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RESUMO

(Sobrevivéncia em um periodo critico: Andlises do evento reprodutivo e da fase de
fundacéo de colonias de Acromyrmex subterraneus). O voo nupcial e a fase de fundacao séo
0 periodo mais critico no ciclo de vida das formigas, pois fatores como predacéo, dissecacéo,
contaminacdo, e inumeros outros podem interferir na dispersao e acasalamento dos individuos
reprodutivos, na escavacdo e forrageamento das rainhas. A mortalidade durante este periodo €
bastante alta e por isso as decisdes tomadas devem favorecer a sobrevivéncia e o0 sucesso dos
individuos. Sendo assim o presente estudo teve como objetivo investigar alguns aspectos do
periodo inicial do ciclo de vida de Acromyrmex subterraneus a fim de i) esclarecer as vantagens
do voo nupcial prematuro, bem como se sua ocorréncia € menor porém comum a muitas
colbnias ou menor dada a participagdo de poucas colonias; ii) avaliar o efeito da massa das
rainhas na sobrevivéncia e produtividade das colonias incipientes iii) por fim, avaliar o custo
do forrageamento para rainhas em termos energéticos e em termos de fitness durante o periodo
de fundacédo da colénia. Dados genéticos e morfoldgicos revelaram que o voo nupcial prematuro
€ um evento restrito a poucas colbnias, e que o fator genético deve atuar no periodo de
desenvolvimento dos individuos acelerando esse processo, resultando em individuos menores
gue atingem a maturidade mais rapidamente e logo entdo partem para o voo. A reducdo da
competicdo por locais de nidificacdo e do potencial de conflitos através da maior relacdo de
parentesco entre os individuos podem ser fatores que favorecam a ocorréncia desse evento.
Avaliando a massa de jovens rainhas fundadoras foi possivel constatar que rainhas mais leves
tém menores chances de sobrevivéncia, e que a producdo de prole é similar independente da
massa apresentada, indicando que fatores intrinsecos, como a massa inicial das rainhas no
momento da fundacdo, podem também ter significativa influéncia na sua taxa de mortalidade.
Por fim, foi revelado que a busca por alimento por si ndo afeta a sobrevivéncia das rainhas, e
que os custos do forrageamento durante o periodo de fundagdo ndo estdo diretamente ligados
ao gasto lipidico mas sim ao tempo de cuidado com a prole, onde rainhas que ndo precisam
deixar a coldnia para forragear supostamente tém mais tempo para investir na criacdo e
manutencdo da colonia tornando-a mais populosa rapidamente, aumentando as chances de

SUCESSO.

Palavras-chave: formiga cortadeira, voo nupcial prematuro, massa, custos do forragemento



ABSTRACT

(Survival in a critical period: Analysis of the reproductive event and the foundation period
of colonies of Acromyrmex subterraneus). The nuptial flight and foundation period are the
most critical periods in the life-cycle of ants, since factors such as predation, dissection,
contamination and countless others can interfere with the dispersion and mating of the
reproductive individuals, and in the digging and foraging of queens. The mortality rate is very
high, so the decisions made should favor the survival and success of the individuals. Therefore,
this study aims to investigate some aspects of the initial period of the life-cycle of Acromyrmex
subterraneus in order to: i) clarify the advantages of the premature flight, as well as if its
occurrence is smaller yet common to many colonies, or smaller due to the participation of less
colonies; ii) evaluate the effect of the mass of queens on the survival and productivity of the
incipient colonies; iii) evaluate the foraging cost to the queens in terms of energy and fitness
during the colony foundation period. Genetic and morphological data revealed that the
premature nuptial flight is an event restricted to a few colonies, and that the genetic factor must
act in the development period of the individuals, accelerating this process and resulting in
smaller individuals that reach maturity and depart for flight quicker. The reduction of
competition for nesting sites and of potential conflict through greater kinship between the
individuals could both be factors that favor the occurrence of this event. By evaluating the mass
of young, founder queens, it was possible to verify that lighter queens have less chance of
survival, and that the production of offspring is similar, regardless of presented initial mass.
This indicates that intrinsic factors, such as the initial mass of queens at the moment of
foundation, could also have significant influence on their mortality rate. Finally, it was revealed
that the search for food does not affect the survival of the queens, and that the foraging cost
during the foundation period is not directly linked to the lipid expenditure. Rather that at the
time of caring for offspring, where queens that don’t need to leave the colony to search for food,
they supposedly have more time to invest in raising and maintaining the colony, making it more

populous more quickly.

Key-words: leaf-cutting ant, premature nuptial flight, mass, foraging cost
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INTRODUCAO GERAL

O aprofundamento em estudos de biologia, ecologia e genética dos organismos
proporcionam cada vez mais informacgdes cruciais sobre suas demandas e perspectivas
evolutivas. Algumas sociedades séo tdo altamente desenvolvidas que estimulam a investigagéo
de aspectos intrigantes apresentados durante todo seu ciclo de vida. Dentre estas sociedades
encontram-se as formigas, com grande importancia ecoldgica e representatividade em diversos
habitats - pouco mais de 13 mil espécies descritas (Bolton 2016). Estes organismos apresentam
um grau notavel de cooperacdo e comunicacdo entre os membros da colbnia, uma diviséo
sofisticada e discreta do trabalho e um nivel surpreendentemente baixo de conflito. Todas essas
caracteristicas direcionam os individuos para um objetivo comum, o sucesso da col6nia
(Strassmann e Queller 2007, Boomsma 2013).

As fases de desenvolvimento das coldnias também apresentam significativa influéncia
neste sucesso. Exibindo pontos bem marcados, todo o ciclo de vida de uma coldnia inicia-se
com o0 voo nupcial, seguido das fases de fundacdo, ergonémica e reprodutiva, na qual séo
produzidos os descendentes sexuais que dardo origem a novas colénias (Holldobler e Wilson
1990). O voo nupcial e a fase de fundacdo sdo os periodos mais criticos desse ciclo, havendo
indmeras varidveis que podem interferir na dispersdo, acasalamento, escavacdo e
forrageamento das rainhas (Peeters e Ito 2001, Ferndndez-Marin et al. 2004, Peeters 2012).
Ambas as fases sdo objetos de estudo neste trabalho. Focando na espécie Acromyrmex
subterraneus (Forel 1893), investigou-se dois eventos de voo nupcial - um menor e outro maior
- em um curto intervalo de tempo, avaliando a origem dos machos de ambos os eventos, nimero
minimo de acasalamentos por col6nia e explicacbes de diferencas morfoldgicas entre os
individuos. Durante a fase de fundacdo, examinou-se a influéncia do peso inicial das rainhas
(logo apds o voo) sobre sua sobrevivéncia e produtividade, bem como os custos da busca pelo

alimento durante este periodo critico.

Espécie de Estudo

Acromyrmex subterraneus (Forel 1893), popularmente conhecidas como quenquéns, é
uma das 33 espécies de formigas cortadeiras pertencentes ao género Acromyrmex (tribo Attini)
(Bolton 2016) encontradas exclusivamente no Novo Mundo, predominantemente nos
neotropicos. No Brasil sdo frequentemente encontradas nos estados do Amazonas, Amapa,

Ceard, Rio Grande do Norte, Mato Grosso, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parana,



Santa Catarina, e Rio Grande do Sul (Gongalves 1961, 1964; Cassanello 1998, Pereira e Della
Lucia 1998, Quiran, 1998, Delabie et al. 2011). Sdo consideradas herbivoros bem sucedidos
sendo capazes de utilizar grande variedade de plantas tais como fragmentos vegetais, flores e
sementes para o cultivo do fungo simbionte do qual se alimentam (Weber 1972, Hélldobler e
Wilson 1990, Hastenreiter et al. 2015).

Durante boa parte do desenvolvimento, as coldnias sdo compostas por uma (monoginia)
ou mais rainhas (poliginia) e exclusivamente por operarias fémeas, responsaveis pelo cuidado
com a colonia e prole. O numero de individuos intracolonial é bastante variavel entre as espéecies
e, embora seja estimado que no geral alguns ninhos de Acromyrmex possam atingir cerca de
170 mil individuos (Della Lucia e Moreira 1993), as coldnias de Ac. subterraneus sao
consideradas uma das mais populosas do género, podendo apresentar entre 10.000 e 20.000
individuos (Pereira e Della Lucia 1998, Andrade 2002). A producdo de descendentes sexuais
(alados) ocorre em um periodo limitado do ano (Oster and Wilson 1978) e somente quando a
populacdo colonial atinge um determinado tamanho. O nimero de alados também ¢é variavel
indo de 33 machos e 8 fémeas em Ac. octospinosus (Reich 1793) a 3577 machos e 1606 fémeas
em Ac. coronatus (Fabricius 1804), com maiores valores de razdo sexual machos/fémeas (Lewis
1975, Pereira-da-Silva et al. 1981).

Ciclo de vida das col6nias

Voo nupcial

O voo nupcial € um evento em gue machos e rainhas deixam o ninho quase que em um
mesmo momento a fim de encontrarem parceiros da mesma espécie para se acasalarem
(Holldobler & Wilson 1994). Durante este periodo, as col6nias chegam a liberar centenas ou
até milhares de individuos reprodutivos em menos de 1 hora (Holldobler & Wilson 1990). Em
Ac. subterraneus, assim como para outras espécies do género, o voo nupcial € precedido de
fortes chuvas que encharcam o solo (Johnson e Rissing 1993, Reichardt e Wheeler 1996,
Rissing et al. 1996b). Em Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil, a revoada ocorre entre 0s meses
de outubro e dezembro em manhas tipicamente abafadas com temperaturas em torno de 25°C e
umidade 80% (observacgéo pessoal de eventos ocorridos nos anos de 2011, 2012, 2013, 2016).

Os machos sdo os primeiros a deixarem as colonias, e voam pelo menos 100 metros
(veja Johnson e Rissing 1993 para Ac. versicolor (Pergande 1984)) formando enxames

conhecidos como sitios de agregacdo de acasalamento. Conduzidas por mecanismos

2



fisiologicos e comportamentais, jovens rainhas se juntam aos machos destes enxames formando
pares, que caem no solo e iniciam a copula (Johnson e Rissin 1993, Reichardt e Wheeler 1996).
A distancia inicialmente transposta pelos alados aumenta tanto a chance de acasalamento com
individuos ndo aparentados quanto evita a competicdo local durante a fundacdo permitindo
ainda a colonizacdo de habitats distantes (Peeters 2012). Ap6s o comportamento reprodutivo
que culmina na copula, com duracdo em torno de 1 a 5 minutos, machos e rainhas se separam,
podendo alcar voo novamente (Reichardt e Wheeler 1996, De Souza et al. 2011).

Em muitas espécies, dentre as quais inclui-se Ac. subterraneus, as rainhas acasalam com
mais de um macho, caracteristica derivada dos insetos sociais conhecida como poliandria
(Holldobler e Wilson 1990, Constant et al. 2012). A poliandria é registrada frequentemente em
colbnias populosas (Cole 1983) e sua ocorréncia atua, dentre varias hipéteses, aumentando a
diversidade genética da futura colénia. O namero de machos envolvidos na cépula é
determinado pela rainha e o ndo re-acasalamento diretamente no solo é um indicativo de que
elas sdo capazes de controlar o nimero de copulas pela quantidade de vezes que retornam ao
enxameamento (Reichardt e Wheeler 1996, De Souza et al. 2011). Os machos que sao efémeros
e programados basicamente para produzir esperma e copular (Shik et al. 2013), morrem logo
apos acasalarem com algumas rainhas (Reichardt e Wheeler 1996, Baer e Boomsma 2004) e
sua aptiddo portanto, sé é concretizada quando a col6nia torna-se madura e comeca a produzir
novas fémeas sexuais.

Acreditava-se que o voo nupcial fosse um Unico grande evento anual para as espécies
(Baer 2003), uma vez que a falta de sincronia das coldnias em relacdo ao dia e horéario de
liberacdo de alados claramente diminui as chances de acasalamento causando prejuizos as
coldnias. Isso porque individuos reprodutivos sdo produzidos apenas uma vez ao ano, 0S
machos sobrevivem apenas algumas horas ap0s deixarem a coldnia e as rainhas sofrem grande
pressdo de selecdo. No entanto, existem relatos de dois voos nupciais anuais, distanciados por
alguns dias, para algumas espécies de Acromyrmex (Johnson e Rissing 1993, observacdo
pessoal de eventos ocorridos nos anos de 2011, 2012 e 2013), sendo o primeiro geralmente
menor com um baixo numero alados e o0 segundo maior com muitos individuos, os quais daqui
em diante serdo chamados de voo nupcial prematuro e principal. Entretanto, a ocorréncia de
dois eventos anuais ndo é compreendida, e analises morfoldgicas juntamente com ferramentas
genéticas podem fornecer pistas ou até mesmo esclarecer o proposito deste fendmeno,
elucidando se 0 voo prematuro ocorreu acidentalmente, e portanto decorrente de uma falha na

sincronia de algumas coldnias ou se € um evento comum.



Periodo de fundacgéo

Apos 0 acasalamento as rainhas retiram as asas utilizando as pernas posteriores e
iniciam a escavacao do ninho (Holldobler e Wilson 1990), tarefa essencialmente necessaria
porém arriscada, uma vez gque a escavacao exp0e as rainhas a riscos por mais tempo e sua fonte
de energia € ainda mais limitada que de outros géneros de Attini (Peeters e Ito 2001). A
escavacdo e fundacdo de uma nova colOnia pode ser feita por apenas uma rainha, condi¢ao
conhecida como haplometrose, com a colaboracdo de duas ou mais rainhas, pleometrose, ou
ainda pela fissdo de uma colénia adulta (Hélldobler e Wilson 1977, 1990, Adams e Tschinkel
1995). Apesar de muitas espécies de formigas terem a haplometrose como tipo definido de
fundacéo (Diehl-Fleig e Aradjo 1996), muitas outras podem apresentar as duas formas (Pamilo
e Rosengren 1984 para Formica; Rissing et al. 1986a, 1989 para Ac.versicolor (Pergande 1984);
Diehl-Fleig e Rocha 1998 para Ac. striatus; Mintzer 1987 para Atta texana).

Passados um a trés dias do voo nupcial e apds o término da escavacao do tlnel e da
camara inicial, as rainhas expelem o pellet de fungo coletado previamente na col6nia-mae
(Augustin 2007 para Atta sexdens, observacdo pessoal para Ac. subterraneus). A relacdo das
formigas da tribo Attini (Atta e Acromyrmex) com alguns fungos do filo Basidiomycota é de
simbiose, sendo um é extremamente necessario a sobrevivéncia do outro (Cherrett et al. 1989,
Schultz e Brady 2008). Espécies mais derivadas conseguem inicialmente cultivar esse fungo e
criar a primeira geracdo de operarias utilizando apenas suas reservas corporais, condi¢cdo
conhecida como claustralidade. Ja espécies semi-claustrais precisam sair em busca de alimento
a fim de ter sucesso na primeira prole (Holldobler e Wilson 1990). Esse tipo de fundacédo é
apresentada por muitas espécies de Acromyrmex (Ac. lundi em Weber 1972, Ac. striatus em
Diehl-Fleig e Lucchese 1992, Ac. versicolor (Pergande 1984) em Rissing et al. 1986b, Ac.
octospinosus em Cordero 1963 e Fernandez-Marin et al. 2003) e frequentemente é associada a
baixas taxas de sucesso devido a riscos de parasitismo da prole e predacdo das rainhas durante
o forrageamento (Peeters e Ito 2001).

Periodo ergondmico e reprodutivo

As rainhas forrageiam até o surgimento de um determinado nimero de operéarias
(Fernandez-Marin et al. 2004). Cordero (1963) e Fernandez-Marin et al. (2003) observaram que
rainhas de Ac. octospinosus cessam o forrageamento quando a coldnia tem aproximadamente

nove operarias. A partir desse momento, a tarefa das fundadoras passa a ser basicamente
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depositar ovos promovendo o crescimento populacional, e as operarias passam a ser
responsaveis pelos cuidados com a col6nias (Soares et al, 2006). Uma col6nia recém fundada
deve esforcar-se para maximizar o numero de operarias e sua inicial taxa de sobrevivéncia a
qualquer custo (Hoélldobler e Wilson 1990), e na medida em que surgem mais operarias,
comecam a serem definidas as castas, em que grupos de diferentes idades e tipo morfoldgico
desempenham variadas atividades na col6nia (Holldobler e Wilson 1990, Forti et al. 2004,
Muscedere et al. 2011).

Quando atingem a maturidade e um nivel maximo de individuos, as col6nias passam a
dedicar parte da sua produgéo na criacdo de machos e rainhas virgens. O tempo exato em que
essa conversao ocorre desde o0 momento da fundacgdo € variavel de espécie para espécie, e a
producdo desses reprodutivos aumenta em funcéo do tamanho da coldnia (Holldobler e Wilson
1990). O acasalamento durante o voo nupcial entre esses individuos com coespecificos
provenientes de outras col6nias promove o surgimento de novas colonias, garantindo assim a
perpetuacdo da espécie.

A producdo anual de centenas ou milhares de rainhas representam um grande
investimento para as colénias e somente uma pequena fracdo dessas obterdo sucesso (Peeters e
Ito 2001). Muitos fatores podem interromper esta jornada, mas uma vez que conseguem vencer
as pressoes de selecdo e iniciar a fundacéo, o elemento que mais contribui para a continuidade
da coldnia é a reserva energética inicial das rainhas. A perda de peso e de contetido energético
durante o periodo de fundacdo é grande. Della Lucia et al. (1995) constataram que rainhas de
Atta perdem cerca de 40% de sua massa corporal e Tschinkel (1993) evidenciou que rainhas de
Solenopsis invicta perdem cerca de 54% do seu peso fresco e até 73% de contetdo de gordura
durante essa fase. Apesar de a massa inicial das rainhas ter influéncia sobre sua fecundidade e
sobrevivéncia (Roff 1992, Stearns 1992, Wiernasz e Cole 2003), ndo se sabe a interferéncia
deste caracter intrinseco em condi¢fes que favorecem a economia de energia proveniente da
escavacao e busca por alimento. Além disso, os prejuizos do forrageamento para espécies semi-
claustrais em termos de gasto energético e fitness de um modo geral ndo sdo contabilizados.
Portanto, a economia de energia efetivada durante este periodo pode ser considerado um outro
fator importante relacionado a sobrevivéncia e fecundidade das rainhas até o periodo

ergondmico.



O uso da Biologia Molecular como ferramenta

Microssatélites sdo uma classe de DNA repetitivo composto de pequenas sequéncias de
1 a 4 nucleotideos repetidos adjacentes que se encontram dispersos no genoma. Sao também
denominados de repeticdes de sequéncias simples (simple sequence repeats; SSRs) e sdo
utilizados como marcadores moleculares (Schldtterer e Pemberton 1998). Independente do
elemento repetido (CA, TG, ATG etc.) essas pequenas sequéncias de DNA constitui um loco
genético altamente variavel, multialélico e de grande conteudo informativo (Sunnucks 2000),
que podem ser amplificados via PCR a partir de um par de primers especificos (Foward e
Reverse).

Alelo diferente do mesmo locus é representado por cada segmento amplificado de
tamanho diferente (geralmente de varias dezenas até algumas centenas de pares de bases)
(Ferreira e Grattapaglia 1998). Cada locus de microssatélite é analisado individualmente ao
utilizar-se um par de primers construido especificamente para sua amplificacdo ou, ainda, pode-
se analisar mais de um locus por vez desde e os alelos dos loci tenham tamanhos
suficientemente diferentes para migrarem em direces distintas no gel. Neste método de
genotipagem, denominado de multiplex, sdo utilizados simultaneamente mais de um par de
primers especificos na mesma reacdo de PCR.

Os microssatélites sdo muito utilizados para a determinacdo de grau de relacdo entre
individuos e/ou grupos de uma mesma espécie (Blouin et al. 1996), patrilinhagem (Isagi et al.
2004, Constant et al. 2012) determinacdo do tamanho efetivo de uma populacédo (Hauser et al.
2002), dentre outros, sendo grandes aliados em estudos de ecologia uma vez que fornecem

informacdes mais precisas sobre a espécie estudada.
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CAPITULO I - O voo nupcial prematuro em Acromyrmex subterraneus (Forel 1893): um

evento comum ou restrito a poucas colonias?

Resumo

O voo nupcial de uma espécie € um evento bem sincronizado, em que individuos sexuados
deixam seus ninhos quase que ao mesmo tempo a fim de acasalar-se. A assincronia das coldnias
em relacdo a liberagdo de alados diminui as chances de acasalamento podendo causar prejuizos.
Ha relatos de eventos reprodutivos menores de Ac. subterraneus, com um numero reduzido de
alados, precedendo os eventos principais. Baseando-se na ontogenia e nas vantagens de
ocorréncia de um voo nupcial prematuro visou-se esclarecer se este evento é simplesmente
menor mas comum a muitas colénias ou menor dada a participacdo de poucas colnias. Através
de marcadores microssatélites, dados de genétipos foram obtidos de machos de ambos os
eventos e de operarias de 30 col6nias aos arredores do local de ocorréncia dos voos. Também,
para os individuos sexuados, dados morfologicos (medida da cabeca e mesossoma) foram
obtidos. A baixa diversidade genética encontrada em machos do voo prematuro aliado a
atribuicdo de grande parte desses individuos a apenas 3 coldnias indica que este € um evento
restrito realizado por poucas colbnias, enquanto que aproximadamente 12 colonias
contribuiram para o evento principal. Isso aliado a alta porcentagem de col6nias poliginicas e
poliandricas corrobora a grande diversidade genética encontrada nos individuos do voo
principal, mantendo a diversidade dentro dos eventos maior que entre os eventos. Os resultados
da Andlise de Coordenadas Principais (PCoA) refletem o baixo compartilhamento de alelos
entre os individuos de ambos 0s voos e 0 maior nimero de alelos exclusivos de individuos do
voo principal. A reducdo da competicdo por locais de nidificacdo e do potencial de conflitos
através da maior relacdo de parentesco entre os individuos podem ser fatores que favorecam a
ocorréncia do evento prematuro. Além disso, o fator genético deve atuar no periodo de
desenvolvimento dos individuos acelerando esse processo, e resultando em individuos menores
gue atingem a maturidade mais rapidamente e partem para o voo. Os dados apresentados
indicam que este é um evento restrito a algumas col6nias e que ndo representa necessariamente
uma desvantagem para as coldnias que o realizam visto que diferentes pressoes seletivas atuam
em direcGes opostas, favorecendo tanto o aumento da diversidade genética quanto do grau de

parentesco.

Palavras-chave: reproducdo, parentesco, microssatélites, formigas cortadeiras
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Abstract

(The premature nuptial flight of Acromyrmex subterraneus (Forel 1893): a common event
or restricted to a few colonies?) The nuptial flight of the species is a well synchronized event
in which males and virgin queens leave their nests at almost the same time to mate. The colony’s
asynchrony, related to the release of alates, decreases the chances of mating, thus causing harm.
Over a period of a few years, smaller mating events of Ac. subterraneus were observed, with
few alates, preceding the main nuptial flight. Based on ontogeny and the advantages of the
premature nuptial flight occurrence, it was aimed to clarify if this event is simply smaller but
common to many colonies or smaller given the participation of few colonies. Through
microsatellite markers, genotype data was obtained from males of both events and workers from
30 colonies in the vicinity of the flight occurrence. Also, the morphological data (head and
mesossome measurement) was obtained for the alates. The low genetic diversity found in males
from the premature flight, along with the assignment of a large proportion of these individuals
to only 3 colonies, indicates that this is a restricted event performed by only a few colonies,
whereas approximately 12 colonies contributed to the main event. This, as well as the high
percentage of polygynous and polyandric colonies, corroborates towards the great genetic
diversity found in the individuals of the main flight, keeping diversity within events larger than
between events. The PCoA results reflect the low allele sharing between individuals of both
flights and the largest number of exclusive alleles of individuals of the main flight. Reducing
both competition for nesting sites and potential conflict through increased kinship, relationships
among individuals may be factors that favor the occurrence of the premature event. In addition,
the genetic factor should act on the individual’s development period, accelerating this process,
resulting in smaller individuals that reach maturity faster and depart for flight. The data
presented in this paper indicates that although this phenomenon is accidental, it is an event
restricted to some colonies, since its annual occurrence is common. It does not necessarily
represent a disadvantage for the colonies that perform it, since different selective pressures act

in opposite directions, favoring both the increase of genetic diversity and the kindship degree.

Key-words: reproduction, kinship, microsatellites, leaf-cutting ants
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Introducéo

Em espécies de formigas com ninhos populosos, fémeas e machos alados sao produzidos
em massa durante o periodo reprodutivo da colnia (Holldobler e Wilson 1990). Devido as
caracteristicas do ciclo de vida atreladas a estes individuos, seu tamanho é maior que o das
operarias, o que implica em maiores demandas de recurso para sua alimentacdo durante o
periodo larval. Enquanto estdo na coldnia, as operarias sdo responsaveis pelo cuidado destas
larvas e de todas as demais atividades da colonia, ao passo que os machos adultos néo
desempenham tarefas cotidianas (Shik et al. 2013), representando assim um grande dreno
energético para a colbnia.

A producdo e liberacdo de centenas ou milhares de alados de uma coldnia é um evento
anual que representa custos, os quais podem ser ainda maiores quando 0s machos ndo obtém
sucesso na fecundacdo de fémeas, nem as fémeas na fundacdo de novas colonias ou ainda
porque, devido a diferentes fatores, muitos individuos morrem horas ap6s deixarem o ninho
(Holldobler e Wilson 1990). Apesar da alta mortalidade durante esse periodo, as rainhas que
obtém sucesso no acasalamento e fundacgdo de suas coldnias podem sobreviver por décadas
(Holldobler e Wilson 1990). Ja& os machos sdo efémeros, programados basicamente para
produzir esperma e acasalar-se (Shik et al. 2013).

O disparo para 0 voo nupcial esta relacionado com as condi¢fes meteoroldgicas ideais
e é uma atividade de alto custo energético para os machos, onde a deplecdo das reservas de
carboidratos podem variar de 77% a 100% (Jutsum e Quinlan 1978, Passera et al. 1990). No
momento do voo nupcial, 0os machos geralmente dispersam primeiro e se aglomeram formando
os enxames. A formacdo do enxame para o acasalamento é conhecido como agregacéo, que é
bem sincronizado dentro e entre as coldnias da mesma espécie (Holldobler e Wilson 1990). As
fémeas entdo voam a longas distancias e juntam-se aos enxames, acasalando-se mais de uma
vez com diferentes individuos. Algumas estimativas de acasalamento calculam que em
Acromyrmex versicolor (Pergande 1984) e Atta colombica (Guérin-Méneville 1844), as fémeas
se acasalam com 2 a 3 machos, em média com 8 em Acromyrmex subterraneus (Forel 1893) e
até com 10 machos em Acromyrmex echinatior (Forel, 1899), o que demonstra a importancia
da quantidade e da diversidade de esperma transferido para as rainhas (Reichardt e Wheeler
1996, Baer e Boomsma 2006, Constant et al. 2012, Sumner et al. 2004, respectivamente). De
fato estes sdo atributos que mensuram seu sucesso reprodutivo (Baer e Boomsma 2004).

A observacéo de dois voo nupciais distante um do outro por dias ja foi relatada para Ac.

versicolor (Johnson e Rissing 1993), no entanto, a ocorréncia do primeiro e menor evento ndo
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foi investigada. Durante o periodo de acasalamento de Ac. subterraneus em Juiz de Fora, Minas
Gerais, Brasil, foi possivel observar voos nupciais “menores” em trés anos consecutivos (2011,
2012 e 2013), onde o numero de alados era notavelmente reduzido comparado ao voo principal.
Estes eventos, que chamaremos de voos nupciais prematuros, precederam o voo nupcial
principal por até um més de intervalo (observagdes pessoais). Com base nestas observacoes e
considerando o custo da producdo e o proposito apenas reprodutivo dos machos, buscou-se
explicacbes para a ocorréncia deste evento baseando-se na ontogenia e nas vantagens de
ocorréncia de um voo nupcial prematuro.

Dessa maneira, este estudo visou esclarecer se 0 voo precedente ao voo principal em
Acromyrmex subterraneus € um evento menor mas comum a muitas colénias ou menor por ser
restrito a poucas col6nias. Através de analises genéticas foram investigados os parametros de
diversidade génica de ambos os eventos e a distribuicdo dessa diversidade levando em conta o
distanciamento genético dos individuos. Foi estimado ainda nimero de col6nias que contribuiu

com o enxame em ambos eventos. Atributos morfol6gicos e o peso também foram analisados.

Material e Métodos

Coleta de individuos

Machos e rainhas de Ac. subterraneus foram capturados durante dois voos nupciais
ocorridos na Universidade Federal de Juiz de Fora, Minas Gerais. A &rea é antropizada, com
muitas construcdes e alguns locais com solo exposto ou coberto por gramineas, o que possibilita
a instalacdo dos ninhos dessa espécie (Anexo 1). No primeiro evento ocorrido em outubro de
2013, 25 rainhas e 94 machos foram coletados. No final de novembro do mesmo ano, ocorreu
0 segundo e maior voo nupcial, em que foram capturados 62 rainhas e 192 machos. O esforco
de captura foi controlado, sendo feito por 3 pessoas em 1h e 30 minutos nas duas ocasifes. Nas
proximidades de ocorréncia dos voos nupciais foram selecionadas 30 coldnias, e de cada uma

foram coletadas 16 operérias, totalizando 480 individuos.
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Fases do trabalho

A primeira fase do trabalho consistiu em analisar o tamanho dos individuos reprodutivos
coletados em ambos os voos nupciais. Todos foram pesados imediatamente apds a coleta,
armazenados individualmente em alcool absoluto e estocados a -20°C, preservando assim o
DNA para as anélises. As amostras foram levadas ao laboratorio de anélises genética, na School
of Life Science, University of Sussex, Inglaterra, onde inicialmente foi feita a mensura da
cabeca e do torax de rainhas e machos utilizando o software Image J (Stlrup et al 2011). A
largura da cabeca foi tomada como a maior distancia entre os olhos, e a largura do térax como
a maior distancia na regido do mesossoma.

Na segunda fase, foi realizada a extracdo de DNA de todos os individuos (reprodutivos
e operarias), amplificacdo do DNA através da técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction)
utilizando primers especificos, verificacdo do sucesso de amplificacdo por meio de eletroforese

do produto da PCR em gel de agarose, genotipagem de DNA e marcacéo de alelos.

Extracdo de DNA e genotipagem

Primeiramente, os individuos retirados dos eppendofs foram repousados em papel toalha
por alguns minutos para retirar o excesso de alcool. O DNA genoémico foi extraido de uma das
pernas de cada espécime (Constant et al. 2012) utilizando 100 pL de Chelex (Walsh et al. 1991).
Quatorze loci microssatélites foram inicialmente testados para a amplificacdo do DNA (Atco
15, Ech 4225, Atta 5, Atco 13, Ech 1390, Ech 4126, Ech 3385, Myrt 4, Myrt 3, Ant 11893, Ant
3993, Ant 8424, Ant 1343, Ant2936), porém apenas 5 anelaram com o DNA de Ac.
subterraneus (Tab.1). Os loci foram amplificados separadamente, uma vez que testes de PCR

multiplex ndo apresentaram bons resultados.
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Tabela 1: Detalhes dos 5 microssatélites usados para a analise genética em Ac. subterraneus.

. . T (°C) o
Locus Sequéncia dos Primers Referéncia
anelamento
Ech4126  F: GTTCATTCACGAGACCTGTAA 54 Ortius-Lechner et al. 2000
R: GAACGTCAGTTTTCACGACA (Acromyrmex echinatior)
Ant8424  F: TCATAATGCAGATGATGGAACTCCT 60 Butler et al. 2014
(Solenopsis invicta)
R: GGCGAGTAACACAATGGCAC
) Butler et al. 2014
Ant1343 F: TCGGTCCCGTGCCTTCGATT 60 (Solenopsis invicta)
R: GRGGGCGCGTCAAATTTGCT
. Butler et al. 2014
Ant2936 F: GGGGGATCCGGTAATCCTCT 60 (Solenopsis invicta)
R: TCGCCCTGCAGTTAATGTGT
Atco15  F: TTGCATGCATAGCTATAAATGC 55 Helmkampf et al. 2008

(Atta colombica)
R: AATACACTCGCAAATTTTACGC

As reacOes de PCR foram realizadas em termociclador com um volume total de 10 pL
contendo 2 pL de DNA, 5 pL de PCR master mix, 1 pL de primer (foward e reverse) e 2 L de
H20 para o primer Ant 2936, alterando-se o volume de primers e H,O — 0.5 pL de primers
(foward e reverse) e 2.5 pL de H20 - para os demais. Para cada microssatélite foi utilizada a
seguinte programacdo: Ech 4126: 94°C por 2 min (1 ciclo), seguido por 94°C por 30 seg,
temperatura de anelamento de 54°C por 45 seg e 72°C por 2 min (30 ciclos), 72°C por 2 min (1
ciclo) e, finalmente, 4°C oo; Atco 15: 94°C por 2 min (1 ciclo), seguido por 94°C por 30 seg,
temperatura de anelamento de 55°C por 45 seg e 72°C por 2 min (30 ciclos), 72°C por 2 min (1
ciclo) e, finalmente, 4°C oo; Ant 8424, Ant 1343 e Ant 2936: 95°C por 10 min (1 ciclo), seguido
por 95°C por 15 seg, temperatura de anelamento de 60°C por 30 seg e 72°C por 30 seg (30
ciclos), 72°C por 10 min (1 ciclo) e, finalmente, 4°C . Aleatoriamente, 10 amostras de cada
placa de PCR (contendo 96 amostras) foram analisadas em gel de eletroforese a fim de ratificar
o funcionamento da técnica. Terminado todo o processo, os produtos da PCR foram enviados

para a Escocia, Reino Unido e analisados em um sequenciador ABI-PRISM 3130XL.
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Métodos estatisticos e definicao de variaveis

Os valores de largura cabeca, do mesossoma e 0 peso de machos e rainhas coletados nos
voos prematuro e principal foram comparados através do teste de Mann-Whitney utilizando o
programa R 3.1.3 (R Development Core Team 2013).

Os picos dos alelos foram marcados utilizando o programa GeneMapper 3.2 e uma
matriz foi exportada para o programa Excel (Microsoft). Os dados de genotipo das rainhas de
ambos os eventos foram excluidos das analises genéticas, uma vez que os primers ndo foram
capazes de amplificar os loci da maioria desses individuos.

A diversidade genética dos machos em cada evento reprodutivo foi estimada pelos
seguintes parametros: nimero de alelos observados (Na), numero de alelos efetivos (Ne),
numero de alelos exclusivos (NOAE) e indice de diversidade génica (h), com o uso do programa
GenAlex 6.3 (Peakall e Smouse 2006). O indice de diversidade génica é definido como a
probabilidade de dois haplotipos casualmente escolhidos serem diferentes dentro da
amostragem (Schneider et al. 1997). Os parametros de ambos os eventos foi comparado através
do Teste t quando as variancias foram homogéneas e Teste t com correcdo de Welch quando as
variancias nao foram homogéneas, utilizando o programa R 3.1.3 (R Development Core Team
2013).

Uma matriz de distancia genética entre os eventos foi elaborada e utilizada na anélise
de variancia molecular (AMOVA) com o objetivo de revelar a distribuicdo da diversidade
genética dentro e entre os eventos. A significancia da diferenciacdo foi testada com 999
permutagdes, em que P denota a probabilidade de um valor ao acaso ser igual ou maior ao valor
observado. A matriz de distancia genética também foi utilizada para a realizacdo de um PCoA
(Analise de Coordenadas Principais) para explorar a proximidade genética dos individuos. A
AMOVA e 0 PCoA foram realizados com o programa Genalex 6.3 (Peakall e Smouse 2006).

Cada colbnia de onde foram coletadas as 16 operéarias foi considerada uma populacéo
(30 populacgdes) e sua diversidade genética também foi obtida através do programa GenAlex
6.3 (Peakall e Smouse 2006). Porém, apenas o parametro Numero de Alelos serd apresentado
neste estudo, uma vez que a estrutura genética destas populacdes ndo é o foco deste trabalho.
Com os dados de genotipo das operarias, objetivamos identificar a procedéncia dos machos de
ambos voos, atribuindo-os ou ndo a alguma destas populacgdes. O programa Structure (Pritchard
et al. 2000), baseado em estatistica Bayesiana foi utilizado para estimar o numero de grupos
genéticos K (inicialmente K=30) e assim definir a distribui¢do dos individuos entre os grupos.

Foram realizadas 10 corridas para cada valor de K, 250.000 “burn-ins” e 500.000 simulag¢des
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de Monte Carlo de Cadeias de Markov (MCMC). Para defini¢do do K mais provavel em relacdo
aos 30 propostos foram calculadas médias e desvios padrdo com valores de probabilidade média
posterior (LnP(D)) de cada K. O valor de K = 8 foi 0 que apresentou maior valor de média e
menor desvio padrdo, e portanto utilizado para uma nova analise, com 250.000 “burn-ins” e
500.000 simulacgdes de Monte Carlo de Cadeias de Markov (MCMC).

O numero minimo de acasalamentos (quantos machos contribuiram para a formacéo de
cada coldnia) e de rainhas por col6nia foi estimado atraves do programa Colony 2.0.6.2 (Wang
2016), utilizando os dados de gendtipos das operarias. Tais valores foram utilizados para testar
a correlagdo entre o grau de poliginia e de poliandria com a frequéncia de alelos das operarias
através de uma regressdo linear, utilizando o programa R 3.1.3 (R Development Core Team
2013).

Resultados

Um total de 69 alelos foram amplificados a partir de 5 loci microssatélites. Todos 0s
loci foram polimdérficos com excecéo do iniciado pelo marcador Ant 1343 no voo prematuro, o
qual apresentou um Unico alelo. Ressalta-se que este alelo ndo foi exclusivo para os individuos
deste evento. O locus referente ao primer Ech 4126 foi o mais informativo (21 alelos) e também
0 com maior numero de alelos exclusivos (n=15) juntamente com o locus Ant 8424. Alelos
raros foram encontrados apenas no voo principal (n=9), sendo a maior parte deles (n=5)
identificados pelo marcador Ech 4126 (Tab.2).
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Tabela 2. Numero e identificacdo de alelos (por tamanho dos picos) em cada um dos 5 loci para machos de Ac. subterraneus provenientes dos voos prematuro e principal. Com ”
(aspas) o Unico locus monomorfico; em sublinhado os alelos raros e com * (asterisco) os alelos exclusivos.

Locus  Alelo  Principal ~ Prematuro Locus  Alelo  Principal  Prematuro Locus  Alelo  Principal  Prematuro Locus  Alelo  Principal ~ Prematuro Locus  Alelo  Principal  Prematuro

A3 %5 0.443 1,000 - 20 0.005* 0.000 AL 2% 305 0.006* 0.000 Ao 5 209 0.039* 0.000 Eoh 416 143 0.085 0.319
%7 0.423* 0.000 258 0.005* 0.000 ik} 0.000 0.018* 21 0.118* 0.000 145 0.000 0.011*

269 0.124* 0.000 262 0.342* 0.000 333 0.000 0.018* 213 0.067* 0.000 149 0.005* 0.000

7 0.010* 0.000 %6 0.136 0.563 339 0.218* 0.000 215 0.202* 0.000 153 0.053* 0.000

270 0.033* 0.000 341 0.430* 0.000 21 0.281* 0.000 157 0.206* 0.000

274 0.114* 0.000 343 0.158 0182 219 0011 0.091 159 0.116 0.154

278 0.109* 0.000 345 0.042 0273 2 0.157 0.091 161 0.011 0429

282 0.022* 0.000 Kl 0.000 0.509* 223 0.045* 0.000 163 0.037 0.066

286 0.049 0.3% 349 0.024* 0.000 225 0.006* 0.000 165 0.153* 0.000

288 0.000 0.042* 351 0.042* 0.000 229 0.017* 0.000 167 0.026* 0.000

20 0.038* 0.000 353 0.012* 0.000 21 0.022* 0.000 169 0.148* 0.000

204 0.011* 0.000 355 0.018* 0.000 233 0.011* 0.000 m 0.037* 0.000

206 0.043* 0.000 357 0.042* 0.000 2% 0.022 0.818 173 0.053* 0.000

300 0.043% 0.000 363 0.006* 0.000 179 0.011 0011

304 0.027* 0.000 181 0.016 0.011

312 0.011* 0.000 183 0.005* 0.000

314 0.011* 0.000 185 0.011* 0.000

8 0005 0.000
o1 0005 0.000
19 oo 0.000
97 0005 0.000

Total de

4 1 17 16 3 14 1 5 13 13 3 21 2 6
alelos
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O namero de alelos foi significativamente maior na revoada principal (t = 3.15, GL =8, P
=0.01), assim como o numero de alelos efetivos (t = 2.97, GL =8, P = 0.01), exclusivos (t = 4.29,
GL =4.582, P <0.01) e o indice de diversidade genética (t = 2.57, GL =8, P = 0.03) (Fig.1). Dos
69 alelos observados, 20,28% (n=14) foram compartilhados entre machos de ambos voos. Foram

encontrados 50 alelos exclusivos no voo principal e 5 no prematuro.
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Figura 1. Médias e desvio padrdo das estimativas de diversidade genética de machos de Ac. subterraneus provenientes

dos voos nupcial principal e prematuro. Na: nimero de alelos observados; Ne: nimero de alelos efetivos; No.AE:
namero de alelos exclusivos; h: indice de diversidade genética.

A distancia genética pareada PhiPT entre os individuos do voo prematuro e principal foi
significativa (PhiPT = 0.26, P = 0.001), indicando que a variacdo da distancia genética observada
é diferente da calculada com as permutacdes. A Analise de Variancia Molecular (AMOVA)
baseada no valor de PhiPT indicou que uma maior diversidade ocorreu dentro dos eventos 74%,
enquanto que a variabilidade entre os eventos contribuiram com 26% da diversidade genética
observada (Tab.3). A anélise de coordenadas principais (PCoA) separou os individuos dos voos

prematuro e principal ao longo da coordenada 1 (Fig.2).
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Tabela 3. Andlise de variancia molecular (AMOVA) mostrando a divisdo da variagdo genética dos machos de Ac.

subterraneus dentro e entre 0s eventos dos voos principal e prematuro.

Ovr;?; ?aga GL sQ MQ  Var. Est. % p
Entre eventos 1 80.170 80.170 0.621 26% 0.001
Dentro dos eventos 284 498.753 1.756 1.756 74% 0.001
Total 285 578.923 2.377 100%

(GL = graus de liberdade, SQ = soma dos quadrados, MQ = média dos quadrados, Var. Est. = estimativa da variancia,

% = porcentagem de variacdo total, valor de P baseado em 999 permutacdes.)
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R
. ¢ R
. <>’ .
. .
e
¢ ‘e ”’ :
*
*, f”o’, “ # Principal
* * *
¢ . N 4408 % ofe Prematura
. * 8 g4 te%A
69: * ¢+ » ¢
* L P 3
* ** ‘ *
s “ps
* 9 e, ,‘o” ’;0 J
4 (X3 *
‘ * 1 Q‘ ' .‘ * ‘
* ** *
0‘ TR 4 0’ *,
*
Coordenadal (17.38%)

Figura 2. Anélise de Coordenadas Principais (PCoA) de distancia genética de 286 machos de Ac. subterraneus baseado

no gendtipo com 5 loci microssatélite. Os dois eixos combinados explicam 26.33% da varia¢do

Em relacdo a morfologia dos individuos, houve diferencas significativas entre os tamanhos

de machos e rainhas dos voos prematuro e principal com relacéo a largura da cabeca e do térax e
peso (Machos: U=6783.5, P<0.001; U=2810.5, P<0.001; U=6450.0, P< 0.001; Rainhas: U=53.0,
P< 0.001; U=37.0, P<0.001; U=29.5, P<0.001, respectivamente). Individuos que participaram do

voo prematuro foram significativamente menores do que os que participaram do voo principal

(Fig.3).
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Figura 3. Largura da cabega, térax e peso de machos e rainhas de Ac. subterraneus coletados nos voos prematuro
(Outubro/2013) e principal (Novembro/2013).
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O numero de grupos genéticos naturais foi estimado em K=8. A maior parte dos machos
foi atribuida a 2 dos 8 clusters considerando valores de 80% ou mais de inferéncia. O sexto cluster
nao agrupou nenhum individuo ou populagdo. Em relacdo aos machos provenientes do voo
prematuro, 77.7% foram atribuidos a 3 das 30 colonias e 22.3% ndo foram atribuidos a nenhuma.
J& os machos do voo principal, 81.3% foram atribuidos a 12 colonias e 18,7% a nenhuma.

Considerando as 30 coldnias analisadas, verificou-se que o numero de alelos variou de 14
a 39. As andlises de matrilinhagem e patrilinhagem estimaram que as col6nias continham de 1 a 9
rainhas, sendo 83.3% poliginicas, que foram acasaladas por 2 a 10 machos (Tab. 4). A correlacao
da frequéncia alélica das col6nias foi positiva tanto para a poliginia (t = 3.37, P = 0.002) quanto
para a poliandria (t = 2.82, P = 0.008), explicando 26% e 19% da variacdo de alelos,

respectivamente (Fig. 4).
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Figura 4. Correlacéo entre a frequéncia de alelos de 480 operérias € 0 nimero de rainhas e machos nas 30 coldnias de
Ac. subterraneus.
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Tabela 4. Relagéo do niamero minimo de rainhas e machos que comp8em cada uma das 30 coldnias (grau de poliginia

e poliandria).

Colbnias  Poliginia  Poliandria
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Discussao

Os dados genéticos suportam a hipotese de que o voo nupcial prematuro foi um evento
restrito a algumas col6nias, visto que a maioria dos machos deste evento foi atribuida a apenas 3
col6nias. Esse niumero reduzido de coldnias explica a baixa diversidade genética de machos do voo

prematuro comparada aos do voo principal. De fato verificou-se baixa porcentagem de alelos
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compartilhados entre os eventos e de alelos exclusivos para individuos do voo prematuro, o que
corrobora o distanciamento genético apresentado na PCoA. Por outro lado, o nimero maior de
col6nias participantes no evento principal contribuiu para a maior variabilidade genética dentro dos
eventos do que entre 0s eventos, uma vez que esse valor apresentado pela AMOVA ¢ a soma da
variabilidade interna em cada um. Além do maior nimero de colbnias participantes, o grande
namero de colénias poliginicas e poliandricas também s&o fonte de variacdo da frequéncia alélica.
Também os dados morfoldgicos revelaram diferencgas entre os individuos dos diferentes voos,
sendo menores e mais leves aqueles do voo prematuro.

A poliginia, apresentada por quase todas as col6nias, juntamente com a poliandria séo
fatores que aumentam a diversidade genética da prole, sendo ambas estratégias amplamente
difundidas nas espécies de Hymenoptera eusociais (Hughes et al. 2008). No voo principal, muitas
colbnias com mdltiplas rainhas que acasalam com diversos machos sdo os elementos chave que
esclarecem a alta diversidade genética encontrada em machos deste voo. As vantagens da
poliandria conferida pelo aumento da diversidade genética estd relacionada com a reducdo de
custos de acasalamentos geneticamente incompativeis, com um aprimoramento na divisdo de
trabalho e um aumento na resisténcia contra parasitas (Boomsma e Ratnieks 1996, Crozier e
Fjerdingstad 2001, Oldroyd e Fewell 2007). Ja a alta densidade espacial de ninhos pré-existentes
somados a necessidade de fundacdo de novas col6nias pode determinar o engajamento de varias
rainhas na fundacgdo de uma Unica colénia (Rissing et al. 1986, 1989, Diehl-Fleig e Araujo 1996).

Por outro lado, o agrupamento em altas densidades de rainhas acasaladas ap6s 0s voos
nupciais gera grande competicao por locais de nidificacdo (Hung e Vinson 1978). A liberacdo de
individuos reprodutivos realizada apenas por algumas coldnias dias antes do voo principal pode ser
claramente uma estratégia que visa reduzir essa competicdo, vantagem que é ratificada
considerando o numero reduzido de individuos sexuados que participaram do evento. Outra
vantagem que pode estar relacionada a este evento reprodutivo restrito é a reducdo potencial de
conflitos através da maior relacdo de parentesco entre os individuos. A teoria da selecdo de
parentesco prediz que a socialidade deve surgir onde relacdo genética entre 0os membros do grupo
é potencialmente alta (Hamilton 1964, Shykoff e Schmid-Hempel 1991). No sistema haplodiploide
dos Hymenoptera, as fémeas sdo mais relacionadas geneticamente as suas irméas do que sua prépria
prole, e isso fornece condicdes favoraveis para evolucdo e manutencdo do comportamento de ajuda

através da selecédo de parentesco (Hamilton 1964). Dessa maneira, a liberacéo de poucos individuos
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apresentando baixa diversidade genética leva ao aumento do grau de parentesco entre os individuos
das futuras colonias, reduzindo ainda mais o potencial para o conflito reprodutivo entre rainhas, no
caso de colbnias poliginicas e entre operarias, inibindo o nepotismo no cuidado com as formas
imaturas.

Outro fator curioso a ser ressaltado a respeito do voo nupcial prematuro foi o menor
tamanho dos individuos comparado aos do voo principal. As razdes para a ocorréncia de individuos
de tamanho reduzido podem seguir duas vertentes: os machos podem ser filhos de operéarias ou
podem ter um periodo de desenvolvimento menor determinado geneticamente. Um estudo de
genotipagem de machos utilizando microssatélites demonstrou que operarias de col6nias sem
rainhas sdo capazes de produzir machos (Villesen e Boomsma 2003) e que esses machos sao
menores que os produzidos por rainhas (Camargo et al. 2005). No entanto, os dados do presente
estudo ndo suportam a hipétese de que os machos do voo prematuro sejam oriundos de operarias
dada a baixa diversidade genética encontrada no grupo. Entdo por qué os individuos do voo
prematuro s&o menores?

Estudos tém demonstrado a influéncia genética, por exemplo, na determinacdo de castas de
operarias (Hughes et al. 2003, Fraser et al. 2000, Smith et al. 2008), com individuos de uma mesma
coldnia e de diferentes patrilinhagens diferindo na propenséo de se desenvolverem em operarias
maiores ou menores (Hughes et al. 2003). Gotzek e Ross (2007) revelaram ainda que Solenopsis
invicta produz dois tipos de rainhas: as mais pesadas, que formam col6nias sozinhas, e as mais
leves, que formam col6nias com mudltiplas rainhas. Desse modo, € possivel concluir que o
componente genético atua nao s6 na variacdo morfoldgica dos individuos, mas também na variacdo
fisiologica (Smith et al. 2008), e isso pode incluir o periodo de desenvolvimento. Sendo assim,
parece plausivel supor que por influéncia genética, o periodo de crescimento (estagios larvais) dos
integrantes do voo prematuro foi reduzido, resultando em individuos menores, que uma vez prontos
e sob condicdes ideais, partiram para o voo. E importante ressaltar que este fenémeno néo aparenta
ser acidental, mas sim restrito a algumas col6nias, uma vez que é comum sua ocorréncia anual.

Assim sendo, apesar de considerado um evento restrito a algumas colonias, o voo nupcial
prematuro ndo representa necessariamente uma desvantagem para a especie. Pesquisas que
analisem o sucesso reprodutivo dos machos, avaliando a quantidade e qualidade de esperma
transferido para as rainhas podem contribuir para o entendimento desse comportamento antecipado.

Estudos de insetos sociais com foco em machos sdo de grande relevancia, uma vez que sao
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componentes significativos na biologia de acasalamento, participando de um processo que ird
afetar a vida inteira de uma col6nia. Simultaneamente, a combinacdo dos ramos da Ecologia e
Genética, pode melhorar a compreensdo das bases estruturais genética e de como 0s organismos se

relacionam com o ambiente e entre si, trazendo resultados mais precisos.
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CAPITULDO Il - Rainhas peso pesado: Influéncia da massa inicial sobre a produtividade de

colbnias e sobrevivéncia em Acromyrmex (Formicidae)

Resumo

Espécies com fundacdo semi-claustral alocam a energia restante ap0s 0 Voo e a escavagdo para
realizar tarefas demandadas pela colénia em formacéo. Durante este periodo, a sobrevivéncia das
rainhas é subsidiada pelo o acimulo de reservas energéticas, que pode ser refletido em sua massa
corporal. Individuos maiores tém maiores chances de sobrevivéncia e proles maiores e/ou mais
numerosa. Mas se as atividades de escavacdo e busca pelo alimento fossem excluidas desse
periodo, seria possivel atenuar o efeito da massa das rainhas em sua sobrevivéncia e fecundidade?
Semanalmente, a sobrevivéncia de 1128 colbnias incipientes foi acompanhada até a emergéncia
das primeiras operarias, sendo as rainhas classificadas de acordo com o peso nas categorias: muito
leve (ML), leve (L), pesada (P) e muito pesada (MP). Em 476 destas, a produtividade e a propor¢ao
de rainhas que: (a) regurgitaram o fungo simbionte, (b) o transportaram para o substrato oferecido,
(c) apresentaram algum tipo de fungo patogénico em sua superficie corporal apés a morte pré-
matura foram registradas. Nas primeiras duas semanas 45% das rainhas morreram, e analisando
todo o periodo de fundacdo, a massa das rainhas teve influéncia na sobrevivéncia - ML
apresentaram a menor chance de sobrevivéncia - mas ndo na produtividade. Em média, as rainhas
perderam 35% da massa corporal. Aproximadamente 53% regurgitaram o fungo simbionte, e das
cerca de 30% que sobreviveram ao periodo de fundacdo (n=143), 11% foi coletada com asas e 41%
havia transportado o jardim de fungo para o substrato alimentar. Além disso, em 8.7 % das rainhas
com morte pré-matura foi registrada a presenca de fungo patogénico. Apesar de fatores
repetidamente citados como promotores da alta taxa de mortalidade — competicdo, escavagéo,
predacdo e dissecacdo durante o forrageamento - apresentarem sua parcela de contribuicdo no
aumento desta taxa, outros elementos como a massa das rainhas, auséncia do fungo simbionte e,
em menor parte, a contaminagdo por fungo patogénico, devem ser, do mesmo modo, considerados
como redutores da taxa de sucesso das fundadoras. Ainda, a massa inicial das rainhas néo

influenciou na produtividade.

Palavras-chave: massa, periodo de fundacéo, taxa de mortalidade
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Abstract

(The Best of Heavy Queens: Influence of initial mass on the colony survival and productivity
in Acromyrmex (Formicidae). Semi-claustral foundation species allocate their remaining energy
post nuptial flight and excavation to perform tasks demanded by the incipient colony. During this
period, the queen’s survival is subsidized by the accumulation of energy reserves, which is reflected
by its mass. Larger individuals have higher chance of survival and producing larger and/or more
numerous offspring. Therefore, if the activities of both searching for food and excavation were
excluded from this period, would it be possible to mitigate the effect of the queen’s mass on its
survival and productivity? Weekly, the survival of 1128 incipient colonies was followed until the
emergence of its first worker, and per their respective queen’s weight, they were classified into 4
categories: very light (ML), light (L), heavy (P) and very heavy (MP). In 476 colonies, the
productivity and the proportion of queens that: (a) regurgitated the symbiotic fungus, (b)
transported it to the offered substrate, and (c) had some pathogenic fungus in their body surface
after the premature death were all registered. After the initial 2 weeks 45% of the queens had died,
and by analysing the whole foundation period, the queen’s mass influenced the chance of survival
— ML had the lowest chance of survival — but not the productivity. On average, the queens lost 35%
of their body mass. Approximately 53% regurgitated the symbiotic fungus, and around 30% of the
ones that had survived through the foundation period (n=143), 11% were collected with wings and
41% had transported the fungus garden to the offered substrate. Furthermore, the presence of the
pathogenic fungus was registered in 8.7% of the queens that had died prematurely. Although
elements repeatedly mentioned as responsible for the high mortality rate during this period —
competition, excavation, predation and dehydration during the foraging — contribute to increasing
this rate, other variables such as the queen’s mass, absence of symbiotic fungus, and less
significantly, the contamination by pathogenic fungus should likewise be considered as reducers
of the success rate of founders. Also, the initial mass of the queens did not influenced their

productivity

Key-words: mass, foundation period, mortality rate
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Introducéo

A divisdo reprodutiva do trabalho resulta num dimorfismo completo entre as formas sexuais
e a casta de operarias (Holldobler e Wilson 1990). Machos e rainhas, maiores que as operarias, sdo
responsaveis pela reproducdo e estabelecimento de uma nova col6nia (Wilson 1980). Para os
machos, a energia acumulada em forma de carboidratos solGveis é utilizada essencialmente como
combustivel durante o voo nupcial (Jutsum e Quinlan 1978, Silva et al. 2015). Em rainhas, a energia
armazenada em forma de lipidios e carboidratos € utilizada nas vérias etapas subsequentes a sua
saida da colénia mde, fundamentalmente até o inicio da fase ergondmica da sua col6nia (Della
Lucia et al. 1995, Silva et al. 2015).

Um dos fatores primordiais que subsidia a sobrevivéncia das rainhas durante esse periodo
estad relacionado com o acimulo de reservas energéticas, que pode ser calculado através de sua
massa corporal (Seal 2009). Em muitas espécies de insetos, o tamanho das fémeas e a fecundidade
estdo fortemente associados com seu fitness (Oberhauser 1997, Carvalho et al. 1998). Fémeas
maiores tém grandes chances de apresentarem maior probabilidade de sobrevivéncia durante o
estabelecimento de novas col6nias (Wiernasz e Cole, 2003) e proles maiores e/ou mais numerosa
(Roff 1992, Stearns 1992).

O momento da revoada até a fase de fundagdo é um periodo critico para as formigas
cortadeiras. A taxa de mortalidade € alta devido a fatores externos tais como predacdo
especialmente por passaros (Autuori 1950, Mariconi 1970), esforco de escavacdo (Camargo et al.
2011), execucdo por coespecificos (Fowler, 1984), dissecacdo (Peeters e Ito 2001) ou ainda
contaminacgéo por fungo patogénico (Hughes et al. 2009). Para o género Acromyrmex, que exibe
fundagéo do tipo semi-claustral e necessita deixar a col6nia em busca de alimento durante a fase
de fundacdo, a exposi¢do ao risco durante os estagios iniciais da col6nia é ainda maior (Peeters e
Ito 2001), o que deve contribuir para uma taxa de mortalidade mais elevada que a de Atta, a qual
possui fundacdo claustral e taxa de mortalidade em torno de 95 a 99.95% (Autuori 1950, Augustin
e Lopes 2011). Em virtude do menor acimulo de reservas nutricionais, espécies com fundagéo
semi-claustral alocam a energia restante ap0s 0 V0o e a escavagdo para encontrar alimento, trazer
para a colbnia, processar e cultivar o jardim de fungo (Holldobler e Wilson 1990, Seal e Tschinkel
2007).
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Apesar de rainhas maiores apresentarem maior sucesso na fundacdo de colonias e maior
fecundidade do que rainhas menores (Vander Meer et al. 1992, Wiernasz e Cole 2003), parece
plausivel supor que, apds o voo nupcial, rainhas de Acromyrmex com diferentes massas e expostas
a condicBes que ndo implicam na necessidade de escavar e buscar pelo alimento, tenham similares
taxas de sobrevivéncia e produtividade. Isto considerando que a fonte de nutricdo do fungo para
este género ndo vem de suas reservas corporais, mas sim é produto de seu forrageamento. Privando
esses individuos de realizarem tais tarefas de alto custo energético e risco (Camargo et al. 2011.:
escavacdo, Fewell et al. 1996: forrageamento) espera-se atenuar o efeito da massa das rainhas em
sua sobrevivéncia e fecundidade.

Neste trabalho avaliou-se a influéncia da massa inicial de rainhas de Acromyrmex
subterraneus (Forel 1893) em relacédo a sobrevivéncia e produtividade da col6nia durante o periodo
de fundacéo, quando expostas a condi¢cdes que ndo implicam na necessidade de escavar e busca
por alimento, ap6s o voo nupcial. Além disso, foram descritos alguns aspectos comportamentais e

ecoldgicos inerentes a fase de fundacéo.

Material e Métodos

Coleta de rainhas

Rainhas Ac. subterraneus foram coletadas apds o voo nupcial em dois anos consecutivos -
2011 e 2012 — na Universidade Federal de Juiz de Fora, Minas Gerais (21°46°43.65”S,
43°21°16.84”W). A &rea é antropizada, com muitas construgdes e alguns locais com solo exposto
ou coberto por gramineas (Anexo 1, circulo azul). O voo nupcial ocorreu entre 0s meses de
novembro e inicio de dezembro, sempre em manhd abafada, com céu nublado, umidade e
temperatura elevada apds a ocorréncia de chuvas fortes no dia anterior. A coleta foi realizada entre
7:30 e 10h da manha. No total, foram capturadas 1128 rainhas, sendo 476 em 2011 e 652 em 2012.
Logo apos a captura, cada fémea foi pesada com balanca de precisao analitica e mantida em potes
plasticos (250ml), com 1cm de gesso no fundo, umidificado regularmente. O pote funcionou como
a camara inicial da colénia, e dessa maneira, as rainhas ndo necessitaram escavar. A cada dois dias,
folhas frescas de Acalipha sp. foram fornecidas dentro dos potes, excluindo assim, o gasto

energético na busca por alimento. A temperatura e umidade do laboratério foram mantidas em
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aproximadamente 25°C e 80% e as col6nias cobertas com papel celofane vermelho a fim de reduzir

a exposicdo a luminosidade.

Sobrevivéncia

A sobrevivéncia das rainhas de 2011 e 2012 foi verificada semanalmente durante o periodo
de fundacdo, ou seja, até a emergéncia da primeira geracdo de operarias. O peso de cada rainha

também foi mensurado semanalmente.

Produtividade das rainhas

A produtividade foi investigada somente para rainhas coletadas em 2011. Semanalmente,
apos o registro do peso, a prole de cada rainha foi contada — nimero de ovos, larvas, pupas e
operarias — até a 15% semana da coldnia, aproximadamente 4 meses. Os dados contabilizados foram
apenas das coldnias que sobreviveram até a 15 semana de observacao.

Outras informacdes relevantes

Apenas para a coleta de 2011, foram registradas algumas caracteristicas e comportamentos
exibidos pelas rainhas. No dia da coleta, foi registrado o nimero de rainhas coletadas com asas, e
durante primeira semana de fundacdo, foi observada a proporcao de rainhas capazes de regurgitar
o fungo simbionte. Algumas rainhas transportaram o jardim de fungo para o substrato oferecido, e
a proporc¢do das que executaram esse comportamento também foi registrada. Além disso, apés a
morte, foram observadas a porcentagem de rainhas que apresentaram algum tipo de fungo

patogénico em sua superficie corporal.

Métodos estatisticos e definicdo de variaveis

A sobrevivéncia das rainhas foi modelada através da distribuicdo de Weibull, onde os
parametros possibilitam uma maior flexibilidade para modelar sistemas em que o nimero de falhas
- morte das rainhas - aumenta ou diminui ou permanece constante ao longo do tempo. Neste caso,
os dados sdo censurados (Crawley, 2007).

Neste experimento, o ponto inicial das observagdes foi determinado a partir do momento da
coleta das rainhas e o ponto final quando as rainhas morreram (censor 1) ou quando surgiram as

primeiras operarias (censor 0). A probabilidade de sobrevivéncia foi considerada como variavel
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resposta e o tempo de morte como variavel explicativa. O peso inicial das rainhas, tomado no ponto
inicial das observacoes, foi considerado covariavel. No total foram utilizados 680 casos censurados
(censor 1) e 448 casos ndo censurados (censor 0). O modelo explicativo diferiu significativamente
do modelo nulo (p = 0.002). Os dados de peso inicial foram divididos em 4 classes categoricas
baseadas nos quartis. No primeiro quartil encontram-se rainhas muito leves - ML (<0.04720g), no
segundo rainhas leves - L (>0.04720 e <0.04980), no terceiro as pesadas - P (>0.04980 e
<0.05230) e no quarto rainhas muito pesadas (MP >0.05230). As curvas do grafico foram
comparadas atraves do teste Tukey a 5% significancia.

A produtividade das rainhas durante o periodo de fundacdo foi correlacionada com as
categorias de peso inicial das mesmas através de uma analise de regressdo. A produtividade foi
considerada varidvel resposta, enquanto que o peso inicial como variavel explicativa. Todas as
analises foram feitas utilizando o programa R 3.1.3 (R Development Core Team 2013).

As demais informaces relevantes como a proporcdo de rainhas capazes de regurgitar o
fungo simbionte, as que o transportaram para o substrato oferecido, as que apresentaram algum
tipo de fungo patogénico em sua superficie corporal ap6s a morte e dados do crescimento

populacional das coldnias durante as primeiras 15 semanas, foram analisadas descritivamente.

Resultados

Considerando as 1128 rainhas coletadas nos anos de 2011 e 2012, cerca de 45% morreram
na primeira semana apds o voo nupcial. Contudo, a probabilidade de sobrevivéncia aumentou ao
longo do tempo (¥=20.69, df=3, n=1128, p<0.001), caracterizando uma curva de sobrevivéncia do
tipo 111, na qual a mortalidade € elevada no inicio da vida e com elevada chance de sobrevivéncia
posteriormente.

Com relacdo ao peso inicial, houve uma reducdo acentuada na probabilidade de
sobrevivéncia nas 2 primeiras semanas, seguida por uma ténue queda entre as semanas 3 € 9,
voltando a decair a partir da semana 10. Para rainhas Muito Leves, a chance de sobrevivéncia nas
2 primeiras semanas foi menor do que para as demais classes de peso, cerca de 40% contra 60%.
Essa diferenca de aproximadamente 20% se estende até a 13? semana, quando todas apresentam
chances de sobrevivéncia similares. Em outras palavras, o tempo médio de vida (50% dos

individuos) de rainhas muito leves é baixo, cerca de 7.3 semanas, enquanto que para as demais esse
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tempo gira em torno de 11.6 a 12 semanas (Fig. 1). De fato, a curva de sobrevivéncia de rainhas
muito leves é significativamente diferente das demais (ML e L: z=3.772, p< 0.001; ML e P: z=
3.520, p< 0.001; ML e MP: z=3.759, p< 0.001). Considerando todos os individuos amostrados a
variacdo do peso foi entre 0.0229 e 0.0598g.

O modelo de regresséo linear ndo foi significativo para produtividade e peso inicial das
rainhas (Fs,137=10.38, p = 0.77, R2 = -0.01) (Fig. 2). Em outras palavras, o peso inicial das rainhas

ndo explica a variacdo no numero da prole.
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Sobrevivéncia (%)

Semanas

Figura 1. Sobrevivéncia de rainhas de Ac. subterraneus durante o periodo de fundacdo, considerando o peso inicial
como covaridvel. Os dados de peso inicial foram separados em quatro categorias de acordo com a mediana e quartis.
ML.: rainhas muito leves; L: rainhas leves; P: rainhas pesadas e MP: rainhas muito pesadas. Dados de coletas de 2011
e 2012
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Figura 2. Relacéo entre a massa inicial das rainhas de Ac. subterraneus e sua produtividade (nimero de ovos, larvas,
pupas e operarias) ao longo de 15 semanas ap6s 0 voo nupcial. ML: rainhas muito leves; L: rainhas leves; P: rainhas

pesadas e MP: rainhas muito pesadas. Dados de coleta de 2011.
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Das 476 rainhas amostradas em 2011, pouco mais da metade (53.2%) regurgitaram o fungo

simbionte, e para as demais, que morreram logo na primeira semana, o fungo néo foi encontrado.

A extrusdo ocorreu em média no segundo dia apds o voo nupcial e a deposicdo geralmente foi feita

diretamente na camada de gesso ou na lateral do pote. Das cerca de 30% das rainhas que

sobreviveram até a emergéncia das primeiras operérias (n=143), 11% foi coletada com asas e 41%

havia transportado o jardim de fungo para o substrato alimentar oferecido (Fig. 3 e 4). E

interessante ressaltar que as rainhas tendiam a cultivar o jardim de fungo no formato de uma panela,

mantendo a prole no interior da mesma (Fig. 4b). Durante o periodo de fundacéo, as rainhas

perderam em média aproximadamente 35% de sua massa corporal. Observando as rainhas que

regurgitaram o fungo, mas que morreram durante a fase de fundag&o, foi possivel constatar que

cerca de 8,7 % havia sido infectada por algum tipo de fungo patogénico (Fig. 5).
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Figura 3. Proporcéo de rainhas sobreviventes até a primeira geracéo de operarias que apresentavam asas no momento

da coleta e transferiram o fungo simbionte para o substrato alimentar fornecido (Amostragem de 2011).
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Figura 4. A) Rainha de Ac. subterraneus cuidando do jardim de fungo transferido para o substrato alimentar. B)
Jardim de fungo no substrato alimentar e em formato de uma panela.
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Figura 5. Rainhas de Acromyrmex subterraneus infectadas por fungos entomopatogénicos. A) Metarhizium
anisopliae; B) Aspergillus flavus; (Hughes et al. 2004, Augustin 2011), C e D ndo identificados.
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O crescimento das coldnias ocorreu de forma gradual. Os ovos foram depositados logo na
primeira semana apos 0 Voo nupcial e durante os trés meses iniciais das coldnias esse numero ndo
sofreu grande variacdo. As larvas surgiram em media na 32 semana, as pupas entre a 5% e a 6% e as
operarias entre a 72 e 92 semana (Fig. 6), sendo que em 48.5% das col6nias a primeira geracéo de
operarias surgiu na 9% semana ap0s o voo nupcial. A primeira geracdo foi composta em média por

duas operérias e apds 3 meses, as coldnias com maior populacdo possuiam 26 operarias.
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Figura 6. Ontogenia de coldnias de Ac. subterraneus (rainhas coletadas em 2011).
Discusséo

Para Ac. subterraneus, a sobrevivéncia das rainhas ap6s o voo nupcial variou em funcao do
seu peso inicial e em relacdo ao tempo. Entretanto, estas variaveis ndo influenciaram na
produtividade das rainhas. Mesmo com a exclusdo de alguns fatores como escavacéo e busca por
alimento, considerados como fatores de alto risco e que favorecem a mortalidade, a probabilidade
de sobrevivéncia ainda foi baixa durante o periodo de fundacdo das colbnias, especialmente nas
duas primeiras semanas. Quase metade das fémeas nao depositou o fungo simbionte e morreu sem
éxito na fundag&o da coldnia. Com relagdo a ontogenia das col6nias, esta ocorreu de forma gradual,
posto que novos estagios de desenvolvimento surgiam em média a cada duas semanas.

A taxa de mortalidade de Ac. subterraneus, que atingiu 45% durante o periodo de incubacéo

(12 e 22 semanas), pode ter sido ainda maior, visto que néo se sabe ao certo o nimero de individuos
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produzidos e liberados para o voo nupcial. Sabe-se que em Pogonomyrmex, o percentual de mortes
durante a dispersdo de acasalamento atinge 99% (Gordon e Kulig 1996). Embora em condicdes
diferentes das observadas para Ac. subterraneus, a taxa de mortalidade em col6nias incipientes de
Ac. octospinosus em campo também é alta, com 48% das mortes ocorridas no primeiro més apos o
voo nupcial (Ferndndez-Marin et al. 2003). Para Atta sexdens rubropilosa, esse nimero pode
alcancar 99.95% no decorrer a fase de fundagdo (Autuori, 1950). Em colOnias de Atta sexdens
criadas em laboratorio sob condi¢cdes semelhantes a deste estudo, a mortalidade de rainhas atingiu
cerca de 58.3% em até uma semana ap0s 0 voo nupcial (Augustin e Lopes 2007).

Interessante observar que os géneros citados anteriormente possuem diferentes tipos de
fundacdo (Enzmann e Nonacs 2010 - Pogonomyrmex: semi-claustral, facultativo ou claustral;
Holldobler & Wilson 1990 - Acromyrmex: semi-claustral; Atta: claustral) e, no entanto, todos
apresentam uma taxa de mortalidade elevada. Uma estratégia também comum a todos é a fundacéo
do tipo independente, em que uma Unica fémea reprodutiva (ou algumas no caso de pleometrose)
é capaz de cultivar o fungo e criar a primeira geracdo de prole sozinha (Fernandez-Marin et al.
2004). Espécies que apresentam esta estratégia liberam milhares de individuos reprodutivos
(Holldobler & Wilson 1990) e, independentemente do quéo especializados sejam para empregar
um tipo de fundacdo pré-estabelecido, todos experienciardo uma alta mortalidade a partir do
momento que saem da coldnia-mde até o inicio de fase ergondmica (Schmid-Hempel 1984,
Holldobler e Wilson 1990, Peeters e Ito 2001).

Comumente, a alta mortalidade de rainhas durante e logo apds a dispersdo é associada a
predacdo por passaros, lagartos e formigas (Autuori 1950, Fowler 1984, Robertson e Villet 1989,
Holldobler e Wilson 1990), afogamento ou dissecacdo durante o voo (Peeters e Ito 2001), ao
esforco de escavacgédo (Camargo et al 2011), ou ainda contaminacgdo por fungo patogénico durante
a escavacao ou forrageamento (Augustin 2011, Hughes et al. 2009). Ao realizar este experimento
em laboratdrio tem-se a exclusdo de alguns destes fatores, no entanto, a chance de sobrevivéncia
ao final de 15 semanas para Ac. subterraneus foi de menos de 0.1%, indicando que as causas desta
alta mortalidade véo alem dos fatores citados anteriormente. A menor probabilidade de
sobrevivéncia de rainhas muito leves aliada a supresséo das atividades de escavacdo e busca por
alimento é um indicativo de que a massa das rainhas por si s6 pode ser um fator relevante atuando

na taxa de mortalidade.
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Frequentemente o tamanho do inseto se relaciona com sua taxa metabdlica tanto intra
quanto interespecificamente (Waters e Harrison 2012). Apds o voo nupcial, machos de A. sexdens
rubropilosa chegam a perder 2 vezes mais lipidios e até 54 vezes mais carboidratos do que as
fémeas (Silva et al 2015). Contrastando essas duas castas reprodutivas observamos que o maior
tamanho das fémeas e, consequentemente o maior acimulo de reservas das fémeas associado ao
menor gasto energético no desempenho de uma mesma atividade confere-lhes uma taxa metabdlica
mais baixa. Castas maiores também parecem apresentar menores taxas metabolicas especificas em
massa (Atta laevigata, Hebling-Beraldo e Mendes 1981; Pogonomyrmex badius, Porter 1986;
Solenopsis invicta, Calabi e Porter 1989; e Pheidole bicarinata, Pheidole dentata, Pheidole
morrisi, Shik 2010), o que pode permitir uma economia para a colonia usando relativamente menos
energia do que as castas menores. Assim, extrapolando essas consideragcdes para o peso das rainhas,
rainhas muito leves podem possuir uma taxa metabolica mais alta que as demais, o que ocasiona
um maior consumo de energia. Dessa maneira, a economia de energia advinda das atividades
suprimidas pode n&o ter sido suficiente para aumentar suas chances de sobrevivéncia.

Ademais, o decréscimo continuo de massa corporal durante a fundacdo também pode ter
contribuido para a menor probabilidade de sobrevivéncia de rainhas muito leves. O impacto da
perda de 35% da massa corporal é maior nestes individuos do que nos individuos das demais
categorias de peso. Este valor é préximo ao encontrado para Atta sexdens e Atta laevigata (40% de
perda) (Della Lucia et al. 1995), o que torna o evento comparativamente mais desfavoravel para
Acromyrmex independente do peso inicial das jovens rainhas, uma vez que rainhas de Atta séo
maiores e mais pesadas. Além disso, por serem menores, 0s musculos de voo destes individuos
também sdo menores (Peeters e Ito 2001) e sua histolise pode ndo ter produzido uma fonte
suficiente de energia para execucdo das atividades inerentes a esse periodo.

Por fim, a dispersao e as estratégias de fundacéo sdo outros fatores importantes que podem
ser associados ao tamanho dos individuos. Geralmente rainhas maiores tém alta capacidade de
dispersdo e elevado teor de gordura e de reservas de glicogénio, um fenétipo adequado para
fundacdo de col6nia independente (Keller e Passera 1989). Em contrapartida, rainhas menores
tendem a acasalar e ficar dentro da coldnia natal, participar de uma coldnia ja estabelecida ou fundar
uma col6nia perto do local natal com o auxilio das operarias (Ruppell e Heinze 1999, Peeters e Ito,
2001). A fundacéo independente feita por uma Unica rainha (haplometrose) € a forma mais comum
de estabelecimento em Attini, assim como para Formicidae em geral (Rissing e Pollack, 1988). No
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entanto, rainhas de uma mesma espécie podem fundar o ninho tanto por haplometrose quanto por
pleometrose, o que foi demonstrado para Acromyrmex striatus e Acromyrmex octospinosus (Diehl-
Fleig e Rocha 1998, Fernandez-Marin et al. 2003). Assim sendo, rainhas muito leves e, portanto,
menores, de Ac. subterraneus poderiam ter apresentado melhores chances de sobrevivéncia se
tivessem tido a oportunidade de fundar a colbnia juntamente com outras fémeas (pleometrose).

Por outro lado, apesar da massa inicial das rainhas ter sido determinante na chance de
sobrevivéncia, esta ndo se correlacionou com a taxa de produtividade. Assim, a premissa de que
fémeas maiores possuem maiores chances de sobrevivéncia e prole maior e/ou mais numerosa
(Roff 1992, Stearns 1992, Wiernasz e Cole, 2003) pode ser aceita em parte para Ac. subterraneus
sob essas condigOes. O fato de a taxa de produtividade néo ter diferido entre rainhas de diferentes
massas pode estar associado a economia de energia promovida especialmente pela supressdo das
atividades de escavacdo e busca pelo alimento. Assim, comparativamente as rainhas com maior
massa, as Com menor massa teriam menos energia para fazer postura e cuidar da prole e, portanto,
pela forma como o experimento foi conduzido podem ter sido privilegiadas alcangando a fase
ergondmica com taxa de produtividade similar a das demais rainhas. Indiretamente a menor massa
tem efeito sobre a produtividade visto que rainhas de menores massa nao sobrevivem, mas uma
vez que elas sobrevivem a massa inicial ndo teve efeito na produtividade. Também a semi-
claustralidade pode explicar o fato da massa inicial ndo estar relacionado com a produtividade.
Como forrageiam durante a fase de fundacdo (Hoélldobler & Wilson 1990), todas as rainhas,
independentemente de sua massa inicial, tiveram a oportunidade de obter a mesma quantidade de
energia e converté-la em prole. Embasando essas sugestfes tem-se ainda a informacao de que, a
partir da 13?* semana aproximadamente, todas as rainhas (de diferentes categorias de peso)
apresentaram similares chances de sobrevivéncia (Fig.1), o que condiz com o periodo onde a
col6nia tem um namero razoavel de operarias (Fig. 6).

Outros eventos observados podem ter relacdo com a baixa sobrevivéncia registrada. Sugere-
se que alta taxa de mortalidade também esteja associada com a auséncia do fungo simbionte, uma
vez que em aproximadamente 50% das rainhas mortas na primeira semana (2011), o fungo
simbionte ndo foi registrado (Autuori 1941). Tal suposi¢do tem embasamento na relagéo
simbibntica obrigatoria das espécies da tribo Attini com fungos das familias Lepiotaceae e
Pterulaceae (Basidiomycota) (Schultz & Brady 2008, Augustin 2011), sendo estes a principal fonte

alimentar da coldnia. Tao solida é esta dependéncia que, ao deixar a coldnia mae, as rainhas virgens
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devem levar em sua cavidade infrabucal um pellet de fungo que sera a cultura de partida para seu
novo jardim (Ihering 1898, Huber 1905). A saida da col6nia mae sem o fungo simbionte ou a perda
natural do mesmo é um evento comum para rainhas de Attini (Mueller et al. 1998, Fernandez-
Marin et al. 2004). Bot et al. (2001) sugerem que o fato de Acromyrmex aceitarem novos jardins
de fungo e conseguirem sobreviver é um indicativo de que o fungo simbionte é facilmente perdido.
Em ambos os casos, existem acgdes alternativas executadas pelas rainhas que podem reparar a
fatalidade da auséncia do fungo como: se juntar a uma colénia que tenha o jardim de fungo ja
estabelecido; recrutar outras fundadoras que possuam o pellet de fungo (co-fundagéo); roubar o
fungo de outro ninho, ou ainda encontrar uma fonte externa de fungo compativel (Fernandez-Marin
et al. 2004). Neste estudo, entretanto, as rainhas ndo tiveram nenhuma dessas possibilidades, de
modo que a auséncia do fungo foi condizente com sua morte.

A deposicdo do fungo na lateral do pote e a transferéncia do mesmo para o substrato
alimentar oferecido podem ser a¢Oes relacionadas ao comportamento de higiene. Depositar o fungo
em plataformas ou ndo diretamente no assoalho € um comportamento ja relatado para rainhas de
Attini. Juntamente com o selfgrooming e a frequente limpeza das pernas antes da manipulacao do
substrato, estas ac6es podem permitir que o jardim de fungo cresca livre de patdgenos, o que pode
ser uma adaptacdo para aumentar a sobrevivéncia (Augustim et al. 2011, Ferndndez-Marin et al.
2003). Géneros transicionais e o altamente derivado género Acromyrmex utilizam raizes como
plataformas para anexar o fungo, e tendem a depositar a prole associado a ele (Fernandez-Marin et
al. 2004). Fundadoras de Ac. octospinosus, por exemplo, aparentemente nao selecionam espécies
de plantas para fixar o fungo. No entanto, na auséncia de uma raiz na camara primaria, o pellet
pode ser anexado em uma pedra ou no teto da cAmara (Fernandez-Marin et al. 2004), corroborando
as informacdes de ocorréncia frequente de ninhos adultos de Acromyrmex associados a raizes de
plantas e edificacbes (Verza et al. 2007, Camargo et al. 2004, Lopes et al. 2010). Este
comportamento de protecdo ao fungo simbionte ndo é observado apenas nos estagios iniciais de
fundacdo. Colonias laboratoriais ja estabelecidas de Ac. subterraneus quando infectadas por fungo
patogénico, evitaram o contato do fungo simbionte com a camada de gesso, transferindo-o para a
parte superior do pote (observacao pessoal). Apesar de o uso das asas como plataforma para o pellet
de fungo ser um comportamento comum para rainhas de Attini mais basais e uma espécie de um
género mais derivado (Fernandez-Marin et al. 2004), a presenca das asas em algumas fundadoras

neste estudo nédo teve esse proposito, tampouco figurou rainhas virgens.
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Fungos entomopatogénicos como Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana,
Aspergillus flavus, sdéo comumente encontrados em colonias de formigas cortadeiras (Hughes et al.
2004) e a contaminacdo da col6nia é frequentemente associada a atividade de forrageamento
(Currie et al. 1999, Hughes et al. 2009). Rainhas sdo vulneraveis a infeccGes por parasitos no
periodo de fundag&o da coldnia devido a maltiplas demandas energéticas que devem ser cumpridas
simultaneamente (Baer et al. 2006). Dados para Ac. octospinosus revelaram que alguma
contaminacdo do jardim de fungo foi condizente com a hipotese de que as fundadoras
transportaram contaminantes acidentalmente durante o forrageamento (Fernandez-Marin et al.
2004). Contudo, o fato das rainhas deste estudo ndo terem escavado ou fundado a coldnia no solo
(contendo contaminantes) nem forrageado fora da camara, indica que a contaminagdo ocorreu em
outra fase da vida, durante o voo nupcial (Hughes et al. 2009) ou ainda na coldénia mée (mas veja
Currie et al. 1999). Outra hipotese igualmente plausivel é a de que 0s contaminantes estivessem
nas plantas oferecidas como alimento, e as rainhas que sucumbiram ao patdgeno tivessem baixa
imunidade.

Estes resultados demonstraram claramente que alta mortalidade inicialmente experienciada
por Ac. subterraneus seguida por uma elevada taxa de sobrevivéncia, sendo um evento de
ocorréncia compartilhada por muitos invertebrados (Begon et al. 2007). Apesar de fatores
repetidamente citados como promotores da alta mortalidade - competicédo por locais de nidificagéo,
escavacdo, predacdo e dissecacdo durante o forrageamento - apresentarem sua parcela de
contribuicdo no aumento da taxa, outros elementos devem ser igualmente considerados. A massa
das rainhas, a auséncia do fungo simbionte e, em menor parte, a contaminacdo por fungo
patogénico sdo fatores que reduzem a taxa de sucesso das fundadoras. No entanto, a energia
economizada por meio da supressdo das atividades de escavacdo e busca por alimento parece ter
sido suficiente para equiparar a taxa de produtividade entre rainhas de diferentes categorias de
massa. Portanto, obter informac@es que dizem respeito aos periodos de vida em que os individuos
sdo mais vulneraveis, bem como os fatores que contribuem para essa vulnerabilidade, permite

compreender melhor a dinamica destas populacgdes.
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CAPITULDO III — Custo do forrageamento: Influéncia da busca por alimento no fitness de

colénias jovens de Acromyrmex subterraneus Forel, 1893 (Formicidae)

Resumo

Forrageamento e fitness sdo intimamente interligados, uma vez que a energia maximizada com a
obtencéo de alimentos deve refletir diretamente na capacidade de sobrevivéncia e reproducéo dos
animais. Durante a fase de fundacéo da colbnia, as rainhas dispdem de reservas corporais limitadas
e a economia de energia na atividade de forrageamento pode influenciar positivamente tanto na
producdo de prole quanto na sobrevivéncia das mesmas. Partindo desta hipétese, foi analisado o
custo do forrageamento em termos energéticos (lipidios e massa corporal) e em termos de fitness
(sobrevivéncia, prole, peso do jardim de fungo e tamanho das operarias) em rainhas de
Acromyrmex subterraneus durante o periodo de fundacdo da col6nia. Trés condicbes de
forrageamento foram manipuladas: 30 rainhas ndo receberam folhas (NRA), 30 rainhas receberam
folhas diretamente na cAmara (RAC) e 30 rainhas receberam folhas a 3 metros de distancia da
camara (RAT). A emergéncia das primeiras operarias indicou o término do experimento para a
coldnia em questdo. Apds 10 semanas, foi verificado que as diferentes condi¢des de forrageamento
ndo afetaram a sobrevivéncia das rainhas. No entanto, os grupos que receberam folhas (RAC e
RAT) apresentaram menos lipidios e maior taxa de perda de peso. Rainhas do NRA ndo foram
capazes de cultivar o fungo nem criar prole, o que indica que o alimento é importante ndo para
sobrevivéncia, mas sim para o sucesso da colbnia. A anélise comparativa de prole, peso do jardim
de fungo e tamanho das operarias foi realizada apenas entre RAC e RAT. Entre RAC e RAT ndo
foi possivel verificar diferencas entre o tamanho das operarias. No entanto, apesar do nimero de
ovos ndo ter sido significativamente diferente, 0 nimero de larvas, pupas e o peso do fungo
simbionte foram maiores no grupo RAC. Considerando a similaridade na taxa de sobrevivéncia
entre 0s grupos, relaciona-se o ndo desenvolvimento das colonias em NRA com a falta de substrato
para o cultivo do fungo, e ndo com a subnutricdo e morte antecipada das rainhas. Ja o
forrageamento influenciou o fitness da coldnia, ndo em relacdo ao custo energético para
desempenhar esta atividade, mas em relagcdo ao tempo gasto fora do ninho, tempo este que poderia

ser investido na criagdo e manutencdo da coldnia tornando-a mais populosa rapidamente.

Palavras-chave: custo energético, forrageamento, prole, sobrevivéncia
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Abstract

(Foraging cost: The influence of search for food on the fitness of young colonies of
Acromyrmex subterraneus Forel, 1893 (Formicidade). Foraging and fitness are deeply connected
since the energy maximized by food attainment should directly reflect the survival capability as
well as the reproduction of animals. During the foundation period, queens have limited body
reserves and the energy saved during the foraging may positively influence both offspring
production and survival. Following this hypothesis, the foraging cost by energetic (lipids and body
mass) and fitness (survival, offspring, fungus garden weight and workers size) terms were analysed
in Acromyrmex subterraneus queens during the foundation period. Three foraging conditions were
manipulated: 30 queens did not receive leaves (NRA), 30 queens received leaves inside the
chamber (RAC) and 30 queens received leaves 3 meters away from the chamber (RAT). The
emergence of the first worker in each colony indicated the end of the experiment for that colony.
After 10 weeks, it was verified that the different foraging conditions did not affect the queen’s
survival. However, the groups that received leaves (RAC and RAT) had less lipids and a greater
weight loss rate. The comparative analysis of offspring, fungus garden weight and worker size were
done only between RAC and RAT since the NRA queens were neither able to cultivate the fungus
garden nor raise offspring. Between RAC and RAT it was not possible to verify differences in
worker size. Nevertheless, despite the numbers of eggs not being significantly different, the number
of larvae, pupae and fungus garden weight were greater in RAC. Considering the similarity of
survival rate between the groups, the non-development of the colonies in NRA is related to the lack
of substrate for fungus cultivation, and not directly to the undernourishment and premature death
of the queen. Foraging influenced the colony fitness, not in relation to the energy cost to perform
this activity, but in relation to the time spent outside the nest, which could be invested in the

colony’s creation and maintenance making them more populous quicker.

Key-words: energetic cost, foraging, brood, survival
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Introducéo

O fitness é um atributo que pode ser entendido como a capacidade de sobrevivéncia e de
reproducdo dos animais (Ehrlich e Roughgarden 1987, Cockburn 1991, Weirnasz e Cole 2003).
Um fator importante para o fitness esta ligado ao consumo de energia pelos animais, que supde-se
ser maximizado durante o forrageamento, e portanto, qualquer decisdo tomada em prol desta
atividade deve refletir em seu fitness (Breed e Moore 2012). Basicamente dois componentes
principais estdo relacionados ao comportamento de forrageamento: a procura pelo alimento e seu
transporte até a colonia. (Holldobler e Wilson 1990).

Em formigas que apresentam fundacéo do tipo semi-claustral, o forrageamento realizado
pelas rainhas durante o periodo de fundacdo da col6nia é essencial para sua sobrevivéncia e
provisionamento da sua prole (Johnson 2002, Brown e Bonhoeffer 2003). Nessas rainhas, os
musculos de voo sdo pequenos e sua histolise ndo garante uma fonte suficiente de aminoacidos
para o desenvolvimento das larvas (Peeters e Ito 2001), e para desempenhar outras atividades a
reserva corporal certamente € utilizada. Parte dessa reserva é armazenada no corpo gorduroso dos
insetos e, apesar de variar de acordo com a espécie, os lipidios sdo sempre seu maior componente,
representando mais do que 50% do peso seco do inseto (Gilby 1965, Ziegler 1991).

Os lipidios sdo considerados a principal fonte de combustivel metabdlico e podem ser
mobilizados e utilizados em varias ocasides como em voos de longa duracdo, em periodos de
escassez de alimento, na sintese de trealose e prolina, na embriogénese e na resposta imune (Arrese
e Soulages 2010). No entanto, em outras atividades como escavagao (Camargo et al. 2013) e voos
de curta duracdo (Jutsum e Quinlan 1978) os carboidratos foram atestados como principal recurso
utilizado. Sabe-se que o forrageamento gera custos energéticos que podem variar inclusive com a
disposicdo dos recursos no ambiente, onde recursos esparsos requerem longas distancias de
forrageamento, ocasionando em uma baixa taxa de sucesso para as colonias (Fewell et al. 1996).
Apesar da importancia do alimento na fase de fundacdo ser indiscutivel para formigas semi-
claustrais, ainda ndo é esclarecido como o forrageamento afeta o fitness da colénia e se ocorre a
mobilizagdo de lipidios durante esta atividade.

Tendo como base formigas do género Acromyrmex, que assim como as demais possuem
reservas corporais limitadas durante a fase de fundacdo, a economia de energia com o

forrageamento pode influenciar positivamente tanto na producgéo de prole quanto na sobrevivéncia
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das rainhas durante as semanas em que ela se ocupa sozinha com a cria em desenvolvimento e com
o jardim fungo inicial. Uma maneira de testar esta hipdtese envolve a comparagdo do custo do
forrageamento em termos energéticos (lipidios e massa) e em termos de fitness para rainhas de
Acromyrmex subterraneus (Forel 1893) durante o periodo de fundacdo da coldnia sob diferentes
condigdes de forrageamento. O fitness foi quantificado como taxa de sobrevivéncia, producéo de
prole, peso do jardim de fungo até a emergéncia das primeiras operarias e tamanho das operarias.

Material e Métodos

Coleta de rainhas

Rainhas de Ac. subterraneus foram coletadas ap6s o voo nupcial no dia 29 de novembro de
2013 na Universidade Federal de Juiz de Fora, Minas Gerais (21°46°43.65”’S, 43°21°16.84”W). A
area € antropizada, com muitas construcdes e alguns locais com solo exposto ou coberto por
gramineas (Anexo 1, circulo azul). A captura ocorreu entre 7:30 e 10h da manha e logo apés, cada
fémea foi pesada em balanca de precisdo analitica e mantida em potes plasticos (250ml)
individualizados, com 1cm de gesso no fundo, umidificado regularmente. O pote funcionou como
acamara inicial da colonia, e dessa maneira, as rainhas ndo necessitaram escavar. Todas as col6nias
foram mantidas em laborat6rio a temperatura e umidade de aproximadamente 25°C e 80% e as

coldnias cobertas com papel celofane vermelho a fim de reduzir a exposi¢do a luminosidade.

Delineamento Experimental

Apbs 4 dias, foram selecionadas 90 rainhas que haviam regurgitado o fungo simbionte e
depositado ovos, e por essa razdo, consideradas com semelhantes condi¢Ges de fundar o ninho.
Sabendo-se que o custo/beneficio do forrageamento pode variar de acordo com o tamanho do corpo
das rainhas (Fewell et al. 1996, Johnson 2002), foi verificado que ndo havia diferenga significativa
entre os pesos das rainhas (Kruskal-Wallis: H = 3.75, GL = 2, P = 0.15), permitindo assim que

fossem distribuidas aleatoriamente em trés tratamentos (contendo 30 rainhas em cada):

NRA - rainhas ndo receberam alimento;
RAC - rainhas receberam alimento diretamente na cimara e

RAT - rainhas receberam alimento a 3 metros de distancia da camara.
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No tratamento RAT, uma mangueira plastica transparente de 3 metros de comprimento foi
interligada em linha reta entre a camara de fungo e o pote onde foi oferecido o alimento. Tal
distancia foi determinada de acordo com o observado em campo por Fernandez-Marin et al. (2003).
A cada dois dias, rainhas do RAC e RAT recebiam um disco de 3,7 cm de diametro de folhas
frescas de Acalypha sp. O registro de mortes, assim como o de emergéncia da primeira geracao de
operérias, também foi tomado a cada dois dias e 0 peso das rainhas tomado quinzenalmente a fim
de minimizar a perturbacdo na colénia.

Na medida em que surgiam as primeiras operarias, 0 experimento era interrompido para a
coldnia em questdo. Procedia-se entdo a contagem de ovos, larvas, pupas e operérias, além da
mensura do peso do jardim de fungo e do tamanho das operarias (largura da cabeca). As rainhas
foram congeladas para posterior extracdo de lipidios. Uma vez que rainhas do NRA ndo foram
capazes de cultivar o fungo nem criar prole, o término do experimento para este tratamento ocorreu
quando estas rainhas morreram ou quando surgiram as primeiras operarias da Ultima col6nia

sobrevivente de RAC ou RAT, sendo as mesmas mortas por congelamento.

Extracéo de lipidios

O método de extracdo foi o mesmo utilizado por Camargo et al. (2013). Rainhas
provenientes dos trés tratamentos e que estavam congeladas foram secadas individualmente em
estufa a 50°C por 24h. Apo6s a primeira medida de peso seco ter sido determinada, os lipidios foram
extraidos com solvente (pentano) por 24h. As rainhas foram entdo secadas por mais 24h e depois
pesadas. Os procedimentos de extracdo, secagem e pesagem foram repetidos mais trés vezes até

que 0 peso seco das rainhas estabilizasse.
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Métodos estatisticos e definicdo de variaveis

As curvas de sobrevivéncia das rainhas nos trés tratamentos foram geradas através da analise
de sobrevivéncia de Kaplan-Meier, seguido pelo teste log-rank para dados censorados. O dia 1 do
experimento foi determinado como momento inicial das observacdes e o ponto final quando as
rainhas morreram (censor 1) ou quando surgiram as primeiras operarias (censor 0). A probabilidade
de sobrevivéncia foi considerada como varidvel resposta e o tempo de morte como variavel
explicativa.

Os dados de conteudo de lipidios com distribuicdo normal (Shapiro-Wilk: W = 0.98, P =
0.77) e variancias homocedasticas (Bartlett: K = 0.15, df = 2, P = 0.93), foram comparados através
de Anova, seguido do teste post hoc de Tukey a 0.05% de significancia.

Com os dados de massa das rainhas tomados quinzenalmente desde o inicio do experimento
até a emergéncia da primeira geracdo de operarias, foi calculada uma taxa de perda de peso atraves
da formula:

> (Pi+1—Pi)/N,
onde Pi é o peso das rainhas e N 0 numero de medidas tomadas. Como os dados dessa taxa também
possuem distribuicdo normal (Shapiro-Wilk: W = 0.99, P = 0.96) e variancias homocedasticas
(Bartlett: K = 0.29, df = 2, P = 0.86), as comparacdes entre os trés tratamentos foram analisadas
através de Anova, seguido do teste post hoc de Holm a 0.05% de significancia.

Para as analises pareadas em que se comparou 0 numero de ovos, larvas e pupas, peso do
fungo e tamanho da cabeca das operérias entre os tratamentos RAT e RAC, foi utilizado Teste t
quando as variancias foram homogéneas e Teste t com correcdo de Welch quando as variancias
ndo foram homogéneas. Todas as analises foram feitas utilizando o programa R 3.1.3 (R
Development Core Team 2013).
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Resultados

As chances de sobrevivéncia de rainhas de Ac. subterraneus néo variaram de acordo com 0s
trés tratamentos (Kaplan-Meier log-rank test: LR = 1.81, GL = 2, P = 0.40). No entanto, registrou-
se que o contetdo de lipidios nos grupos que receberam alimento (RAC e RAT), os quais de fato
fundaram a col6nia, foi significativamente menor quando comparado ao grupo que nédo recebeu
alimento (NRA) (Anova: F = 4.71, P = 0.01; Tukey: RAC - NRA: P = 0.03, RAT - NRA: P =
0.01). O conteudo de lipidios de rainhas de RAT e RAC néo foi significativamente diferente
(Tukey: RAT - RAC: P =0.85; Fig. 1).
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10 A

NRA RAC RAT

Figura 1. Porcentagem de lipidios de rainhas de Ac. subterraneus submetidas a trés tratamentos: NRA - ndo receberam
alimento; RAC - receberam alimento diretamente na cAmara; RAT - receberam alimento a 3 metros da camara.

Durante o periodo de fundacdo, a perda de peso entre rainhas dos trés tratamentos foi
diferente (Anova: F = 5.07, GL= 2, P = 0.01), sendo que rainhas que ndo receberam alimento
apresentaram uma taxa de perda de peso significativamente mais baixa em relacdo aos demais
grupos (Holm: NRA - RAC: P =0.048, NRA - RAT: P =0.01, RAC - RAT: P =0.29, Fig. 2).

Rainhas do NRA néo foram capazes de cultivar o fungo nem criar prole, portanto a analise
comparativa da producédo de prole é apenas entre RAC e RAT. Apesar do nimero médio de ovos
ter sido similar entre os dois grupos (Teste t: t = -0.07, GL= 24, P = 0.94), o nimero de larvas
(Teste t com corregdo de Welch: t =2.48, GL=18.713, P =0.01) e de pupas (Teste t: t =2.69, GL=
24, P =0.01) foram significativamente maiores no grupo RAC (Fig. 3).
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Figura 2. Taxa de perda de peso de rainhas de Ac. subterraneus durante a fase de fundagdo submetidas a trés
tratamentos: NRA - ndo receberam alimento; RAC - receberam alimento diretamente na camara; RAT - receberam

alimento a 3 metros da camara.
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Figura 3. Nimero médio de prole - ovos, larvas e pupas - de rainhas de Ac. subterraneus dos tratamentos RAT

(receberam alimento a 3 metros da camara) e RAC (receberam alimento na camara).

O peso do fungo simbionte de colonias que receberam alimento diretamente na camara
(RAC) foi significativamente maior do que o das que buscaram a 3 metros da colénia (RAT) (Teste
t: t=2.07, df = 24, P<0.05). Ndo houve desenvolvimento do fungo simbionte em col6nias que nao

receberam alimento (NRA) (Fig. 4).
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Figura 4. Peso do jardim de fungo de rainhas de Ac. subterraneus que receberam alimento na cimara (RAC) e de

rainhas que buscaram-no a 3 metros da cdmara (RAT).

As colonias de ambos os tratamentos que atingiram a fase ergondmica (n=26) produziram a
primeira geracdo de operarias entre a 82 e a 10? semana, e quase todas produziram apenas uma
operaria na primeira geracdao, com excecao de duas colénias RAC e duas RAT que produziram
duas operarias cada. O tamanho da cabeca das operarias nao foi significativamente diferente entre
os dois grupos (Teste t: t =-0.39, df = 27, P = 0.70), apresentando valores médios de 0.087cm em
RAC e 0.089cm em RAT, caracterizando a menor classe de tamanho em operarias de Ac.
subterraneus (Moreira et al. 2010, Forti et al. 2004).

Discussao

Os testes realizados em col6nias incipientes de Ac. subterraneus permitem avaliar como a
falta e a busca/transporte do alimento afetam o fitness das col6nias. Independentemente se as
rainhas ndo recebem alimento (NRA), ou recebem na colénia (RAC) ou precisam forragear a 3
metros da colénia (RAT), as chances de sobrevivéncia no tempo relativo ao periodo de fundacéao
foram similares. Rainhas que receberam alimento (tanto RAC quanto RAT) apresentaram uma

maior taxa de perda de peso e menor quantidade de lipidios ao final do experimento quando
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comparadas as rainhas que ndo receberam alimento (NRA). Tal resultado, pode estar relacionado
com a producéo de prole, uma vez que rainhas do grupo NRA ndo tiveram sucesso na fundacéo da
col6nia, isto é, ndo produziram prole nem cultivaram fungo simbionte. Quando se comparou
somente 0s grupos que receberam alimento, houve similaridade no nimero de ovos. Porém, o peso
do fungo simbionte e nimero de larvas e pupas foi maior no tratamento em que as rainhas
receberam o alimento diretamente na camara, indicando que os custos do forrageamento se
refletem no tempo de cuidado com a coldnia, 0 que acarreta um desenvolvimento mais lento em
col6nias onde a rainhas despendem um tempo precioso fora do ninho forrageando (RAT).

Similar chances de sobrevivéncia para os trés grupos permite refutar a hipdtese de que o
alimento é essencial para a sobrevivéncia das rainhas. No entanto, ele é fundamental para a
fundacdo da col6nia e perpetuacao da espécie, uma vez que a nutri¢cdo da coldnia é dependente do
fungo simbionte e o cultivo e nutricdo deste é depende do alimento. Rainhas que ndo receberam
alimento ndo apresentaram altos indices de mortalidade, mas perderam 0s ovos que ja haviam
depositado e nenhuma conseguiu cultivar o jardim de fungo. O forrageamento, e, portanto, a
fundacdo do tipo semi-claustral, é obrigatoria para fundadoras de Acromyrmex nao em funcéo de
sua sobrevivéncia, mas da do jardim de fungo, uma vez que sem folhas frescas este morre (Brown
e Bonhoeffer 2003) e elas perdem a fonte de alimento e local de desenvolvimento dos imaturos.
Certamente elas sdo capazes de mobilizar suas reservas corporais para garantir sua sobrevivéncia,
mas ndo metabolizam reservas nutricionais para criar a primeira geracdo de adultos, estratégia
comum nos géneros mais avancados (Holldobler e Wilson 1990).

Em termos energéticos, a busca por alimento a uma distancia de 3 metros da colénia nao
afetou o conteudo de lipidios das rainhas, que foi similar ao das que receberam alimento na cdmara.
Em campo, rainhas de Ac. octospinosus forrageiam vegetais frescos para o crescimento do jardim
de fungo a uma distancia que varia entre 5 cm e 4 m do ninho (Fernandez-Marin et al. 2003).
Baseando-se nessa informacdo, a distancia de 3m para Ac. subterraneus utilizada neste
experimento ndo ocasionou um sobreuso de energia, ademais, esta pode ser uma distancia regular
de forrageamento para rainhas desse género. Além disso, as exigéncias energéticas para um
forrageamento a esta distancia podem ter sido ainda menores, pois nesse caso o caminho foi feito
em sistema fechado e unidirecional, ou seja, ndo necessitaram despender energia para procurar

pelo alimento, apenas caminhar pelo sistema em linha reta.
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A ingestdo de seiva durante a manipulacao das folhas pode ser outro fator que contribui para
contrabalancear a quantidade de lipidios entre rainhas que receberam alimento na cdmara e a 3
metros da coldnia. Grandes operarias de Atta cephalotes e Ac. octospinosus ingerem boa parte da
seiva das folhas durante o forrageamento e operarias médias e pequenas durante a preparacao do
substrato (Littledyke e Cherrett 1976, Silva et al. 2003 para Atta sexdens). Por isso, é plausivel
supor que durante o corte e manipulagdo das folhas de Acalypha sp., as rainhas também tivessem
ingerido seiva, rica em carboidratos (Madziga et al. 2010). A conversdo de carboidratos em lipidios
no corpo gorduroso dos insetos € bem documentada (Hines e Smith 1963, Venkatesh e Morrison
1980, Inagaki e Yamashita 1986, Briegel 1990). A formacdo do corpo gorduroso por lipogénese a
partir da glicose € muito maior do que a sintese de glicogénio, o que explica o alto contetdo de
lipidios comparado ao de glicogénio no corpo gorduroso dos insetos. Em fémeas de Aedes aegypti,
50% da glicose incorporada na dieta é utilizada na sintese de lipidios, e 35% usada na sintese de
glicogénio (Zhou et al. 2004). Dessa forma, a similaridade no contetdo de lipidios entre ambos os
tratamentos pode ser explicada pela conversdo de carboidratos em lipidios no decorrer do periodo
de fundacao.

Ainda, quando comparadas as rainhas que ndo receberam alimento, a maior taxa de perda de
peso e menor conteddo de lipidios das que receberam alimento pode ser um indicativo de que boa
parte dos lipidios sdo utilizados na producdo de prole. A mobilizacdo de lipidios tem alguns
propositos, que incluem fornecimento energia para 0 voo e a manutencdo geral da atividade
metabolica dos tecidos, incluindo o corpo gorduroso. Se 0s animais passam por um longo periodo
sem se alimentar, também ocorre mobilizacdo de lipidios, promovendo assim sua sobrevivéncia
(Beenakkers et al. 1985, Arrese e Soulages 2010). No entanto, para o desenvolvimento dos ovos é
exigida uma substancial mobilizacdo de reserva do corpo gorduroso para os ovarios (Arrese e
Soulages 2010), e o alimento ingerido pelo inseto nessa fase adulta ampliam sua energia,
particularmente na preparacdo para a reproducdo. Em outras palavras, nos trés grupos de rainhas
houve a mobilizacdo de lipidios. Porém, a mobilizac¢éo foi maior nas rainhas que desenvolveram a
prole, devido a alta quantidade de energia que esta atividade demanda.

Surpreendentemente, o maior fitness néo foi relacionado com o gasto de lipidios mas pode
ser associado com o tempo despendido no cuidado com a coldnia. Fernandez-Marin et al. (2003)
relatam que rainhas de Ac. octospinosus gastam entre 25 segundos a 182 minutos durante as

viagens de forrageamento (16.1 £ 30.5 min) em distancias que varia de 5 cm a 4 metros (1.34+
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1.68 m). Certamente, rainhas que ndo forragearam fora da coldnia investiram mais tempo nos
cuidados com a prole e com o fungo simbionte, o que a médio e longo prazo pode significar uma
col6nia mais populosa com maior capacidade de competicéo.

Portanto, as condi¢des de forrageamento impostas para rainhas de Ac. subterraneus durante
o periodo de fundacédo ndo influenciaram na sobrevivéncia das mesmas em nenhum dos trés grupos.
Assim, o ndo desenvolvimento das colbnias constituidas por rainhas que nao receberam alimento
estd relacionado a falta de substrato para a criagdo e manutencdo do fungo simbionte, e nédo
diretamente com a subnutricdo e morte das rainhas. Ja a mobilizacdo de lipidios pode estar
relacionada com atividades direcionadas a fins reprodutivos. Dessa maneira, o forrageamento
influencia o fitness da col6nia, ndo em relacdo ao custo energético, mas em relacdo ao tempo gasto
para desempenhar esta atividade. Rainhas que ndo deixaram o ninho para obter o alimento
apresentaram maiores valores de prole e peso do fungo, provavelmente porque dispuseram de mais
tempo para realizar os cuidados com a colénia. Além disso, um jardim de fungo maior significa
mais alimento para as larvas, contribuindo diretamente para o desenvolvimento de uma prole mais

numerosa.
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CONSIDERACOES FINAIS

As anélises sobre o periodo reprodutivo e de fundacdo de Acromyrmex subterraneus
revelaram a utilizacdo de estratégias mistas que aumentam a probabilidade de sucesso no
acasalamento e fundacdo das futuras col6nias, garantindo assim a perpetuacdo da espécie. Com
este trabalho foi possivel constatar que um ponto chave para sucesso destas estratégias esta
intimamente relacionado a massa dos individuos reprodutivos no momento logo ap6s o voo
nupcial. Amparado pelo uso de marcadores genéticos, o esclarecimento sobre alguns aspectos da
ocorréncia de mais de um evento reprodutivo anual demonstra o quanto ferramentas genéticas tém
sido grandes aliadas em estudos ecologicos.

Dada sua ocorréncia anual, o voo nupcial prematuro ndo deve ser considerado acidental,
pois, de fato, através do gendtipo dos individuos foi possivel revelar que é um evento restrito a
poucas col6nias. A observacdo deste evento em anos consecutivos pode também indicar que sua
sincronicidade estd em evolucdo, podendo haver duas possiveis vias: 1) apesar de ser restrito, as
colbnias tendem a ajustar o momento de deixar a colénia-mée para iniciarem sua jornada
simultaneamente, ou 2) algumas coldnias tendem a antecipar o desenvolvimento e liberagdo de
individuos reprodutivos a fim de reduzir a competicéo no acasalamento e pelo local de nidificacao.
Também se supde a reducdo do potencial para o conflito reprodutivo entre rainhas e da atencdo de
predadores, aumentando as chances de sucesso na fundagdo. Além disso, o fator genético deve
atuar no periodo de desenvolvimento dos individuos acelerando esse processo, e resultando em
alados menores que atingem a maturidade mais rapidamente e tdo logo partem para o voo.

A massa inicial das jovens fundadoras também é um fator relevante relacionado a sua
sobrevivéncia nas primeiras semanas de fundacdo e, apesar de individuos mais leves terem menores
chances de sobrevivéncia no inicio deste periodo, as vantagens de participar de um voo prematuro
deve sobrepujar as desvantagens de uma menor massa. Isto posto, uma vez que sobrevivem, as
rainhas engajam-se na tarefa de promover o crescimento populacional, que é semelhante a todas
independentemente da sua massa inicial. O segundo fator de maior importancia para o sucesso de
uma colonia apos a massa inicial das rainhas € o alimento. A falta de substrato para forragear resulta
indiretamente na sua morte, pois o material forrageado é essencial ao cultivo do fungo simbionte,

e este por sua vez, fundamental na alimentagdo de larvas e operarias. As chances de uma col6nia
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de obter sucesso se tornam maiores quando elas atingem o periodo ergonémico, ou seja, quando o
namero de operarias aumenta rapidamente.

Assim, propde-se um terceiro fator tdo importante quanto 0s outros para 0 sucesso da
colénia: o cuidado com prole, inicialmente feito pela rainha. Apesar do tempo gasto no cuidado
com a prole ndo ter sido mensurado nesta pesquisa, é plausivel supor que as rainhas que nao
precisavam sair para buscar alimento dispunham de mais tempo para cuidar da prole acarretando
um rapido crescimento populacional. Este estudo irrompe questfes relacionadas a assincronia do
evento reprodutivo, respondendo a algumas perguntas e abrindo um leque de questdes para novas
investigacBes acerca desse fendmeno. Além disso, deixa registrada a relevancia da massa dos
alados tanto no periodo reprodutivo quanto na sobrevivéncia inicial, enfatizando também que além
do alimento, o tempo gasto com cuidado com a prole pode aumentar a populacdo rapidamente,

aumentando as chances de sucesso das coldnias.
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ANEXOS

Anexo 1. Imagem de satélite (Google Earth) em 20/01/2017 da area que compreende a Universidade Federal

de Juiz de Fora, Minas Gerais, mostrando o local exato dos ninhos de onde as operarias foram coletadas
(marcadores amarelos) e o local onde foram capturados os alados no primeiro evento reprodutivo (circulo

vermelho) e no segundo (circulo azul).
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