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RESUMO

MOREIRA, Denise Dolores Oliveira, D.Sc. Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro, novembro de 2007. Trofalaxia oral entre operéarias de
Acromyrmex subterraneus subterraneus (Hymenoptera: Formicidae). Professor
Orientador: Ana Maria Matoso Viana-Bailez. Professor Co-Orientador: Richard lan
Samuels. Professor Conselheiro: Omar Eduardo Bailez

O objetivo principal deste trabalho foi verificar a ocorréncia de trofalaxia em
Acromyrmex subterraneus subterraneus. As operarias foram categorizadas em
quatro classes de tamanho de acordo como a largura da capsula cefalica (cc): C1
(cc=0,8-1,0mm); C2(cc=1,2-15mm); C3(cc=1,6-2,0mm); e (cc=2,1-2,4
mm). Para obter uma estimativa do volume de liquido ingerido, 30 operarias de
cada uma das classes foram alimentadas ad libitum com uma solu¢do de mel a
10% + corante azul de Evans a 1%. Verificou-se que a ingestdo em pL por C1 foi
de 0,13 £ 0,05; C2: 0,21 £ 0,09; C3: 0,52 + 0,20 e C4: 1,03 £ 0,16. Para verificar a
ocorréncia de trofalaxia, 20 operarias de cada uma das classes denominadas
operarias doadoras (OD), alimentadas ad libitum com a solugcéo, foram colocadas,
individualizadas, em placas de Petri com operarias receptoras (OR) durante 1 h.
Verificou-se que todas as classes de operarias realizaram trofalaxia. Além disso,
foram quantificadas a frequéncia, duracao e laténcia do ato. O comportamento de

trofalaxia foi flmado e os atos foram descritos. O ato de trofalaxia durou em média
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2,3 = 1,3 min, com um tempo médio de laténcia de 8,4 + 5,6 min. Verificou-se ao
longo de 150 min, a capacidade de as OD repassarem alimento. Operarias OD e
OR de cada classe foram individualizadas em placas de Petri, como descrito
acima, até o tempo maximo de 150 min, porém, a cada 30 min, as OR eram
trocadas. O maior numero de trofalaxias ocorreu com as primeiras OR, ou seja,
nos primeiros 30 min. Em um outro experimento, foi verificado se a trofalaxia faz
parte do repertdrio comportamental de outras seis espécies de Attini, que sao:
Atta laevigata, Acromyrmex balzani, Acromyrmex rugosus rugosus, Acromyrmex
sp., Mycetophylax conformis e Mycocepurus goldii. Vinte e cinco OD de cada
espécie foram alimentadas ad libitum com a solugcéo e colocadas com as OR de
sua propria espécie, por 1 h. Acromyrmex rugosus foi a espécie que realizou
maior porcentagem de trofalaxias (20%). Foram realizados experimentos em
miniformigueiros com a finalidade de quantificar a trofalaxia. Para isso foram
utilizados 10 miniformigueiros com volume aproximado de 300 mL de fungo. Em
somente quatro deles, a rainha estava presente. Cada miniformigueiro sem a
rainha recebeu 10 OD de cada uma das classes C2, C3 e C4, e os com rainha, 15
OD das mesmas classes anteriores, que foram introduzidas juntas, onde
permaneceram por 10 h. Observou-se que a classe C1 foi a que menos realizou
trofalaxia, independentemente da presenca ou nao da rainha. Concluiu-se que a
espécie A. subterraneus subterraneus realiza trofalaxia e que todas as classes
doam e recebem alimento. Em sistemas de miniformigueiros, as operarias da C1
foram as que menos realizaram trofalaxia, entretanto, a rainha nao recebeu

alimento via trofalaxia durante o periodo do experimento.
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ABSTRACT

MOREIRA, Denise Dolores Oliveira, D.Sc. Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro, november 2007. Oral trophallaxis between workers of
Acromyrmex subterraneus subterraneus (Hymenoptera: Formicidae). Advisor: Ana
Maria Matoso Viana-Bailez. Co-advisor: Richard lan Samuels. Committee
member: Omar Eduardo Baillez.

The principal aim of this study was to verify the occurrence of trophallaxis in
Acromyrmex subterraneus subterraneus. Worker ants were categorized into four
size classes in accordance with the width of the head capsule (hc): C1 (hc=0.8 —
1.0 mm); C2 (hc =1.2 - 1.5 mm); C3 (hc =1.6 — 2.0 mm); and C4 (hc=2.1-2.4
mm). In order to obtain an estimate of the volume of liquid ingested, 30 worker
ants of each class were fed ad libitum with a 10% honey solution + 1% Evans blue
dye. It was verified that C1 ingested 0.13uL + 0.05; C2: 0.21puL £ 0.09; C3: 0.52uL
+ 0.20 and C4: 1.03uL = 0.16. The occurrence of trophallaxis in each class of ant
was verified by placing a donor ant (DA), previously fed ad libitum was the above
stated dye solution with a receptor ant (RA) for a one hour period in a Petri dish. It
was verified that all classes performed trophallaxis, acting as either DA or RA. The
frequency, duration and latency of the trophallactic act were also quantified.

Trophallaxis was also filmed and the behavioral compounds of this act described.
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Trophallaxis was observed from 2.3 min to 21.5 min after initial exposure, with a
mean latency of 8.4 + 5.6 min. The mean duration of a trophallactic event was 2.3
+ 1.3 min. The capacity of the DA of each class to transfer liquid to successive RA
was determined over a 150 min period. Ants were placed in Petri dishes and the
RA removed every 30 min and another RA placed in the dish. The results showed
that the highest number of trophallactic events were recorded during the first 30
min. In a separate experiment, the occurrence of trophallaxis in six other species
of Attini was investigated. These species were: Atta laevigata, Acromyrmex
balzani, Acromyrmex rugosus rugosus, Acromyrmex sp., Mycetophylax conformis
e Mycocepurus goldii. Twenty-five DA of each species were fed ad libitum as
stated above and placed with RA of the same species for a one-hour period. The
species with the highest percentage of trophallactic events was Acromyrmex
rugosus (20%). Experiments were also carried out using mini-colonies (300 mL of
fungus), with (6 colonies) and without queen ants (4 colonies). Ten DA of classes
2, 3 and 4 were introduced into each mini-colony without a queen and 15 DAs of
these classes were introduced into mini-colonies with queens present. The
experimental period was 10 h, after which time the mini-colonies were frozen and
ants dissected to observed the presence of dye in the intestines. It was noted that
C1 RA had a low incidence of dye transfer, indicating low incidence of trophallaxis
of this class, within mini-colonies with or without queens. It is interesting to not that
the queens did not receive dye solution from the workers under the conditions of
the experiment here. We can conclude that trophallaxis is an important component

of A. subterraneus subterraneus behavioral repertoire.



1. INTRODUCAO

As formigas sdo consideradas insetos eusociais, pois apresentam cuidados
com a prole, castas reprodutivas, superposicao de geracdes e divisdo de trabalho.
Estas caracteristicas retratam parte do sucesso evolutivo que esta familia
apresenta e sua distribuicdo em quase todo o globo terrestre (Hoélldobler e Wilson
1990; Krebs e Davis, 1996). Por tais peculiaridades que o0s insetos sociais
apresentam supde-se a existéncia de um processo de comunicacdo e de
distribuicdo de alimento bastante eficiente. Evidencia-se que a trofalaxia € um
importante e complexo comportamento que existe entre 0s insetos sociais, como
em abelhas, vespas, cupins e formigas (Sleigh, 2002).

Holldobler e Wilson (1990) e Jaffé (1993) referem-se a trofalaxia como
uma regurgitacdo ou uma distribuicdo de alimento, quando o alimento liquido
estocado no papo é regurgitado para companheiras de ninho, acompanhado de
um complexo comportamento de antenacdo. Essa forma de transmisséo de
alimento é chamada trofalaxia estomodeal ou oral. O segundo tipo de trofalaxia é
denominado abdominal ou ano-bucal e pode ocorrer entre larvas e adultos. A
larva excreta, via anus, o alimento digerido por seu sistema digestivo que é
distribuido para as operarias (Wilson, 1971; Holldobler e Wilson, 1990; Jaffé,
1993; Lopes et al., 2005).



Cassil e Tschinkel (1996) afirmam que os adultos de formigas ingerem
alimento somente na forma liquida, que constituem a fonte primaria de nutricdo na
colonia. As operarias, apos se alimentarem, estocam o alimento no papo, e esse
€ distribuido ou ndo as companheiras de ninho. Forti e Andrade (1999) afirmam
que operarias de A. sexdens ingerem liquidos durante as atividades de corte de
folha e preparagdo do substrato, comportamento j& constatado por Littledyke e
Cherrett (1976) em Atta cephalotes; particulas soélidas e alimentos semi-sélidos
sdo raspados ou lambidos pela glossa e armazenadas na cavidade infrabucal
(Fowler et al., 1991).

O canal alimentar nas formigas estende-se no comprimento total do
corpo, sendo as maiores estruturas localizadas no gaster (Fowler et al., 1991).
Apresentam-se como parte do aparelho digestivo: boca, cavidade infrabucal,
faringe, es6fago, papo, proventriculo, intestino médio, intestino posterior, papila
retal, reto e anus (Holldobler e Wilson, 1990).

Paul e Roces (2003) investigaram a alimentacdo em algumas espécies
de formigas e encontraram dois diferentes modos de ingestdo. O primeiro
evidencia a glossa funcionando como uma estrutura semelhante a um tubo,
através do qual as operarias conseguem sugar o liquido. O outro modo
apresenta-se como se a formiga lambesse o alimento.

Na trofalaxia oral, ocorre a transferéncia direta de alimentos liquidos,
incluindo particulas suspensas e derivados, as companheiras de ninho, via
regurgitacdo oral (Suérez e Thorne, 2000). Naug e Camazine (2002) corroboram
com esta afirmacédo e citam também que a trofalaxia € um importante meio de
transmissdo de patdogenos em insetos sociais. Ja Sleigh (2002) afirma que a
trofalaxia além de ser uma troca nutricional, é também uma forma de
comunicacao, realizada com a funcao de proteger o ninho.

Acredita-se que muitas espécies de formigas troquem alimento, via
trofalaxia (Wilson, 1971), entretanto, ndo existem estudos que descrevam este
comportamento em formigas cortadeiras (Atta spp. e Acromyrmex sSpp.) € nas
Attini em geral, apesar de pesquisas com espécies desses géneros ja terem sido
realizadas, principalmente sobre suas interagfes sociais complexas (Wilson, 1980
a, b, 1983) e a relacdo simbidtica com pelo menos dois microorganismos (Currie,
2001).



O fato de a trofalaxia em Attini ser citada em alguns trabalhos, todavia
nao ter sido constatada e descrita nem demonstrada cientificamente em nenhum
estudo, gera muitas controvérsias, e continua sendo um comportamento que
necessita de esclarecimentos (Andrade, 1997; Forti et al., 2000, Andrade et al.,
2002).

O papel da trofalaxia na nutricdo da colonia pode ser menos importante
do que se acreditava inicialmente, e sua funcdo principal pode estar no
reconhecimento das companheiras de ninho e na coesao da colbnia (Soroker et
al., 1995, Boulay et al., 1999). Entretanto, no caso das formigas cortadeiras (Atta
laevigata e Atta cephalotes), o reconhecimento de companheiras de ninho parece
estar relacionado aos feroménios de alarme e ndo como descrito para outras
espécies de formigas, uma mistura (Gestalt) de odores dos hidrocarbonos
presentes na cuticula (Hernandez et al., 2006).

Trofalaxia foi também observada em espécies interespecificas:
Solenopsis geminata que oferecia alimento a uma espécie mais agressiva, S.
invicta, como uma forma de apaziguamento (Bhatkar e Kloft, 1977). O ato da
trofalaxia com esse mesmo objetivo foi observado entre operarias dentro da
mesma colbnia, quando formigas. Ponerinae que se apresentavam como
doadoras foram confrontadas com agressivas companheiras de ninho (Liebig et
al.,, 1997). Casos de “mirmecdfilos” (artropodos associados as colbnias de
formigas) que adquirem odores da coldnia por trofalaxia interespecifica também
tém sido citados (May, 1983).

Formigas cortadeiras sao pragas de varias espécies de plantas no Brasil
(Mariconi, 1970; Della Lucia et al.; 1993a; Holldobler e Wilson, 1990; Della Lucia
et al., 2003. Como cortam folhas, reduzem a éarea fotossintética das plantas,
diminuindo sua roducdo ou ocasionando sua morte. Espécies de formigas
cortadeiras do género Acromyrmex causam Severos prejuizos aos setores
agricola e florestal dos paises latino-americanos. Entretanto, € dificil quantificar os
danos provocados por espécies deste género, devido a escassez de informacdes
técnico-cientificas quanto ao forrageamento, raio de acéo, densidade de ninhos,
comportamento, dentre outros importantes aspectos.

Acromyrmex subterraneus subterraneus (Forel, 1893), conhecida
popularmente como “guenquém” ou “caiap®”’, € pertencente a subfamilia

Myrmicinae e tribo Attini, que apresenta a caracteristica de cortar folhas de



hortalicas, de plantas frutiferas, inclusive de videira, pessegueiro, laranjeira
(Goncalves, 1964; Mayhé-Nunes, 1991; Della Lucia et al., 1993a), além de
Eucalyptus spp., Pinus spp. e diversas espécies de plantas ornamentais, as quais
servem de substrato para o fungo mutualistico que cultivam.

De acordo com Gomides et al. (1997), a cada dia as “quenquéns” vém
ocupando lugar de maior importdncia em areas de pastagens e de
reflorestamentos, pois em alguns casos podem superar em abundancia as
espécies de Atta.

Portanto, conhecendo como e se ocorre a trofalaxia em A. subterraneus
subterraneus, poderia ser possivel entender o fluxo de alimentos dentro da
colénia e, posteriormente, como os formicidas se dispersam dentro da colbnia via

trofalaxia.

Objetivos gerais e especificos

Este trabalho teve como objetivo principal verificar a existéncia de trofalaxia
entre operarias de A. subterraneus subterraneus. Com essa resposta, sera
possivel inferir se a trofalaxia constitui importante agente na dispersdo de
alimentos e agroquimicos dentro da colonia, ja que, atualmente, as iscas
granuladas sdo os formicidas mais utilizados no seu controle e ainda ndo se
conhece como é repassado para as companheiras de ninho.

Além do objetivo geral, consideramos 0s seguintes objetivos especicos:

1) quantificar o volume liquido retido no papo de cada classe de operarias;

2) descrever o comportamento das operarias doadoras e receptoras

guando da realizacéo da trofalaxia;

3) verificar a ocorréncia desse fenbmeno em outras seis espécies de Attini;

4) verificar, ao longo de um tempo determinado, a capacidade de uma
operaria doadora repassar alimento, via trofalaxia, para mais de uma receptora.

5) quantificar a frequéncia de trofalaxia entre operarias em sistemas de
miniformigueiros e quais as classes de operarias irdo se apresentar com mais

freqUiéncia como receptoras na presenca e auséncia da rainha.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Alimentacdo em insetos sociais

A atividade de busca de recursos nos insetos sociais consiste na coleta
de alimentos (4gua, proteinas, carboidratos) e material para constru¢do do ninho
(polpa de madeira, barro, produtos florais). Dessa forma, a habilidade de forragear
e retornar ao ninho constitui aspectos fundamentais na vida destes insetos.

Algumas espécies de insetos estocam alimento internamente, por curto
periodo de tempo, mas estoques externos sao caracteristicos de insetos sociais.
Muitos Hymenoptera solitarios, como os Sphecidae e Pompiloidea, constroem
células para guardar presas para suas larvas. Abelhas usam mel e pdlen e
secrecOes das glandulas hipofaringeana e mandibulares das operarias (Chapman,
1975).

Em cupins, o habito alimentar varia de acordo com a espécie, mas a
maioria alimenta-se de madeira nos mais variados estagios de decomposicao,

outras podem se alimentar de humus, liquens, fungos cultivados no interior dos



ninhos, fezes de herbivoros, entre outros (Noirot e Noirot-Timothée, 1969; Wood,
1978).

Os cupins jovens, os soldados e todos os reprodutores séo incapazes de
se alimentar sozinhos e recebem dos operarios alimentacdo estomodeal ou
proctodeal. A alimentacdo estomodeal pode ser saliva, que é o Unico nutriente
dos reprodutores funcionais (rei e rainha), ou alimento regurgitado. Os soldados
sdo, em grande parte, nutridos com alimento regurgitado. De acordo com o
alimento ingerido, os cupins sao classificados como: a) xil6fagos, que se
alimentam de madeira e outros materiais celuldsicos; b) geéfagos ou humivoros,
gue ingerem grande quantidade de solo mineral, digerindo e absorvendo a
matéria organica semidecomposta; c) coletores, que cortam pedacos de folhas e
fragmentos de serapilheira e carregam para dentro do ninho, geralmente folhas
mortas, e folhas vivas, especialmente de gramineas; d) cultivadores de fungos,
cupins da subfamilia Macrotermitinae que apresentam simbiose com fungos do
género Termitomyces, cujos operarios mastigam o material vegetal que passa
rapidamente pelo tubo digestivo e o expelem como uma bola, denominada
“milosfera” (Lima e Costa-Leonardo, 2007). Apés expelir, 0 operario deposita essa
bola sobre o jardim de fungo, sendo este alimento essencial para 0s cupins
(Chapman, 1975); e) especializados, que se alimentam de liquens, como
Hospitalitermes e alguns Constrictotermes. H& ainda espécies que consomem
esterco, carcaca de animais etc.

Em formigas, a dieta é muito variada, sendo a maioria das espécies
onivoras, algumas carnivoras, enquanto outras se alimentam de seiva ou néctar
de plantas ou de fungos. As guildas de formigas (grupo de espécies que explora a
mesma classe de recursos ambientais de modo similar, mostrando padrées
semelhantes de exploracdo de recursos) descritas por Delabie et al. (2000) e
citadas por Macedo (2004) para a regiao de Floresta Atlantica, no sul da Bahia,
principalmente para as formigas encontradas na serapilheira sdo: 1) formigas
onivoras, sao aquelas que utilizam varias fontes de alimentos, como
carboidratos, proteinas e restos de animais mortos, espécies de Solenopsis,
Pheidole e Megalomyrmex; 2) predadoras especialistas , que se alimentam de
apenas um tipo de presa, como as espécies de Amblyopone, predadoras de
cupins, de Strumigenys, que predam colémbolas, e de Thaumatomyrmex,

predadoras de miridpodes (ex: piolho de cobra, lacraia); 3) predadoras



generalistas , que se alimentam de varias espécies de presas, como as espécies
de Gnamptogenys, predadoras de formigas e de outros insetos, de Anochetus e
de Hypoponera; 4) formigas legionarias ou formigas de correicdo , predadoras
generalistas ou especialistas, tais como as espécies de Eciton, Labidus
(generalistas), Neivamyrmex e Nomamyrmex (especialistas); 5) predadoras de
solo, que se estabelecem e forrageiam no solo e na serapilheira, como as
espécies de Pachycondyla e de Centromyrmex (nidificam em cupinzeiros,
provavelmente predam as formas jovens de Syntermes); 6) subterraneas
dependentes de honeydew , que se alimentam de secre¢Oes agucaradas de
outros insetos, como as espécies de Acropyga; 7) arboricolas dominantes , que
sdo onivoras, nidificando e forrageando eventualmente e temporariamente em
plantas e na serapilheira, como as espécies de Azteca e Crematogaster; 8)
dominantes do solo ou serapilheira , que forrageiam no solo ou na vegetacéo,
sendo subdivididas em grandes predadoras generalistas (Odontomachus e
Ectatoma) e onivoras verdadeiras (espécies de Brachymyrmex, Camponotus,
Paratrechina, Solenopsis e Wasmannia); 9) cultivadoras de fungo , que cultivam
e se alimentam de fungo, pertencentes, principalmente a tribo Attini.

Na regido Neotropical, as formigas da tribo Attini estdo associadas a
processos ecolégicos de grande importancia, como o estabelecimento de ninhos
e a regeneracao de habitats (Vasconcelos e Cherrett, 1997), sendo que a maioria
coleta material vegetal ou animal que € transportado ao ninho para ser inoculado
ao fungo simbionte, utilizado como fonte principal e alimentacdo das larvas e,
parcialmente, dos adultos (Holldobler e Wilson, 1990). Os fragmentos de folhas
cortados sdo submetidos a um processamento antes de ser incorporado ao fungo,
quando sao limpos de maneira sucessiva, cortados em pequenos tamanhos e,
finalmente, passados as operarias menores. Este procedimento minimiza a
entrada de organismos estranhos ou de substancias antifiungicas (Delabie et al.,
2003).

Quanto a morfologia do sistema digestivo nas formigas, o canal alimentar
estende-se no comprimento total do corpo, sendo as maiores estruturas
localizadas no gaster (Fowler et al., 1991). Apresentam-se como parte do
aparelho digestivo: boca, cavidade infrabucal, faringe, eso6fago, papo,
proventriculo, intestino médio, intestino posterior, papila retal, reto e &anus
(Holldobler e Wilson, 1990).



De acordo com Caetano (1984), a faringe e o es6fago sdo um tubo
simples e continuo; o papo aparece como um saco amplo e quase sempre
enrugado; o pescoco do proventriculo mostra-se como um tubo curto ligando o
papo ao ventriculo, cuja forma é cilindrica. Posterior ao ventriculo, esta o intestino
fino e, no final do tubo digestivo, aparece uma estrutura sacular muito ampla que
€ o reto. O papo nas formigas tem fungbes bastante importantes, principalmente
como local de reserva de alimentos ingeridos.

Na boca, comeca o sistema digestivo, que € dividido em trés regides:
estomodeo, mesenteron e proctodeo. O estomodeu compreeende a faringe,
esbfago, papo e proventriculo; ja o0 mesenteron é também denominado ventriculo
ou estdbmago; e o proctodeo abrange o ileo e reto. Na passagem do papo para o
estdbmago, esta o proventriculo. A dltima parte do intestino anterior € formada pela
valvula estomodeal, a qual impede o retorno do alimento do ventriculo ao papo
(Caetano, 2002).

Paul e Roces (2003), investigando as técnicas de alimentacdo em
algumas espécies de formigas, encontraram dois modos de ingestdo nas
espécies por eles estudadas. Em uma delas, a glossa funciona como uma
estrutura semelhante a um tubo, através da qual as operarias conseguem sugar o
liguido. Na outra forma considerada, é como se a formiga lambesse o alimento.
Operarias das espécies que pertencem a subfamilias filogeneticamente mais
avancgadas, com um papo capaz de armazenar liquido, sugam o alimento liquido,
como as Formicinae do género Camponotus.

As cortadeiras produzem o seu proprio alimento, pois cultivam um fungo
mutualistico, utilizando para isso, material fresco que pode ser folha, flor, fruto ou
semente de varias espécies de plantas. Poucas sdo as espécies que escapam ao
corte de Atta e/ou Acromyrmex. Em Atta sexdens rubropilosa (Forel, 1908), apos
o forrageamento, as operarias generalistas (com tamanho de cépsula cefalica
entre 1,3 e 1,6 mm) lambem e repicam as folhas em pedacos de 1 a 2 mm de
diametro. Em seguida, operarias menores (capsula cefalica = 0,8 a 1,2 mm)
mastigam ao longo das bordas até a reducdo das folhas em uma polpa Uumida, e
inserem tais fragmentos no jardim de fungo (Andrade et al., 2002).

Quinlan e Cherrett (1979) relataram que a seiva absorvida no corte das
folhas representa 95% das necessidades nutricionais das operarias e 5% restante

provém do fungo mutualistico.



Holldobler e Wilson (1990) relataram que a taxonomia do fungo cultivado
pelas Attini € muito controversa, uma vez que ele ndo forma esporos (frutificacdes
utilizadas na sua identificacdo). Entretanto, € aceito que o fungo cultivado por
Attini € um basidiomiceto pertencente a espécie Leucoagaricus gongylophorus,
(Leucocoprineae: Agaricaceae) Singer (Mdller) (Singer, 1986). Acreditava-se que
este fungo metabolizava grande quantidade de celulose, porém Siqueira et al.
(1998) relatam que o fungo tem baixa atividade de celulase. J& Silva et al. (2006)
afirmam que o fungo L. gongylophorus degrada polissacarideos foliares e o0s

reverte em nutrientes sollveis e assimilaveis tanto para si como para as formigas.

2.2. Trofalaxia em Insetos Sociais

O termo trofalaxia é proveniente de duas palavras gregas, “trophos”, que
significa alimento, e “laxis”, troca, ou seja, troca de alimento.

O primeiro pesquisador a propor o nome trofalaxia foi William Morton
Wheeler, em 1918. Ele considerou a trofalaxia como um fenébmeno social, que
inclui relacdes interespecificas, parasiticas e ainda relacdo animal/planta (Wilson,
1971, Sleigh, 2002). Ja Hoélldobler e Wilson (1990) consideram a trofalaxia como
sendo uma regurgitacdo ou uma distribuicdo de alimento. Portanto, a definicao
dada por Wheeler, em 1918, como troca de alimento fica controversa, uma vez
que o receptor ndo oferece, aparentemente, nada em troca ao doador.

Wilson (1971) cita que o primeiro estudo de troca de alimentos em
vespas foi realizado por Réaumur, em 1742. Tal estudo foi mais detalhado por
Buysson e Janet, em 1903. Em cupins, no ano de 1893, existem estudos
realizados por Grassi e Sandias e, em formigas, em 1918, por Wheeler, quando
este comportamento recebeu a denominacéo de trofalaxia (Sleigh, 2002).

A trofalaxia proctodeal em vespas sociais ocorre quando a larva
alimentada por um adulto secreta uma gota de fluido que é ingerida pelo adulto
(Wilson, 1971). Vespas Polistes dominulus obtém a proteina por meio da
trofalaxia entre adulto-adulto e larva-adulto, entretanto, sdo poucos os individuos
que saem para forragear e prover outras vespas via trofalaxia (Tibbetts e Reeve,

2000; Dapporto et al., 2005). Resende et al. (2001) observaram o ritmo circadiano
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para as varias atividades de busca de recursos (alimento glucidico, presas e
material para construcdo do ninho) exercidas pelas operarias da vespa Polibya
occidentalis occidentalis. A coleta de alimento glucidico foi a principal atividade
das colbnias dessa espécie. As vespas que coletavam presas e/ou material para
construcdo do ninho foram identificadas pelo vbo diferenciado e pela visualizacao
do recurso. Foi considerado que as vespas coletaram recurso glucidico quando,
ao pousar no ninho, realizavam trofalaxia. Silva e Noda (2000) verificaram que
vespas Mischocyttarus cerberus styx coletam néctar quando retornam ao ninho e
realizam trofalaxia adulto-adulto ou larva-adulto, caracterizando assim que ela
voltou com alimento liquido, armazenado no papo. Pietrobon (2005) observou
gue, na vespa Polistes versicolor, os comportamentos como coleta de alimento
liquido, trofalaxia com adultos e larvas e verificacdo das células foram muito
realizados. O’Donnell (1995) observou que até dois machos de P. instabilis fazem
trofalaxia com uma mesma fémea subordinada. Entretanto, diferentemente foi
observado em P. ferreri, quando os machos séao alimentados poucas vezes pelas
fémeas, que os atacam, forcando-os a se abrigar na face posterior do favo; os
machos de P. versicolor sdo frequentemente alimentados, pois recebem a
secrecdo larval e presas trazidas pelas forrageadoras, além de raramente
sofrerem agressdo por parte das fémeas (Sinzato et al., 2003). Dados
comportamentais sugerem, ainda, que a glandula salivar do térax em P. versicolor
esta relacionada as atividades de forrageamento, trofalaxia adulto-adulto, larva-
adulto, alimentacdo das larvas e construcdo do ninho. Estas atividades sé&o
realizadas por vespas em diferentes idades, subordinadas e dominantes (Rocha,
2004).

A trofalaxia € muito variavel nas espécies de abelhas, refletindo a posicao
filogenética das espécies e a forma dos ninhos (Wilson, 1971). Em mamangava,
um grupo social primitivo, as operérias colocam o poélen sobre o ovo ou larva e
muito pouco contato ocorre entre larvas e adultos; por outro lado, entre adultos de
Apis mellifera, ocorrem altas taxas de regurgitacdo. Os regurgitos podem ser
agua, mel e néctar, as rainhas e larvas recebem somente geléia real ou alimento
para a prole, secretada pela glandula hipofaringeana.

Na abelha A. mellifera, as operarias doadoras preferiram alimentar as
receptoras parentes (Moritz e Hillesheim, 1990). Trabalhos realizados por Schulz

et al. (2002) com esta mesma espécie, com colméias privadas de alimento e
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colméias bem alimentadas, mostram que operarias dessas colméias realizam
trofalaxia na mesma proporcao. Farina e Wainselboim (2005) verificaram que em
A. mellifera, as operarias que seguem uma abelha dancando dentro da colméia
podem receber alimento, entretanto, realizam contatos orais mais curtos e
conseguem uma propor¢cdo mais baixa de recepcoes efetivas (26%) do que as
nao seguidoras (58%). Os contatos orais ocorrem frequentemente entre as
abelhas que dancam e as seguidoras, mas sua duracdo breve sugere que as
seguidoras podem apenas sondar 0 néctar que esta chegando a colméia.

O tempo minimo necessério para uma abelha doadora transferir o néctar
a uma receptora, através da trofalaxia, foram assuntos de algumas pesquisas.
Kuhnholz e Seeley (1997) excluiram como sendo trofalaxia, os contatos
realizados com menos de 4 s, mas outros estudos tém considerados contatos que
duraram somente 1 s como trofalaxia (Farina e Nunez, 1993). Farina e
Wainselboim (2001) evidenciaram que aproximadamente 50% de contatos que
duram um a dois s resultam em transferéncia do néctar. Concluiram que a
definicdo de Kuhnholz e Seeley de 4 s, garante que todos os contatos observados
eram transferéncias eficazes do alimento. Marco e Farina (2001) observaram que
forrageadoras no retorno a colméia fazem poucas, mas longas transferéncias de
néctar aos receptores (uma ou duas transferéncias por forrageadora), seguidas
por um grande numero de transferéncias curtas que talvez informem a qualidade
do néctar e o odor.

Os cupins consomem dietas sélidas, normalmente disponiveis durante
um longo periodo de tempo, que reduzem a necessidade da rapida comunicacao
com companheiros de ninho através da trofalaxia sob a presenca da fonte do
alimento. De acordo com Zhuzhikov (2001) e Fugita e Abe (2006), bactérias que
fixam nitrogénio e que vivem no intestino médio dos cupins sdo transferidas
através de trofalaxia proctodeal.

Suarez e Thorne (2000) constataram que, no cupim subterraneo
Reticulitermes virginicus, o alimento ingerido é transferido aos companheiros de
ninho via trofalaxia. Esses autores examinaram o efeito da deterioragdo, da
distancia do material consumido e da quantidade de material transferido. E
puderam constatar que o tipo de deterioracao afetou significativamente a ingestao
do alimento, mas nao afetou a quantidade de material transferido aos receptores.

As distancias estudadas nao afetaram o consumo do alimento, entretanto, os
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forrageadores que visitaram fontes de alimento distantes transferiram mais
alimento do que aqueles que forrageavam numa fonte de alimento mais préxima.
Cabrera e Rust (1999), utilizando papel impregnado com Rubidium (Rb),
mostraram que, no cupim da madeira seca Incisitermes minor, os soldados e
alados néo se alimentaram do papel tratado-Rb, sugerindo que esta casta néo se
alimenta diretamente da madeira e sdo completamente dependentes das ninfas
para suas necessidades nutritivas. As ninfas de 3° e 4° instar receberam uma
quantidade maior de Rb, pois ficam proximas das ninfas de 5° e 6° que se
alimentaram com Rb, o que sugere haver uma hierarquia da trofalaxia nesta
espécie. Suarez e Thorne (2000), em seu trabalho, utilizaram tragos de cobalto
radioativo 60, combinado com tintura azul incorporada a dieta para investigar a
taxa, a quantidade, e o padréo da distribuicdo de liquidos alimentar nos cupins
das seguintes espécies Reticulitermes flavipes, R. virginicus e de Zootermopsis
nevadensis subsp. Nevadensis. Detectaram, assim, que existe trofalaxia nas
espécies estudadas e a quantidade de isétopo transferida do doador ao grupo
receptor variou geralmente de 5 a 30% do isotopo adquirido inicialmente pelo
doador. A transferéncia de uma quantidade detectavel de alimento nas trés
espécies ocorreram somente ap0s 6-12 h da introdugcdo de doadores nas
colonias. O is6topo adquirido por trofalaxia foi distribuido subseqiientemente

pelos receptores entre outros cupins companheiros.

2.3. Trofalaxia em formigas

Cassil e Tschinkel (1996) afirmam que os adultos de formigas ingerem
restritamente alimento na forma liquida, sendo estes liquidos a fonte primaria de
nutricdo da colonia. Particulas sélidas e alimentos semi-solidos sao raspados ou
lambidos pela glossa e armazenadas na cavidade infrabucal (Fowler et al., 1991).
Assim, o alimento liquido estocado no papo é regurgitado para companheiras de
ninho acompanhado de um complexo comportamento de antenacédo (Holldobler e
Wilson, 1990; Jaffé, 1993) e distribuido na col6nia.

Em algumas espécies de formigas, verificou-se que, durante o ato de

trofalaxia, ocorre transferéncia de odores coloniais. Todos os membros da colonia
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adquirem uma mistura uniforme de substancias que faz distinguir seus
companheiros de ninho. Além das operarias repassarem o alimento liquido,
repassam também compostos sintetizados por cada adulto, estocado na glandula
pos-faringeana. ApoOs a trofalaxia e durante o “grooming”, essa mistura €
espalhada sobre a superficie do corpo das formigas, que adquirem o odor da
colénia, e que faz a distingdo de companheiros de ninho dos outros individuos
estranhos a colbnia (Godzinska, 2004). Dhabi et al. (1999) relatam que a
trofalaxia restabelece o odor uniformemente entre formigas separadas
previamente, além de ter papel fundamental no estabelecimento do odor da
coldnia, principalmente entre as espécies que possuem ninhos satélites.

Em Ponerinae, o primeiro relato de trofalaxia entre adultos foi realizado
por Hashimoto et al. (1995), quando operérias solicitaram alimento a rainha, aos
machos e as operarias, mas receberam alimento somente das operarias. Em
Camponotus fellah, formigas isoladas da colénia realizaram trofalaxia por um
longo periodo (300 s), e as formigas nao isoladas gastaram somente uma média
de 42 s (Boulay et al., 2000a). Neste caso, a trofalaxia por longo periodo foi
considerada importante para restabelecer vinculos sociais mediante troca de
hidrocarbonetos especificos da colonia. Os eventos de trofalaxia entre adulto e
larvas de Solenopsis invicta ocorreram com curta duragdo, com um tempo medio
de somente 11 s, e executados de uma maneira estritamente uniforme,
otimizando a ingestéo larval (Cassill e Tschinkel, 1996). J& em Ponera coarctata,
os individuos que ndo forrageavam mostraram-se agressivos quando
demandavam nutrientes das companheiras de ninho, através da trofalaxia (Liebig
et al., 1997).

De acordo com Holldobler e Wilson (1990), existem também insetos
denominados mirmecdfilos que recebem alimentos das operéarias via trofalaxia.
Estes se alimentam de secrecbOes das formigas, tanto na forma larval como
adulta. Trata-se de um fendmeno € interessante, uma vez que 0s insetos intrusos
provavelmente mimetizam a mesma linguagem quimica das formigas para serem
aceitos por elas. Formica sp. regurgita alimento para larva do estafilinideo
Atemeles sp. que vive em seu ninho. Possivelmente, uma glandula localizada em
pares sobre a superficie dorsal de cada segmento da larva seja a fonte do falso
odor de identificacdo da prole intrusa. O mesmo comportamento de alimentacéo

ocorre com o besouro Atemeles publicollis. Lamechusa strumosa € outro besouro
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que é alimentado pela hospedeira Formica sanguinea, sendo que este alimento é
repassado por regurgitacao (Holldobler e Wilson, 1990).

Cammaerts (1992) constatou que operarias de Lasius flavus regurgitam
alimento para o besouro Claviger testaceus em resposta a lambida de secrecdes
do besouro. Esta regurgitacdo ocorre tipicamente com as mandibulas das
operarias e antenas imoveis, em uma posicdo em forma de U. De acordo com
Cammaerts (1996), ao contrario do que foi indicado na literatura, os movimentos
antenais do besouro mirmecdfilo, Claviger testaceus, ndo sdo expressivos para
que a formiga L. flavus regurgite alimento para ele. A regurgitacdo do besouro é
desencadeada por secrecfes de glandulas cefélicas (Claviger's labral) e
abdominal de Wasmann. Estas secre¢cdes contém um alomoénio que provoca a
regurgitacdo e sao liberadas quando os besouros sdo picados nas pecas bucais
pelas formigas.

Com relacdo as formigas cortadeiras, ndo existem estudos que
descrevem a troca de alimento, via trofalaxia, nem em Atta spp., Acromyrmex
spp., nem nas Attini em geral, que apresentam 13 géneros e 202 espécies
descritas (Fernandez e Ospina, 2003), apesar de varias pesquisas com espécies
desses géneros ja terem sido realizadas, principalmente sobre suas complexas

interacdes sociais (Holldobler e Wilson, 1990).

2.4. Acromyrmex subterraneus subterraneus

As formigas cortadeiras sdo consideradas as principais pragas no Brasil,
pois Sao poucas as espécies de vegetais que escapam do seu ataque. De acordo
com Holldobler e Wilson (1990), estas sdao o0s herbivoros dominantes dos
Neotropicos, consumindo mais vegetacdo do que qualquer outro grupo de animais
de diversidade taxonémica comparavel.

Somente no Brasil, ocorrem 20 espécies e nove subespécies
taxondémicas aceitas de Acromyrmex. Sua ocorréncia abrange desde a California
até a Patagonia, incluindo Cuba e Trinidad. Na América do Sul, sé ndo ocorrem
no Chile (Della Lucia, 2003). Operérias de A. subterraneus subterraneus causam

danos em arvores de espécies florestais desde a muda até trés anos de idade,
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portanto, na fase mais susceptivel da arvore e aquela em que necessita de
maiores cuidados.

No Brasil, esta espécie é freqientemente encontrada nos estados de Sao
Paulo, Amazonas, Ceara, Rio Grande do Norte, Minas Gerais, Mato Grosso,
Parana, Santa Catarina, Rio Grande do Sul e Rio de Janeiro (Gongalves, 1961,
Mayhé-Nunes, 1991).

Acromyrmex subterraneus subterraneus é conhecida popularmente como
“‘quengquém” ou “caiapd”. Suas operarias cultivam fungo e cortam folhas para
servir de substrato ao crescimento deste, que depois servira de alimento para as
formigas em todas as fases de sua vida. Os ninhos sao grandes, cujo monte de
terra solta pode atingir dois metros de diametro, independentemente da idade da
colénia. Sob o monte de terra, encontram-se duas ou trés camaras de diametro
iguais ou superiores a 80 cm, quase sempre largas e achatadas (Della Lucia e
Moreira, 1993). N&o é raro encontrar ninhos de 17 a 20 m? de &rea de terra solta,
contendo uma ou mais rainhas (Moreira e Della Lucia, 1993).

Os ninhos do género Acromyrmex geralmente apresentam poucas
panelas, cuja terra solta aparece ou nao na superficie do solo (Gongalves, 1964).
Algumas espécies cultivam seu fungo superficialmente coberto com folhas secas
ou terra, enquanto outras o constroem subterraneo, sem que se perceba a terra
escavada, somente o olheiro de entrada da colénia. H4 algumas espécies de
“quenguéns”, cujos formigueiros apresentam duas ou mais panelas, atingindo, no
méaximo dez.

Em coletas de campo, ja foram observadas colénias de A. subterraneus
subterraneus que se localizavam a mais ou menos 40 cm da superficie,
apresentando somente uma camara com 40 L de fungo. Interessante € que
sempre o fungo desta subespécie esta aderido a raizes de plantas, muitas vezes
dificultando a sua coleta. Entretanto, j& houve casos em que havia mais de uma
camara de fungo, localizadas lado a lado, ou seja, no mesmo nivel (observacdes
pessoais). Portanto, ha uma grande variagdo na arquitetura dos ninhos,
provavelmente, em funcéo do clima e da época do ano. Ja em ninhos jovens, o
fungo esta a mais ou menos 10 cm da superficie do solo, e quase sempre aderido
a raizes. Geralmente, os ninhos jovens apresentam somente uma camara

contendo o fungo, rainha(s) e prole.
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As operarias de A. subterraneus subterraneus cortam folhas de varias
espécies de vegetais, entre eles eucalipto, alfeneiro, acalifa, roseira, cedro,
mogno, frutiferas, capim etc., causando grandes prejuizos aos setores agricolas,
florestais e zootécnicos no Brasil.

De acordo com Della Lucia et al. (1993b), as operarias de Acromyrmex
spp. apresentam tamanhos variados e desempenham funcdes diferentes, porém a
divisdo de castas ainda nao foi estudada. Existe um grupo de operarias minimas
que estdo mais envolvidas nos cuidados com o fungo, no recolhimento dos ovos
do géster da rainha e nos cuidados com a prole. Outro grupo faz a exploracéo e
recrutamento para o corte das folhas, corte e o transporte do material vegetal até
o interior do ninho. Fazem parte ainda das atividades desempenhadas por essas

operarias a escavacao e o descarte do lixo, bem como a defesa da col6nia.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1.Coleta e manutencéo das colbnias de formigas cortadeiras

Para a realizacdo dos bioensaios, foi necessaria a manutencdo de
colonias de A. subterraneus subterraneus, Atta laevigata e Mycetophylax
conformis em laboratorio.

As colonias de A. subterraneus subterraneus foram coletadas na
localidade de Bom Jardim, RJ (22° 09" 07" S e 42° 25' 10" W); A. sexdens
rubropilosa e A. laevigata foram provenientes de Vigosa, MG (20°45' 14" S e 42°
52' 55" W). Os ninhos de M. conformis foram coletados em Sao Joao da Barra, RJ
(21°38' 25" S e 41°03' 04" W).

Todas as colonias foram levadas para a Unidade de Mirmecologia da
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, localizada em Campos
dos Goytacazes, RJ e acondicionadas em salas com umidade e temperatura
controladas e mantidas conforme Della Lucia et al. (1993c). Diariamente, A.
subterraneus subterraneus e A. laevigata receberam folhas de espécies atrativas
ao corte, entre as quais, acalifa (Acalypha wilkesiana) e/ou ligustro (Ligustrum
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japonicum). Ja os ninhos da espécie M. conformis receberam somente flocos de
cereais.

Para as outras espécies de Attini, as operarias foram coletadas
diretamente do campo (Acromyrmex rugosus rugosus, Acromyrmex balzani,
Acromyrmex sp., Mycocepurus goeldii) oriundas de colbnias localizadas em
Campos dos Goytacazes, RJ (21° 45'15” S e 41° 19'28” W).

3.2. Separacao das operarias em classes de tamanhos

Para a realizagcdo dos testes com A. subterraneus subterraneus, foi
necessario separar as operarias em classes, levando-se em consideracdo o seu
tamanho e sua localizagdo e/ou funcdo na colonia, segundo a qualificacdo das
operarias de Atta sexdens por Wilson (1980 a, b). Assim, apés cinco observacdes
diretamente nas colbnias dos atos comportamentais das operarias, procurou-se
retirar aquelas que apresentassem tamanhos e func¢des distintas, fazendo com
gue o polimorfismo fosse considerado. Obtiveram-se operarias com 0s seguintes
tamanhos de capsulas cefalicas:

C1 (cc=0,8 - 1,0 mm), operarias que se encontram no jardim de fungo,

sendo as menores formigas da colonia,

C2 (cc = 1,1 — 1,5 mm), operarias que se localizam na trilha, area de

forrageamento e também no jardim de fungo;

C3 (cc = 1,6 — 2,0 mm), operarias que ficam na area de forrageamento

cortando folhas e

C4 (cc= 2,1 — 2,4 mm), as maiores formigas das colbnias que tém as

funcdes de cortar e/ou transportar as folhas.
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3.3. Bioensaios

a) Alimentac&o das operarias ad libitum e estimativa do volume do papo

Para saber o volume maximo que cada classe de operaria seria capaz de
ingerir, com a finalidade de determinar o volume do liquido ingerido e o que seria
repassado para outras formigas de cada uma das classes de tamanho, estas
foram colocadas em placas de Petri de 9,5 cm de diametro para se alimentar,
individualmente, ad libitum com 50 pL da solugdo de azul de Evans
(C34H24NeNa,014S4) a 1% e mel a 10%.

As formigas (n=15) ingeriam a solucéo, e ndo voltava mais a ela, quando
estavam alimentadas ad libitum. A partir dai, todas as operérias alimentadas
foram denominadas operarias doadoras (OD) e as nao alimentadas de Azul de
Evans, operérias receptoras (OR.)

Esta solucdo se apresentou bastante atrativa para as formigas (Figura 1),
devido a presenca do mel, além disso, o corante ndo foi absorvido pelo sistema
digestivo, facilitando assim a sua utilizacdo em estudos de trofalaxia (Erthal et al.,
2004). Em testes preliminares, observou-se que o azul de Evans ndo causou
qualquer alteragdo nas operarias quanto a sua sobrevivéncia e seu

comportamento.

Figura 1. Operarias de A. subterraneus subterraneus alimentando-se com a

solucéo de azul de Evans a 1% e mel a 10%.
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Para estimar o volume do papo e intestino de cada operaria, apés
alimentacdo ad libitum, as formigas eram dissecadas e cada papo e/ou intestino,
dependendo do teste, eram colocados em um tubo Eppendorf com 1 mL de agua
destilada. Entdo, o tubo foi homogeneizado com um bastdo plastico e
centrifugado em 10.000 X g por 10 m. A absorbancia do sobrenadante foi lida em
610 nandmetros, utilizando-se um espectrofotometro (Pharmacia). Uma curva
padrdo com volumes conhecidos de solucdo de azul de Evans a 1% foi
confeccionada para estimar o volume contido no papo de cada operaria, por meio
da equacao de regressao (Figura 2). Como controle, foram utilizadas formigas
(N=5) alimentadas somente com solugdo de mel a 10%. Os dados do volume
contido no papo de cada operaria foram submetidos a analise de variancia e as

meédias comparadas pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Papo —» — Homogeinizagdo — Centrifugacéo

P Coleta do
sobrenadante

!

Absorbancia
610 nm

Reto l

Estimativa do
volume de liquido
do papo

Y = 0,6991X + 0,0009 <jﬁ

R?=0,99

Figura 2. Etapas seguidas para obtencdo do volume (uL) de solucédo de azul de
Evans a 1% e mel a 10% presente no papo e/ou intestino de operarias
de Acromyrmex subterraneus subterraneus apds alimentacdo ad

libitum.
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b) Descricdo do comportamento de trofalaxia oral entre adultos da formiga

cortadeira Acromyrmex subterraneus subterraneus

Neste bioensaio, procurou-se descrever todos 0s atos comportamentais
envolvidos na trofalaxia, além de quantificar sua frequéncia, duracdo do ato e
laténcia. Denominou-se frequiéncia o numero de vezes que o0 evento trofalaxia
acontecia. Duracédo, o tempo a partir do qual a OD e OR se encontravam e
iniciavam a trofalaxia, até o seu término. A laténcia seria o tempo gasto até que o
ato de trofalaxia fosse inicializado, quando se colocavam pares de operarias, OD
e OR, em placas de Petri.

Foram utilizadas, neste teste, operarias de A. subterraneus subterraneus
da classe C4, as quais foram obtidas de trés colbnias mantidas em laboratério de
acordo com os procedimentos de Della Lucia et al. (1993c).

A frequéncia de eventos de trofalaxia, duracdo e a laténcia foram
observadas mantendo-se 50 pares de OD e OR individualizadas em placa de
Petri por uma hora, onde cada OD estava alimentada ad libitum como descrito no
Item 3.3.a.

O comportamento de trofalaxia foi observado, com uma lupa manual de
aumento, e filmado, utilizando-se um estereomicroscopio com uma camara de
video acoplada a um computador e as imagens foram gravadas com software
Geovision. Foram observados pares de OD x OR por 10 vezes para confirmar a
frequiéncia de eventos

O volume liquido recebido pela receptora e o volume retido no papo das
OD foram estimados, apds a ocorréncia da trofalaxia, sendo as OD e OR
dissecadas e o volume da solugdo medido, utilizando-se a metodologia descrita
no ltem 3.3.a.

c) Ocorréncia de trofalaxia entre operarias de classes diferentes

Para a realizacdo deste bioensaio, uma OD foi colocada numa placa de

Petri com uma OR para verificar a ocorréncia de trofalaxia entre cada classe,

conforme Figura 3. As OD foram marcadas com tinta acrilica no térax e
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alimentadas ad libitum conforme o item a. Apdés se alimentarem, foram
individualizadas com OR em placas de Petri para realizarem trofalaxia. Apés uma
hora juntas, as OR foram dissecadas sob microscopio estereoscopico para verificar
ou ndo a presenca do corante no intestino.

Foram realizadas 20 repeti¢cOes para cada combinacdo de classe. N&o foi
guantificado, neste bioensaio, o volume contido no papo e/ou intestino das OR.

OlR’S OR’s
C1
o o0
C2 C2 C2
C3 X 20
C4 C4
OR’s ,
C1 OR’s
op oD .
C3 c2
X 20 C4 C2
X 20
c4 ca

Figura 3. Combinac¢bes de operérias doadoras e operarias receptoras, colocadas
em placas de Petri para quantificacdo da trofalaxia

d) Numero de eventos de trofalaxia realizado em funcao do tempo e da classe de

operarias

Esse bioensaio consistiu em quantificar o numero de eventos de
trofalaxia ao longo de 150 min que seriam realizadas por uma mesma OD.

OD’s utilizadas neste experimento foram alimentadas ad libitum e tiveram
0 torax pintado, para diferencia-la das OR’s. Todas as classes foram utilizadas
como OD e OR, de tal maneira que operarias foram colocadas, duas a duas (OD
x OR) em placa de Petri, seguindo as mesmas combinacdes da Figura 3.
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Apés 30 minutos juntas, a OR era trocada por outra de classe idéntica,
até completar os 150 min. Para verificar a ocorréncia da trofalaxia, apos cada
tempo, as OR eram dissecadas para a verificacdo ou ndo do corante no papo.

Foram realizados um total de 30 repeticbes para cada classe de OD com

cada classe de OR.

e) Verificagdo da ocorréncia trofalaxia oral em seis espécies de Attinis

Neste bioensaio, procurou-se verificar se a trofalaxia também fazia parte
do repertério comportamental de outras espécies de Attini. Para a realizagédo
deste experimento, foram utilizadas operarias de pelo menos duas colbnias de
cada espécie de formiga.

As espécies estudadas foram Atta laevigata, Acromyrmex rugosus,
Acromyrmex balzani, Acromyrmex sp., Mycocepurus goeldii e Mycetophylax
conformis, que sao facilmente encontradas no entorno da cidade de Campos dos
Goytacazes. As primeiras quatro espécies sao aquelas que cortam folhas e
cultivam fungo. As duas ultimas séo formigas que cultivam fungo, entretanto néo
sao cortadeiras. Utilizam, para o cultivo do fungo, material vegetal e animal seco,
carcacas de insetos, fezes etc. (Dela Lucia, 2003).

Procurou-se, neste bioensaio, nas espécies polimoérficas, escolher as
maiores operarias da colénia, como doadora e receptora, ja que sao as operarias
envolvidas no corte e transporte do vegetal e sdo as que provavelmente tém
maiores chances de entrarem em contato com alimento liquido. Para isso, todas

as OD e OR tiveram suas capsulas cefalicas medidas (Tabela 1).

Tabela 1. Tamanho de capsula cefalica (milimetros) das operarias doadoras e
receptoras das seis espécies de Attinis

Média da capsula cefalica

Espécie Operaria Operaria

receptora doadora

Atta laevigata 2,8+04 2,8+0,6
Acromyrmex balzani 2,1+0,3 24+0,1
Acromyrmex rugosus rugosus 1,5+0,2 1,5+0,2
Acromyrmex sp. 1,2+0,1 1,2+0,1
Mycetophylax conformis 0,7+0,0 0,7+0,0
Mycocepurus goeldii 0,7+0,1 0,7+0,1
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Foram realizadas 25 repeticOes e, em que cada uma, uma OD ficava junto

com uma OR, numa placa de Petri, durante 1 h. As operarias da espécies A.

laevigata foram alimentadas com solu¢gdo com suco de tangerina, mel 10% e azul
de Evans a 10%, por ser mais atrativo para essas espécies.

ApG6s o término do bioensaio, cada OR foi dissecada, sob microscépio

estereoscopico, e verificada a presenca do corante no trato digestivo de cada uma

delas.

f) Quantificacdo de numeros de eventos de trofalaxia oral em miniformigueiros na

auséncia da rainha

A partir de dois formigueiros de A. subterraneus subterraneus com 12 L de
fungo cada, foram preparados seis miniformigueiros, cada um contendo
aproximadamente 300 mL de fungo e operarias de todas as castas (Figura 4), que

foram colocados em potes plasticos e mantidas em salas de criagdo adequadas

para seu desenvolvimento (Della Lucia et al., 1993c).

Figura 4. Montagem de miniformigueiros de Acromyrmex subterraneus

subterraneus (A) colénia-mée , (B) miniformigueiros.
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A utilizagcdo de miniformigueiros para a realizacdo de bioensaios com
formigas cortadeiras j& é uma fato na mirmecologia, onde, ap0s estabelecidos,
apresentam todas as caracteristicas comportamentais de uma colénia (Loeck et
al., 1991, 1994; Jaccoud et al., 1999). Além do mais, tais miniformigueiros podem
sobreviver quatro meses ou mais, desde que periodicamente se reponham novas
operarias (Jaccoud et al., 1999).

Os miniformigueiros permaneceram por quatro dias na sala de criacéo para
se estabelecerem e, ap0s esse periodo, foram introduzidas dez operarias (OD) de
cada uma das classes (C2, C3 e C4) alimentadas de acordo com o item 3.3.a,
marcadas anteriormente com tinta no térax, para posterior identificacdo. A C1 ndo
foi utilizada com OD.

Dez horas apoés a introducdo das OD nos miniformigueiros, estes foram
congeladas a -15°C, a fim de facilitar o manuseio. O tempo de permanéncia das
OD foi determinado por ser insuficiente para o esvaziamento total do papo, de
acordo com Erthal et al.,, 2004. Apés o fim do teste, todas as OR dos
miniformigueiros, foram separadas em quatro classes de tamanho, contabilizadas
e dissecadas sob microscépio estereoscoOpico para constatar, visualmente, a
presenc¢a ou nao do corante no intestino.

Para estimar a quantidade de liquido restante nos intestinos das OD que
estavam dentro de quatro miniformigueiros, estas foram retiradas e tiveram o
intestino dissecado e o volume de corante restante do intestino dissecado e o
volume restante foi estimado como no item 3.3.a. Como controle, para se estimar
o volume de corante restante do intestino das operarias fora dos miniformigueiros,
dez formigas de cada casta foram alimentadas ad libitum e individualizadas em
placas de Petri e deixadas em escotofase total por 10 h e, apds esse periodo, o
volume foi também estimado.

O numero de trofalaxias foi analisado por meio de ANOVA e a comparacao

das médias foi realizada pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

g) Quantificacéo de trofalaxia oral em miniformigueiros na presenca da rainha

Este bioensaio seguiu a metodologia utilizada no bioensaio anterior,

entretanto, ndo houve quantificacdo do alimento do intestino das operarias



26

doadoras apods a trofalaxia. Foram utilizados quatro miniformigueiros, sendo que
todos apresentavam uma rainha e o volume do fungo de cada um também foi de
aproximadamente 300 mL.

As rainhas e todas as OR dos quatro miniformigueiros foram dissecadas
sob microscépio estereoscopico para constatar, visualmente, a presenga ou nao

do corante no intestino.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Quantidade de alimento ingerido pelas operarias de todas as classes

As operarias de A. subterraneus subterraneus alimentaram-se de um
volume da solugao de azul de Evans a 1% e mel a 10%, que variou de 0,13 a 1,03
ul, para operérias das C1 e C4, respectivamente (Tabela 2).

A capacidade de armazenamento das operarias maiores foi similar ao
valor encontrado em maiores operarias (maximas) de Solenopsis invicta, que foi
aproximadamente 1,5 pL (Howard e Tschinkel, 1981). Roces (2003) mostrou que
Atta sexdens (Myrmicinae) tem taxas baixas de entrada de liquidos quando
comparado as de Camponotus rufipes (Formicinae), adaptados para alimentacéo
de néctar e de honeydew. Apesar de ingerir liquidos durante a manipulacdo da
folha e de gongilideos no jardim de fungo, as formigas cortadeiras ndo tém o trato
intestinal adaptado para armazenar volumes grandes do liquido (Caetano, 1990).

N&o houve diferenca no volume ingerido e retido no papo das operarias
das Classes 1 e 2. Isto pode ser devido ao fato de que essas operarias néo
diferem muito em tamanho. Sdo formigas que estdo mais envolvidas com o0s

cuidados com o fungo (Hughes et al.; 2003; Forti et al., 2004).
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Ja as operéarias da Classe 4 tém a capacidade de se alimentarem de
quase o dobro de volume em relacdo as operarias da Classe 3. Caetano (1984)
mostrou que o0 papo € maior em soldados, seguido pelas operarias cortadeiras e
jardineiras em quatro espécies de Atta. De acordo com esse mesmo autor, 0 papo
nas formigas funciona como meio de transporte de alimento para o interior do
ninho, sendo uma regido de armazenamento e ndo uma regido de digestdo e
absorcdo. Além disso, as formigas forrageadoras, quando estdo cortando folhas,
lambem a superficie e a borda dos fragmentos e ingerem quantidades
significativas de seiva e 4gua das plantas (Littledyke e Cherret, 1976; Andrade,
1997; Forti et al., 2000).

Tabela 2. Média e desvio padrdo do volume (uL) de solucdo de azul de Evans a
1% e mel a 10%, encontrada no papo de operarias de A. subterraneus
subterraneus (n=20). (CC): céapsula cefalica; (CO): classes de
operarias utilizadas no trabalho e local onde normalmente se
encontrava cada classe na colénia: F= fungo; T + AF = trilha e area de
forrageamento; CF = cortando folhas e TF = transportando folhas

(n=30).
CO Local CC (mm) Volume (pL)
(média * desvio padréo)
Cl F 0,8a1,0 0,13 +0,05°
C2 T+ AF 1,2a15 0,21 +0,09°
C3 CF 1,6 2,0 0,52 +0,20"
C4 CF +TF 21a24 1,03 +0,16°

Médias de volume seguidos por letras diferentes na coluna, diferem estatisticamente pelo
teste de Tukey (p < 0,05)

De acordo com Josens (2002), em operarias maiores de Camponotus
mus, quando alimentadas com solucdo de sacarose a 60%, a taxa de entrada de
alimento até seu trato digestivo aumenta significativamente com o tamanho da
formiga, e operarias maiores ingerem cerca de 50% do seu peso quando

comparadas com operarias menores.
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Em relacdo as quatro classes de tamanho escolhidas para a realizacdo
deste trabalho, Forti et al. (2004) também dividiram em classes as operarias de A.
subterraneus brunneus, as quais realizavam trabalhos como forrageamento,
transporte de material, mastigacdo do fragmento apds repicagem, incorporagao
do fragmento no fungo etc. Os autores constataram também que pelo menos
duas castas realizavam algumas tarefas iguais dentro do ninho. Neste trabalho,
essas tarefas foram muito semelhantes as encontradas em castas iguais de
operarias de A. subterraneus subterraneus.

Pode-se concluir com este teste que, apesar de as formigas cortadeiras
ndo serem especializadas em alimentacdo de liquidos, as operarias dessa
espécie foram capazes de se alimentar de liguido e em quantidades
consideraveis, proporcionalmente ao tamanho de cada classe.

A ingestéo de liquidos € um acontecimento comum em operarias que sao
mantidas em colénias de laboratério. Esse comportamento ja foi observado em
operarias de outras espécies, como de Atta sexdens rubropilosa, A. laevigata e
Acromyrmex spp., quando suas colbnias sdo supridas com agua, onde as
operéarias de todas as castas se aglomeram ao redor da fonte para suprir suas
necessidades ou as da colbnia (observacao pessoal).

4.2. Comportamento de trofalaxia por operarias de A. subterraneus subterraneus

O comportamento de trofalaxia em A. subterraneus subterraneus ocorre
quando formigas receptoras e doadoras se encontram e fazem primeiramente o
contato via antenagdo. A formiga doadora abre suas mandibulas, expondo a
glossa, a qual uma gota do liquido encontra-se aderida. Ap0s esse ato, a
receptora abre suas mandibulas e também, com sua glossa, lambe a solucdo do
aparato bucal da doadora (glossa e mandibula). O ato de lamber as mandibulas
resulta em uma maior exposi¢cdo da glossa da doadora, que mantém contato
antenal com a formiga receptora, enquanto esta Ultima toca a antena levemente,
mas intensamente a glossa e as mandibulas da doadora (Filme 1:
www.uenf.br/index.html/Mirmecologia). Este comportamento foi observado pelo

menos 10 vezes para confirmar a sequéncia de eventos. Além dos
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comportamentos acima citados, foi observado também que uma formiga doadora
pode realizar trofalaxia, simultaneamente, com até duas operarias receptoras
(Filme 2: www.uenf.br/index.html/Mirmecologia).

A receptora toca intensamente a glossa da formiga doadora com suas
antenas para, provavelmente, estimular a doadora a regurgitar. Entretanto,
quando isso ocorre, os movimentos antenais da formiga s&o lentos. Bonavita-
Cougourdan (1983) descreveu comportamento similar de antenacdo em
Camponotus vagus durante o ato da trofalaxia. Isto sugere que este padréao
comportamental pode ser comum entre espécies, facilitando a trofalaxia
interespecifica, como visto por Bhatkar e Kloft (1977).

Apos um evento de trofalaxia, aproximadamente 25% do volume total do
papo da formiga doadora é passado a formiga receptora, sendo 48% retido no
aparelho digestivo (Tabela 2). O déficit de aproximadamente 27% da capacidade
total de armazenamento pode ser explicado pelo fluxo rapido do liquido devido a
ingestdo, chegando ao intestino médio (0.5 min), ao reto (15 min) (Erthal et al.,
2004). Estes resultados mostram que as formigas cortadeiras podem transferir
uma porcentagem relativamente elevada de liquido as companheiras de ninho,
guando comparada, por exemplo, com 0s cupins, que transferem em média 1-2%
do que se alimentam (Suarez e Thorne, 2000). Porcentagens elevadas de
transferéncia das doadoras as receptoras foram vistas também para Linepithema
humili, indicando que este padrdo € comum entre Hymenoptera.

A laténcia média da trofalaxia foi de 8,4 + 5,6 min (n=12) com uma
variacdo de 2,3 a 21,5 min. Esta troca de alimento ocorre apés um periodo
relativamente curto de laténcia em A. subterraneus subterraneus, quando
comparada aos periodos da laténcia em cupins (6-12 h), refletindo provavelmente
as diferencas em héabitos de alimentacdo de Himenoptera e Isoptera (Suarez e
Thorne, 2000). Os cupins consomem dietas solidas normalmente disponiveis
durante um longo periodo de tempo, reduzindo a necessidade de comunicacéo
rapida com companheiros de ninho por trofalaxia sob a presenca da fonte do
alimento. Ja no caso das formigas cortadeiras, as fontes para o forrageamento
sdo efémeros, ou seja, sao disponiveis por um determinado periodo de tempo,

apos o qual, a colbnia necessita encontrar outro sitio para forragear.
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Tabela 2. Capacidade de adultos de Acromyrmex subterraneus subterraneus se
alimentarem de solugdo de corante, média dos volumes obtidos por

formigas receptoras e média retida por formigas doadoras apos a

trofalaxia.

Volume pL
(média * desvio padrao)
VolumeTotal ingerido apos alimentacao 1,03+£0,16
ad libitum (n=30)
Volume recebido por receptoras (n=19) 0,26 £0,15
Volume retido por formigas doadoras 0,49 £ 0,23
(n=19)

A duracdo média da trofalaxia para A. subterraneus subterraneus foi de
136 s (1,3 £ 2,3 min; n= 13), com 0 evento mais curto em 21 s e 0 evento de
trofalaxia mais longo com duracéo de 304 s. Esta variacdo no tempo de trofalaxia
poderia ser dependente do estado nutricional da formiga receptora. No caso de
Ponera coarctata, observou-se que os individuos que nao forrageavam se
tornavam agressivos quando solicitavam nutrientes das companheiras de ninho,
atraves da trofalaxia (Liebig et al., 1997). Em C. fellah, operarias quando isoladas
da col6nia realizaram trofalaxia por um longo periodo (300 s) e as formigas nao
isoladas gastaram somente uma média de 42 s (Boulay et al., 2000 b). Neste
caso, a trofalaxia por longo periodo foi considerada importante para restabelecer
vinculos sociais mediante a troca de hidrocarbonos especificos da colbnia. Os
eventos de trofalaxia entre adultos e larvas de S. invicta ocorreram com curta
duracdo, com um tempo médio de somente 11 s, executado de uma maneira
estritamente uniforme, que sugere a otimizacdo da ingestdo larval (Cassill e
Tschinkel, 1996).

Em A. subterraneus subterraneus, 38% das formigas doadoras,
individualizadas com as receptoras, realizaram trofalaxia durante o periodo de
uma hora. Observaram-se frequéncias elevadas de trofalaxia (maximo de 42,4%)
nesta espécie, em sistemas de miniformigueiros sem rainha. As freqténcias
encontradas para Lasioglossum erthrurum e Cataglyhis iberica foram 22% e 33%,
respectivamente (Kukuk e Crozier, 1990; Dahbi et al., 1999).

Os resultados deste trabalho mostram que a trofalaxia € um evento

frequente entre operarias de A. subterraneus subterraneus. Além desse estudo,
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outros, como o0 papel da trofalaxia na divisdo dos recursos alimentares,
comunicacéo, integracao da col6nia e dispersao de inseticida em toda a colonia,

estdo sendo investigados.

4.3. Ocorréncia de trofalaxia entre operarias de classes diferentes

Todas as operarias foram capazes de doar para todas as classes e
receber alimento de todas as classes (Figura 5). Entretanto, quando a OD foi da
classe C2, ocorreu diferenca significativa (x°=4,10; p=< 0,05) entre a porcentagem
de trofalaxia realizada pelas receptoras C2 e C3. E bem provavel que fatores
intrinsecos das operérias estejam ligados a este caso, ja que ndo houve diferenca
quando operéarias de Cl1, C3 e C4 foram doadoras. A frequéncia da trofalaxia
provavelmente esta ligada ao estado nutricional de cada formiga. Entretanto,

neste experimento todas as receptoras foram tratadas igualmente.
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Figura 5. Porcentagem de operarias de Acromyrmex subterraneus subterraneus
gue receberam alimento através de trofalaxia oral. (h=20 para cada
classe). Colunas seguidas por mesma letra, dentro de cada classe de

doadoras, nao diferem entre si pelo teste do Qui-Quadrado
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Hashimoto et al. (1995) demonstraram a ocorréncia de trofalaxia em
espécies de Ponerini, sendo que operarias receptoras solicitavam alimento a
rainha, machos e operarias, mas recebiam alimento via, trofalaxia, somente das
operarias.

A transferéncia de alimentos verificada em todas as classes tem papel
importante na dindmica nutricional da colonia e reconhecimento das
companheiras de ninho, uma vez que todas as classes recebem e doam alimento.
Isto é interessante para a col6nia, pois se somente uma classe de tamanho de
operarias conseguir se alimentar de dieta liquida, este podera ser distribuido para
varios companheiros de ninho de diferentes castas, formando uma rede de
distribuicdo de alimento. Além disso, como a trofalaxia é o principal modo de
estabelecer o odor “Gestalt” da colbnia, ela permite que haja homogeneizacao
dos hidrocarbonos, mantendo uma mistura epicuticular uniforme (Silva e
Brandeburgo, 2005). Isto permite que a colonia se reconheca e se mantenha
integrada.

Littledyke e Cherrett (1976) e Quinland e Cherrett (1979) constataram que
operarias obtém seus nutrientes liquidos da seiva vegetal ou do fungo. Em
trabalho mais recente, Andrade (1997) constatou que operarias de A. sexdens
rubropilosa ingerem seiva e 4gua também a partir do corte de folhas. Observou
ainda que a ingestdo é maior ou menor de acordo com a atividade que as
operarias desempenham na coldnia. Formigas generalistas e forrageadoras
ingeriram maior quantidade de liquido quando forrageavam, ja as jardineiras
ingeriram maior quantidade de corante durante a preparacao do substrato (Forti e
Andrade, 1999).

4.4. Numero de trofalaxias realizadas em funcéo da classe de operarias

Verificou-se que as operarias das quatro classes de tamanho transferem
alimento para mais de uma companheira de ninho e que estas transferéncias
podem ocorrer ao longo de pelos menos 150 min (Figura 6-10). O maior numero
de trofalaxias ocorreu nos primeiros 30 min (Figura 10). E bem provavel que esta

hY

maior taxa de trofalaxia, nos primeiros 30 minutos, esteja ligada a maior
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guantidade de alimento que a OD tem armazenado em seu papo. Pode ser que
guanto maior o volume de liquido dentro do papo, maior seja a taxa de trofalaxia.
Em Monomorium floricola, quando operarias foram expostas a dois inseticidas
diferentes, observou-se que a trofalaxia entre operarias ocorreu de 30 até 180
min, estando estas formigas contaminadas com pelo menos um dos inseticidas
(Zarzuela 2005). Os resultados aqui encontrados, indicam que operarias de A.
subterraneus subterraneus tenderam, também, a realizar trofalaxia ao longo de
um determinado tempo e ndo somente no inicio do teste.

A medida que o papo vai se esvaziando, por causa de trofalaxias
realizadas ou pela passagem do liquido para outros compartimentos do intestino,
essa taxa tende a diminuir. Apos o alimento passar pelo proventriculo e ir para o
intestino médio, esse ndo retorna mais ao papo, fazendo com que as doadoras
tenham um tempo limitado para realizar a trofalaxia apds se alimentarem.

Cassil e Tschinkel (1999a) mostraram que, quando operarias e larvas de
S. invicta realizam trofalaxia, a taxa de repasse de sacarose decresce ao longo
das horas de acordo com a concentracdo da solucdo, ou seja, nas primeiras
horas, sempre a solucdo mais concentrada foi a mais repassada as larvas,
diminuindo significativamente a taxa de trofalaxia durante as primeiras quatro

horas.
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Os maiores valores totais de trofalaxia, ao longo dos 150 min, foram
gquando C2 e C3 foram doadoras, com 53 e 52 operarias recebendo alimento,
respectivamente. As OD podem néao transferir o alimento nos primeiros 30 min,
podendo passar por periodos de até 60 min sem doar, para depois efetuar novas
trofalaxias (Figuras 6 a 9). Isto, provavelmente, é determinado pela frequiéncia de
solicitacdo das receptoras e também pela necessidade de alimentacdo dos
individuos. Enquanto existe alimento no papo, as operarias parecem estar sempre
disponiveis para doar e, possivelmente, o que vai fazer com que haja ou ndo a
trofalaxia € a demanda das OR. Outra possibilidade é que, provavelmente, as
forrageadoras tenham que repassar, via trofalaxia, o alimento rapidamente. Em
uma unica noite, as forrageadoras fazem varias viagens para coleta de folhas.
Quando entram em contato com a seiva, ficam supridas (Littledyke e Cherret,
1976; Quinlan e Cherrett, 1979; Andrade, 1997; Forti et al., 2000). Isto,
provavelmente, faz com que as operarias, a cada volta a coldnia, necessitem
compartilhar o alimento que esta no papo, repassando liquido, via regurgitacao,
para outras companheiras de ninho.

Suarez e Thorne (2000) denominaram trofalaxia em cascata, quando um
cupim doador transfere alimento para varios outros receptores, sendo que esses
individuos iniciam uma doacdo secundaria para varios outros individuos.
Encontraram ainda a transferéncia direta, quando um cupim doador transfere para
Varios receptores e esses nao repassam para outros individuos. Possivelmente,
este mecanismo de passagem de alimento em cascata também ocorra em A.
subterraneus subterraneus. Novos estudos poderdo esclarecer sobre esta
dindmica de distribuicdo de alimento, o que permitird visualizar a dispersédo de

substancias dentro do ninho, visando ao controle desta praga.

4.5. Namero de trofalaxia em seis espécies de Attini

Constatou-se que todas as espécies estudadas realizaram trofalaxia.
Verificou-se que as operarias de A. rugosus foram as que realizaram maior
freqiéncia de trofalaxias (20%). As espécies A. laevigata, A. balzani e
Mycocepurus goeldii realizaram 12%, sendo Acromyrmex sp. e Mycetophylax

conformis, as espécies que menos realizaram (4%).
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Schneider et al. (2000) relatam que em Atta sexdens somente foram
observadas trofalaxias entre larvas e operarias. Em trabalhos realizados por
Andrade (1997) e Forti et al. (2000) com A. sexdens rubropilosa, € sugerido que a
trofalaxia seja a maior responsavel pela intoxicacdo dentro da colonia, visto que
as operarias lambem os pellets de iscas e, provavelmente, repassam-nas para as
outras operarias, apesar da trofalaxia ndo ter sido medida nesses trabalhos. Por
outro lado, Andrade et al. (2002) afirmam que a trofalaxia em A. sexdens ocorre
com pouca frequéncia ou nao € importante na intoxicacao da col6nia tratada com

iIscas granuladas.

Diversos comportamentos altruistas podem se desenvolver entre o0s
animais, entre eles, esta a distribuicdo de alimentos obtidos por alguns, como
acontece na trofalaxia das formigas e no comportamento de regurgitacao coletiva.
Em formigas, as operarias, ap6s se alimentarem, estocam o alimento no papo e
esse é distribuido ou ndo a companheiras de ninho (Hélldobler e Wilson, 1990;
Jaffé, 1993). Ainda ndo se sabe o que estimula as operarias a doaream ou
receberem o alimento. Durante o ato de trofalaxia, todos os membros da colénia
envolvidos com este comportamento adquirem uma mistura uniforme de
substancias, utilizada para distinguir seus companheiros de ninho. Além de as
operarias repassarem o alimento liquido, repassam também compostos

sintetizados por cada adulto, que fica estocado na glandula pés-faringeana.

Apos a trofalaxia e durante o “grooming”, essa mistura é espalhada sobre
a superficie do corpo das formigas, que adquirem o odor da colbnia, podendo
distinguir seus companheiros de ninho de outros individuos estranhos a coldnia
(Godzinska, 2004). Dahbi et al. (1999) relatam que a trofalaxia restabelece o odor
uniformemente entre formigas separadas previamente, além de ter papel
fundamental no estabelecimento do odor da colbnia, principalmente entre

espécies que possuem ninhos satélites.

O alimento, ap0s ser coletado pelas formigas, € ingerido e se desloca para a
cavidade infrabucal, onde permanece por algum tempo, sendo aproveitado ou
eliminado. Nas dobras cuticulares e espinhos presentes nesta cavidade e na
metade anterior da faringe, ha a retencéo de particulas solidas. Em operarias de
A. sexdens rubropilosa, as particulas retidas estdo entre 1 pym e 2 um de

diametro. Ainda de acordo com o mesmo autor, no final da faringe, tem-se a
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abertura da glandula pos-faringeana onde ocorrem dobras irregulares e pélos de
varios comprimentos. O alimento liquido, ao passar por essa regiao, sofre uma
separacdo dos compostos soluveis em agua e em lipideos. Os primeiros
deslocam-se para o papo e o0s compostos lipidicos penetram nos dutos da
glandula pés-faringeana, onde sdo absorvidos e transferidos para a hemolinfa,
para ser distribuido para todo o corpo da formiga. A outra parte do alimento
ingerido vai para o papo (Bueno, 2005).

A patrtir deste trabalho, verificou-se que a trofalaxia € um fendbmeno que
ocorre entre as attines, mas estudos complementares deverao ser feitos a fim de
verificar a ocorréncia e distribuicdo desse comportamento nas outras espécies
dessa tribo.

A importancia das espécies estudadas realizarem trofalaxia se da pelo
fato de as formigas em contato com o alimento terem a capacidade de distribui-lo
de forma mais rapida, minimizando assim a auséncia de alimento entre os
individuos. Além disso, é bem provavel que o odor do ninho seja também
repassado via trofalaxia.

Observou-se que algumas das espécies estudadas parecem estar mais
adaptadas para tal comportamento. A diferenca encontrada a respeito da taxa de
trofalaxia entre as espécies pode ter ocorrido pelo fato de a metodologia utilizada
nao ter sido adequada para todas as espécies ou, talvez, do tempo que
permaneceram juntas. De acordo com Cassil e Tschinkel (1999b), em insetos
sociais a nutricdo da colbnia depende do volume e da qualidade do alimento
distribuido, ingerido e assimilado pelos seus membros.

Este trabalho foi realizado com quatro géneros da tribo Attini, e seis
espécies. A tribo conta atualmente com 210 espécies catalogadas (Bolton 1995;
Brandao e Mayhé-Nunes, 2001) e 13 géneros (Fernandez e Ospina, 2003). Pelos
resultados encontrados, pode-se inferir que a trofalaxia nessas seis espécies
estudadas é um fato, apesar de ter havido baixa taxa de trofalaxia em algumas
espécies. E bem provavel que formigas que cultivam fungo, de uma maneira
geral, apresente o comportamento de partilhar alimento, sendo que a frequéncia
do ato vai depender da espécie de formiga.



4.6. Trofalaxia oral em miniformigueiros na auséncia de rainha

Quando 30 operérias das classes C2, C3 e C4 foram doadoras verificou-se
que existe diferenca no recebimento de alimento liquido via trofalaxia entre a C1 e
as outras tres classes de tamanho de A. subterraneus subterraneus em sistema
de miniformigueiros (ANOVA, F= 10,68 ; p< 0,05) (Figura 11).
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Figura 11. Porcentagem média e desvio padrdao de operarias de Acromyrmex
subterraneus subterraneus, de quatro classes de tamanho que
apresentaram o intestino corado, ap6és 10 h em contato com 30
operarias alimentadas ad libitum com solugdo de mel a 10% e corante
azul de Evans a 1% em miniformigueiros sem rainha (n= 6 colonias).

* Difere estatisticamente pelo teste de Tukey (p<0,05)

Através do teste Tukey foi possivel constatar que as classes C2, C3 e C4
recebem alimento via trofalaxia igualmente, entretanto, diferiram estatisticamente
de C1l. Apesar da Cl ser a classe de operarias mais abundante nos
miniformigueiros (Tabela 3), foi a que recebeu menor porcentagem de corante via
trofalaxia. E bem provavel que a menor taxa de trofalaxia encontrada nas
operarias da C1 esteja relacionada ao local onde essas operarias ficam, que é no
jardim de fungo, além de sempre estarem ocupadas com a tarefa de incorporacéo
do substrato. (Wilson, 1980; Della Lucia et al.,1993b; Holdobler e Wilson, 1990).
Este ensaio mostrou que todas as classes realizam trofalaxia, entretanto as taxas

de recebimento de alimento diferem entre elas.
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Tabela 3 — Numero e porcentagem de formigas de quatro classes de tamanho,
com intestino corado apos 10 horas em contato com 30 operarias
doadoras em miniformigueiros sem rainha. (Col.= col6nia; N = nimero
total de formigas de cada classe no miniformigueiro; C=formigas com
corante; % C = porcentagem de formigas em relagdo ao numero de

formigas da classe

Classe 1 Classe 2 Classe 3 Classe 4
Col N C %C N C %C N C %C N C %C
1 109 0 O 63 7 111| 49 21 428| 44 16 364
2 41 4 97 36 15 417 25 18 72 20 14 70
3 109 5 46| 73 10 137 77 25 325 20 6 30
4 65 4 61 38 25 658 18 16 889 18 14 778
5 45 2 44 69 5 72 35 11 314 18 6 333
6 46 1 22 72 11 153 71 22 31 40 13 325

As maiores operarias (C3 e C4) sdo as que executam no campo as
tarefas de corte e transporte do material vegetal para o ninho. Essas castas de
formiga sdo constituidas de individuos que tém maior contato com a seiva das
folhas e que apresentam maior habilidade para estocar e repassar dieta liquida
(vide resultados p. 29).

Segundo Wilson (1971), as trocas de alimento por trofalaxia sdo mais
comuns para as espécies de formigas que se nutrem com dieta liquida. Entre as
formigas cortadeiras, sabe-se que grande parte das necessidades energéticas
das operarias sdo supridas pela ingestdo de seiva (Littledyke e Cherret, 1976;
Andrade, 1997; Forti et al., 2000), o que pode justificar a taxa de trofalaxia
observada nas formigas maiores. Por outro lado, as formigas minimas estao
geralmente empenhadas no cuidado com as larvas, rainha e jardim de fungo e,
desta forma, podem estar alimentando-se do fungo mutualistico, normalmente
farto e acessivel para todos os individuos da col6nia.

Della Lucia et al. (2003) encontraram maior taxa de contato glossa-glossa

(comportamento similar a trofalaxia), quando a colénia de Atta sexdens
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rubropilosa estava sem rainha. Estudos em outras espécies de formigas, relatam
que, durante o ato de trofalaxia, todos os membros da col6nia adquirem uma
mistura uniforme de substancias, utilizadas para distinguir seus companheiros de
ninho. Apos a trofalaxia e durante o “grooming”, essa mistura € espalhada sobre a
superficie do corpo das formigas, que adquirem o odor da colbnia, podendo
distinguir seus companheiros de ninho de outros (Soroker et al., 1994; Soroker e
Hefetz, 2000). Possivelmente, os individuos que realizam trabalhos fora do ninho
necessitem restabelecer o odor colonial com maior freqiéncia do que os
individuos que permanecem dentro do ninho, realizando para isso, um maior
namero de trofalaxia.

O volume meédio da solucdo de azul de Evans a 1% encontrado nos
intestinos das 10 operarias receptoras de cada casta foi de 0,48 = 0,16 pl para
C4; 0,28 £ 0,12 pl para C3; e 0,21 + 0,04 pl para C2. J& o restante da solugéo
encontrada no intestino das doadoras capturadas, apés ficarem 10 h dentro de
miniformigueiros, foi de 0,17 £ 0,13 ul para C4 (n=40); 0,12 + 0,10 pl para C3
(n=36); 0,07 £ 0,06 pl para C2 (N=40). Observou-se e um decréscimo de mais da
metade do volume ingerido nas operarias que forneceram alimento, o0 que mostra
gue grandes quantidades de substancias liquidas séo repassadas as operarias
receptoras.

Boulay et al. (2004) constataram que ndo ha diferenca na taxa de
trofalaxia, quando operarias de Camponotus fellah ficam isoladas por 10 dias e,
depois, sdo reintroduzidas na col6nia, 0 que resultou em intensa trofalaxia e
“grooming”, na auséncia ou presenca da rainha.

Em formigas, as taxas de trofalaxia sdo variaveis, possivelmente pela
posicdo filogenética e habitos alimentares (Wilson, 1971). Existem espécies de
formigas especializadas em coletar somente alimento na forma liquida, como por
exemplo, aquelas que se alimentam de honeydew. Por outro lado, temos as
cortadeiras que apesar de também ingerirem alimento na forma liquida
indiretamente, pela seiva coletada no corte de vegetal ou pedacos de fungo, que
sdo oferecidos as larvas, para que estas 0s processem e 0s devolvam na forma
liquida as operarias adultas (Lopes et al., 2005),

Holldobler e Wilson (1990) afirmaram que, em todas as subfamilias de
formigas, as larvas apresentam alguma forma de secrecao oral que € repassada

aos adultos, com excecao das Dolichoderinae.
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4.7. Trofalaxia oral em miniformigueiros na presenca da rainha

Em relacdo a trofalaxia oral na presenca da rainha, observou-se que
nenhuma das rainhas recebeu alimento via trofalaxia, pois, na dissecacdo, nao
apresentavam corante no seu aparelho digestivo. Isto provavelmente ocorreu
devido ao pouco tempo de exposicdo das operarias doadoras, por 10 h. Na
espécie Cataglyphis ibérica, a trofalaxia envolvendo a rainha é raro e ndo parece
ser crucial na troca de odor (Dahbi et al., 1999). As rainhas, provavelmente, sao
os Uultimos individuos a receber alimento com corante, na distribuicdo geral de
alimento dentro da col6nia. Pelo conhecimento sobre a dindmica de distribuicdo
de liquidos por trofalaxia em coldnias de formigas, sabe-se que alguns individuos
recebem alimentos mais facilmente do que doam (Wilson, 1971).

O alimento, neste bioensaio, foi distribuido igualmente entre as classes, ou
seja, para as operarias das classes C2, C3 e C4 que receberam corante dentro

das colbnias (Figura 12).
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Figura 12. Porcentagem média e desvio padrdao de operarias de Acromyrmex
subterraneus subterraneus de quarto classes de tamanho, com intestino
corado apés 10 h em contato com 30 operarias alimentadas ad libitum
com solucdo de mel a 10% e corante azul de Evans a 1% em
miniformigueiros com rainha (n=4 colbnias).

* Difere estatisticamente pelo teste de Tukey (p<0,05)

Operéarias C1 foram as que tiveram menores porcentagem de intestinos

corados. Semelhantemente ao observado no bioensaio sem a presenca da
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rainha, foi demonstrado que, neste processo de distribuicdo de alimento entre as
operarias, estes individuos sdo os ultimos a receberem corante, provavelmente
pela sua localizacéo e atividades que realizam dentro do ninho (Tabela 4).

A diferenca no numero total de operarias em formigueiros com e sem
rainha, provavelmente ocorreu devido as condi¢cdes das coldnias de onde foram
retirados os miniformigueiros, apesar de ndo estarem com aspectos visiveis
diferentes, tanto as que formaram miniformigueiros com ou sem rainha,

respectivamente.

Tabela 4. Numero e porcentagem de formigas de quatro classes de tamanho, com
intestino corado, apés 10 h em contato com 30 operarias doadoras em
miniformigueiros com a presenca da rainha. (Col.= col6nia; C=formigas
com corante; % C = porcentagem de formigas em relacdo ao numero de

formigas da classe.

Classe 1 Classe 2 Classe 3 Classe 4

Col N C ®%C N C %C N C %C N C %C

258 01 04 95 10 10,5 46 17 36,9 54 26 48,1
401 00 0,0 9 08 8.3 94 14 149 88 24 27,3
320 00 0,0 151 11 7.3 89 06 6,7 43 03 7,0
387 02 0,5 182 05 2,7 156 15 9,6 86 09 10,5

A WO DN PP

Diante dos resultados desse trabalho, serd possivel quantificar a seiva
absorvida pelas formigas durante o corte e sua distribuicdo na colbnia e a
distribuicdo desta na col6nia. Poder-se-a prever que daqui para frente, os estudos
da trofalaxia em espécies de Attini serdo abordados de maneira diferente,
levando-se em consideracdo que € um comportamento frequente, pelo menos na
espécie A. subterraneus subterraneus. Além disso, € bem provavel que ocorra
também em outras espécies que cultivam fungo e que nao tenham sido avaliadas
neste trabalho.

Algumas perspectivas sobre novas estratégias de controle das espécies

de formigas talvez possam aparecer. A maioria das estratégias de controle
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guimico mata as formigas por contato e ingestdo, o que néo é suficiente para o
controle da populacdo em uma determinada area (Zarzuela, 2005). O controle sé
€ eficiente se toda a col6nia e principalmente a rainha forem eliminadas e néo
somente poucos individuos.

Hoje em dia o produto mais utilizado para o controle das formigas
cortadeiras séo as iscas toxicas. Tudo indica que foi em 1926 que se pensou em
controlar formigas cortadeiras com iscas, entretanto, somente em 1957, as
primeiras iscas foram produzidas em escala industrial e com registro no Ministério
da Agricultura (Mariconi, 1970).

Como a atuacdo da isca é por contato e ingestdo, as formigas, para se
intoxicarem, necessitam entrar em contato com a isca, umidecé-las com sua
saliva, onde o toxico que contém nas iscas passam para o intestino das formigas.
Apds esse acontecimento, € bem provavel que a trofalaxia atue na disperséao do
principio ativo no interior da colénia. Portanto, € um processo lento pois necessita
um gasto de energia em umidecer esse produto e depois repassa-lo.

Encontra-se no mercado, indicado principalmente para formigas urbanas,
formicidas na formulagéo gel. Esse gel é diretamente ingerido pelas operérias que
o levam para a colbnia de origem e 0 repassam paras as operarias do interior da
colonia. Acredita-se também que, para as formigas cortadeiras, esta seja uma
formulacdo promissora, jA& € um produto mais facil de ser ingerido e,

consequentemente, de ser repassado via oral para companheiras de ninho.



49

5. RESUMO E CONCLUSOES

Formigas cortadeiras sdo pragas de varias espécies de plantas no Brasil, pois
cortam folhas de diferentes espécies, sendo que poucas escapam ao Sseu
ataque. Com a desfolha da planta, sua area fotossintética fica reduzida,
diminuindo a producé&o ou ocasionando a morte da planta. Espécies de formigas
cortadeiras do género Acromyrmex, vulgarmente conhecidas como “quenquéns”,
causam severos prejuizos aos setores agricola e florestal. Acromyrmex
subterraneus subterraneus conhecida como "quenquém" corta flores de
hortalicas, de plantas frutiferas, Eucalyptus spp., Pinus spp. e de diversas
espécies de plantas ornamentais, as quais servem de substrato para o fungo
mutualistico que cultivam. A trofalaxia é um importante e complexo
comportamento intraespecifico entre 0s insetos sociais, tais como, abelhas,
vespas, cupins e formigas. Além de ser uma troca nutricional, também é uma
forma de comunicacdo, realizada com a funcdo de proteger o ninho. Em
formigas, as operarias, apos se alimentarem, estocam o alimento no papo e esse
é distribuido ou ndo para as companheiras de ninho. Este trabalho teve como
finalidade verificar a ocorréncia de trofalaxia em Acromyrmex subterraneus
subterraneus. Além disso, verificaram-se varios aspectos comportamentais,

como: a) o volume de liquido ingerido por cada classe de tamanho de operarias;
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b) a capacidade de distribuicdo de alimento por operérias doadoras (OD) ao
longo de 150 min; c) a ocorréncia de trofalaxia em seis espécies de Attini (Atta
laevigata, Acromyrmex balzani, Acromyrmex rugosus rugosus, Acromyrmex sp.,
Mycetophylax conformis e Mycocepurus goeldii); d) a descricdo do ato
comportamental da trofalaxia entre OD e operaria receptora (OR); a
quantificacdo do volume de solugdo que é repassado pelas OD para OR via
trofalaxia; e) a quantificacdo da trofalaxia em miniformigueiros na auséncia e
presenca da rainha, ou seja, qual seria a classe que realizaria mais trofalaxia. As
operarias de A. subterraneus subterraneus, dependendo da sua atividade dentro
da col6nia, foram separadas e agrupadas de acordo com os tamanhos de
capsula cefalica, como a seguir: C1 (cc=0,8 a 1,0); C2 (cc = 1,2 - 1,5); C3 (cc =
1,6 - 2,0); e C4 (cc= 2,1 - 2,4) mm). Com a finalidade de se obter o volume
liquido que cada classe conseguisse armazenar no papo, 30 operarias de todas
as classes foram alimentadas ad libitum com solucédo de mel 10% e corante azul
de Evans a 1%. Operarias da C4, as maiores operarias dentro da colonia, foram
as que armazenam uma maior quantidade da solucéo, ou seja, C4 = 1,03 + 0,16,
seguido por C3 = 0,52 + 0,20, C2 = 0,21 £ 0,09 e C1 = 0,13 £ 0,05. Para a
verificagdo da trofalaxia na espécie, 20 operéarias (OD) de todas as classes, com
0 papo cheio da solucédo, foram individualizadas em placas de Petri com OR.
Verificou-se que operarias de todos os tamanhos realizaram trofalaxia. Para
verificar se uma OD seria capaz de passar alimento, via trofalaxia, para mais de
uma OR, utilizou-se a mesma metodologia acima. Entretanto, a cada 30 min, as
OR eram trocadas, até perfazerem um total de 150 min. As OR foram dissecadas
para verificar a presenca do corante no intestino. A passagem de alimento pode
ocorrer ao longo de 150 min; entretanto, 0 maior numero de trofalaxias ocorreu
nos primeiros 30 min, em todas as classes. O estado nutricional das receptoras é
provavelmente um fator relevante para que ocorra ou nao a trofalaxia. Além
disso, com o passar do tempo, o alimento estocado no papo das OD passa
através do proventriculo e ndo retorna mais para o papo, fazendo com que
diminua a proporcdo de trofalaxias ao longo do tempo. Nas seis espécies de
Attini estudadas, todas as OD foram alimentadas ad libitum e colocadas
individualizadas com as OR numa placa de Petri por 1 h. Verificou-se que
ocorreu trofalaxia em proporcdes diferentes para seis espécies. Operarias

receptoras e doadoras fazem primeiramente o contato via antenag¢ao, sendo que



51

a OD abre suas mandibulas, expde a glossa, na qual uma gota do liquido é
regurgitada. ApOs esse ato, a receptora abre suas mandibulas e, também com
sua glossa, lambe a solucdo do aparato bucal da doadora, isto é, glossa e
mandibula. Enquanto isso, as operarias doadoras mantém um delicado contato
antenal com a formiga receptora, que toca a antena levemente mas
intensamente na glossa e nas mandibulas da formiga doadora. Verificou-se que
o volume recebido pelas OR que realizaram trofalaxia foi de 0,26 + 0,15 yL e o
volume restante da solucdo nas operarias doadoras foi de 0,49 + 0,23 uL, para
operarias C4. Além disso, verificou-se que 38% de operarias realizaram trofalaxia
e que o ato pode durar de 2,3 a 21,5 min apds o seu inicio, com uma laténcia
meédia de 8,4 £ 5,6 min e duracdo média de 2,3 + 1,3 min. Em outro bioensaio, foi
verificada a porcentagem de operarias que realizaram trofalaxia em
miniformigueiros, na auséncia e na presenca da rainha, e a quantidade de liquido
repassado para cada classe e 0 que restava nas OD. Para isso, foram utilizados
10 miniformigueiros com aproximadamente 300 mL de fungo cada um, com seis
sem apresentarem as rainhas. Cada miniformigueiro recebeu 10 operarias de
cada uma das trés classes, totalizando 30 OD, que permaneceram nos
miniformigueiros por 10 h, em salas com temperatura, umidade e fotofase
controladas. Apés esse tempo, todas as formigas foram separadas por classe e
dissecadas para verificar a presenca ou ndo do corante no intestino. Observou-
se que tanto na presenca quanto na auséncia da rainha, operarias da Classe 1,
gue estavam dentro da colonia, foram as que menos realizaram trofalaxia. Nas
colénias com rainha, observou-se que nenhuma delas recebeu alimento via
trofalaxia, pois, na disseccdo, ndo apresentavam corante no seu aparelho
digestivo. Isto pode ter acontecido devido ao curto tempo de presenca das OD
nos miniformigueiros, que foi de 10 h, e também a quantidade de operéarias em
cada miniformigueiro, que foi grande. O volume médio da solu¢do de azul de
Evans encontrado nos intestinos das 10 operarias de cada casta, que
permaneceram em bandeja, foi de 0,48 + 0,16 ul para C4; 0,28 £ 0,12 pl para C3;
e 0,21 + 0,04 pul para C2. Ja o restante da solugcdo encontrada no intestino das
OD capturadas, apés ficarem 10 h dentro de miniformigueiros, foi de 0,17 + 0,13
pul para C4 (N=40) ; 0,12 + 0,10 pl para C3 (N=36); 0,07 + 0,06 ul para C2
(N=40). Observou-se que houve um decréscimo de mais da metade do volume

ingerido pelas operéarias que forneceram alimento, mostrando, com isso, que as
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substancias liquidas séo repassadas as operarias receptoras desta espécie em
quantidades muito grandes. A importancia da trofalaxia esta na distribuicdo de
alimento liguido que é repassado para as OR. Esta informacdo se torna
importante, uma vez que, quando se pensa em controlar formigas cortadeiras, o
gue mais se utiliza atualmente sé&o as iscas granuladas, que sao levadas para o
interior da col6nia, entregues as operarias minimas, que as manipulam,
lambendo e incorporando ao fungo. E provavel que operarias que se alimentem
de fungo contaminado (hifas) repassem esse alimento a outras companheiras de

ninho, fazendo com que haja intoxicagéo da colbnia.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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