientes plasticos. Apds a
coleta, os recipientes contendo as col6nias foram levados ao laboratério de Ecologia e

Entomologia Florestal do Departamento de Entomologia e Acarologia da ESALQ/USP.

Figura 1. Vista externa no monticulo de terra caracteristico de ninhos de salva. Imagem registrada pela autora
em talh3o de teca, municipio de Anhembi/SP.
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Figura 2. Foto do fungo simbionte de Atta sexdens no interior do ninho durante escava¢do em drea de talhdo de
teca, municipio de Anhembi/SP. Foto da autora.

As colbnias recém coletadas foram colocadas em recipientes plasticos de
aproximadamente um litro (Figura 3) e transportadas ao laboratério de Ecologia e
Entomologia Florestal onde permaneceram em camara climdtica com temperatura regular de
232C #1 e escotofase de 24 horas. As colOnias permaneceram tampadas e a umidade foi
controlada dentro dos préprios recipientes esborrifando dgua (umedecer) e com suprimento

de aveia (desumedecer).



19

Figura 3. Foto da rainha, operarias e fungo simbionte em colonia inicial de Atta sexdens armazenadas em
recipiente plastico em laboratdrio. Foto da autora.

Suprimento de folhas foi oferecido aos ninhos trés vezes por semana, variando as
espécies entre folhas de caramboleira (Averrhoa carambola) e folhas e pétalas de rosa (Rosa
L.) por serem folhas mais macias facilitando o corte das operarias menores.

Apds trés meses as coldnias estabelecidas foram transferidas para recipientes plasticos
interligados por uma mangueira simulando as cdmaras caracteristicas do ninho de sauva. As
camaras foram forradas com um centimetro de gesso, com o objetivo de manter a umidade
(Figura 4). Os recipientes utilizados mediam 12 cm de altura e 12 cm de diametro, com
capacidade volumétrica de um litro. O primeiro foi destinado a camara de forrageio, onde
foram fornecidas as folhas, o segundo a camara do fungo e o terceiro destinado a camara do
lixo, local de depdsito de matéria organica morta do fungo, operarias mortas e demais rejeitos.
Os novos recipientes foram mantidos nas mesmas condi¢cdes de temperatura e escotofase.
Nessa fase, as colonias passaram a receber suprimento de folhas mais duras, como folhas de

abacateiro (Persea americana), Acalifa (Acalypha wilkesiana) e Alamo (Populus spp.).
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Figura 4: Estrutura de potes plasticos interligados por mangueiras simulando o sistema de col6nias de formigas-
cortadeiras, sendo da esquerda para direita o primeiro simulando a camara de lixo, o segundo simulando a
camara do fungo e o terceiro simulando a camara de forrageio.

2.2 Medicao das capsulas cefalicas e montagem da régua de operarias

Para identificagdo das subcastas morfoldgicas, foi utilizada a medida das cdpsulas
cefdlicas. A medida da cdpsula cefalica refere-se a maior largura da cabega em face ventral e
em angulo reto com o eixo longitudinal da cabega (WILSON, 1980b). A medida foi realizada no
Laboratdrio de Biologia de Insetos, ESALQ/USP, através de uma ocular micrométrica (Wild MM
5235) acoplada ao microscépio estereoscopico. O critério utilizado para definir
morfologicamente as castas polimoérficas foi a medida da largura da cdpsula cefdlica, sendo
gue as jardineiras possuem capsula cefalica no intervalo de 0,6 a 1,4mm; generalistas de 1,4

a 2,2mm; forrageiras de 2,2 a 3,0mm; e os soldados acima de 3,0mm (Figuras 5A, 5B, 5C, 5D).
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Figura 5. Fotos mostrando as medig¢des dos intervalos de cépsula cefélica através da ocular micrométrica (Wild
MM 5235) acoplada ao microscopio estereoscépico; a) mensuragcdo da capsula cefdlica de um individuo
pertencente a subcasta das “jardineiras”; b) mensuragdo da capsula cefélica de um individuo pertencente a
subcasta das “generalistas”; c) mensuragdo da capsula cefdlica de um individuo pertencente a subcasta das
“forrageiras”; d) mensuragdo da capsula cefélica de um individuo pertencente a subcasta dos “soldados”.

Foi realizada a medida da capsula cefalica de todos os individuos de uma col6nia de
aproximadamente um ano e meio de idade. A referida col6nia ndo continha individuos com
capsula cefdlica maior que 3,00mm, da subcasta “soldado”. Estes foram coletados no
formigueiro destinado a visitacdo do Departamento de Entomologia e Acarologia da Esalg. A
partir dessas medidas, foi escolhido um exemplar de cada subcasta que mais se aproximava
dos limites de medida classificatérios. Esses quatro exemplares tiveram as cabecas retiradas
e estas foram dispostas em uma régua por ordem de tamanho. Entre os espacos de cada uma
dessas cabecas, outras cabecas com intervalos regulares de medidas foram dispostas a fim de
marcar o intervalo de tamanho das capsulas cefélicas referentes a cada uma das subcastas
(Figura 6) (SUJIMOTO, 2018 dados nao publicados). A régua foi utilizada como referéncia para

a retirada das generalistas nos diferentes tratamentos.
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Figura 6. Régua contendo cabecas de operarias de Atta sexdens com intervalos de medida das respectivas
subcastas.

2.3 Experimento de proporg¢do de subcastas

Trés tratamentos foram realizados a fim de investigar se diferentes proporcdes de
individuos da subcasta das generalistas alteram o padrao de crescimento do jardim de fungos.
No primeiro tratamento, 100% das generalistas foram deixadas na colOnia para investigacdo
da dinamica de crescimento do fungo. No segundo tratamento, 50% e no terceiro tratamento,
10% das generalistas permaneceram. Para cada tratamento, oito réplicas foram produzidas.

Para identificacdo das subcastas e retirada do numero determinado de generalistas,
foi utilizada como referéncia a medida das capsulas cefalicas com auxilio da régua de cépsulas
cefdlicas (Figura 6). Os individuos das col6nias foram anestesiados pela aplicacdo de gas
carbonico e as operarias da subcasta das generalistas dos tratamentos 2 e 3 foram retiradas e
contadas. No tratamento 2 foram devolvidas 50% das generalistas e no tratamento 3, 10% das
generalistas. Nas colonias utilizadas no ensaio haviam apenas individuos das subcastas
“jardineiras” e “generalistas”, sendo que “forrageiras” e “soldadas” ainda ndo haviam
aparecido devido a idade das col6nias.

A primeira retirada foi realizada na semana 9 de forma aleatéria em relacdo a idade
e tamanho da capsula cefdlica (porém dentro da faixa de 1,4 a 2,2mm). Nas préximas quatro
semanas que seguiram a quantidade das operarias restantes foi verificada e individuos
adicionais foram retirados para manutenc¢do do numero inicial deixado em cada tratamento.
Apds oito semanas, quando o numero de generalistas havia se restabelecido em sua
abundancia original e proporcional ao tamanho da col6nia, foi realizada nova contagem das

generalistas e as porcentagens retiradas com base na quantidade atual.
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2.4 Experimento para estimativa do crescimento do fungo

O experimento de crescimento do fungo foi iniciado em abril, quando as col6nias
atingiram um tamanho e estado de crescimento estavel. Ao longo dos meses que se seguiram,
abril a setembro, as col6nias receberam quantidades iguais em peso Umido de folhas frescas
de espécies de plantas comumente utilizadas em criacdo de formigas-cortadeiras em
laboratdrio. As folhas utilizadas foram: acalifa (Acalypha wilkesiana), folhas de abacateiro
(Persea americana) e folhas de carambola (Averrhoa carambola).

A biomassa do fungo foi estimada através de métodos ndo invasivos, com
mensuracdes semanais de todas as col6nias (CLARK; FEWELL, 2014). Para isso foram feitas
fotos suspensas em angulo reto de forma padronizada em relagcdo a distancia (Figura 7) para
mensurac¢ao da area do fungo e fotos frontais (Figura 7) para mensuracao da altura do fungo.
A area e a altura do fungo foram medidas através do programa Image J
(https://imagej.nih.gov/ij/) (Figura 8). A partir dos dados de area e altura, o maior volume
possivel do fungo foi estimado. Considerando que o jardim de fungos em condigOes
laboratoriais cresce semelhante a um cilindro apesar das irregularidades na forma, o volume
de cada jardim foi estimado a partir das medidas de area e altura. O experimento foi iniciado
com vinte e quatro colOnias.

Medicdes também foram feitas com colOnias para valida¢do. Para tanto a area foi
mensurada e a col6nia posteriormente destruida, todos os individuos adultos e larvas
retirados, e o fungo pesado para correlagdo posterior da area calculada com o peso Umido

real do fungo.
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Figura 7. Esquema mostrando o procedimento da realizagdo das fotos suspensas em angulo reto e com distancia
padronizada para mensuragao da area e altura do fungo.
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Figura 8. Captura de tela da interface do programa Image J mostrando o processo de medi¢do da area através
da foto do fungo simbionte de uma col6nia de Atta sexdens.
2.5 Valida¢dao do método de estimativa

Visto que a avaliacdo direta da massa do jardim de fungos requer a destruicdo da

colonia, o que ndo poderia ser feito durante o experimento, o método de estimativa do
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volume do jardim de fungos foi validado repetindo as medidas em um conjunto de outras 24

coldnias, uma por semana (Figura 9).
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Figura 9. Esquema caracterizando o experimento de propor¢do de castas, incluindo o plano de valida¢do das
estimativas.

Para validar o método de estimativa, as col6nias utilizadas para validacdo foram
mantidas durante o mesmo periodo do experimento com a mesma quantidade de recurso. O
método de estimativa foi repetido e apds a repeticdo, as pupas, larvas e adultos foram
removidos. O jardim de fungos foi pesado em balanga de precisdao. No final das 24 semanas,
as colbnias dos experimentos passaram pelo mesmo processo. Os dados obtidos do peso do
jardim de fungo foram utilizados para avaliar a precisdo do método de estimativa. A avaliacao

foi feita calculando a correlacdo entre o que foi estimado e a medida real.
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2.6 Producgdo de lixo
A producdo de lixo das colonias também foi analisada ao longo das 24 semanas, nos
trés tratamentos. O lixo produzido em cada col6nia foi retirado a cada quatro semanas e

pesado em balanca de precisdo para posterior analise.

2.7 Andlise comportamental do forrageio

Com o auxilio de um sistema de captura de imagem, foi avaliada mudanca no
comportamento de forrageio dos individuos remanescentes em cada um dos tratamentos: T1
= dindmica da colonia com 100% das generalistas; T2 = dindmica da col6nia com 50% das
generalistas; T3= dindmica da colonia com 10% das generalistas.

O comportamento dos individuos na cdmara de forrageio foi filmado através de um
sistema de captura de imagens automatizado, EthoVision (NOLDUS; SPINK; TEGELENBOSCH,
2001), em cada um dos tratamentos por um periodo de 1 hora, dividido em quatro blocos,
com um tratamento por bloco (Figura 10). As col6nias utilizadas foram privadas de alimento
24 horas antes do inicio das filmagens. A captura de imagens foi iniciada imediatamente apds
o oferecimento do alimento, sendo este, dois circulos de folhas de abacateiro com area

padronizada de 3cm de didmetro para todas as réplicas.
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Figura 10. Captura de tela da interface do sistema de captura de imagens automatizado EthoVision analisando o
comportamento de forrageio de uma colénia.
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As variaveis comportamentais foram escolhidas de acordo com o interesse biolégico.
Os videos foram utilizados para geracdo de mapas de calor, indicando a variacdo da

densidade de individuos nos diferentes tratamentos.

2.8 Analise Estatistica

2.8.1 Analise de dados do crescimento do fungo

Os dados foram analisados utilizando o programa R. Modelos lineares mistos foram
ajustados aos dados de altura, drea e volume estimado, incluindo uma tendéncia temporal
diferente por tratamento utilizando base b-spline com seis graus de liberdade e uma
interceptacdo aleatdria por col6nia para testar a hipdtese de que as observagdes feitas dentro
da mesma colOnia estdo correlacionadas. A significancia dos efeitos foi avaliada por testes de
razdo de verossimilhanca (RV) para modelos aninhados. A qualidade do ajuste foi avaliada

usando parcelas semi-normais com um envelope simulado (Moral et al., 2017).

2.8.2 Validagdo

Para a validacdo do método de estimativa do volume com o peso do fungo, foi
utilizado o teste de correlacdo de Pearson para verificar se hd correlacdo entre o volume
estimado e o peso umido do fungo e um modelo simples de regressao linear para verificar a

relacdo entre as duas variaveis.

2.8.3 Analise da producdo de lixo

Modelos lineares mistos foram ajustados aos dados da producdo de lixo, incluindo
uma tendéncia temporal diferente por tratamento, utilizando uma base b-spline com trés
graus de liberdade, e um intercepto aleatdrio por col6nia para explicar o fato de que as
observagoes feitas na mesma col6nia sdo correlacionadas. A significancia dos efeitos foi
avaliada por meio de testes de razdo de verossimilhanca (RV) para modelos aninhados. A
gualidade do ajuste foi avaliada usando parcelas semi-normais com envelope simulado (Moral

et al.,, 2017).
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2.8.4 Analise comportamental do forrageio

Para dados com distribuicdo normal, ANOVA foi aplicada para verificar se houve
diferenca significativa entre os tratamentos. Para os dados com distribuicdo desconhecida,

mesmo apds transformacdo por Box-Cox, utilizou-se o modelo de Kruskal-Wallis.
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3. RESULTADOS

3.1 Crescimento do fungo segundo diferentes proporcoes de castas

Ap06s a retirada das proporgoes de castas a partir da semana 9, mudancas na dindmica
de crescimento do jardim de fungos foram observadas. Os resultados, descritos pela analise
da relacdo entre as estimativas da area, altura e do volume com o tempo, indicam que existe
relacdo entre as varidaveis dependentes “area”, “altura” e “volume” e a independente,
“tempo” (semanas). Das 24 col6nias estabelecidas no inicio do experimento, 19 chegaram até
a ultima semana, sendo que as mortes das colbnias ocorreram apenas no inicio do
experimento, com uma morte nos tratamentos T1 (semana 10), e T2 (semana 16) e trés

mortes no tratamento T3 (semanas 10, 12 e 13).

Area

A comparacgado entre réplicas para areas mensuradas da semana 1 a 24 resultou em
trajetdrias analisadas levando em conta o efeito da interacdo entre o tratamento e a
tendéncia temporal (Fig. 11). As trajetdrias indicam que a area aumentou aproximadamente

duas vezes na maioria as réplicas, durante o periodo analisado.
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Figura 11: Graficos demostrando os padrdes de crescimento da area dos jardins de fungos de cada réplica
durante o desenvolvimento de 24 col6nias, da semana 1 até a semana 24 nos trés tratamentos: T1= 100% das
generalistas, representado pela curva vermelha; T2= 50% das generalistas, representado pela curva verde e T3=
10% das generalistas, representado pela curva azul. O eixo x se refere ao tempo em semanas e o eixo y a area
em cm?,

A média das réplicas indica que as curvas da area tiveram tendéncia de crescimento

aparentemente similar para os trés tratamentos, resultando em curvas ascendentes (Fig. 12).
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Figura 12: Grdfico mostrando a variagdo média da area dos jardins de fungos em fungao do tempo nos
tratamentos T1, T2 e T3, representado pelas diferentes cores das curvas. O eixo x se refere ao tempo em semanas
e o eixoy a area em cm?. A seta indica o inicio da retirada de operérias no tratamento T2 e T3.

O crescimento da drea para os trés tratamentos foi aparentemente similar, apesar
das flutuagOes observadas. O efeito da interacdo entre tratamentos e tempo (semanas) foi
significativo, indicando que a influéncia sobre o tamanho da area advém da interacdo entre
esses fatores (RV = 46,24; GL= 12; p < 0,0001). Na 242 semana as curvas se encontram
praticamente no mesmo valor, mas demonstram tendéncias diferentes durante a trajetéria
de crescimento. Entre as semanas 5 e 12, a area do jardim de fungos ndo exibiu a mesma
ascendéncia observada antes e depois deste periodo, nos trés tratamentos. A partir da
semana 12, os trés tratamentos apresentaram aumento significativo da drea, demonstrado
pela ascendéncia nas curvas. Comparando o tratamento 1 com o tratamento 3, notou-se ndo

haver diferenca significativa em relacdo ao crescimento total da area (GL = 7; p=0,2111).

Altura
A altura mensurada entre as semanas 1 a 24, variou no tempo e de forma

relativamente similar entre réplicas e tratamentos (Fig. 13).
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Figura 13: Padrdes de crescimento dos jardins de fungos de cada réplica em relagdo a altura durante 24 semanas
para 24 coldnias nos trés tratamentos: T1= 100% das generalistas, representado pela curva vermelha; T2= 50%
das generalistas, representado pela curva verde; e T3= 10% das generalistas, representado pela curva azul. O
eixo x se refere ao tempo em semanas e o eixo y a altura em cm.

A comparacdo entre as trajetdrias da altura média por tratamentos pode ser vista na

Figura 14, com resultados indicando maiores valores para a altura a partir da 152 semana.
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Figura 14: Grafico mostrando a variagdo média da altura do jardim de fungos em funcdo do tempo, nos
tratamentos T1, T2 e T3, indicado pelas diferentes cores das curvas. O eixo x se refere ao tempo em semanas e o
eixo y a altura em cm. A seta indica o inicio da retirada de operarias no tratamento T2 e T3.

Em relacdo a altura, o efeito da interacdo entre o tratamento e a tendéncia temporal,

nao foi significativo (RV = 18,87; GL = 12; p = 0,0917), portanto, a variacdo da altura n3o é

funcdo da interacdo entre os dois fatores.

Volume estimado
Assumindo que o jardim de fungos cresce semelhante a um cilindro, apesar das

irregularidades, o volume foi estimado através da férmula simples de calculo do volume do

cilindro, utilizando os dados de altura e area.
A variacdo do volume do jardim de fungos, estimado da semana 1 a 24 pode ser

comparada visualizando as oito réplicas, observando a figura 15.
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Figure 15: Curvas mostrando os padrdes de crescimento dos jardins de fungos de cada réplica em relagdo a altura
durante o desenvolvimento de 24 colbnias por 24 semanas nos trés tratamentos: T1= 100% das generalistas,
representado pela curva vermelha; T2= 50% das generalistas, representado pela curva verde; e T3= 10% das
generalistas, representado pela curva azul. O eixo x se refere ao tempo em semanas e o eixo y ao volume em
cm?,

T3 caracterizadas pelo aumento do volume do fungo (Fig. 15). O volume do fungo tende a

aumentar nos dois tratamentos com a evolugdo do tempo. Contudo, para o tratamento 1 a
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curva indica tendéncia de saturacdo nas ultimas semanas (Fig. 15).

Os valores médios do volume do jardim de fungos indicam inclinagcdo ascendente

acentuada a partir da 152 semana nos trés tratamentos (Fig. 16).
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Figure 16: Curvas mostrando o comportamento médio do aumento do volume estimado do jardim de fungos nos
tratamentos T1, T2 e T3, indicado pelas diferentes cores de curvas. A seta indica o inicio da retirada de operarias
no tratamento T2 e T3. O eixo x se refere ao tempo em semanas e o eixo y ao volume em cm?. A seta indica o
inicio da retirada de operdrias no tratamento T2 e T3.

O efeito da interacdo entre os tratamentos e a tendéncia temporal foi significativo
(RV=36,58; GL=12; p< 0,0003). Na ultima semana de experimentos as curvas convergem para
valores proximos, mas indicam tendéncias diferentes no comportamento de crescimento,
sobretudo ao se compararem os tratamentos 2 e 3 com o tratamento 1 (Fig. 16). Entre a
semana 5 e a semana 12, a area do jardim de fungos se manteve relativamente estdvel nos
trés tratamentos. A partir da semana 12, os trés tratamentos apresentaram aumento
significativo da area, demonstrado pelo claro aumento dos valores do volume (Fig. 16).

Comparando o tratamento 1 com o tratamento 3, ndo se nota diferenca significativa

em relagdo ao crescimento geral do volume (x? calculado = 7,5614; GL=7; p = 0,3729).

Validagao
Para validar a estimativa do volume dos jardins de fungos, correlacionamos os dados

da estimativa do volume do fungo com seu peso umido (Fig. 17)
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Figura 17: Gréafico mostrando a relacdo entre o volume estimado em cm? (eixo x) e o peso Umido do jardim de

fungos em gramas (eixo y).

A correlacdo da estimativa do volume com o peso Uumido do jardim de fungos foi
significativa, positiva e de alta magnitude (r=0,9015) mostrando que a estimativa do volume
através da relacdo da drea com a altura foi valida. A andlise mostrou relacdo linear significativa
entre a estimativa do volume do fungo (cm?) e seu peso umido (g) (p< 0,0001; r>= 95,92%).
Das 24 colbnias estabelecidas no inicio do experimento para validacdo, apenas 8
sobreviveram. A baixa taxa de sobrevivéncia pode ter sido decorrente da alta temperatura no
transporte do campo para o laboratdrio além da mortalidade natural. Foram utilizadas para
validacdo além dessas oito, as 19 colonias que chegaram até o final dos trés tratamentos no
experimento de crescimento do fungo. Dessa forma foi possivel cobrir a maior parte dos

tamanhos atingidos pelo jardim de fungos para correlacao.

3.2 Producao de lixo
Os resultados encontrados indicam que o peso do lixo aumenta com o tempo de

forma similar para todas as réplicas (Fig. 18).
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Figura 18: Curvas indicando o peso de (em gramas) do lixo seco produzido em cada réplica durante o
desenvolvimento de 24 col6nias para 24 semanas nos trés tratamentos: T1= 100% das generalistas, representado
pela curva vermelha; T2= 50% das generalistas, representado pela curva verde; e T3= 10% das generalistas,
representado pela curva azul. O eixo x se refere ao tempo em semanas e o eixo y ao peso seco do lixo em gramas.
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Figura 19: Curvas mostrando o comportamento médio do peso em gramas (g) do lixo produzido pelas colénias nos
tratamentos T1, T2 e T3, indicado pelas diferentes cores de curvas. A seta indica o inicio da retirada de operarias
no tratamento T2 e T3. O eixo x se refere ao tempo em semanas e o eixo y peso do lixo em gramas. A seta indica
o inicio da retirada de operdrias no tratamento T2 e T3.
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A diferenca na producdo de lixo entre os trés tratamentos nao foi significativa (RV =
9,29; GL= 6; p > 0,15). Testando os principais efeitos do tratamento e tendéncia temporal
sobre o lixo foi observado efeito significativo das duas variaveis sobre a producdo de lixo (RV
=192,11; GL=3; p <0,0001), visto que naturalmente, a quantidade de lixo produzido aumenta

na proporcdo em que o tamanho da col6nia aumenta.

3.3 Andlise comportamental do forrageio

Dentre as variaveis selecionadas, as que apresentaram diferenca significativa entre
os tratamentos foram: distancia média, velocidade média, movimento médio, distancia média
ao ponto central (D. Point Mean), movimento cumulativo (Mov. Cum) e tempo acumulado na

zona de interesse (Zone Cumu), que no caso, corresponde as folhas disponiveis para o corte.

Tabelas da andlise descritiva das variaveis nos trés tratamentos:

Tabela 1. Tabela mostrando os valores das varidveis "distdncia média movida", "velocidade média" e "movimento
médio" nos trés tratamentos, T1, T2 e T3.

TRATAMENTO DISTANCIA MEDIA  VELOCIDADE MEDIA* MOVIMENTO MEDIO*
MOVIDA*
(cm) (cm/s) (s)

T1 0,1610+0,0066a 0,3096+0,0127a 0,7584+0,0221b

T 0,1380+0,0033a 0,2655+0,0063a 0,8200+0,0213b

T3 0,0877+0,0204b 0,1687+0,0393b 1,2122+0,2446a

Tabela 2. Tabela mostrando os valores das varidaveis medidas “distdncia média ao ponto central” (D. Point Mean),
“movimento cumulativo” (Mov. Cum) e “tempo acumulado na zona de interesse” (Zone Cumu), nos trés
tratamentos, T1, T2 e T3.

TRATAMENTO D. POINT MEAN ** MOVIMENTO CUM. ** ZONE CUMU **
(cm) (s) (s)

T1 2,2468+0,0751b 55,098718,6695a 2994,6269+79,5014a

T2 2,2991+0,0563b 36,765613,8374a 2948,1319+63,3546a

T3 2,996810,2976a 1,9381+0,7810b 998,6925+284,5353b

Obs: Dados com distribuicdo Gamma *

Dados com distribuicdo ndo conhecida **
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Para analisar se houve diferenca significativa entre os tratamentos, utilizou-se o
modelo de andlise de variancia e de Kruskal-Wallis para as variaveis com distribuicdo nao
conhecida.

Distancia média movida é a média percorrida pelo centro de massa de cada individuo.
E utilizada para fornecer uma medida geral de atividade e como base de célculo para outras
varidveis, como velocidade. Velocidade média é a média da distancia percorrida por cada
individuo dividido por unidade de tempo. Movimento é uma variavel discreta que fornece
informacbes da atividade locomotora. O objeto consta como “movimento” quando a
velocidade média estd acima da velocidade de parada. A distancia média ao ponto central é a
média da menor distancia entre o objeto analisado e o centro da zona demarcada, a arena. A
varidvel “Movimento Cumulativo” refere-se a duragdo acumulada do estado em movimento,
baseado na variavel “Movimento”. O “tempo acumulado na zona de interesse” é o tempo

gue os individuos passaram em cima da folha disponivel para corte (NOLDUS, 2013).

3.4 Mapas de calor
A partir da captura de video da atividade de forrageio nos trés tratamentos, foram gerados

os seguintes mapas de calor:

Figura 20. Mapa de calor representando o gradiente de agregacdo dos individuos nos diferentes tratamentos,
sendo maior agregacdo na cor mais quente e as menores agregacdes nas cores frias.

Os resultados mostram que o nivel de agregacdo é alterado quando se altera a
proporcao de operdrias. Em caso de hipdtese nula, o nivel de agregacdo nao seria alterado
com a retirada das proporc¢ées de castas. Nesse caso, aceitamos a hipdtese alternativa de que

em pelo menos uma das condicOes, a proporcao de castas alteraria o gradiente de agregacao.
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Observamos que com 100% das generalistas os individuos se encontravam menos agregados
na camara de forrageio, enquanto com 10% delas a agregacdo é mais facilmente perceptivel.

Situacdo intermedidria ocorreu com 50% das generalistas.
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4. DISCUSSAO

A dindmica de crescimento do jardim de fungos nos trés diferentes tratamentos
apresentou diferengas na evolugdo temporal ao longo do tempo. A avaliacdo do crescimento
dofungo ao final do periodo analisado indicou inexisténcia de diferenca significativa sugerindo
possiveis acdes compensatdrias pela colonia diante da perda de operdrias, incluindo o cenario
de remocdo drastica de individuos, como no caso do tratamento T3 em que 90% das
generalistas foram retiradas. No entanto, notou-se que houve diferencas nos valores do
crescimento do fungo expressas pela trajetéria temporal apds a retirada da proporgdo de
formigas da respectiva casta.

Em relacdo ao volume (figura 15), observamos que entre a semana 5 e a semana 12
o volume do jardim de fungos se manteve estavel nos trés tratamentos, ndo havendo
crescimento significativo. A partir da semana 12, os trés tratamentos apresentaram
crescimento significativo, evidenciado pelo aumento da ndo linearidade nas curvas. Embora
as curvas dos trés tratamentos tenham mostrado maior ascendéncia, a partir da semana 20,
a curva do tratamento 1 tende a estabilizacdo enquanto as curvas dos tratamentos 2 e 3
continuam ascendendo.

A tendéncia de estabilizacdo da curva do tratamento 1 em contraste com as curvas
dos tratamentos 2 e 3 pode estar indicando que o fungo atingiu sua capacidade limite de
crescimento. A relacdo mutualista entre as formigas-cortadeiras e o fungo simbionte é
obrigatdria, ja que o fungo constitui parte do recurso alimentar dos individuos adultos e Unico
recurso alimentar das larvas (QUINLAN; CHERRETT, 1979; BASS; CHERRETT, 1995). A
estabilizacdo observada pode indicar que no tratamento T1 o fungo atingiu o limite de
recursos disponiveis diante de grande numero de operarias se alimentado dele.

O crescimento semelhante nos trés tratamentos sugere que o crescimento do jardim
de fungos ndo sofreu alteracdes, mesmo com a expressiva proporcao de formigas generalistas
removidas, sugerindo a existéncia de mecanismos compensatoérios na colOnia, em resposta ao
impacto da perda de operdrias. Em experimentos com colbnias iniciais de Acromyrmex
versicolor, Clark e Fewell (2013) notaram atenuacdo e declinio do crescimento fungico apds
emergéncia de operdrias. Se por um lado mais operarias estdo disponiveis para executar

tarefas relacionadas ao cultivo do jardim de fungos, por outro lado, a disponibilidade de
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recursos diminui explicando o continuo crescimento do volume do fungo nos tratamentos T2
e T3, condi¢gOes em que menos operarias estavam disponiveis.

Holland e Deangelis (2010) desenvolveram a teoria para dinamica do mutualismo
como sendo uma relagdo recurso-consumidor (R-C), assim como predacdo e competicdo, ja
gue nessa relacdo ocorre transferéncia de energia R-C, e no caso do mutualismo com adicdo
de bidirecionalidade que configura troca de recursos interespecifica. Dessa forma é possivel
compreender melhor a dindmica populacional que envolve as duas espécies mutualisticas. As
interacGes C-R relacionam o processo de transferéncia de energia do fungo (recurso) para a
formiga (consumidor). Assim, o fungo aumenta o crescimento populacional das formigas
dentro de uma faixa de disponibilidade do fungo (recurso) que também depende
obrigatoriamente das formigas para incorporagao do substrato vegetal que garante seu
desenvolvimento.

A partir da abordagem de Holland e Deangelis (2010), um modelo matematico da
dinamica populacional de formigas-cortadeiras e seu jardim de fungos em col6nias iniciais foi
desenvolvido para explicar os possiveis fatores que determinam beneficios ou custos para
colonia. Dados experimentais e de simulacdo sugerem que a populacdo de formigas tem
crescimento exponencial enquanto que a populagao de fungos apresenta crescimento linear
(KANG et al., 2011). A diferenca entre esses padrGes de crescimento poderia explicar os
resultados aqui encontrados, visto que no tratamento T1 a populacdo de formigas cresceu
além da capacidade de suprimento do fungo, estagnando o crescimento deste.

Em termos evolutivos, uma série de mecanismos estdo relacionados a manutencao
da eusocialidade como por exemplo, a relacdo entre a demografia da col6nia e seu fitness
(SCHMID-HEMPEL, 1992). Ha estudos mostrando que apds perturbacdes relacionadas a
variacdo nas proporc¢ées de castas, as colonias tendem a restaurar a homeostase do sistema,
recompondo valores populacionais originais em relagdo a demografia e proporc¢do de castas
(WILSON, 1983a; JOHNSTON; WILSON, 1985). A restauracao da demografia pela producdo
ativa deindividuos que foram perdidos, porém nao acontece de forma especifica em formigas-
cortadeiras, mas de forma passiva determinada por taxas intrinsecas de nascimento (WILSON,
1983a; JOHNSTON; WILSON, 1985; PORTER; TSCHINKEL, 1985).

O fato das colOnias de formigas-cortadeiras ndo responderem fisiologicamente
produzindo mais individuos da casta perdida para recompor as proporc¢oes originais (WILSON,

1983), sugere que a colOnia deve lancar mao de outros mecanismos de compensacdo. Wilson
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(1983), em experimento com retirada de 90% das forrageiras de col6nias de Atta cephalotes
verificou que apesar da drastica diminuicdo das forrageiras, a taxa de coleta de folhas nao foi
alterada. Esse resultado reflete um mecanismo compensatdrio, no qual as forrageiras
restantes aumentaram sua atividade individual em até cinco vezes. Além disso, parte das
forrageiras que aparentemente ndo exibiam intensa atividade estavam disponiveis para
compor a forca de trabalho reserva, sendo recrutadas pela col6nia para participar do corte.

Ha estudos mostrando que formigas também apresentam rapida resposta
comportamental adaptativa individual diante de outros tipos de disturbios, tais como
exposicdo do jardim de fungos e da prole a riscos repentinos, como por exemplo simulacdo de
um ataque de algum vertebrado (NORMAN; PAMMINGER; HUGHES, 2016), diante do ataque
de formigas parasitas sociais (PAMMINGER et al., 2011), ou mesmo em resposta a variacdo de
fatores abidticos como umidade (GORDON; DEKTAR; PINTER-WOLLMAN, 2013) e pressdo
atmosférica (SUJIMOTO et al., 2019).

Diferencas no comportamento de forrageio e agregacdo dos individuos foram
observadas em diferentes proporc¢des de castas, indicando que as colOnias exibiram respostas
diferentes para diferentes nimeros de generalistas. Ndo foi encontrada diferenca significativa
nas variaveis comportamentais comparando T1 e T2. Esse resultado sugere que a reducdo de
50% dos trabalhadores ndo resulta em mudanca de comportamento. Por outro lado, com
reducdo de 90% das generalistas, a colénia mostra mudancas comportamentais, indicando
gue existe um limiar a partir do qual os trabalhadores respondem comportamentalmente a
perda de operarias. Ndo sabemos se as mudancas desses parametros comportamentais se
traduzem no aumento da eficiéncia individual do forrageio resultando em um mecanismo de
compensacdo a falta de operarias. Investigar esta relacdo poderia ser o préximo passo do
nosso estudo.

A agregacdo de formigas parece ter sido influenciada pelas remocgées de insetos. Com
100% das generalistas os individuos se encontravam menos agregados na camara de
forrageio, enquanto com 10% delas a agregacdo era mais facilmente perceptivel. Situacdo
intermediaria ocorreu com 50% das generalistas. A taxa de interacdo entre os individuos pode
mudar de acordo com a densidade populacional alterando também comportamentos
especificos como forrageio (PACALA; GORDON; GODFRAY, 1996). Para minimizar os efeitos
resultantes da densidade alterada, as formigas podem mudar as taxas de intera¢Ges entre os

individuos como um mecanismo de homeostase, de certa forma um ajuste da dindmica do
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comportamento em fun¢do ao numero de individuos envolvidos no mesmo. Além disso, o
tamanho do grupo altera a alocacdo de tarefas entre os individuos em atividades quando a
atividade envolve interagao social para tomada de decisdo. Essa mudanga na taxa de interacdo
social pode ser um mecanismo de homeostase da colonia diante da mudanca de densidade
(PACALA; GORDON; GODFRAY, 1996; MODLMEIER et al., 2019). A maior agregacao
diferenciada encontrada nos tratamentos com diferentes propor¢cdes de generalistas podem
indicar variacdo na interacdo social dos grupos em resposta a mudancga de densidade, visto
gue a comunicacdo pelo contato de antenas exige que os individuos estejam proximos
fisicamente.

Em relacdo a producdo do lixo, ndo encontramos diferencas significativas nos trés
tratamentos. Mesmo com apenas 10% de generalistas na colOnia, a producdo do lixo ndo foi
alterada. Visto que as col6nias de formigas-cortadeiras sdo compostas por milhdes de
individuos densamente aglomerados, o acimulo de residuos representa grande ameaca ao
grupo (CREMER, 2007). O residuo descartado no lixo é fonte constante de patdgenos e a
auséncia de descarte pode aumentar o risco de propagacdo de doencas (FARJI-BRENER;
TADEY, 2012). A importancia do descarte adequado dos residuos pode explicar o fato de que
as col6nias, mesmo com o impacto drastico da perda de operarias ndo alterou essa funcao,
evidenciando ser funcdo prioritaria dentro da colonia.

Formigas-cortadeiras apresentam adaptacdes morfoldgicas e comportamentais
sofisticadas que permitiram a esse grupo tamanho sucesso evolutivo. Além disso, apresentam
flexibilidade comportamental que permitem a esse grupo responder plasticamente as
adversidades e demandas do ambiente (NORMAN, 2016).

Colobnias jovens e maduras sdo fundamentalmente distintas. Colonias incipientes
realizam menos tarefas que col6nias mais velhas (WILSON, 1983) e possuem, portanto, menos
mecanismos para responder a adversidades. A divisdo do trabalho pelas operarias e as
condicdes iniciais sdo dois fatores importantes que determinam se as col6nias de formigas-
cortadeiras e seu jardim de fungos irdo sobreviver e se estabelecer com sucesso (KANG et al.,
2011). A investigacdo de aspectos ligados a homeostase e dindmica de crescimento de
colonias iniciais de formigas-cortadeiras é de extrema importancia para a compreensdo dos

mecanismos que regem a formacdo e sucesso do “superorganismo”.
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5. CONCLUSAO

Varia¢Oes da area, altura e consequentemente o volume do jardim de fungos
apresentam variagbes no tempo. No entanto, a interagdo desses parametros com os
tratamentos nao foi significativa. Da mesma forma, a producdo de lixo pelas col6nias teve
interacdo com o tempo e ndo teve interacdo com os tratamentos. Esses resultados somados
a variagdao comportamental encontrada entre os tratamentos, indicam que mesmo coldnias
jovens possuem plasticidade para responder as adversidades ambientais como a perda

drastica das operarias e mesmo assim, manter a homeostase da coloOnia.
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