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RESUMO

SOARES, llka Maria Fernandes, D. Sc. Universidade Federal de Vigosa, junho de
2007. Biologia e parasitismo social em Acromyrmex subterraneus
subterraneus Forel, 1893 e Acromyrmex ameliae Souza et al, 2007.
Orientadora: Terezinha Maria Castro Della Lucia. Co-orientadores: Jacques
Hubert Charles Delabie e Lucio Antdnio de Oliveira Campos.

Parasitismo social € a coexisténcia, em um mesmo ninho, de duas espécies
de insetos sociais, uma das quais é parasiticamente dependente da outra. Existem
varios tipos de parasitismo social, sendo o inquilinismo o mais derivado. Nesse
tipo de relagdo, as espécies parasitas dependem inteiramente da espécie
hospedeira. Operarias podem estar presentes, mas normalmente, em pequeno
numero e ndo desempenham todas as func¢des necessarias para a manutencao da
colbnia. Acromyrmex ameliae, uma parasita social de Acromyrmex subterraneus
subterraneus e de Acromyrmex subterraneus brunneus, foi descoberta em 2003
em areas de eucalipto na Fazenda Itapoa (V & M Florestal Ltda) em Paraopeba-
MG. Estudos posteriores sobre essa espécie parasita estdo descritos neste trabalho
que visou compreender aspectos bioldgicos e comportamentais entre a hospedeira
e a parasita de modo a contribuir para o conhecimento e a compreensdo da
evolucdo do comportamento e parasitismo sociais. A. ameliae é uma inquilina que
apresenta a casta das operarias menores que diferem das operarias hospedeiras da
mesma casta por apresentarem corpo rugoso e mais piloso, olhos proeminentes,
além de terem a distancia da bulla até o espiraculo maior que a das operéarias
hospedeiras. Com glandulas metapleurais menores que as operarias hospedeiras, é
possivel que, as operarias parasitas sejam mais susceptiveis a patogenos. As
rainhas parasitas sdo menores gque as operarias maiores da hospedeira e a presenca
delas, assim como das suas operarias, ndo interferem de modo significativo na
producdo de ovos, mas inibem a producdo de sexuados da subespécie hospedeira.
Espermatozoides sdo diferentes nas duas espécies. Acromyrmex subterraneus
subterraneus possui espermatozoides e nucleos espermaticos mais longos (105

pum e 9,5um, respectivamente) que A. ameliae (91,3 um e 7um, respectivamente).
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O didmetro do espermatozdide da subespécie hospedeira é constante, exceto no
final quando afila abruptamente. J& na espécie parasita o nucleo afila
abruptamente a partir do tergo anterior. Tanto as operérias hospedeiras quanto as
operarias parasitas atendem aos imaturos das duas espécies. A espécie hospedeira
tem acentuada preferéncia por imaturos coespecificos companheiros de ninho.
Mas ndo ha preferéncia da operaria por uma larva companheira de ninho parasita e
outra coespecifica, ndo companheira. Quanto as operarias parasitas, estas tém
nitida atratividade por larvas coespecificas em relagdo as hospedeiras quando
estas ndo sdo oriundas do mesmo ninho. No entanto, quando as larvas séo
provenientes da mesma colonia, elas ndo apresentaram discriminacgdo. A entrada e
permanéncia da rainha parasita no ninho estdo relacionadas a fecundidade e ao
tempo de invasdo da coldnia. A glandula de Dufour esta associada a este processo,
uma vez que secregOes de fémeas parasitas virgens ndo exercem nenhum efeito
atrativo sobre operarias, porém as de fémeas fecundadas séo atrativas as operarias
das duas espécies. Essas secrecdes também devem ser importantes na manutencao
do parasitismo, uma vez que as da rainha parasita sdo atrativas as operarias das
duas espécies e as da rainha hospedeira s6 atraem as operérias coespecificas.
Rainhas hospedeiras provenientes de colonias ndo parasitadas sdo mais agressivas
com rainhas de A. ameliae do que rainhas oriundas de colbnias parasitadas.
Rainhas hospedeiras apresentaram mais hidrocarbonetos cuticulares que rainhas
parasitas, no entanto, resultados contrarios foram encontrados nas operérias e
larvas, implicando em maiores investigacbes para esclarecimentos sobre o

assunto.



ABSTRACT

SOARES, llka Maria Fernandes, D. Sc. Universidade Federal de Vigosa, June,
2007. Biology and social parasitism in Acromyrmex subterraneus
subterraneus Forel, 1893 and Acromyrmex ameliae Souza et al, 2007.
Adviser: Terezinha Maria Castro Della Lucia. Co-Advisers: Jacques Hubert
Charles Delabie and Lucio Anténio de Oliveira Campos.

Social parasitism is the coexistence in the same nest of two species of
social insects, one of which is parasitically dependent on the other. There are
several types of social parasitism, the inquilinism being the most derived. In this
relationship, the parasitic species depend entirely on the host. Workers may be
present but usually in small numbers, and do not perform all the tasks necessary
for colony maintenance. Acromyrmex ameliae, a social parasite of Acromyrmex
subterraneus subterraneus, and of Acromyrmex subterraneus brunneus, was
discovered in 2003 in eucalypt plantations located in the Itapod (V&M Florestal
Ltda.) Farm, in Paraopeba, MG. Further studies of this parasite are described in
this work, dealing with biological and behavioral aspects of the association host-
inquiline and its evolution. Acromyrmex ameliae is an inquiline that has minor
workers, differing from the host workers by having a rugous, hairy body,
prominent eyes and a bulla-spiracle distance that is larger than that of the host
workers. Having also smaller metapleural glands, it is possible that they are more
susceptible to pathogens than host workers. The parasite queens are smaller than
the host workers and their presence, as well as of their workers, do not interfere
significantly in the egg production but inhibit the production of sexuals of the host
subspecies. Spermatozoa are different in both species. Acromyrmex subterraneus
subterraneus has spermatozoa and spermatic nuclei longer (105 um and 9.5 pm
respectively) than A. ameliae (91.3 um and 7 um, respectively). Spermatozoa
diameter of the host is constant, except a its end, when it tapers abruptly. In the
parasite, the nuclei thins abruptly from the anterior third. Both host and parasite
workers tend to the immatures of both species although the host workers do prefer
co-specific immature nestmates. Larvae from the same nest are not discriminated.
Host workers are attracted by larvae of their species, if they are not from the same
nest. However, if larvae are from the same colony, there is no preference. The

entrance and permanence of a parasite queen in a host nest are related to its



fecundity and to the lapse of time since colony invasion. The secretions of the
Dufour gland seem to be associated to the invasion and acceptance process,
because secretions from virgin females do not have an attractive effect of workers
but those of fertilized queens are attractive to workers of both species. These
secretions must be important for maintenance of parasitism; those of the parasite
attract both species while those of the host queen attract only host workers. Host
queens taken from non-parasitized colonies are more aggressive toward queens of
A. ameliae than to queens from parasitized nests. Host queens showed larger
quantities of cuticular hydrocarbons than parasite queens; however, opposite

results were found for workers and larvae. This deserves further investigation.
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1. INTRODUCAO GERAL

As formigas, com aproximadamente 11.000 espécissriths em uma
Gnica familia (Formicidae), sdo de grande impoitirecoldgica e econbmica,
especialmente as formigas cortadeiras (HoélldobleM\@son, 1990; Bolton,
1995). Estas pertencem a subfamilia Myrmicinaet&oeslassificadas dentro da
tribo Attini que comporta os seguintes génesomyrmex, Atta, Apterostigma,
Cyphomyrmex, Mycocepurus, Myrmicocrypta, Pseudpat&ericomyrmex,
Trachymyrmex, Mycetarotes, Mycetasoritis, Mycetphye Mycetagroicus
(Bolton, 1994; Branddao & Mayhé-Nunes, 2001).

As formigas sdo insetos eusociais por apresentaiei®ao em castas,
cuidados cooperativos com a prole e sobreposicageds;oes (Wilson, 1971).
Sdo0 os insetos mais abundantes em regifes infedimpmantendo estreitas
relacbes com o ambiente. Algumas formigas se atanemle sementes, e outras
ajudam na dispersao de espécies vegetais (HanBebh&ie, 1990), outras predam
outros insetos, inclusive outras espécies de faspigjudando no controle
populacional; ha ainda aquelas que sao necrofatjiklobler & Wilson, 1990)
Algumas espécies protegem plantas, se alimentanslmectarios extraflorais ou
usam espagos nos troncos de galhos ou folhas parssaucao dos seus ninhos e
h& ainda aquelas que necessitam de plantas imd@eta para o cultivo de fungo,
do qual se alimentam (Rico-Gray et al., 2004). €efstas podem-se destacar as
espécies cortadeiras dos géneAita e Acromyrmex(Hoélldobler & Wilson,
1990).

Os género#tta e Acromyrmexsao os herbivoros dominantes na regiao
neotropical, consumindo muito mais plantas do qu#ros grupos com
diversidade taxondémica comparavel (Holldobler & swit, 1990). Eles sao os
grupos mais importantes economicamente por utdimafolhas, caules e flores
frescas de uma ampla variedade de espécies vegtliaedas pelo homem para
o cultivo do fungo (Fowler et al1991), trazendo grandes danos econdmicos
desde o século XVI no Brasil (Mariconi, 1970).

As formigas cortadeiras possuem um sistema desasim milhares de
individuos com divisdo de trabalho (polietismo),ormapanhado por um
polimorfismo. As fémeas e machos alados difererntguao tamanho, sendo



aquelas maiores especialmente na cabeca e no.gasteinha tem o abdome
mais volumoso que o das operarias e também ndoatas. Um ninho de
Acromyrmex por exemplo,pode ter uma ou varias rainhas. As operarias
apresentam tamanhos variados e desempenham dfefencdes. Ndo ha uma
nomenclatura prépria para os inUmeros machos eafedados que constituem a
casta temporaria nas coloniasAteromyrmexspp. (Della Lucia & Aradjp1993;
Diehl-Fleig, 1995).

Entretanto, algumas espécies de formigas, inatusldumas do género
Acromyrmex,ndo apresentam todas as caracteristicas de uto seeal, bem
como ndo tém todas as castas, nem condicdes dearfumia colonia
independentemente; sdo as parasitas sociais esecgitiaAcromyrmex ameliae,
o foco deste trabalho.

Esta tese esta dividida em: uma introducéo gemad nevisao de literatura
e quatro capitulos.

» O primeiro capitulo objetivou testar se a disi@meilla-espiraculo € um
carater que permite distinguir as operariag\dameliaedas operarias minimas de
A. subterraneus subterraneuslescrever a glandula metapleural da espécie
parasita e testar a sobrevivéncia das duas espge@slo contaminadas por
fungo. Testou-se a distancia bulla-espiraculo porgm outra espécie parasita
social do mesmo génerAcromyrmex insinuatoforam observadas diferencas
neste parametro em relacdo as operarias hospedarasyrmex echinatior
(Sumner et al., 2003a). Este capitulo foi submeiidevista Insectes Sociaux.

* No segundo capitulo comparou-se alguns caraatepesdutivos entre a
espécie parasita e hospedeira, como: tamanho dasmdes, morfologia do
aparelho reprodutor feminino, taxa de oviposicénterferéncia das operarias e
rainhas parasitas sobre a oviposi¢ao da rainhaetesp.

A comparacdo do tamanho dos sexuados em relacédmana@nho da
operaria maior da hospedeira teve como objetivdartes Hipdtese da
Miniaturizacédo, segundo a qual os sexuados de iespgarasitas sdo menores do
que a casta da operéria maior (quando ocorre difxgfo de castas) da espécie
hospedeira (Nonacs & Tobin, 1992).

A descricdo do aparelho reprodutor feminino e a pamacdo da

oviposicdo entre as rainhas das espécies paralsdapedeira visaram saber se a



morfologia basica reprodutiva se conserva na espparasita e se alguma
caracteristica morfolégica pode influenciar suayras

Colbnias parasitadas em laboratorio ndo produzemmases e, de modo
geral, as rainhas parasitas se mantém distantesspa&deira no jardim de fungo.
Testes feitos sobre a adaptatividade de operéaeids idsinuator mostraram que
elas contribuiram para o aumento da oviposicdoaitéha de sua espécie, ao
mesmo tempo em que diminuiram a oviposicdo da klespe (Sumner et al,
2003b). Diante disso, optou-se por testar se, d@noperarias, as rainhasAle
ameliae,através de estimulos quimicos, diminuem a quardidkdovos postos
além de inibir a producéo de sexuadosAasubterraneus subterraneus

e O terceiro capitulo comparou caracteristicas nhagfoas e
ultraestruturais dos espermatozoides entre as dgpécies, a parasita e a
hospedeira. Esta comparacéao teve por objetivo bascliferencas em um carater
mais conservativo que os caracteres externos, de ouoe possam ser utilizados
para a separacdo das duas espécies e, posterigrmarmonstrucao de filogenias
de parasitas sociais, ou do género, o que jaieéadd para outros Hymenoptera
como abelhas. Este capitulo foi submetido a reltstactes Sociaux.

» No ultimo capitulo alguns dados comportamentama: capacidade de
discriminacdo das operarias hospedeiras e paragitasto a prole e rainhas;
influéncia da maturidade reprodutiva e fecundagéignocesso de aceitacao das
rainhas parasitas e analise dos hidrocarbonetésulewes das diferentes castas
das espécies, bem como da condicdo morfofisiologegarodutiva, foram
analisados.

Tentou-se com esses experimentos, responder alqrer@amtas:

1) Sao as operarias hospedeiras de colonias palasifou ndo) capazes
de discriminar entre sua prole e a da parasita?

2) As operarias dA. ameliaetém capacidade de discriminar sua prépria
prole?

3) E a rainha parasita mais atrativa do que &haatmspedeira para as
operarias da subespécie hospedeira?

4) A fecundacdo e/ou a maturidade reprodutivaifanil a aceitacdo de
rainhas parasitas em colonias ndo-parasitadas? Easacteristicas promovem

uma mudanga nos perfis de hidrocarbonetos cutesfar



5) Ha diferencas entre os perfis de hidrocarbonetigulares entre as
fémeas parasitas (aladas e operarias) e fémeasdeiss (operarias) de mesma

colonia ?



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Conceito e distribuicdo do parasitismo social

Parasitismo social € a coexisténcia no mesmo nilthduas espécies de
insetos sociais, uma das quais é parasiticameptndente da outra (Holldobler
& Wilson, 1990).

O parasitismo social, no sentido estrito, ocoomente nos himenopteros,
mas nao em todas as familias. O parasitismo sogiséntido estrito esta limitado
a dois grupos em Apoidea: um incluido na subfamiidocopinae (tribo
Ceratini) e o outro pertencente a subfamilia Bomirtoncretamente nos géneros
Bombuse Psithyrus Na maior parte dos casos, o parasitismo é terhpora
inquilinista. Em Psithyrus até as operarias desapareceram (Tinaut & Ruano,
1999). O numero de espécies parasitas sociais expoidea € 0 maior entre 0s
insetos sociais. Das 225 espéciesMieschocittarus10% séo parasitas sociais
permanentes e, possivelmente mais de 3 das 130 espéPolistes

O numero de parasitas formigas parasitas sociais agmentando nos
altimos anos com a descoberta de novas espéciefceomyrmex como A.
insinuator(Schultz et al., 1998) &. ameliagSouza et al., 2007).

A seguir serdo abordados os tipos de associacissrdggs nas parasitas

sociais.

2.2. Associacdes

Diferentes autores tém definido varias formass#®eiacdo entre espécies
de insetos sociais, desde um aumento progressivgraos de interacdo, de
coabitacdo sem contato direto entre as espéciea atmpleta integracdo da
parasita dentro da col6nia hospedeira (Buschirng#s6; Holldobler & Wilson,
1990). O primeiro caso dessas associa¢cfes foi daadmde ninhos compostos
(Wasmann em 189pudHadlldobler & Wilson,1990k divide-se em:

Plesiobiose refere-se a duas espécies que partlham o mesmo
microhabitat sem qualquer interacdo. Acredita-se qstdo juntas de modo

acidental (Lenoir et gl2001)



Cleptobiose algumas formigas menores constroem ninhos préxid®
espécies maiores e alimentam-se de restos de spadw®ira, roubando alimento
durante a trofalaxia entre as espécies hospedemagiando estas retornam para
0S seus ninhos. Exemplos séo as cleptobioGicesatogastespp. que roubam as
sementes de sua hospedeitalcomyrmesa india (Lenoir et al., 2001).

Lestobiose assemelha-se a cleptobiose, mas, nesse casonigddadra
(lestobiotica) rouba o alimento sorrateiramentealénias vizinhas e preda seus
imaturos. Col6nias das “formigas ladras” do subgg&neSolenopsis
(Diplorhoptrunm), incluindo S. fugaxe S. molestaentram sorrateiramente nos
ninhos das espécies maiores e predam os imaturos.

Parabiose:duas ou mais espécies compartilham o mesmo nialguenas
vezes 0 mesmo odor de trilhas, mas mantém separaalonento e a prole.
Crematogaster limata parabiotic®& Monacis debilis que compartilham os
mesmos afideos na alimentacao, constituem exerdpgse tipo de associacao.

Xenobioseé a mais integrada associacdo, uma verdadeiéaiaomista.
Uma espécie mora nas paredes das camaras dos miehogtras e se move
livremente entre suas hospedeiras, obtendo alinglas, usualmente solicitado
por regurgitacdo. Os jovens sdo mantidos separafosuma relagdo
verdadeiramente parasita.

Colbnias mistas: Assemelham-se aos ninhos congosi entanto a
espécie parasita € mais dependente da hospedejua) aria a descendéncia da
parasita e, além disso, proporciona alimento pada & colbnia. Essas coldnias
mistas podem apresentar-se como:

Parasitismo social temporariofoi primeiramente reconhecido por
Wheeler em 1904 quando estudava o ciclo de vidandesibros do grupo
Formica microgynaespecialmentg. difficilis.

Ocorre quando uma espécie (a parasita) necessiteospedeira sé para
iniciar a formacdo de sua col6nia. A rainha paaasitvade a colonia da
hospedeira, matando-a ou expulsando-a e a descéadiam fémea parasita é
criada e mantida pelas operarias da espécie haspétimaut & Ruano, 1999). A
colonia, deste modo, desenvolve vagarosamente @ecofinia mista parasita-
hospedeira para uma sociedade pura que nao nacggsdibspedeira (Holldobler

& Wilson, 1990; Lenoir et al2001). A dependéncia da espécie parasita restring



se apenas a fase inicial da coldnia, visto quénhagarasita ndo tem capacidade
de fundar sua prépria colénia, nem de cuidar dgsnla inicial.

O parasitismo social temporario é geralmente demnado um precedente
na evolucao pela readocao de rainhas de suasgs@spécies pelas colbnias em
seguida ao vb6o nupcial. Essa condicdo foi denorainpdr Bolton apud
Holldobler & Wilson (1990) de autoparasitismo.

Dulose nesse caso, certas espécies de formigas témssaddo
dependentes de operarias de outras espécies asetpsamantém como escravas
(Holldobler & Wilson, 1990). H& um continuo atagaecertos ninhos para
renovar operdrias jovens e forga de trabalho, miréhes as pupas de operarias.
As operarias de muitas espécies dulbticas raranmsmnteintam para efetuar a
manutencado do ninho pelo forrageamento, constrdgéninho, cuidado com a
prole etc. Todas essas tarefas sdo executadasgselavas. A dulose pode ser
tanto inter com intraespecifica e apenas 50 espéeaie aproximadamente 10.000
espécies de formigas sdo duldticas ativas. Um pbeenie espécie duldtica é
Harpagoxenus sublaevigue pode ser encontrada na colonia de uma espécie
hospedeira comd.eptothorax acervorumAs operérias duléticas atacam ou
expulsam os adultos residentes, e com o passangmt as operarias hospedeiras
que eclodiram cuidam de sua geracao e da geraca@sitpavisto que as operarias
parasitas sao ineficientes nas tarefas diarias aleut®ncao da colbnia. Novos
roubos a outras coldnias sado feitos pelas opendaia@sitas para substituir a forca
de trabalho.

Inquilinismo ou parasitismo permanenteO uso do termo
“inquilinismo” em vez de “parasitismo permanent@i sugerido por Wilson
(1971) visto que muitas espécies duldticas tamb&on parasitas permanentes.
Neste tipo de associacdo as parasitas apresentéigioss degenerados,
dependendo inteiramente, no seu ciclo de vidajmwrdas espécies hospedeiras.
A casta das operarias pode estar presente, masmesue, em numero reduzido e
exibe comportamentos limitados. Em algumas espé&meso Teleutomyrmex
schneiderj a casta de operarias foi perdida completamerderaihas parasitas
penetram no formigueiro hospedeiro, adotando aftudgonisticas e evitam
agredir as hospedeiras. Quando localizam a rainbp€daeira, sobem nela, sem
mata-la e permanecem, toda a sua vida, sobreN#gasa posicao séo cuidadas e

alimentadas como auténticas rainhas, e seus ovasatados como 0s da rainha



hospedeira. Estes ovos eclodem, originando exeoswnte machos e fémeas da
espécie parasita.

E nos Formicidae que estio a maioria dos casosigiglinismo e as
relacbes mais complexas, o que, conforme Holldableilson (1990), acontece
devido aos diferentes caminhos evolutivos que cidmaim com a existéncia de
espécies cujas operarias estdo ausentes e poavdioduas espécies que tenham
evoluido de modo semelhante nos detalhes de sy#agéa parasita. O numero
de parasitas é pequeno e, além disso, 0 mais a@@msagio de parasitismo
(auséncia de operarias) € o mais raro. Embora Nafdmbin (1992) acreditem
gue esse estagio de parasitismo seja raro, Buseh(ib®86) sugeriu que o nimero
de espécies parasitas pode ser muito alto, vigtacgldnias de algumas espécies
hospedeiras n&o sdo faceis de serem encontradas.SiNega 4 das
aproximadamente 110 espécies de formigas é parksis®@ mesmo autor supde
gque o numero de espécies parasitas conhecidas tmgnespecialmente nos
tropicos, a medida que aumentar o conhecimentesjasies.

As espécies parasitas inquilinas adquiriram algumaracteristicas, as
quais Wilson (1971) chamou de “sindrome da ingaflinencontradas em
combinagfes variadas em parasitas especializadasegfir estdo descritas
algumas delas:

(1) Perda da casta operaria: Auséncia da castargpér encontrada nas
inquilinas mais avancadas comeleutomyrmeschneideri(Formicidae) (Wilson,
1971).

Segundo Heinze & Keller (2000), a perda da cas&ér@m nas inquilinas
pode ser um resultado posterior ao da reducao rdantao. Bourke & Franks
(1991) foram os primeiros a sugerirem que tamaekozido pode ter evoluido
como um meio da espécie levar vantagem no sistendetérminacédo de casta da
hospedeira (Hipétese da miniaturizacdo), uma vezagularvas das parasitas se
desenvolvem em sexuados com menor quantidaderderati do que requerido
para produzir operarias. A reducdo de tamanho deergiada em algumas
espécies como, por exempkRlagiolepsis xene€ujas pupas de machos e fémeas
sao significativamente menores que as pupas sedadisspedeirl. pygmaea
A média de tamanho das pupas machos e fémeastasufasimuito similar e ndo
diferiu significativamente da pupa operaria da soaspedeira. A reducdo de

tamanho é importante para essa espécie, sobretuddugdo no tamanho do



macho, porque operarias da hospedeira identificalestéem todos os imaturos
machos da sua espécie quando estes sdo produmid®scesso. No entanto, nédo
foi observada a destruicdo de machos das pargmitas operarias hospedeiras
(Aron et al., 1999).

Como sugerido por Wilson (1971), as operarias Ilimps exibem
comportamentos limitados. Sumner et (@003a) observaram que as operarias
parasitasAcromyrmex insinuatoapresentaram maior taxa de mortalidade que a
sua hospedeirAcromyrmex echinatiorsso ocorre devido ao menor tamanho da
glandula metapleural observada naquela espécie.e§s® motivo, 0os autores
sugeriram que a espécie compense a perda de ded@gdual pela exploracao
do sistema imunoldgico coletivo da sua hospedetamner et al (2003b)
observaram que a casta operaria da pardsitansinuator € essencial para a
producdo de parasitas sexuais e é capaz de disarisua prole além de suprimir
a reproducao da rainha hospedeira.

(2) A rainha é substituida por uma ergatégina gatéginas. A presenca
de ginomorfas aladas e dealadas e ergatomorfagjaas parecem operarias, €
encontrada na inquilinRolyrhachis lamaFormicinae), inquilina obrigatoria de
Diacammasp. (Ponerinae) (Maschwitz et,&000).

(3) Ha uma tendéncia em ter muitas rainhas ovigodd num mesmo
ninho hospedeiro.

(4) A rainha e o0 macho séo reduzidos em tamammglosmenores que as
operarias hospedeiras, ou 0 macho é pupédide. Mguiy&ides sdo observados
em Pheidole acutidensl, T. schneideriAnergates atratulugFormicidae), com
acasalamento ocorrendo dentro do ninho (Wilsonl E97984).

(5) Ha uma tendéncia de que o v6o nupcial seja mai® e substituido
por acasalamento entre companheiras de ninho f{tga@mhia’) dentro ou
préximo do ninho hospedeiro. A dispersao da raéhhauito limitada. Os casos de
acasalamento dentro do ninho sdo mais documentmosspécies inquilinas
altamente derivadas dos génerbsleutomyrmexe Anergates,mas espécies
duléticas do géner&pimyrmacomo E. algeriana, E. corsica, E. kraussei, E.
adlerzie E. bernarditambém apresentam este tipo de comportamento (Btmp
1981; Buschinger, 1989).

Em algumas espécies a pista usada para identidicdgdimaturos é o

tamanho; entretanto, par®l. pygmaea é a “dica” quimica, ou seja,



hidrocarbonetos usados na discriminagdo da pradetafto, a habilidade de
machosPl. xeneem escapar do reconhecimento seria explicadaepelacdo da
habilidade de mimetizar o odor de fémeas jovehgpygmaeacomo tem sido
mostrado em outras espécies (Aron et28l04). Conforme esses mesmos autores
a evolugdo do comportamento ocorreu da seguinteeinaanuma vez que a
parasita tinha sido habil em submeter o sistemmigaide reconhecimento de
casta, operarias hospedeiras podem ter responeéidougso do tamanho como
uma “dica”, matando os machos da parasita, 0 quee levado a selecdo sobre
machosPl. xenepara reduzir o seu tamanho até o das operarigeteisas para
escapar da deteccdo. Essa hipotese de unir minoetjsimico e de tamanho é
uma extensdo da Hipotese da miniaturizacao.

(6) Provavelmente como uma conseqiéncia da dindiawdo v6o nupcial,
as populacdes das espécies inquilinas sdo norm@nmenito fragmentadas e
limitadas na sua distribuicdo geografica. Por exemPseudoattasp. é
encontrada apenas em restingas de llhéus (BA)ocksta a limitacdo geografica
a taxa de parasitismo também é baixa nas espédgetinas. Menos que 1% das
colonias coletadas del. pygamegpor Passera em 30 anos estavam parasitadas.
Em populagdes infestadas esse percentual era 8898@ias colonias (Passera et
al., 2001).

(7) Pecas bucais sao reduzidas, levando a perdaabdidade de
alimentar-se sozinhas e podendo obter alimentoidiiquegurgitado pelas
operarias hospedeiras. Essa caracteristica farodda emPo. lama. Esta
espécie toca com as antenas as pecas bucais asadtehospedeifiacamma
Sp. que regurgita o alimento (Maschwitz e28I00).

(8) A escultura cuticular é reduzida ou perdida pletamente em muitas
partes do corpo; nos casos mais extremos a supeatticorpo torna-se brilhante.
Essa ultima caracteristica € encontradaPseudoattasp. (Delabie, comunicacéo
pessoal) e espécies parasitas do géPkeidole(Wilson, 1984).

(9) A rainha torna-se altamente atrativa as opasdnospedeiras, que a
lambem freqlientemente.

(10) Rainhas dimdérficas: em formigas as rainhas fséquentemente
dimorficas quanto ao tamanho, sendo referidas ceonamroginas oua e
microginas olB3. Acredita-se que o dimorfismo de rainhas tenhdritnrido para

o desenvolvimento do parasitismo social, naguek®a@es onde elas sao
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toleradas, pois as rainhas pequenas podem ser @figisntes na procura de
colénias ndo relacionadas para viverem sem tegsEsvas corporais necessarias
para a fundacéo da colbnia independente.

Em Myrmica as microginas dé. rubra parecem parasitar a forca de
trabalho produzida pelas macroginas (Ruppel & Hgit999) As microginas co-
ocorrem com macroginas e especializaram-se na giiodde sexuados. Em
Ectatomma tuberculatungs microginas, sdo de fato, parasitas sociais, §ibis
produzem microginas e machos e, raramente ope(&taa et al., 2003; (Hora et
al., 2005).

Conforme Ruppell & Heinze (1999), as microginas egpm formas de
fundacdo da colonia dependente e as macroginasarfunduas colbnias
independentemente, pois tém melhores condi¢desofistofogicas para tal
(gordura, musculos, tecidos para histélise etmpad, as microginas estdo mais
adaptadas ao parasitismo social.

Além de aspectos morfofisioldgicos, também sulosa&nquimicas estao
envolvidas nas relacbes parasitas sociais-hospedé&isses aspectos sao

mostrados a seguir.

2.2.1. Aspectos quimicos envolvidos no parasitisrsocial

Reconhecimento de companheiras

Um dos principais elementos na organizagdo dostasssociais € a
habilidade de discriminar as companheiras de négaaheiras (D’ Ettorre &
Heinze 2001) o que se torna indubitavelmente, uma dagafoseletivas na
evolucéo social (Lenoir et al., 1999).

O reconhecimento de companheiras de ninho ndo éesmm que
reconhecimento de parentes. O reconhecimento dpasdmiras € tipicamente
manifestado pela rejeicdo de intrusas principalmese estas estiverem
transportando jovens companheiras. Discriminacapadentes, por outro lado, é
definido como um tratamento diferencial relative aparentados de acordo com
o grau de relacionamento, tanto que aumenta atsess (nepotismo).

Em abelhas, ha indicio de reconhecimento famillegs o grau de
preferéncia mostrado pelas operarias para as abedlarionadas € pouco e, se

tem impacto sobre o fithess da larva é ainda iacg@renoir et al., 1999). Em
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formigas poucos estudos foram conduzidos nessedggrita indicios de
nepotismo em operarias #®rmica fuscade coldnias poliginicas (Hannonen &
Sundstrém, 2003).

Acredita-se que o reconhecimento de companheirastie se da através
de um “rétulo” especifico comum denominado “odorstgk” ou “odor da
colénia” que cada membro possui (Crozier & Dix, 99 Esses rétulos sao usados
por um individuo para diferenciar-se de outros pelaparacdo com ele proprio:
o ‘rotulo’ (Lenoir et al, 2001). O rotulo é dado pelos hidrocarbonetosemtes na
cuticula dos membros da colénia. Muitas observagfi@égicas tém mostrado a
existéncia de um periodo de aprendizado para aigdoido rétulo. Esse periodo
pode comecar cedo, logo apos a eclosdo. Ao encantira formiga, ela compara
0 seu préprio rotulo com as dicas recebidas e lesaitre reacdes amigaveis ou
agressivas.

Em insetos sociais os hidrocarbonetos cuticularedem ter papel
determinante no reconhecimento de companheiras) dte seu papel primario
que € a protecdo contra microrganismos ou toxinaglessecacdo. Os
hidrocarbonetos estdo armazenados na glandulaapbdgdal (PPG) e séo
trocados entre os membros por trofalaxia, “allogrg” (lambedura de
companheiras de ninho) e contato fisico (Lenoal.e2001).

Trabalhos demonstram que os hidrocarbonetos da $2lBGongruentes
com HCs cuticulares.

Segundo Lenoir et al. (1999), o uso da PPG comoresurso para o
reconhecimento de companheiras € muito adaptapios, ao abrir a boca a
secrecdo pode facilmente ser aplicada sobre a fguperdo corpo por
“autogrooming” (auto lambedura). A posicdo da gldadambém facilita a troca
de substancias entre membros do ninho, promovendpida distribuicdo do
cheiro no interior da col6nia. Além disso, quandmaunova substancia é
introduzida na colbnia pode ser facilmente incaaidar e distribuida entre os
membros do ninho e assim torna-se parte do sistemaconhecimento. Assim, a
PPG pode ser vista como um perfeito “6rgédo gestalt”

Apesar da uniformidade, o odor da coldnia € dindreicmuda ao longo do
tempo conforme a estacdo, composi¢ao do grupoadirdento (Dahbi & Lenoir,
1998; Lenoir et a] 2001). EmCataglyphis ibericaas jovens operarias possuem,

apos a hibernagdo, uma composi¢do da PPG que elidergdor colonial. Essa
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diferenca aparentemente € reconhecida pelas aperagis velhas, visto que as
operarias jovens sao transportadas preferenciaénpamts outros locais do ninho,
mas essa diferenca néo leva a agressao. Em forrtégase ao menos, trés niveis
de discriminacdo com uma gradacdo paralela de néaovlasdade nos
hidrocarbonetos cuticulares: 1) estranhas ou iasrsesposta comportamental
expressa como agressao); 2) jovens (adultos treaspmos); 3) velhas (varios
comportamentos amigaveis como trofalaxia, “allognow” etc.).

Alternativamente ao modelo gestalt, Crozier & DI®T9) propuseram o
modelo individualista para col6nias pequenas. Nesig0s, 0s rétulos individuais
nao sao misturados e quando ocorre transferérama veis mediados por umas
poucas incidéncias de “allogrooming” e contatoctisiPor exemplo, a Ponerinae
Pachycondyla apicaligdo usa a trofalaxia e tem pequena taxa de “altoging”;
consequentemente, a eficiéncia de transferéncid@es é muito fraca quando
comparada com outras espécies de Formicinae e Idiyami (Lenoir et al 2001).

Tem sido sugerido que um aprendizado precoce dao ddoninho
favoreceu a evolucdo repetida de espécies dulégcasrasitismo social em
formigas (Holldobler & Wilson, 1990).

Insignificancia quimica

Logo apos a eclosado, os imaturos sédo destituidesifnancias quimicas
cuticulares. Isto foi denominado por Lenoir et &999) “insignificancia
quimica”. Este curto estagio no inicio da vida talél seguido por um periodo de
“integracdo quimica” quando os imaturos sintetizadrocarbonetos cuticulares
proprios e adsorvem compostos quimicos de suasardrepas ou de material do
ninho para integrar ao odor gestalt da col6niaireet al, 1999).

Em C. iberica,por exemplo, a quantidade de hidrocarbonetos atantkn
0,06ug / glandula durante a eclosao para 1,3 audl6glandula em operarias
jovens. Um aumento similar progressivo na quangad#al hidrocarbonetos ocorre
na cuticula e na PPG dg@haenogaster senilis Myrmicaria luminoidesLenoir
et al.(2001) concluiram que a quantidade de hidrocarbsnaiticulares aumenta
com o passar dos dias apdés a eclosdo até sualidatihi O fraco sinal que
operarias jovens possuem na sua cuticula, provamdmexplica porque elas séo

mais facilmente aceitas em coldnias estranhas dmperarias com uma semana
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de vida, explicando o “periodo de aceitacdo” deasticitado por Lenoir et al.
(2001).

A falta de especificidade da col6nia na composigéchidrocarbonetos
cuticulares de operarias de col6nias jovens tern sidservada em abelhas
meliferas e vespas que podem ser adotadas em ldnaaa mesma espécie.

Morel & Vander Meer (1988) afirmam que ha duas tépés sobre a
existéncia de feromoénios de reconhecimento de phopgimeira hipotese diz que
h&d substancias envolvidas na integracdo prole/opegomo pistas para 0
reconhecimento das companheiras. A segunda coagjderocorre aprendizagem
das caracteristicas morfologicas, comportamentaguémicas da prole.

A hipotese de que insignificancia quimica pode ieapl cleptobiose
intraespecifica ou roubo de alimentos entre cofwizinhas em algumas espécies
€ evidenciada, em particular, enkctatomma ruidum cujas operarias
cleptobidticas tém reduzidas quantidades de comgasiticulares (Breed et al. e
Jeral et alapudLenoir et al., 2001). Essas operarias aparentengamtegam um
odor igual ao dos imaturos e, portanto poderiarargsircialmente ‘invisiveis’
guimicamente e, dessa maneira, enganar as comp@leznoir et aj 2001).

Rainhas dePolyergus rufescensuma espécie duldtica, usam duas
estratégias quimicas para invadir as colbnias:cees& de um repelente para
evitar interacdes agressivas com as operarias theispe (D’ Ettorre et 312002)

e a insignificAncia quimica para enganar o sistateareconhecimento da
hospedeira e facilmente adquirir o padrdo da ramtepedeira, provavelmente
por camuflagem quimica (Lenoir et,&001) que foi observada &fn breviceps
(Topoff & Zimmerli, 1993).

Producado de substancias que facilitam o parasitismo

Ha, sem duavida, um componente quimico envolvidoaneitacdo da
parasita pelas hospedeiras. Acredita-se tambémagueospedeiras produzam
substancias que favorecam o parasitismo. Uma lsip@lie que ataques as rainhas
obtém estimulos quimicos apropriados diretamergdatanigas hospedeiras. Por
exemplo, rainhas invasoras dasius umbratusgarram e mastigam operarias de
suas hospedeirak. niger. Esses dados reforcam a hipotese de transferéncia

qguimica entre hospedeira e parasita (Busching8§)19
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O sucesso do parasitismo depende tanto da hallidadainha parasita
entrar quanto de permanecer no ninho. Para isBuess de substancias quimicas
por algumas glandulas exerce um papel fundamedsrtaPolyergusbrevicepdoi
sugerida a existéncia de um feroménio de apazigo@m@oduzido na glandula
de Dufour para reduzir a agressdo das operariasdquelas atacam a rainha
hospedeira do géneFormica. Consequientemente, a glandula de Dufour diminui
em tamanho depois que ela é adotada pelas open@sagsdeiras (Mori et al.,
2000). Observou-se, no mesmo género, que imediatarapds a morte da rainha
hospedeira suas operarias iniciam um “grooming’ngtante lambedura) na
rainha parasita. As mandibulas da raiRbamica sdo separadas e continuamente
a rainha ddPolyergustoca a hipofaringe exposta da rainha morta. Tabega o
meio mais eficiente de ser aceita pela colénias pai condicdo sem rainha, as
agressdes das operarias hospedeiras resultam na dsorainhgparasita. Isso
sugere que durante o ato de morder a rainha hdspea@ainha parasita adquire
um ou mais substancias. As substancias quimicasiclaa morta podem ficar
ativas até uma semana aproximadamente apOs su&.nAwtedita-se que
substéancias ingeridas pBolyerguspodem estar envolvidas na sintese rapida de
um feromdénio de superficie, devido ao “grooming’bidd pelas operarias
Formica(Topoff & Zimmerli, 1993).

A glandula de Dufour é hipertrofiada nas espécaagitas (Holldobler &
Wilson, 1990). Os acetatos liberados tém uma imptetfuncdo nos ataques dos
ninhos, atuando como um persistente sinal de algueeatrai as duléticas, mas
causa panico e dispersa as defensoras. Esse campntd foi denominado de
“propaganda”.

Rainhas da parasita social tempord@thriomyrmex syriusisam tanto
estimulos visuais quanto olfativos. Diferentes dgerarias que sao de cor
marrom-claro, as rainhas dessa espécie sao eslERaParecem com a rainha
hospedeira. Elas exudam pelas glandulas anais ulpsééscia que tem o mesmo
cheiro exalado por operarias dapinoma.Elas acumulam essa secrecao e, se
perturbadas, giram seu abdome em todas as diregd@s mesmo modo que
Tapinomadescarregam uma espuma de pouco odor, brancaca foaia outras
formigas (Lloyd et al., 1986).

Para sobreviver na colénia hospedeira, a parasita eém algum nivel ser

considerada como uma companheira e pode harmaezaom a colonia pelo
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alcance de algum nivel de congruéncia quimica cohospedeira. H4 duas
possibilidades de obter essa congruéncia (Lenair, &001):

Mimica quimica por biossintesa parasita mimetiza substancias quimicas

ativamente do rotulo hospedeiro.

Mimica quimica por camuflagera parasita obtém os tragos da hospedeira
pela aquisicao passiva, por exemplo, “allogroomiadtofalaxia. Esta parece ser
a estratégia mais comum; tem sido bem estudadaomaigh xenobiotica
Formicoxenus provanchere sua hospedeirdMyrmica incompleta Ha uma
similaridade de hidrocarbonetos cuticulares enlas. €Experimentos de adogao
revelaram que o odor hospedeiro é adquirido dur@hi@imeiros dias de vida da
parasita adulta e mantido mais tarde pelo interggooming” da hospedeira
(forrageadorag-ormicoxenusgastam mais ou menos 45% do tempo no ninho
lambendo as operarias hospedeiras, do qual 40% desgo é destinado a
cabeca). Esse comportamento estd relacionado, péoas a obtencdo de
alimento, mas também pode ser uma tentativa de sbteecoes da PPG. Hn
rufescens,por exemplo, as rainhas virgens ou recém-fecundé&&as poucos
hidrocarbonetos cuticulares e fazem uso dessanifis@ncia para invadir as
colonias. Polyergus spp. espalham o odor d&ormica pelo corpo por
autogrooming (autolambedura) (Lenoir et al., 20@1)nimica e a camuflagem

nao sdo mutuamente exclusivas e podem coexistiigumas espécies.

2.3. Evolucao do parasitismo social

Holldobler & Wilson (1990) sumarizam alguns fatorgge levam ao
parasitismo social os quais podem explicar pordpie@rre em algumas espécies
e géneros e em outros nao.

1) Viver em ambiente frio ou arido: maior quantieat espécies parasitas
€ encontrada em regides temperadas, pois a temm@eranis baixa facilita a
introducgéo de rainhas parasitas mais cedo na émldig parasitismo pela demora
na resposta das col6nias hospedeiras. AlgumasiesfEE® conhecidas na regiao
tropical, trés espécies decromyrmexparasitas foram descritas (Delabie et al.,
1993, Schultz et al, 1998; Souza et al. 2007). @agizssmo em formigas

cortadeiras é um fato raro.
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2) Poligia, como resultado da readoc¢é&o de raimbasicesso da fundagao
solitaria da colonia em formigas é pequeno. O ndie mortalidade de rainhas é
alto devido a limitacdo do proprio local do ninldas condicfes climaticas e da
predacdo. Frequentemente pouco mais do que umbaram mil sobrevive
(Holldobler & Wilson, 1990).

As rainhas de colbnias monoginicas tém mais gordoirgue as adotadas.
Os recursos séo formados entre o tempo de emeagéagupa até o voo, para
gue eles sirvam tanto para ela quanto para a peargeracao de que ela cuida. No
entanto, em algumas espécies, a rainha precisagéar durante a fase de
fundagdo da colonia, aumentando o risco de moa@ddid Em colonias
monoginicas o tempo médio de desenvolvimento dagira geracdo de operarias
€ muito longo, em média 206 dias, ao passo que addmias poliginicas esse
tempo € muito menor (Bourke & Franks, 1995). Pexesdy desse modo, que a
monoginia € um investimento alto e o sucesso deaitdo é muito menor
(Holldobler & Wilson, 1990).

Mas, a0 mesmo tempo em que garante o sucesso @dacal poliginia
facilita o uso dos recursos por espécies paragitais, espécies poliginicas
frequentemente ndo defendem um territério e n&anrecem membros de outros
ninhos como diferentes. Isso é porque ha um fliwe de odores derivados do
ambiente de uma grande area, maior do que o egpenadoldnias monoginicas
e com fluxo livre de operéarias filhas de diferentesnhas fecundadas por
diferentes machos, consequentemente as operanEsiregntam uma grande
quantidade de “dicas” hereditarias (Vander Meer &él, 1998). Uma vez que as
formigas estdo em contato com uma grande mistucaldess, torna-se mais facil
para as col6nias poliginicas aceitarem individuos do sdo companheiras de
ninho.

Para Buschinger (1986) a poliginia facilitaria orgstismo. Apés a
ocorréncia de mutacdes, encontros sexuais levamormmagdo de uma
subpopulacdo de individuos geneticamente isoladssfarmas originais, mas
ainda morando em um ninho poliginico. Uma vez cetaplo esse isolamento, o
desenvolvimento para o inquilinismo ou dulose ddpednda habilidade da rainha
da “nova” espécie em produzir operarias. Evoluipdoa a monoginia, a selecao

favoreceria as rainhas parasitas capazes de repoopeararias da colbnia
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hospedeira pela forca, como ocorre nas espéciggichd e espécies parasitas
temporérias.

Uma explicagcdo quimica que reforca essa teoria & mps colonias
altamente poliginicas, as formigas geralmente ateibs estranhos quando
introduzidos; o que € possivel que essas operési@gam habituadas a serem
confrontadas com vérios odores. Heinze & KellerO®0acreditam que um
namero grande de rainhas esta associado com laaixalé relacionamento entre
0s membros da col6nia.

Estudos feitos com membros do grupormica rufareforcam a tese de
gue a poliginia leva ao parasitismo social temporaNeste grupo, muitas
colonias novas sdo formadas pela divisdo do ningas @ retorno das novas
rainhas fecundadas para o ninho original quandas detam algumas operarias.
No entanto, em algumas ocasides rainhas jovensctiam o caminho de volta
apos o vbo nupcial e podem ser adotadas por undaiaado grupo dé&. fusca
apos eliminacéo da rainha hospedeira (Holldobl&vi&on, 1990).

Schultz et al. (1998) reforcam a hipotese de gpeliginia pode favorecer
0 parasitismo social, visto que e insinuatorparasita da hospedeira poliginica
facultativaA. echinator o parasitismo foi maior em colénias poliginicas qlie
nas monoginicas. A poliginia, nessa espécie, acerger multiplas invasdes ou,
ao menos, facultativamente pela ado¢ao de rainmzs i

Poliginia primaria € encontrada e subterraneus subterraneubkla
relatos de até sete rainhas em uma col6nia joveta dabespécie (Della Lucia et
al., 1991).

3) Ocupar multiplos ninhos (polidomia), alguns dpmis s&o menores e
temporariamente sem rainha residente;

4) Viver em densas populacdes: isso acontece coitasnespécies de
clima frio. Entretanto, nos climas quentes as éapassentam alta diversidade de
espécies combinadas freqiientemente com espéciess aagrande dispersao de
ninhos de alguns grupos, dificultando a localizagaohospedeira por parte da
parasita (Tinaut & Ruano, 1999).

5) Aprender precocemente o odor da coldnia: o iéeqle o individuo
aprenda gradativamente o odor da col6nia, poissp&ces que aprendem cedo

podem tanto aprender o seu rétulo quanto o daiparas

18



Algumas hipéteses do ponto de vista bioldgico s@pgstas para explicar
0 surgimento de espécies parasitas sociais. Sas: dkritorialidade
intraespecifica, predacao e poliginia. Tais hipggasdo sdo excludentes e muitas
vezes estdo relacionadas a outros fatores tais,datooes ecoldgicos (saturacéo
ambiental) e geograficos (barreiras).

A territorialidade intraespecifica como origem parasitismo social é
apoiada por alguns autores, como Wilson (1971 )\iéémcia para essa hipotese e
baseada na observacao de que algumas espéciedgpasdeomdviyrmecocystus
mimicusde col6nias maiores organizam ataques as coléméa®res, matando a
rainha e transportando para o ninho os imaturopegadias ‘honeypots’ que se
convertem em escravas para a colonia (Holldollpud Holldobler & Wilson
1990). Essa hipodtese, no entanto, ndo é aceitagrms autores, pois as lutas e
atagues observados sao considerados artefatosatatt&io, visto que no campo,
algumas espécies consideradas, até entdo, talitas, apenas retiram intrusos
que estdo muito proximos dos ninhos (Foitzik & t2ein1998).

A hipdtese da predacdo foi proposta inicialmerde Parwin em 1859
para explicar a dulose em algumas espécieBaligergus Ele hipotetizou que o
objetivo inicial dos ataques utilizados por essg®eies era a captura de imaturos
que seriam levados para o ninho para serem usad@dimentacédo; ao acaso,
alguns imaturos emergiram e aceitaram a especasif@icom sendo a sua, ou
seja, executando as tarefas, como se estivessenoldaia-mae. Entretanto,
poucas evidéncias ha para suportar tal hipotesauséncia de espécies duléticas
em grupos predadores especializados e a presemgadtieas em nédo predadoras
como Formicoxeni sdo fatores que permitem refuidéia (Holldobler & Wilson
1990).

As duas primeiras hip6teses, ja mencionadas, ndsegaem explicar o
surgimento de parasitas sociais, sendo desse raquiiginia a mais aceita entre
todas. Entende-se como poliginia a participacaojuote de varias fémeas
fecundadas na construcéo de uma colénia (Tinauti@B, 1999); isso é o que se
denomina poliginia primaria e esse tipo de fundagieometrose. Essas sao
caracteristicas que ocorrem em um namero razoavelrohicideos.

A taxa de mortalidade de rainhas durante a fundaogétaria é alta por
causa da falta de locais adequados para nidificap@alicOes climaticas adversas

ou predacao. Frequentemente, apenas uma rainh@Ghsadbrevive durante essa
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fase (Heinze & Keller, 2000). Associacdo pleomatedtonfere mais vantagens
para as rainhas associadas do que a fundacaotgacioidependente. Diehl-Fleig
(1995) observou que edcromyrmex striatuss fémeas que fundaram col6nias
juntas, obtiveram mais sucesso, porque nao nemesritsair para forragear,
diminuindo o risco de predacdo e porque economzaeservas corporais para a
maior producdo de ovos troficos. Superada a fagmalin muitas col6nias,
inicialmente poliginicas, tornam-se monoginicaspebrte de algumas rainhas.

No entanto, ndo é a poliginia primaria apenas,racteristica defendida
por uma série de autores que pode levar ao parasitimas especialmente a
poliginia secundaria, que ocorre pela reado¢ca@uheds fecundadas pela colénia.

Se a poliginia deixa a colbnia mais vulneravel aoagitismo, por que
algumas espécies aceitam novas rainhas? Nona@8) @udKeller (1995) diz
que h& dois fatores que favorecem para a aceitdedoainhas: 1) a alta
probabilidade que tém os ninhos de perder suaaan®) a vida curta da rainha
comparada a expectativa de vida da colénia. Enagyialavras, membros de uma
colonia beneficiam-se por aceitarem novas rainltagug, com o0 aumento da
sobrevivéncia da col6nia, serd compensada a digdiawdo seu fitness inclusivo,
uma vez que € adotada uma rainha aparentada (H&inz€eller, 2000). No
entanto, a reado¢cao de fémeas ndo aparentadastambée, e segundo Heinze
& Keller (2000) essa aceitacdo apenas acontecedquapresenca da nova rainha
aumenta a sobrevivéncia dos imaturos sexuadosgemies na colbnia, pois as
operarias nunca se beneficiam da substituicdo dense por uma rainha nao
relacionada. Quando isso ocorre leva ao parasitszo@l intraespecifico.

Outro fator importante que seleciona a poliginel#ixa taxa de sucesso,
na fundacao de col6nias independentemente porgaaémhas. Desse modo, se a
rainha tem sucesso na tomada de uma colonia el&mansua chance de
reproduzir, entretanto, a rainha primeiro tem gee aceita e isso depende do
comportamento das operarias residentes (HeinzelerK2000). Alguns autores
propdem que as operarias aceitam novas rainhaslgeasas tém uma baixa taxa
de sucesso na fundacdo independente, em virtudegexemplo, de fatores
ecoldgicos como saturagdo do habitat. Embora sefaMista tal hipotese, poucos
estudos a testaram. Entre eles o de Bourke & Helprd D’ Ettorre & Heinze
(2001) mostraram que poucos locais de nidificagBon do clima frio aumentam

os custos da disperséo, levando a aceitacao dassjoainhas.
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Uma caracteristica notavel de espécies com alteraige rainhas é que,
com frequéncia, a habilidade de estabelecer narMésias de modo independente
tem sido perdida parcial ou completamente. A fuAdaimdependente requer
algumas caracteristicas da rainha fundadora, taisocasas, ocelos, volumoso
térax com musculos alares bem desenvolvidos egfistoia (Diehl-Fleig, 1995).
Em algumas espécies poliginicas observa-se quentdeselas fémeas perderam
algumas dessas caracteristicas, levando a forndedémeas diferentes dentro
das colbnias: as macroginas e as microginas. Asepas tém capacidade de
fundar colbnias sozinhas e as microginas, de mé&moanho e com menos
reservas corporais, sdo dependentes da associagé@s macroginas para se
reproduzirem. Acredita-se que a perda da capacidadminhas em iniciarem
novas colbnias sozinhas provavelmente se origimpwsutesso extremamente
baixo de fundacdo independente, sugerindo que igirpal esta associada com
riscos extremos de disperséo (Keller, 1998kius longispinosusustra bem essa
idéia: os individuos foram selecionados para peec&mnno ninho devido ao alto
risco de dispersdo e sao aceitos porque proporoialgum beneficio indireto
(Herbersapudpor D’ Ettorre & Heinze, 2001).

Em Ectatomma tuberculatunforam encontradas diferencas entre as
microginas e macroginas. As microginas sO produm@nroginas € machos e
raramente operarias; as macroginas nunca produzienogmnas e vice-versa,
sugerindo que as microginas representariam um aag@arasitismo social (intra
ou interespecifico) (Horat al.,2003).

A poliginia pode também ser precursora da dulosescBingerapud D’
Ettorre & Heinze (2001) acredita que espécies aastevoluiram de ancestrais
de coldnias poliginicas que em algum momento hadmtadiversos locais dos
ninhos (polidomia). Fundagdes parasitas originadarvolta das rainhas a sua
colénia materna e ataques escravos desenvolverdarargporte dos jovens entre
ninhos diferentes de colbnias polidémicas. A pohdoe poliginia sdo realmente
comuns em Formicini e Formicoxenini, mas ndo sacommadas em outras
espécies combeptothoraxgue € monodémica e monoginica.

Unindo as hipéteses de polidomia-poliginia e terigidade, Alloway e
Stuart & Alloway apud Tinaut & Ruano (1990) propuseram que formigas

duléticas se originaram de disputas territoriaisoebo de jovens de espécies
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poliginicas e poliddmicas nas quais novas colofuiesn fundadas pela readoc¢éo
de jovens rainhas.

Em Myrmica spp., Savolainen & Vespsadlanen (2003) sugeriram
especiacao simpatrica para inquilinas, com a po#éigiomo pré-requisito para a
evolucdo do parasitismo intraespecifico.

A especiacao simpatrica ocorreu também no parasiil incipienteA.
insinuator que é a espécie-irmd da sua hospeddéiraechinatior (espécie
facultativamente poliginica) como predito pela farnestrita da regra de Emery
(Sumner et a)J 2004). Um problema do modelo de especiacdo siinppara
parasitismo social é como explicar que um paragitEpiente torna-se
reprodutivamente isolado da sua hospedeira. Bugehiapud Sumner et al.
(2004) sugeriu que o parasita evolui intraespexifiente de sua hospedeira
através de algum mutante ‘deficiente’, como, poenaslo, produzindo uma
proporgao de casta baseada em rainha.

Entretanto, algumas espécies de parasitas estgerfiticamente distantes
de suas hospedeiras como € o cas®sludoattasp. que parasitA. rugosus
rugosus Uma explicacdo é que elas tenham evoluido aicpatente (Sumner et
al., 2004).

Apesar da predacdo e territorialidade terem sidgpgstas e estarem
presentes em alguns casos de parasitismo, comclgis a poliginia €, sem
davida, o fator mais preponderante para o surgiondesse tipo de relacdo, visto
que, esta presente em todos 0s niveis de parasgisomsl.

Em formigas o inquilinismo pode ter evoluido pdgstrrotas, conforme
Wilson (1971) e Holldobler & Wilson (1990): 1) viagresséao territorial e
escravizacdo de operarias da mesma espécie opéaessdiferentes levando a
dulose, 2) via adoc¢é&o de rainhas jovens, poligrfiaudding” (divisdo da colonia
em subcolbnias), levando ao parasitismo social ¢eéanjp e 3) via plesiobiose.
As trés rotas culminaram no inquilinismo.

Conforme Holldobler & Wilson (1990Epimyrmaspp. apresentam uma
série de passos do comportamento dulético até wlimgmo sem operarias, ou
talvez mais precisamente dulose degenerada. Ponpéxeem E. krausseio
namero de operarias € muito pequeno, cinco ou mé&sogperarias podem ainda
atacar, mas seus esforcos ndo sao efetiEmyrma corsicando tem operarias

e seu acasalamento ocorre dentro do ni8tmngylognathugproporciona um
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segundo possivel exemplo da transicdo dulose panguilinismo.
Strongylognathus testacewgie apresenta poucas operarias ndo mata a rainha
hospedeird etramorium;nunca foram observados ataques porque elas dependem
da hospedeira (Hélldobler & Wilson, 1990).

A transicdo de parasitismo social temporéario gamapleto inquilinismo
foi demonstrada erormica talbotae uma espécie sem operarias, que vive com
F. obscuripese F. duski(Holldobler & Wilson, 1990). A xenobiose levando ao
inquilinismo € demonstrada pela coexisténcia normeegénero de espécies
xenobibticas e espécies inquilinas verdadeirasaarphrasitas de outras espécies
pertencentes ao mesmo género (Hdolldobler & Wild®90). Os mesmos autores
sugerem queKyidris e Formicoxenustiveram origem xenobiética. Entretanto,
Buschingerapud Maschwitz et al. (2000) sugere uma origem sepamdela
inquilinismo, parasitismo temporério e dulose, wdaoluindo de um estado “pré-
parasita” de poliginia facultativa.

Para alguns autores como Bourke & Franks (199iHqailinismo né&o
evoluiu de outras formas de parasitismo socialetdéncias de que as espécies
inquilinas tenham surgido (1) de uma espécie dea vidre (Hipotese
interespecifica) (Wilson, 1971; Hélldobler & Wilsoh990) ou (2) por especiacdo
intraespecifica a partir da sua propria hospedélipotese intraespecifica). Esta
altima é aceita por diversos autores como Whedeaschinger, entre outros
(Bourke & Franks, 1991). O primeiro caso seria pEspécies que estao pouco
relacionadas com as suas hospedeiras e a seguytaski para as outras que
estdo muito relacionadas as hospedeiras. Estammtesido originadas por
especiacao simpatrica de inquilinas intraespesifitédesses casos, isolamento
reprodutivo em simpatria tem sido promovido por wheergéncia associada ao
tamanho no comportamento de producéo de descendtagdormas parasitas de
nao parasitas.
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Summary. Metapleural gland as a differential character mgbcial parasitcromyrmex ameliae

and its hostAcromyrmex subterraneus subterrandtiymenoptera: Formicidae: Attini). Social
parasites depend on their hosts for survival. Some parasitic species are very similar to their hosts,
and may even belong to the same geusomyrmex ameliaés an inquiline ofAcromyrmex
subterraneus subterraneasdA. subterraneus brunneus parasitized colonies minor workers of
darker color, pilosity and ridged tegument can be distinguished. We used the spiracle-bulla
distance as well as bulla size of the metapleural gland as a distinguishing character between
parasite and host workers. Analyses of the internal anatomy of the metapleural gland of the
parasite workers were conducted as well as survivorship tests of both species when exposed to the
entomopathogenic funguBeauveria bassianaWe verified that the spiracle-bulla distance is
larger and that the reservoir is smaller in the parasite when compared with the host. Consequently
A. ameliaehad higher mortality rate when exposed&auveria basiana comparison to its host

A. subterraneus subterraneus
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Introduction

Social parasites exploit the colonies of free-living social insects and consequently exhibit
morphophysiological and behavioral adaptations. Often they are relatives of their host and thus
share several characteristics (Bourke & Franks, 1991).

There are several types of associations in social parasitism, but inquilinism is the most
derived relationship. In this case, as in dulotic ants, the socially parasitic species depends on the
host throughout all of its life cycle and a worker caste may or not exist (Tinaut & Ruano, 1999).
When the worker caste occurs, it is produced in small numbers and is not capable of performing all

necessary tasks for colony maintenance such as foraging and brood care (Hélldobler & Wilson,
1990), although, Sumner et al. (2003b) reported that the worker caste of the injciibngyrmex
insinuatoris able to perform some tasks.

Among these tasks, suppression of microbial activity by secretions of the metapleural
gland is one of the more characteristic. These glands are one pair positioned at the posterior end of
the mesosoma (Holldobler & Wilson, 1990) and are unique to ants. In leaf-cutting ants the
antibiotics produced are critical for protecting the ants and the fungus garden against pathogenic
bacteria and fungi (North et al., 1997; Bot et al., 2002).

Several studies demonstrate that minor workers have proportionally larger metapleural
glands in relation to their body size in comparison to larger workers since the former are primarily
responsible for the active cleaning of the fungus garden (Bot & Boomsma, 1996; Bot et al., 2002).
However, minor workers of social parasites have smaller metapleural glands and are less efficient
in combatting pathogens (Sumner et al., 2003a).

Acromyrmex ameliaan inquiline social parasite @f. subterraneus subterraneaadA.
subterraneus brunnepproduce a few workers of the minor caste (Souza et al., 2007). According
to Sumner et al. (2003a) morphological characteristics such as the distance from spiracle to bulla
of the metapleural gland and the size of the bulla can be used to separate minor wokkers of
insinuator from the host worker il. echinatior.

Our study aimed at determining if morphological distinctions in the metapleural gland can

be observed inA. ameliaeand may be used to separate them from their host spAcies
subterraneus subterraneu$Ve also evaluated survival of the minor worker in both species,

parasite and host in contact with the entomopathogenic fuBgasveria bassianahat occurs
naturally inAtta sexdens piriventri@iehl-Fleig et al, 1992). In this case, our hypothesis was that
A. ameliaeworkers would have higher mortality than the host since they should have smaller

metapleural glands and as consequence, lower protection against pathogens.

Material and methods

Parasitized colonies @&. subterraneus subterraneugre collected at the Fazenda Itapod (V & M
Florestal Ltda) in Paraopeba-MG (19° 17'S; 44° 29'W) on October 6, 2003 and November 11, 2004

in stands oEucalyptus camaldulensi$hese colonies were maintained in the laboratory at 24°C +
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2°C; 68% + 4% R.H. and 12:12 (L:D) and were supblgth LigustrumjaponicumandAcalipha
wilkesianaledves.

Identification of the worker caste in A. ameliae and size of the metapleural gland.

A total of 300 minor workers were randomly removed from three parasitized colonies. Legs were
removed to facilitate metapleural gland visualization. The bulla was viewed through an Euromex
binocular microscope at 100X magnification, a photograph taken with a Nikon Coolpix 4500
digital camera viewed on a computer screen. The following measures were taken using the
computer package Image Pro-Express (Media Cybernetics, Inc.): (1) The shortest distance between
the bulla and the spiracle (Fig. 1) and (2) the width of the ventral side of the pronotum. Twenty
minor workers ofA. subterraneus subterranewsd 20 minor workers d&. ameliaeand 11 gynes

of the host species and 19 gynes of the parasite species were measured to determine if there were
size differences between them.

Analyses of the distance bulla-spiracle were conducted using generalized linear models
(Crawley, 2002), that were processed by the R software (R Development Core Team, 2005). An

exponential model was used to analyze the size of the bulla. In all cases the residual analyses were
carried out to verify the error distribution and the acceptability of the models used. All these
models were simplified to remove the non-significant variables.

In the study of the metapleural gland, 20 minor workers proeminent eyes, rugous body
covered by abundant pilosity in addition to the differences in bulla size and distance spiracle-bulla.
the parasite were dissected and their metapleural glands were fixed in Bouin’s solution for 24 h.

This was followed by dehydration using increasing concentrations (70%, 80% and 95%) of ethanol
for two minutes in each concentration. After fixation, they were embebed in JB - 4 resin. The

histological sections wereph thick and were stained with Harri's hematoxilin and eosin. The
reservoir and the collecting chamber of the glands were measured to calculate the average size of

the reservoir.

Defense against the entomopathogenic fungus Beauveria bassiana

To examine whether parasite and host workers differed in their resistance to disease, a spore
suspension of the entomopathogenic funBeauveria bassianaas applied to minor workers of
both ant species. The conidia suspension was obtained from the commercial product Bovenat
PM®. The concentrated conidia suspension was prepared by suspending 50 g of the commercial
product in 200 ml distilled water. The suspension was continuously agitated for 5 minutes and let
rest for 5 more minutes until precipitation of the inert portion of the product was verified. The
supernatant was decanted from the conidial suspension and diluted to 8.6,0 X010 and 6,0 x
10 conidia/ml after adjustment in a Neubauer chamber.

Initially 510 minor workers ofA. subterraneus subterraneugere removed from their

parasitized colonies to evaluate dose-response. Thirty of these workers were used as control so that
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they received water on their thoraces. Two houter &int removal from their colonies they were
placed in 90mm @ Petri-dishes, in groups of 10. @n&f the fungus solution was applied to the
thorax of each 160 ants per concentration . They were held at 25°+5C and 75+5% de R.H.

The concentration that inflicted the highest mortality (6.0 % {ig. 8) was applied on
the thorax of 100 minor workers of the parasite species, that were previously identified by their

color, pubescence and bulla spiracle separation. Ants were daily monitored until death. Dead ants
were removed and transferred to different Petri dishes, since the activity of grooming a dead ant

could increase mortality through acquisition of fungus by another ant. Dead ants were monitored
for the appearance of spores diagnostiB.dfassiana.

The survival distributions were examined by a Weibull analysis (Crawley 2002).
Results

Identification of the worker caste in A. ameliae and size of the metapleural gland.

The distance spiracleulla of the minor workers revealed the existence of two speciess{F

551.36, P < 0.001): one, the host, has a distance spiracle-bulla less than 0.02 mm (Figs. 1a and 2)
whereas in the other species, the parasite, this distance is approximately 0.07, on average (Figs. 1b
and 2). The pronotum size is different between these two spegigs<R08.88, P< 0.001)the

host had 0.7+£0.1 mm and the parasite ~1.5 mmz0.05 (Fig. 3). Bulla size also significantly differed
between them (= 89.68, P< 0.001): host has ~0.2+0.03 mm and parasite 0.16+0.03 mm
(Fig.4). The same results were obtained with the gynes of both species: the bulla size was
statistically different between both specieg F 2.05,P< 0.001): host gynes has 0.31+0.1 mm

and parasite gynes 0.45+0.06 mm (Fig. 5).
Preliminary genetic analyses confirmed that the workers with those characteristics did

belong to different species. The parasite ameliaeproduced workers with proeminent eyes,

rugous body covered by abundant pilosity in addition to the differences in bulla size and distance
spiracle-bulla.
The internal morphology of the metapleural glandofimeliaefollows the same pattern

as observed in other species of Attini. The gland is composed by prismatic secretory cells that are
organized in clusters and discharge by small ducts in a chitinous chamber, the collecting chamber
that is connected to the gland reservoir. This reservoir is a wide sclerotized cavity (Fig. 6). The
small ducts discharge in several sites named crivate plates (Fig.6). The sizes of the reservoir and of
the collecting chamber in the minor workers were 16,6%8171and 4,328.87im2, respectively.

The morphological design of the secretory cell&\omeliaeallows its identification in class IlI
of the Noirot & Quennedey (1991) classification. In some secretory cells their nuclei were large
with little condensed chromatin (Fig. 6).

Defense against the entompathogenic fungus Beauveria bassiana
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All concentrations of the fungus were lethal to thimor workers ofA. subterraneus subterraneus
and the highest concentration promoted the most rdpath §° 34767 2998.29, P < 0.00)%
(Fig.7).
Survival time of the parasite species was muchiteh¢l.4 days) when compared to that
of the host species, whose life expectancy wastabdmes longer (8.8 daysf((LZ%F 1124.83,
P < 0.001) (Fig.8).
The last worker of the host exposed to the highest dose died within 48 days as opposed to
9 days for the parasite.

Intense grooming was observed in the experiment so that we removed dead ants from the
Petri dish. Even though the presence of hyphae on the top of live ants and on the Petri dish was

observed, spore development occurred only when the ants were dead and isolated (Fig. 9).
Discussion

The size of the bulla of the parasite species was significantly smaller than that of the host species.
In addition, the metapleural gland Af ameliaevorker has been shown to have a smaller reservoir

(16,658.71um?2) than that ofA. subterraneus subterranewgrker 35,644.02m?2 (Souza et al.,
2006).
The difference in size of the metapleural gland between the gynes of the parasite and the

host was not found by Sumner et al. (2003a) with the parasiigsinuator.According to these
authors, this can be related to the fact that both gynes are exposed to the same risks of infection at

the moment of the search (parasite) or the nest foundation (host). It is likely thatineliae
infection risks are lower since the nests are all very close together in the field. Furthermore, some

gueens mate inside the colony and remain there; this was observed sometimes in our laboratory
colonies. According to Dumpert (1981) parasite species that mate inside the colony such as
Anergates atratuluand Teleutomyrmex schneideto not even have these glands.

Internal morphology oA. ameliaefollows the same pattern observed in other Atiixitq
bisphaerica, A. laevigatand A. sexdengSchoeters & Billen, 1993)Acromyrmex octospinosus
(Bot et al., 2001)A. sexdens rubropilosa, A. bisphaermadA. capiguara(Gusmao et al. 2001)).
The presence of type lll secretory cells should be emphasized. These cells are usually connected to
the exterior via a duct; they are frequently involved in the secretion of defense and pheromone
substances (Chapman, 1998).

The presence of cells with large nuclei and little condensed chromatin reinforces the

hypothesis that secretory cells conduct intense proteic synthesis since discondensed chromatin is
responsible for the active trancription of RNAs, that perform the synthesis of protein along with

the help of other molecules (Alberts et al. 2002).
The fact that both bulla and reservoir sizes of the metapleural gl@&ndmeliaeworkers
are smaller than in the host indicates that the parasite should produce lesser amounts of antibiotic

substances and therefore be more susceptible to entomopathogenic fungi. We confirmed this by
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demonstrating reduced survival compared to thelivéeg speciesA. subterraneus subterraneus

These data are similar to those of Bot et al. (200th the hostAcromyrmex octospinosus

The low life expectancy oA. ameliaein comparison to its host is also similar to the data
reported by Sumner et al. (2003a)Aninsinuator a parasite of. echinatiorwhen exposed to the
fungusMetarhizium anisopliae

More than 20 compounds have already been described in the secretion of substances by
the metapleural glands of leaf-cutting ants (Ortius-Lechner et al., 2000); some of them are known

for their antibacteria and antifungal activities such as the 3-hidroxidecanoic acid and specially the
indolacetic acid (Nascimento et al., 1996, Bot et al., 2002). Although the size of the metapleural
gland increases with caste size, the immunological role is more effective when the insects are
together. Hughes et al (2002) reported that mortalityh.o&chinatiorworkers treated withM.
anisopliaewas higher than when they were isolated from their nestmates in comparison to their
mortality in groups. The number of fungal spores was lower in ants kept in groups as opposed to
isolated individuals due to spore removal by the nestmates during grooming. It is known that this
activity increases in leaf-cutting ants when they are exposed to pathogens (Currie &Stuart, 2001).

Hughes et al (2002) verified that under high dosages of fungal spores, the benefits from
life in group occurred only when all individuals are exposed to the pathogen. This suggested that
direct exchanges (grooming between nestmates) by an individual stimulates its defense mechanism
to a higher level than indirect changes by an infected nestmate.

Sumner et al. (2003a) suggested that workerd\ofnsinuator although bearing smaller
metapleural glands and therefore more susceptible to infections, might invest their energy in other
activities as, for example, increasing their queen survival and reproduction (Sumner et al., 2003b).
They also explored the immunological collective system of their host. It is likely that this last
characteristic occurs with. ameliaei.e., that is does not benefit only from the immune system of
the host but also from its foraging and cutting activity since there is no production of larger
workers in this species.

The morphological characters, such as the distance spiracle-bulla, that is highly important
for the distinction betweeA. insinuatorand A. echinatior(Sumner et al., 2003a), are also very
important in the differentiation iA.ameliaeand its hosA. subterraneus subterraneukhey will

be further used in the selection of individuals to be included in behavioral investigation.
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Fig. 1. Metapleural gland of a Acromyrmex ameliae (120
um) and b A. subterraneus subterraneus (100 pum). The
bullaisindicated by the letter (b) and the distance spiracle-
bullaisindicated by (sb)
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Fig. 2 The distance between the spiracle and the bulla in minor workers of Acromyrmex
subterraneus subterraneus and Acromyrmex ameliae.
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Fig. 3 Pronotum width in minor workers of Acromyrmex subterraneus subterraneus and
Acromyrmex ameliae
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Fig. 4 Bulla size in minor workers of Acromyrmex subterraneus subterraneus and Acromyrmex
ameliae.
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Fig. 5 Bullasizein gynes of Acromyrmex subterraneus subterraneus and Acromyrmex ameliae.
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Fig. 6 Cross section of the metapleural gland Acromyrmex ameliae, under light microscopy,
showing the reservoir (R), the collecting chamber (cc), the glandular cells (seta); cells with the
enlarged cell nucleus and little condensed chromatin (square) and the crivate plate (square). Scale:
is equivalent to 8 mm.
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Fig. 7 Survivorship curves of the minor workers of Acromyrmex subterraneus subterraneus in the
various concentrations of Beauveria bassiana
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Fig. 8 Survivorship curves of the minor workers of Acromyrmex subterraneus subterraneus
(circle) and Acromyrmex ameliae (triangle) under the highest dosage (0.001) of Beauveria
bassiana

Fig. 9 Acromyrmex ameliae with the fungi Beauveria bassiana

40



CAPITULO 2: BIOLOGIA REPRODUTIVA COMPARADA DA
PARASITA SOCIAL Acromyrmex ameliae E DE SUA HOSPEDEIRA
Acromyrmex subterraneus subterraneus (HYMENOPTERA: FORMICIDAE:
ATTINI)

INTRODUCAO

As formigas parasitas sociais, por terem limitacoesfofisiologicas e
comportamentais, exploram as col6nias de outr@tdasociais. Geralmente, elas
estdo muito relacionadas as suas hospedeiras (Betake, 2004) Acromyrmex
ameliae € uma parasita social do tipo inquilinista e pogsaucas operarias
menores muito semelhantes as das suas hospedgirasmyrmex subterraneus
subterraneus e A. subterraneus brunneus.

Sexuados das espécies parasitas sdo, em gerakesiene as rainhas das
espécies hospedeiras. Alguns autores acreditana gaducdo do tamanho pode
ter evoluido como um meio da espécie levar vantagem sistema de
determinacao da casta da hospedeira (hipéteserilaumizacdo), tanto que larvas
das parasitas podem se desenvolver quando a hosprée produz sexuados,
além das larvas das parasitas desenvolverem eradiesxaom menor quantidade
de alimento do que a requerida para produzir opesr§Bourke & Franks, 1991;
Nonacs & Tobin, 1992). O pequeno tamanho dimincapacidade das operarias
hospedeiras em distinguir entre seus imaturosda @arasita, Como acontece com
Plagiolepsis xenanquilina parasita d@lagiolepsis pygmaegAron et al, 1999).
Além disso, o pequeno tamanho facilita a sujeig@patasita a rainha hospedeira
nas inquilinas extremas (espécies sem operariasho cacontece com
Teleutomyrmer PseudomyrmegHolldobler & Wilson, 1990).

Outros caracteres reprodutivos diferenciam ascespéarasitas sociais
das suas hospedeiras. Observa-se a influénciapdaiegarasita (tanto rainhas
quanto operarias) sobre os parametros reprodutigosainha hospedeira em
colonias parasitadas. Sumnet al. (2003) observaram que as operéarias de
Acromyrmex insinuatorinquilina deAcromyrmex echinatioisdo essenciais para

a producao de formas sexuadas da parasita, sugeprdesse atributo € uma das
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principais funcdes das operarias. Operarias pasagihda inibem a reproducéo da
rainha hospedeira. EM. pygmaeaé a rainha parasita dexeneque inibe a
producao de ovos, diminuindo significativamentelmero de suas operarias em
coldnias de laboratério (Passera et al., 2001).

Caracteristicas internas do aparelho reprodutivobé&n demonstram
diferencgas entre parasitas sociais e suas hosaedsitatomma tuberculaturé
uma Ectatomminae que apresenta dimorfismo no tamnads rainhas e
diferencas no numero de ovdcitos das mesmas (Hoah,e2001; Hora et al.,
2005). As microginas séo especializadas na proddeduicroginas e machos e,
raramente, operarias; as macroginas produzem mamero de operarias, mas
nunca produzem microginas e vice-versa (Hora g2@03).

Este trabalho objetivou estudar caracteristicagplaoducédo dé.ameliae,
uma parasita social, recém-descrita Ae subterraneus subterraneus A.
subterraneus brunneugssim, procurou-se determinar o periodo de rexaad
laboratorio, a reducdo no tamanho dos machos eafeni@bjetivou-se, ainda,
efetuar analises morfolégica e histolégica do dpareeprodutor feminino e
determinar a produgédo de ovosAleameliaee deA. subterraneus subterraneus
comparando-as na hospedeira e na parasita

Foram testadas as seguintes hipoteses: 1) Féragasatheliaesofreram
reducdo de tamanho além do observado nas opendaiases da hospedeira
subterraneus subterraneu®) A producdo de ovos na espécie parasita € menor
gue na subespécie hospedeira; 3) Rainhas e / oariggeparasitas interferem na

producao de ovos da rainha hospedeira.

MATERIAL E METODOS

As colbnias parasitadas de subterraneus subterranef@mam coletadas
na Fazenda Itapod de propriedade da V & M Fldrésta, em Paraopeba (MG)
(19° 17'S; 44° 29'W) durante o ano de 2003 e nokerdb 2004. Todas elas
possuiam apenas uma rainha hospedeira, mas numariaseis de rainhas
parasitas.

Periodo de revoada em laboratorio e proporcdo sexuaos dez
formigueiros que produziram sexuados no laboratdiets com grande producao

de sexuados, foram usados posteriormente pardaraécproporgcédo sexual de
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ameliae Foi contado o numero de sexuados (machos e f@pawsitas em cada
formigueiro. O numero total de fémeas foi dividjgklo de machos para se obter a
razao sexual.

Reducdo do tamanho dos sexuadPsra testar sé. ameliaepossui
individuos significativamente menores que os dapédsira A. subteraneus
subterraneusforam medidos os comprimentos de 44 machos, 30a€mee50
operarias maiores da subespécie hospedeira e 1BBom& 151 fémeas da
espécie parasita.

A medida das operarias maiores teve como objetérdicar se a rainha
parasita € menor que as operarias maiores da lesned

Descricao do aparelho reprodutor feminindma vez que a morfologia do
aparelho reprodutor dA. subterraneus subterraneis tinha sido descrita por
Antuneset al.(2002) e como pouco se conhece a respeito do assomparasitas
sociais, fémeas d&. ameliaeforam retiradas de duas colbnias e dissecadas para
contagem do numero de ovariolos e ovocitos madwagu aparelho reprodutor.

Ovarios de trés fémeas foram transferidos pararBpar 24h. Apos esse
periodo eles foram desidratados em série crescentetanol e embebidos em
resina JB-4. As seccdes conuf de espessura foram coradas com hematoxilina
e eosina (Antuneet al, 2002).

Comparacdo da oviposicdo d&. subterraneus subterraneesde A.
ameliae e influéncia das operarias e rainhas paesssobre a postura da rainha
hospedeira:

Trés colonias deA. subterraneus subterraneusram usadas nesse
experimento. A quantidade de fungo foi de 5000,034@2000 mL. Vinte rainhas
parasitas dealadas foram encontradas nas col@eadp que, deste total, 14
ovipositaram.

A influéncia da espécie parasita sobre a ovipositdochospedeira foi
testada por meio dos ensaios apresentados na Tab&laviposicdo das rainhas
hospedeira e parasitas sozinhas foi feita com cetiobj de compara-las
posteriormente com aquela na presenca de operdassduas espécies (10
operarias no total), além de verificar se tambérairgha parasita interferiria na
producdo de ovos da rainha hospedeira. Em razdedoeno numero de
operarias parasitas e da maior quantidade de sauid&. ameliaeoptou-se por

utilizar baixo niumero de operarias desta espéciexperimento 4 (Tabela 1).
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Além disso, a proporcdo de operarias parasitas ab@nia foi previamente
determinada em aproximadamente 3%.

Em cada experimento, os individuos foram isoladosepos plasticos de
poliestireno com tampa, por um periodo de 16hraetados com uma dieta de
agua e mel (Marinho & Della Lucia, 1998). As raislggam retiradas as 8:00h do
formigueiro e colocadas de volta as 24h. A parirretirada, eram contados 0s
nameros de ovos a cada 4 horas (12h, 16h, 20h & 2&hrainhas que
ovipositaram foram marcadas no gaster com tinteict@o final do experimento
3 e usadas posteriormente no experimento 4.

No experimento 5 que objetivou analisar a influardas rainhas parasitas
sobre a oviposicao da rainha hospedeira, esta isodada fisicamente das rainhas
parasitas, mas tubos plasticos foram conectadag @st copos plasticos de
poliestireno (Fig. 1), de modo que apenas substéneiolateis poderiam
influenciar na postura dessas rainhas. Considexaye se ocorrer interferéncia
da rainha deA. ameliaesobre a oviposicdo da rainha da subespécie hospedei
esta deve se dar especialmente por meio quimicoaefio das rainhas parasitas
estarem geralmente distantes fisicamente da hadspede jardim de fungo
(observagéo pessoal).

Para verificar se todas as fémeas da espécieitpagage ovipositaram
foram fecundadas, 30 dessas fémeas foram disseeadams espermatecas

examinadas.

TRATAMENTOS

1) Rainha hospedeira isolada (n=6)

2) Rainha hospedeira, com 7 operarias hospedeBagmeasitas (n=6)
3) Rainhas parasitas isoladas (n=20)

4) Rainhas parasitas com 8 operarias hospedekgmesitas (n=16)

5) Rainha hospedeira (n=5) e rainhas parasitabjn2£2; 1x2; 1x5: 1x2; 1x4

Tabela 1: Tratamentos no estudo comparativo de oviposica® m@énhas

hospedeira e parasita
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RESULTADOS

Periodo de revoada em laboratério e proporcdo sexDez colonias de
A. subterraneus subterranepsoduziram sexuados parasitas em abundancia, de
outubro a fevereiro resultando em drastica dim@wido fungo e até morte de
duas dessas colonias. Pequena quantidade dessesl@aexocorreu até maio.
Casais em copula foram observados no laboratoravedia-se que algumas
dessas fémeas sejam readotadas por suas colGstagjue o niumero observado
de fémeas parasitas no tratamento 4 — que ocolgamas semanas apos — foi
maior, em alguns casos, do que no tratamento Boguealizado semanas antes.

A proporcao sexual de fémeas aladas em relacaoracleos foi de 5:1.

Em 2005 nado foram observados vdos nupciais no dbdmw, fato
verificado em 2003 e 2004, entretanto alguns cdseasn observados copulando
no interior da colonia.

Em novembro de 2006 foi observada grande produgdonachos em
algumas colbnias. Durante esse periodo tambémbfereado que as operarias
hospedeiras transportavam machos vivos de denesmmja de fungo e da arena
para o lixo.

Reducdo do tamanho dos sexuad@s:tamanho dos sexuados dée
ameliaefoi significativamente menor do que da sua hospade subterraneus
subterraneus.

O tamanho do macho diferiu entkeameliag<7.0 mm) eA. subterraneus
subterraneus que tem quase 8.0 mnfF;10=137.60, P < 0.001) (Fig. 2). As
fémeas parasitas também apresentaram menor tan@mhaerca de 8.0 mm de
comprimento enquanto fémeas da hospedeira chegagmoximadamente 10.0
mm (R 17¢1071.2, P < 0.001) (Fig. 3). A reducdo no tamachmporal das
fémeas deA. ameliaeé menor que as maiores operariasAdesubterraneus
subterraneug~10.0 mm), havendo diferenga estatistica entre @ 19-921.07,

P < 0,001) (Fig.4)

Descricdo do aparelho reprodutor feminin® arranjo do aparelho
reprodutor é caracteristico daqueles observadoswutras formigas. E formado
por um par de ovarios, constituido por treze azguovariolos por ovario. Poucos

ovariolos apresentavam ovocitos desenvolvidos. @entl de ovocitos maduros
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por ovariolo era de apenas um. Oviduto comum, eagirespermateca foram
também visualizados. A volumosa espermateca quaexia, € transparente, mas
quando a fémea esta fecundada ela tem uma colopacdlmada. Como em todos
os Hymenoptera, os ovarios sdo meroisticos pattyéf No germario, em sua
porcdo apical estdo presentes as ovogoOnias queripastente se dividem
originando os cistos onde sao identificadas, alérovibcito, as células nutridoras
com nucleo desenvolvido e cromatina pouco conden@ad. 5b 5c). Na regido
do vitelario ja é possivel identificar os foliculesnstituidos pelas camaras
nutridoras e ovociticas, sendo as primeiras delohag por células foliculares
achatadas, enquanto na camara ovocitica estasstemaolunares.

As paredes dos ovidutos laterais e comum s&do fasgmbr uma
musculatura bem desenvolvida, revestindo um epitéimples de células
achatadas com nucleo com predominio de cromatindecsada. Internamente a
luz do oviduto € revestida por uma cuticula espapsasentando projecdes em
forma de espinhos em direcao a luz (Fig. 5a).

Comparacao da oviposicao de subterraneus subterraneu&. ameliaee
influéncia das operéarias parasitas sobre a postdas rainhas hospedeira e
parasita:

Fémeas dé. subterraneus subterraneusvipositaram significativamente
mais do que as daA. ameliae(F; 4= 149.04, P < 0.001) (Fig. 6). Enquanto as
rainhas da subespécie hospedeira sozinhas, odositaproximadamente 250
ovos guando isoladas em 16h, as rainhas parasiipssiiaram, na mesma
situacdo, menos de 100 ovos. Tanto as rainhasajaanbperarias parasitas nao
interferiram significativamente na oviposicdo danla hospedeira. Do mesmo
modo, a presenca das operarias de ambas pardspedeira ndo interferiu na
oviposicéo déA\. ameliagFig. 7).

Das 30 fémeas dealadas da parasita que oviposjtatd estavam
fecundadas, ou seja, com espermateca cheia demegpedides enquanto 10,
embora tivessem nos ovarios caracteristicas detig@m ovipositado, tinham
espermatecas vazias (Fig. 8). E possivel que os que essas fémeas colocaram,
tratavam-se de ovos tréficos, ou poderiam ser guesdariam origem a machos.

As demais (n=9) ndo tinham ovarios desenvolvidos.
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DISCUSSAO

A producdo de sexuados pAr ameliaedurante alguns meses do ano,
especialmente de outubro a fevereiro, leva ao mectla colénia e em alguns
casos a morte da mesma o que é comum em outras Mkkevold &
Boomsma, 2000; Bueno et al 2002). E provavel querportamento de retirada
de machos de dentro da camara de fungo e arenarmdgdamento seja uma
estratégia da espécie hospedeira para diminuipeedacao causada por eles ao
jardim de fungo uma vez que eles se alimentam mutfoi observado
comportamento semelhante éminsinuatorquando os recursos alimentares das
coldnias hospedeiras estavam em declinio (Bekke&@domsma, 2000).

Algumas fémeas virgens perderam suas asas e pEreram na colonia.
Isso sugere que essas fémeas colaboram com a @oodagnachos da colonia,
uma vez que os machos sao originados de ovos mlizddos em espécies
haplodipléides de acordo com (http://en.wikipedigéwiki/Johann_Dzierzon.
Acesso em 18/02/2007). Fémeas acasaladas foraratadad por sua colbnia-
mae, justificando o numero alto de rainhas em agunhos e a diferenca desse
namero entre os experiment@ados semelhantes foram observados na espécie
parasitaA. insinuator Essa espécie produz de duas a 36 descendéncias de
sexuados por ano e apos cessar a producao destesytamente, ha declinio dos
recursos alimentares na colonia (Bekkevold & Boomsg000). Estes mesmos
autores também observaram que ginas dealadasuanatin na sua coldénia-méae.

A mudanca no comportamento de cépula (inicialmeaptesentavam v6o
nupcial e posteriormente acasalamento dentro dbopirpode promover a
endogamia. Acasalamento intranidal € comum em aguespécies parasitas
sociais dos géneroEpimyrma, Teleutomyrmeg& Anergatessendo que, com
excecdo deEpimyrma spp., as outras ndo sdo endogamicas. Tais espécies
apresentam limitacdes morfofisiolégicas como: asdsazidas e baixa capacidade
de dispersédo (Gosswaltpud Dumpert, 1981; Buschinger, 1989), caracteristicas
que juntamente com a agregagcdo de ninhos sao rooitmns em parasitas
sociais. EmA. ameliae possivelmente o voo nupcial continua sendo radiz
normalmente no campo e ha menor readoc¢ao de raimhmasvez que os ninhos

estdo muito proOximos.
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A proporcao sexual baseada em fémeas, isto €, g@@onducdo de fémeas
aladas quando comparada ao numero de machos, dmar/ada erd. ameliae
€ caracteristica de algumas espécies parasitaaissotanto duldticas quanto
inquilinas. Em Epimyrma kraussee Solenopsis daguerred numero de rainhas
reprodutivas chega a ser trés vezes maior que maidbdos (Buschinger, 1989;
Calcaterra et al1999), maior producdo de fémeas também é enconéada
xene(Aron et al., 1999). O maior nimero de fémeas peda a uma competicao
entre machos irméaos (Bourke & Franks, 1995) e rabo®rra devido a poliandria,
pois, conforme Calcaterra et §1999) a proporcado sexual baseada em fémeas é
uma caracteristica decorrente da poliandria. Easgcteristica foi observada em
P. xeng(Aron etal., 1999) e acredita-se que ocorra®naaguerre{Calcaterra et
al.,1999). No entanto, a parasita so&iainsinuator acasala-se com um sé macho
ndo irmao, apos deixar o ninho por um curto perideddempo (Sumnest al,
2004). EmA. ameliaeo macho tem vesiculas seminais cerca de quatms\ez
tamanho da espermateca da fémea, o que do powistdeioldgico, possibilita
um macho néo apenas encher a espermateca, malkm@asassom mais de uma
fémea (Soares et al. em preparacao).

Formas sexuadas dA. ameliae s&o menores que o0s sexuados da
hospedeira\. subterraneus subterraneu& provavel, que a reducdo de tamanho
traga algum beneficio para a espécie, talvez poopmando aos imaturos se
desenvolverem mais rapidamente e com menos alimgudoos imaturos da
hospedeira. ErR. xenecujas pupas de machos e fémeas sao significatntame
menores que as pupas de sexuados da hospé&depggmaeaa reducdo de
tamanho é importante; em especial a reducdo nontemmdo macho, porque
operéarias da hospedeira identificam e destroemstoddmaturos machos da sua
prépria espécie (Aron et .al 2004). Em A. ameliae 0s sexuados sao
significativamente menores do que as maiores adpsrda subespécie hospedeira.

A grande diferenca na producdo de ovos ene subterraneus
subterraneuse A. ameliae estd diretamente correlacionada a morfologia do
aparelho reprodutor das espécies. Enquanto fémeasA.d subterraneus
subterraneusém aproximadamente 28 ovariolos em cada ovanoaca de 24
ovocitos maduros em cada ovariolo (Antunes .eR@D2), fémeas da. ameliae
tiveram menores numeros de ovariolos bem como deitog. Segundo Wilson

(1971) em formigas, o numero de ovariolos por @gaviaria de dois até 1300
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ovariolos, enquanto Chapman (1998) sugere um numenor para himenopteros
sociais que varia de 30 a 50. Diferencas entrententl de ovariolos de espécies
hospedeira e parasita foram verificadas tambémHma et al. (2001). Eles
observaram que as microginasklg¢uberculatuniém menor nimero de ovariolos
gue as macroginas; entretanto, nesse caso, o natmendcitos nao foi diferente
entre as fémeas, sugerindo que ambas tenham fdadedindividual similar
(Hora et al., 2005).

E provavel que o menor nimero de ovariolos e cy®@mA. ameliae
esteja relacionado ao estilo de vida parasita, @enagespécie necessita da forca
de trabalho da colénia hospedeira por apresentarernl de operarias muito
pequeno (aproximadamente 3,3%) e apenas a castpela@sias menores

O impacto negativo da presenca de fémeas repredugvoperarias da
espécie parasita sobre a rainha hospedeira eatéoreldo exclusivamente com a
producdo dos sexuados; colbnias parasitadag\pameliaeem laboratério ndo
produziram nenhum sexuado da espécie hospedeiraomtoario do que ocorre
com A. insinuator nesta espécie a casta operaria € essencial paogla@cao de
sexuados e suprime a reprodugcdo da rainha hosped&so significa que as
rainhas parasitas que ndo produzem operéarias gandale alcancar certo limiar
de producéo, terdo fitness zero. A proporcao mimienaperarias necessarias para
a producdo de sexuados é menor se ha mais do cueaurha parasita presente
(Sumneret al. 2003). Interferéncia negativa da espécie paréBitxeng sobre a
producdo de ovos e de operarias da rainha hospeBeipygmaeatambém foi
observada por Passerfial (2001). A presenca apenas das operarias hospedeir
de A. subterraneus subterraneufo interfere na oviposicdo como ja observado
por Marinho & Della Lucia (1998), assim como a prega das operarias parasitas
nao interferiu no niumero de ovosAleameliagFig. 7).

Em sintese, pode-se concluir qu&. ameliae possui sexuados
significativamente menores do que osAdesubterraneus subterraneus produz
namero de ovos significativamente menor que a fuimspe A presenca das
rainhas e, ou, operarias parasitas ndo influereimado negativo na producao de
ovos das subespécies hospedeiras, mas inibe acpmdle sexuados nessa

espécie.
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Fig. 1 Metodologia usada para separar fisicamente asasiparasitas e hospedeiras,

deixando o odor livre entre elas.
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Fig. 2: Comparacao do tamanho do corpo
do macho de A. subterraneus
subterraneus (hospedeira) é\. ameliae
(parasita) (ff19:=137.60, P < 0.001)
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subterraneus (hospedeirap de fémeas deA. ameliae (parasita)(Fi1 19~ 921.07, P <
0.001).
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Fig. 5: Aparelho reprodutor feminino d& ameliae. a) Oviduto comum: L: lamen; M:
musculo; setas: projecbes cuticulares em forma sginleo; EP: epitélio.b)
Germarium: PS: bainha peritoneal; seta preta: &upi®pria; N: ndcleo das células
germinativas; seta branca: nucleo das célulasqgbicares.c) Célula nutridora: PS:
bainha peritoneal; FC: células foliculares; N: eactias células nutridoras) Ovocito:

N: nacleo das células foliculares; YG: glandulasidelo. Escala: todas as figuras com
10 pm.
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Fig. 6 Numero de ovos postos pé: subterraneus subterraneus (hospedeirae A.
ameliae (parasita)F1 4:=921.07, P < 0.001).
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Fig. 7 Numero de ovos postos pér subterraneus subterraneus (hospedeirae A.
ameliae (parasita)em diferentes situagbes. (HOSP=rainha hospedei@SROP=
rainha hospedeira + operarias; PARA= rainha paaBIARAOP= rainha parasita +
operarias; HOSPPAR= rainha hospedeira + rainhgafssita (s)).
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Fig. 8 Estrutura parcial do aparelho reprodutor femindeAcromyrmex ameliae.
Onde: S= espermateca; OL= oviduto lateral; OV=ioy&= ovariolo.Escala: 0,5 mm
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Structure of the Spermatozoa of Acromyrmex
subterraneus subterraneusand of its social parasite
Acromyrmex ameliagdHymenopter a: For micidae: Attini)

Acromyrmex ameliaeand A. subterraneus subterraneus’s
sper matozoa

I.M.F.Soares"2 J.Lino-Neto® T.M. C. DellaLucia® & A. S. Pereira®

! Universidade do Estado da Bahia, Departamento diecEcéo, Campus VIII. Av. da Gangorra, 503, Bairro:
Alves de Sousa, Paulo Afonso -BA 48608-240. ilkaes@yahoo.com.br:

’Departamento de Biologia Animal, Universidade Fedile Vicosa. Av. P. H. Rolfs, Vicosa -MG. 36570-00
tdlucia@ufv.br;alicinhapereira@yahoo.com.br

3Departamento de Biologia Geral, Universidade FedleeVicosa. Av. P. H. Rolfs, Vigosa -MG. 36570-000
linoneto@ufv.br;

Key words:Acromyrmexspermatozoa, social parasitism.

* Author for correspondence.

57



Summary. Recent work has shown that the structure andstiitreture of spermatozoa provide
important distinction characters among Hymenoptspecies in addition to helping their
phylogenies. This can be particularly true in thedg of phylogenetic relations of social parasitic
ants whose genera are polyphyletic. This work wasdacted to analyze spermatozoa
morphometry of large and small malesfofameliaeand of A. subterraneus subterraneosales
searching for usable characters for taxonomy andogkny purposes. One hundred and eighty-
seven spermatozoa @f. ameliaeand 99 ofA. subterraneus subterraneugere measured and
photographed. The spermatozoa @&. subterraneus subterranease thin and long, with a total
length of 105 pm and nucleus of 9.5 pm. The dianisteonstant along the spermatozoon, except
at the end portion where it tapers abruptly. Theleus is very thin and tapers uniformly from the
basis.A. ameliag as well as its host, has long and thin spermatowith the head region easily
distinguished from the flagellum. The average langt A. ameliaespermatozoa was 91.3 um;
nucleus length was 7 um. Furthermore, the nucladsam approximately constant diameter, but

tapering abruptly from its anterior third portion.
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Introduction

The Formicidae includes approximately 11,000 dbedrspecies (Bolton, 1994) and is of
great economic importance, especially those ofdtiai tribe that comprises the leaf-cutting ants.

Social parasitism is the co-existence in the saest of two species of social insects, one
of which is parasitically dependent on the othebl(#tbbler & Wilson, 1990). Social parasitism, in
strictu senspoccurs only in the Hymenoptera, but not in athiiées. In leaf-cutting ants, the
number of social parasites is small; there are doly reports on the subject: Pseudoatta
argentinaandP. argentina platensjgparasites oAcromyrmex lundi2. Pseudoattasp., parasite of
A. rugosus rugosufDelabie et al., 1993); Acromyrmex insinuaterinquiline of A. echinatior
(Schultz et al., 1998) and Acromyrmex ameliganquiline of A. subterraneus subterraneasd
A. subterraneus brunneSouza et al., 2007).

Acromyrmex ameliaés a social parasite of the inquilinist type and tzafew minor
workers that are very similar to those of its hddte sexuals are smaller than those of the host
species; male size of that species ranges froto3(77 mm.

In general, species identification is based oeraal structural characteristics. However,
those can be modified along the time due to enui@mal conditions and the life history of the
individuals. Therefore, internal structures suchha&sspermatozoa may represent a valuable source
of characters for taxonomy, since they provide neegn-traditional data, of a more conservative
nature. Recent works have demonstrated that thetste and ultrastructure of the spermatozoa in
Hymenoptera are of such nature and can be of halpveloping species phylogeny (Lino-Neto &
Dolder, 2001; Zama et al., 2005). This is partidyldmportant in those social parasites of
polyphyletic genera such asAcromyrmexXSumner et al., 2004b).

This work had as its objective to analyze the mormetry of spermatozoa of small and
large males oAcromyrmex ameliaand of males of. subterraneus subterraneusearching for
characters that may be used taxonomically and ghyletically. The following hypotheses were
tested: 1. the range in size of the spermatozoas améd vary within the species although
differences may be found among males; 2. therectgar structural differences that allow

spermatozoa distinction between host and pargsieies.

Material and M ethods

Parasitized colonies d&. subterraneus subterraneugere collected in Paraopeba (MG, Brazil)
(19° 17'S; 44° 29'W) on October 6, 2003 and Noverhhe2004.

One hundred and eighty-seven spermatozoA.ameliaemales and ninety-nine .
subterraneus subterranewgere measured. The spermatozoa of small males (banchof large
males (8 mm) of the parasite were used in this fxgat. Seminal vesicles were dissected in a

solution of sodium phosphate buffer, pH 7.2 andbdrof sperm suspension were spread on clean
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glass microscope slides and fixed with a solutibd% paraformaldehyde. After drying at room
temperature, the preparations were observed wittbtEomicroscope (Olympus BX60).

To measure the nuclei, some slides were staine@Soninutes with 0.2 micrograms/ml
of 4,6-diamino-2-phenylindole (DAPI) in PBS, washemtd mounted with a 50% sucrose solution
(Lino-Neto et al., 1999). These slides were exathiaed photographed with an epifluorescence
microscope (Olympus BX60), equipped with a BP360-3Tm excitation filter. All the

measurements were made using the program ImageRroPI

Results

The spermatozoon &. subterraneus subterraneisslong and thin, measuring 105 (x 2.3) um in
total length and the nucleus is 9.5 (+ 0.7) unhmal$ a uniform diameter along its length, except at
the end, when it tapers abruptly (Figs. 1 and B¢ fucleus is very thin and tapers uniformly from
its basis (Fig. 3). As with its hosp. ameliaehas long and thin spermatozoa, with their heads
easily distinguished from their flagella (Figs. dda5). Larger males have spermatozoa that are
significantly longer (94 £ 7.9 um) than those ofadier males (90 + 6.2 um) {fe = 15.02,
P<001). On the average and for the parasite, tia¢ lBngth reached 91.3 um. The length of the
nucleus did not differ among larger and smallerawaWith an average of 7+0.7 um. The nucleus
diameter was approximately constant but taperedpdlyrbeginning at the anterior third (Fig. 6).

Both the entire length of the spermatozogF256.39, P<0.001) (Fig. 7) and the nuclei
(F1,602595.7, P<0.001) (Fig. 8) of the two species aerificantly different.

Discussion

The difference between the general morphology efsppermatozoa, in addition to their different
sizes, is very important for the distinction of ttveo species. The flagella &. subterraneus
subterraneugaper in the distal portion; being so thin, theynetimes break apart. Their ends
usually wind around themselves. In the parasiteispethe thickness of the flagella is the same
along the whole structure. The nuclei are cleaiffigiient and may be used to tell the species apart.
The elongate and thin shapes of the spermatozbatbfspecies are similar to those observed in
other Hymenoptera (Lino-Neto et al., 1999; Zamalgt2005) and especially in other ants (Lino-
Neto & Dolder, 2002). The length of the spermatzanges from 40 to 1500 pm in the
Hymenoptera. The few studied species of ants hadsiozoa lengths shorter than 200 um. This
has taxonomic value. If\tta bisphaericathe nuclear length has the same size asA.in
subterraneus subterraneuslowever, spermatozoa lengths are smaller, megsatoout 80 pum.
The spermatozoa @olenopsis invictaneasure only 70 um and their nuclei, interestinggyl3
pm long; they are the longest already reportedimvitie Formicidae (Lino-Neto & Dolder, 2002).
Although the size of the spermatozoa/of ameliaeis significantly different between
small and large males, from a biological standpitifg possible that such a difference, being so

small (less than 5%) does not imply a competitiomoag these cells, because the size varies in a
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single individual. As a result, larger than averagermatozoa may be found in small individuals,
as small spermatozoa are common in large individiNdb correlation is found between body size
and spermatozoa length.

Most of the works dealing with insects showingrspetozoa size dimorphism (Civetta,
1999; Baer et al., 2003) have shown that only longgermatozoa are found in female's
spermatheca; they are, therefore, those resporfsibfertilization of oocytes. The differences in
length of spermatozoa in a same individual or dviduals of different species are in general due
the flagellum, region where mitochondria are lodaded whose function is supplying energy, and
axoneme, responsible for movement. Therefore, thasight that longer spermatozoa reach first
the spermatheca, filling it, because they are bettgipped and produce more energy. The 5%
difference in size between spermatozoa of large smdll males is not sufficient to produce
spermatic competition ii\. ameliae However, the difference in body size of the indiials
(larger males with 8 mm and small males with 5 mis)irectly proportional to the size of the
organs, including those of the reproductive systspecially testicles, seminal vesicles and
accessory glands. There is no doubt that smaltbviduals produce less spermatozoa and lesser
secretion of accessory glands. It is also knowh $harmatozoa quantity is very important for an
efficient copulation, specially in social insecis, which case females copulate only once and
fertilize their oocytes for years from those speomaa stored in their spermatheca. It is also well
established that the secretion from the glands pkmeral and important roles in the female
reproduction. InA. ameliaethe larger males have seminal vesicles about dstithe size of the
female’s spermatheca. From the biological standpbis allows the male to fill the spermatheca
and also to copulate with several females. Thisuldn behavior has been discussed in some
species of ants, including leaf-cutting ants of genusAcromyrmex(Boomsma et al., 1999;
Boomsma et al., 2005).

In ants the reduction of the number of matinggesy common (Strassmann, 2001). In
Attini, however, it can be seen that more derivpdcges copulate more than twice (Boomsma et
al., 1999; Villesen et al., 2002Acromyrmex echinatigrhost of Acromyrmex insinuatormates
with approximately 2.23 males (Bekkevold et al.99p whereas its parasite copulates with a
single unrelated male, after leaving the nest feln@t period of time (Sumner et al., 2004a).

From what was seen, it can be concluded that sgemmon is an additional
distinguishing character betwedn subterraneus subterraneasd A. ameliae The size of the
males may be a factor in the choice for a fematmbse it expresses other characteristics, as for
instance larger survival opportunities. Small maleewever, have the same capacity of
fertilization of larger males. Due to the charastigs of its seminal vesicles and spermatheca, it

may be thought thak. ameliaecopulates only once.
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Fig. 3 Phase contrast of the Acromyrmex subterraneus subterraneus spermatozoon.
Nucleus (n) and flagellum (f). Scale bar: 10 um.

Figs. 4 and 5 DAPI staining of the nucleus of Acromyrmex subterraneus subterraneus
spermatozoa. Scale bars: 10 um and 3 pum, respectively.
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Fig. 6 Phase contrast of the Acromyrmex ameliae spermatozoon. Nucleus (n) and
flagellum (f). Scale bar: 10 um.

Fig. 7 and 8 DAPI staining of the nucleus of Acromyrmex ameliae spermatozoa. Scale
bars: 10 um and 3 um. resnectivelv.
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CAPITULO 4: ACEITACAO DE RAINHAS DA PARASITA SOCIAL
Acromyrmex ameliae POR COLONIAS HOSPEDEIRAS DE Acromyrmex
subterraneus subterraneus (HYMENOPTERA: FORMICIDAE) E
DISCRIMINACAO DA PROLE EM COLONIAS PARASITADAS.

INTRODUCAO

O sucesso do parasitismo depende tanto da hallidadainha parasita
entrar quanto de permanecer no ninho. Para issofese de substancias quimicas
por algumas glandulas exerce um papel fundamdRéahhas dePolyergustém
um feromdnio em sua glandula de Dufour para reduzgressao das operarias
quando elas atacam a rainhaFdemica. Imediatamente apds a morte da rainha
hospedeira suas operdrias iniciam “grooming” caristaa rainha parasita. As
mandibulas da rainha deormica sdo separadas e continuamente a rainha de
Polyergustoca a hipofaringe exposta da rainha morta. Tabga o meio mais
eficiente de ser aceita pela colonia, pois na @dadsem rainha, as agressoes das
operarias hospedeiras resultam na morte da ra®lgergus Isso sugere que
durante os atos de lamber e mordiscar a rainhaetesp, a rainha parasita
adquire uma ou mais substancias que a tornam nuagael (Topoff &
Zimmerli, 1993).

Uma das glandulas mais estudadas em parasitisnal éog glandula de
Dufour, que se apresenta hipertrofiada nas espéuaessitas (Holldobler &
Wilson,1990). Os acetatos liberados dessa glanduia parasitas tém uma
importante fungdo nos ataques dos ninhos, atuam@o cm persistente sinal de
alarme que atrai as dulGticas, mas causa panidsperda as defensoras. Esse
comportamento foi denominado de “propaganda”. Egdadula tem diferentes
funcdes na ordem Hymenoptera. Nas formigas estdciagda a producdo de
feromoénios de apaziguamento, de alarme, recrutamaiiha e atracdo sexual;
producdo de substancia propaganda, atracdo endieidimos, marcagcdo de
territério, entre outros (Billen, 1993; Brandt & 2006). Em abelhas n&o sociais
a glandula de Dufour produz substancias cimentantedrofobicas para o ninho,
atrativos sexuais, substéncias de reconhecimentrcagiores de ninho, e
ferom6nio de trilha (Abdalla & Cruz-Landim, 200INlas espécies sociais as

rainhas produzem feromonios de marcacédo de ovasppavenir que eles sejam
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comidos por operérias durante a inspecdo de po@uasin et al., 2002). Nas
vespas as substancias estdo associadas a nutaigéd, Idefesa de ninho,
marcadores de ovos, atracdo do macho durante alavesto, reconhecimento
de ninho etc. (Billen, 1986).

Em Polyergus brevicepe contetdo da glandula de Dufour age como um
ferombnio de apaziguamento, diminuindo a respog@saiva das operarias
hospedeiras. Consequentemente, a glandula de Duliounui em tamanho
depois que a parasita € adotada pelas operaripsdesas (Mori et al., 2000).

Rainhas da parasita social tempordiathriomyrmex syriugsisam tanto
estimulos visuais quanto olfativos. Diferentes dgerarias que sao de cor
marrom — claro, as rainhas dessa espécie sdo gswa assemelham com a
rainha hospedeira. Elas exudam pelas glandulas ana substancia que tem o
mesmo cheiro exalado por operariasidpinoma(Lloyd et al., 1986).

Um dos principais elementos na organizagdo dostogissociais é a
habilidade de discriminar as companheiras de néawpaoheiras (D’Ettorre &
Heinze 2001). Reconhecimento de companheira é tipicameatdfestado pela
rejeicdo de intrusos, preferencialmente se est&® dsansportando imaturos
(Lenoiret al. 1999).

Acredita-se que o reconhecimento se da atravésndedaiulo” especifico
comum denominado “odor gestalt” ou “odor da colbaiae cada membro possui
(Crozier & Dix, 1979). Esses rotulos sdao usados pam individuo para
diferenciar-se de outros pela comparacdo com éleript o ‘gabarito’ (Lenoir et
al., 2001). O gabarito € dado pelos hidrocarbonetesemtes na cuticula (HCCs)
dos membros da coldnia.

Um odor mais ou menos uniforme entre individuosi@ mesma colbnia
€ mantida gracas aos comportamentos marcantes setosnsociais, que sédo a
trofalaxia e o ‘grooming’. Esses comportamentosniem a transferéncia de
hidrocarbonetos cuticulares (HCs) da glandula pésdeana (PPG) para a
superficie do corpo. Boulast al.(2004) mostraram que operarias@Cemponotus
fellah isoladas por pouco tempo (3-10 dias) de suas @dpguando retornavam,
apresentam intenso ‘allogrooming’ (lambedura emiferentes individuos) e
trofalaxia. Esses comportamentos tém sido inteadoet como um modo de

readquirir rapidamente o odor da colbnia. Nessanmaesspécie o isolamento
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afeta o reconhecimento e altera seu perfil de H@Gdzav-Gozanskyet al.,
2004).

Logo ap0Os a emergéncia, 0s jovens sao destituealzbtancias quimicas
cuticulares. Esta auséncia foi denominada por lerati al (1999) de
“insignificancia quimica”. Este curto estagio ndcio da vida adulta € seguido
por um periodo de “integracdo quimica” quando oatimos sintetizam HCCs
proprios e adsorvem compostos quimicos de suasardrepas ou de material do
ninho para integrar a col6nia gestalt (Lenoir gt1#199).

As interagdes quimicas foram mais estudadas emasedpainhas de
Polistes sulcifer parasita ddPolistes dominulysséo capazes de distinguir entre
odores das espécies hospedeiras e nao hospedeiaas “dicas” quimicas
utilizadas por elas sdo principalmente cheirosid@guros, seguidos de material
dos ninhos (Cervo et al., 1996).

Este trabalho objetivou (1) investigar a aceitagéaainhas parasitas por
colonias ndo parasitadas, associando-se a istawdg maturidade ovariana e o
status reprodutivo (fecundidade) das mesmas; (2grebr quais 0s possiveis
comportamentos das rainhas hospedeira e parasid@dg se encontram pela
primeira vez; (3) estudar a morfologia da glandidaDufour de rainhas parasitas
e hospedeiras e a atratividade das secrecdoes d&ssdula, tanto para os
membros da prépria espécie quanto para hetero@epsrci(4) investigar 0s
hidrocarbonetos cuticulares na hospedeira e nasifmrsocial; (5) verificar se
operarias hospedeiras e parasitas tém capacidatiectdeninar sua prole.

MATERIAL E METODOS

Colbnias parasitadas e nao parasitada#\.dsubterraneus subterranetdigram
coletadas na Fazenda Itapoa de propriedade da V &ldvestal Ltda.,, em
Paraopeba — MG (19° 17'S; 44° 29'W), em 6 de ootér2003 e 11de novembro
de 2004. A area era coberta com plantioEdealyptus camaldulensis.

As colbnias foram mantidas em laboratorio a 24°2°@ e a 68% * 4%
U.R. e alimentadas com folhas de alfeneikggistrum japonicun) e acalifa

(Acalipha wilkesiana
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Experimento 1: Aceitacdo de rainhas parasitsgomyrmex ameliaem
coldnias pequenas recém coletada\deomyrmex subteraneus subterraneus:

Nesse experimento, hipotetizou-se que o grau deridatle ovariana bem
como a fecundidade da gina parasita influenciammaaaseitacdo por operarias de
coldnias ndo parasitadas da espécie hospedeira.

Cinco ginas dealadas foram oferecidas a cada uroance col6nias dé.
subterraneus subterraneusssas colonias, com 100 a 300mL de jardim dedfung
haviam sido coletadas em Vicosa (MG), trés semanéss dos testes. Apos a
colocacao da gina parasita na arena de forrageardentada ninho, a reagao das
operarias foi observada durante 30 minutos. Vint@uatro horas apos o
oferecimento das ginas, estas eram retiradas ecdidas para verificar o estado
da espermateca e o grau de desenvolvimento ovariano

Experimento 2: Interacdo entre rainhas hospedeg@srasitas

Em experimento subseqliente, objetivou-se descreger possiveis
comportamentos exibidos por ambas as rainhas, tieisae e parasitas, em seus

encontros iniciais. Trés testes foram realizadogozcme a Tabela 1:

Testes Encontros de Rainhas
1 Hospedeira e parasita companheiras de ninho (n=1)
2 Hospedeira (colonia parasitada) e parasitas w&gpanheiras de
ninho (n=1)
3 Hospedeiras (colonias ndo parasitadas) e parasitacompanheiras
de ninho (n=6)

Tabela 1: Tratamentos realizados para observar as reacOegmideas A.

subterraneus subterranee\. ameliaeem no primeiro encontro

As rainhas foram colocadas em placas de Petri (80da diametro) e
observadas por 1h; durante este periodo foram ogaidbs seus atos
comportamentais exibidos.

Experimento 3: Estudo da morfologia interna dasngidas de Dufour e
esternais dé\. ameliaeede A. subterraneus subterraneus

Este experimento teve o objetivo de descrever dotogia das glandulas
de Dufour e esternais para posterior estudo datividede de secrecdes

produzidas por essas glandulas e que poderiam res@iando a aceitacdo de
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rainhas parasitas, conforme a literatura. Emboré&raismlhos ndo se refiram as
glandulas esternais como envolvidas no parasitisetes estdo intimamente
associadas a glandula de Dufour e suas secrecodipaédas para o exterior
pelo mesmo orificio (Billen, 1993), fecundadas Aleameliaee duas rainhas
fecundadas d@. subterraneus subterranefram dissecadas e as glandulas de
Dufour foram retiradas para o estudo da sua maialinterna. As glandulas
foram fixadas em Bouin, onde permaneceram por 2¢ls esse periodo, elas
foram desidratadas utilizando-se concentracfeseamess (70%, 80%, 90% e
95%) de etanol durante dois minutos em cada corggEt. Apos a fixacao,
procedeu-se a embebicdo em resina JB-4. As sedu8tsogicas foram
realizadas com espessugarbe foram coradas com hematoxilina e eosina.

Experimento 4: Atratividade das secre¢Oes das gleasdde Dufour de
rainhas A. ameliaee A. subterraneus subterranesgbre operarias e rainhas
hospedeiras e parasitas:

A hipétese testada neste caso era que as secag@d@ndula de Dufour
poderiam estar agindo como feromoénio de apaziguemesduzindo a agressao
pelas hospedeiras ou desencadeando comportamenttprolgaganda’ nas
colonias (D’Ettorre et al., 2000; Brandt et al.0gD

Desse modo, glandulas de Dufour de rainhas virgefescundadas da
parasita e de rainhas acasaladas da hospedeim fetmadas e colocadas em
tubos eppendorfs com 2Q0 (glandulas das parasitas) e 4@0(glandulas da
hospedeira ) de agua ultrapura para maceracao.

Fragmentos de papel filtro com aproximadamente?foram embebidos
em cada extrato para serem usados nos testes. €umnole, utilizou-se o papel
filtro do mesmo tamanho embebido apenas em aguguit.

Foi realizado um total de vinte repeticdes em aada das situacdes (1)
colonias deA. subterraneus subterranepsrasitadas e (2) subcolbnias apenas
com rainhas parasitas. No primeiro caso, a0 meaos rainha parasita foi
retirada da massa de fungo e colocada na aremardgdamento.

Os papéis eram mergulhados no macerado e coloaa@osrena de
forrageamento. Os comportamentos foram observados momento em que as

formigas ndo eram mais atraidas para eles.
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Nos experimentos realizados exclusivamente comhaai estas eram
colocadas em placas de Petri (90 mm de diametropbgervadas por
aproximadamente 20min. Neste caso, foram feitaabservacoes.

Experimento 5ldentificacdo dos componentes cuticulares:

Este experimento objetivou identificar os composjoe estdo presentes
na cuticula de larvas, operarias e rainhas hossdeiparasitas. Hipotetizou-se
que nos individuos parasitas a quantidade de sudistadeveria ser menor que
nas hospedeiras, devido a insignificancia quimiga tpcilitaria a entrada e
permanéncia da espécie parasita na colénia hosaedei

Os extratos foram obtidos mergulhando-se os indoddem um béquer
com hexano, agitando-se, a cada 5min, as opesgdaasada 15min as rainhas, até
1h. As larvas foram mergulhadas por apenas 2mibg(@d&2). O material coletado
foi injetado em cromatdgrafo gasoso acoplado acatspmetro de massas
(CG/MS) Shimadzu QP5000, usando uma coluna capélailica fundida (30 m x
0,25 mm x 0,25 um) contendo um filme de 95% de tisilexano e 5% de
difenil (Equity-5 fase estacionaria, Equity). Héla utilizado como gas carreador
(fluxo linear de 1,6 mL/min., pressao na colunal@é kPa). O espectrometro de
massas foi ajustado para fazer varreduras de magsatr denz 29 até 470 para
a analise de hidrocarbonetos e mi& 29 até 600 para derivados de dimetil
disulfito (DMDS). Em todas as analises a tempeaatiar interface do CG/EM foi
mantida a 270 °C. A temperatura inicial do forniodi® 60°C por 3,0 min., elevada
até 270 °C a uma taxa de 8,0 °C/min., e mantida tesperatura por 30 min. Os
dados dos derivados de DMDS foram obtidos na mestiaa Equity-5, sendo a
temperatura inicial do forno de 100, elevada até ZZ a uma taxa de 10,0
°C/min., e mantida por 40 min. Aliquotas de 1pLafor injetadas (modo
“splitless”), conforme Attygallet al. (2006), com modificacdes.

Os derivados de DMDS foram formados conforme preeide descrito
(Buseret al 1983; Attygalleet al. 1996). Desta forma, foi adicionada ao extrato
hexéanico de operarias (300 uL), uma solucdo de eévdaeter dietilico destilado
(10 pL; 5%) e dimetil disulfido destilado (200 pRldrich Chemicals). As
misturas das rea¢fes foram colocadas no escutersperatura ambiente por 18
horas. Em seguida, estas foram descolorizadas «@®w & trés gotas de uma
solucdo de tiosulfato de sodio (5%), e os produtasfase organica foram

extraidos com 200 pL de hexano e repetido mais dezss com 300 pL. Este
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extrato foi evaporado com,Mité a completa evaporagdo do hexano. O residuo foi

redissolvido com 600 pL de hexano.

Individuos N° de individuos / Quantidade do| Tempo no
amostra hexano ) hexano

Rainhas hospedeiras 1 500 60 minutos

Rainhas parasitas 5 500 60 minutos

Operérias 80 1000 60 minutos|

Larvas 80 1000 2 minutos

Tabela 2 Quantidade de individuos e hexano usados paradeestos

componentes cuticulares.

Experimento 6: Capacidade de discriminacao da prole

Neste ensaio, testou-se a hipdtese de que as iapet@rspedeiras e
parasitas sdo capazes de discriminar suas resgeptivies.

A metodologia usada foi a semelhanca de Sumnetl. ¢2@03). Foram
usados cinco tratamentos (Tabela 3), com 30 ré&gstipor tratamento. Foram
utilizadas operarias de trés colbnias, sendo qae dstavam parasitadas (colénias

5 e 14) e uma néo (coldnia 4).

Tratamentos Origem das Origem das larvas
operérias
1 Hospedeira (colénia §) Hospedeira (coldnia 5)axaBita (coldnia 5)
2 Hospedeira (colénia 4) Hospedeira (coldnia 4)axaBita (coldnia 5)
3 Parasita (col6nia 14) Hospedeira (col6nia 4) ¥afita (col6nia 5)
4 Hospedeira (colénia §) Hospedeira (coldnia 4)axaBita (coldnia 5)
5 Parasita (col6nia 14) Hospedeira (col6nia 5) Kafita (col6nia 5)

Tabela 3: Tratamentos realizados para observar a capacttadescriminacdo da

prole, mostrando as diferentes combinacdes de geilarvas.

As colbnias parasitadas foram separadas com, pahosncinco meses de
antecedéncia, em subcolbnias contendo somentearlimgpedeira ou rainha (s)
parasita (s), para se ter certeza da origem da,laigto que sob microscopia

Optica elas sdo muito semelhantes.
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Béqueres de vidro de 50 mL foram divididos em charses por uma tela
na posicdo vertical. Em cada lado foi colocada lemga da hospedeira ou da
parasita. Algoddo com agua e mel na proporcao tidol:colocado em cada
compartimento para alimentacdo das operarias. Apgslocacdo da operaria, 0
béquer foi coberto com filme plastico perfurado apananter a umidade
proveniente do algodao umido que foi colocado selmeOs comportamentos das
operéarias (antenacdo, lambedura, ficar sobre a,lagui denominado cuidado
com as larvas) foram observados a cada 4h (9h,178he 21h). Os dados foram

avaliados estatisticamente utilizando teste Binben2o de probabilidade.

RESULTADOS

Experimento 1: Aceitagdo de rainhas parasifasameliaeem colbnias
pequenas recém coletadasAlesubterraneus subterraneus:

Quatro rainhas das cinco oferecidas foram mutilpétss operarias, tendo
partes dos apéndices (pernas e antenas) arrancajmenas uma rainha com
ovario desenvolvido e fecundada ndo foi mutiladataBEainha penetrou no
interior da col6nia e permaneceu no jardim de fupgo aproximadamente 20
minutos. Apds esse tempo, saiu e tentou voltar mewée ao jardim, mas as
operarias ndo mais permitiram sua entrada. Apesaygdessao era permitido as
ginas ficarem na arena, mesmo no dia seguinteieio io experimento, quando
foram retiradas. No entanto, a aproximagao ou @atdas mesmas na camara que
continha fungo néo era aceita.

Apos disseccao verificou-se 0s seguintes estégiosaturidade:

e Duas fémeas tinham ovarios desenvolvidos e estavpuiadas;

e Uma apresentava ovario ndo desenvolvido e ndosestpulada;

e Uma tinha seu ovario desenvolvido, havia efetyamkiura e ndo estava
copulada;

e Na ultima, o ovario estava pouco desenvolvidonéatinha copulado e
nem apresentava sinal de oviposicao.

Nos casos em que ovos sao ovipositados por fém&ascopuladas,
possivelmente conforme tem sido observado na tlitexgHolldobler & Wilson,

1990; Gobin et al, 1999) eles se desenvolverdo aohos.
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Experimento 2: Interacdo entre rainhas hospedeg@srasitas

Foi observado que quando ocorreram 0s encontra® @ainhas de
colénias parasitadas companheiras de ninho, ou rméosequéncia de
comportamentos € mais simples, ndo havendo agressé® elas (Fig. 1), fato
observado em todas as situacdes no que diz respastencontros de rainhas
parasitas com rainhas de colbnias ndo parasitd&dabertura das mandibulas, a
mordida e, numa Unica circunstancia, a mutilacdamindices (patas e antenas)
revelaram queA. subterraneus subterraneumsio reconheced. ameliaecomo
companheira (Fig. 2), nos primeiros minutos desenlacdes, mas ao final de 1h,
a rainha hospedeira ja aceitava a proximidade cmaimba parasita.

Em todas as observacdes a aproximacao inicigefopre feita pela rainha
parasita, em poucos minutos (1-3 minutos), e no dasrainhas de colbnias néo
parasitadas a aproximagao ocorreu, em alguns @@&s85 num tempo superior a
14 minutos. A antenacdo, comportamento associadoeemnhecimento, é o
primeiro ato observado entre as rainhas, indepéadeta situacdo. O
“autogrooming” também foi observado varias vezespeeialmente quando as
rainhas entravam em contato direto (antenacgao).

Em todos os casos, ao final do tempo das obsersaed aproximagdes
entre as rainhas ocorreram com estas ficando pdigudares (n=1), paralelas
com cabecas direcionadas para o0 mesmo lado (nelpastas (n=2); ou ainda
com a rainha parasita sobre a hospedeira (n=1penaa com a hospedeira com a
cabeca sobre o térax da rainha parasita (n=1).(Eig<).

A tentativa de ficar sobre o dorso da rainha hdspa foi observada
varias vezes e, com maior freqiiéncia, nos encontnwsrainhas de colénias néao
parasitadas. Nos casos em que houve maior agoes$vpor parte da hospedeira,
observou-se que quando este comportamento oc@siaainhas hospedeiras
tornavam-se muito mais agitadas o que levava aagdedrainha parasita; o
mesmo nao ocorreu quando eka subterraneus subterraneggie permanecia
sobreA. ameliae O posicionamento da rainha parasita sobre aadwkpedeira
ou, em alguns casos, o contrario também foi obderean outros experimentos
nos quais as rainhas estavam juntas.

Experimento 3: Estudo da morfologia interna dasngldlas de Dufour e

esternais dé\. ameliaee A. subterraneus subterraneus:
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N&o foram observadas diferengcas entre as glandidaBufour deA.
ameliae e A. subterraneus subterrangambém néo foram verificadas diferencas
destas glandulas entre fémeas virgens e acasaladas.

As glandulas de Dufour tém formato de péra e aptam epitélio simples
de células cubicas revestidas por cuticula finagideo ativo se apresentou bem
desenvolvido com cromatina descondensada. O céimalacidoéfilo tinha aspecto
homogéneo.

As glandulas esternais apresentaram o mesmo aspett as espécies
estudadas, mas nas ginas fecundadas havia acumuabatdrial no citoplasma, o
gue néo se observou em ginas virgens.

Experimento 4: Atratividade das secrecOes das gleasdde Dufour de
rainhas A. ameliaee A. subterraneus subterranesgbre operarias e rainhas
hospedeiras e parasitas:

Foi observado que apenas as secrec¢Oes da glatellafour de fémeas
acasaladas tém efeito atrativo, sendo que essaividade foi exercida
especialmente sobre as operarias. Quando o expgomii realizado
exclusivamente com as rainhas, estas ndo forandadrgara o papel filtro
impregnado com o extrato. No entanto, observouige & rainhas parasitas
apresentaram comportamento de repeléncia (elaaviomse agitadas e iam em
direcdo oposta ao papel) em relacdo ao odor libgpatb macerado da glandula
de Dufour da hospedeira. Quanto a rainha hospedsita ndo foi atraida pelo
extrato, exibindo comportamento de imobilidade. ortamento semelhante foi
verificado nos experimentos feitos na arena dag@amento. Nesse caso, apos 0
contato das operarias com o papel filtro que cbatias secrecdes da hospedeira,
ao encontrarem de imediato a rainha parasita,aglessentaram comportamento
agressivo, de abertura de mandibulas e, em algueaas, mordiam as pernas da
rainha parasita. Esses comportamentos agressiv@gadu cerca de 2 a 3
segundos.

Quanto a reacdo das operarias na arena de fomagea observou-se que
0s compostos da glandula de Dufour da rainha hegpefdram mais atrativos as
operarias hospedeiras que 0s compostos da rainasitpaAs operarias parasitas
foram atraidas exclusivamente para o papel fitnpregnado com extratos da

glandula déA. ameliae.
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Em subcolbnias em que existiam apenas as rairdrasifas, observou-se
o transporte do papel filtro que continha as séa®cla glandula de Dufour de
subterraneus subterraneysara a massa de fungo, pelas operarias hospedeiras

Experimento 5ldentificacdo dos componentes cuticulares:

Foram identificados os seguintes varios hidrocaetmm saturados (C13,
C15, C16, C17, C18, C22, C23, C25, C26, C28) nasobss estudadas. No
entanto, as rainhas hospedeiras apresentaram mamero e quantidade de
hidrocarbonetos (C13, C15, C16, C17, C18, C22, C25, C26, C28) do que as
rainhas parasitas (C15, C18, C22) de mesma co(biga 3a). Destacando-se 0
C16 nas fémeas hospedeiras e 0 C1&eameliae.

Todos os hidrocarbonetos saturados encontradosramalsas parasitas
estavam presentes nas hospedeiras.

Resultado diferente foi observado em relacdo aacdat operarias e
larvas. Nesses casos, a parasita teve maior numeerguantidade de
hidrocarbonetos saturados, com destaque para qq@2&presentou quantidade
expressiva em relacdo aos demais (Figs. 3b e 3c).

Experimento 6: Capacidade de discriminacao da prole

Os dados demonstraram que tanto as operarias aszeduanto as
operarias parasitas atendem aos imaturos das dpésies (Fig. 4). Na espécie
hospedeira, houve acentuada preferéncia (P< 0@5)nmaturos coespecificos
companheiros de ninho (Figs. 4a e b). Quando fonpiela a escolha entre uma
larva companheira de ninho parasita e outra nd@anheira, mas coespecifica
foi verificada acentuada preferéncia por opergpassitas oriundas da mesma
colonia (Fig. 4c).

No que se refere as operarias parasitas, obsergaeselas tém nitida
preferéncia (P < 0.05) por larvas coespecificagedatdo as hospedeiras quando
estas ndo sao oriundas do mesmo ninho (Fig. 44, quando as larvas séao
provenientes da mesma colbnia, ndo ha diferencaifisagiva (Fig. 4e),
revelando, desse modo, baixa capacidade de disagamo.

Na figura 4a observa-se que a preferéncia pelea lggarasita vai
diminuindo a medida que aumenta o tempo de isolam&esultado semelhante
€ observado na figura 4d. Neste caso, observaida preferéncia das operarias

parasitas por larvas coespecificas nos primeirc&rios de observacéao (100% as
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9h e 13h do tratamento 3). Esta preferéncia dingom o aumento do tempo de

isolamento.

DISCUSSAO

A defesa da col6nia é claramente efetuada pekrsuoas e a aceitagdo ou
nao da rainha parasita é determinada por esta. ¢adependente da origem da
rainha, a agressividade foi muito baixa, mas noeemgento de aceitacdo de
rainhas o comportamento agressivo das operariasntoio acentuado, com
mutilacdo das fémeas independente do seu estadmatieridade sexual. E
provavel que a alta agressividade das operariggaesiacionada ao tempo de
fecundacéo das rainhas fertilizadas, uma vez gueefmitida a uma delas entrar
no jardim de fungo por quase 20 min. A casta o0 tempo de invasdo de
ninho sao fatores importantes e ja conhecidos gomalinsetos. As operarias de
Polistes dominulusiceitam a nova rainha paradRalistes nimphusgjuando esta
chega seis dias apds a emergéncia das operaria® @el., 2004). Lenoir et al.
(2001) demonstraram que rainhas Rlerufescengpassam por um periodo de
insignificancia quimica apos a fecundacdo o quditta@ tomada do ninho.
Algumas horas apos a fecundacao essa caractedgtealida e a rainha dulética
é agredida.

Na interacéo entre rainhas a aproximacéo foi seefptaada pela parasita
e alguns comportamentos essenciais de reconhecinferam observados: a
antenacao e o “autogrooming”. Conforme Della Lwatial (2001) a intensidade
da inspecdo depende obviamente da familiaridadesidass detectados. Se, por
exemplo, se tratar de uma formiga intrusa ela @osger violentamente atacada.

O “allogrooming”, considerado essencial na acedadg rainhas parasitas
como ja verificado nas espécies duldticas, (Leebal, 1999; Lenoir et al., 2001;
D’Etorre et al, 2000; D’Etorre & Heinze, 2001) ném observado durante os
experimentos, provavelmente porque o tempo foiocarttalvez por estarem as
rainhas isoladas das operarias. O “autogroomin@l’ eRis associado a limpeza,
mas também tem seu papel no reconhecimento quapds, a trofalaxia, os
hidrocarbonetos da glandula pés faringeana sédoaaols na cuticula (Lenoir et
al, 1999). Conforme esses mesmos autores, quaradofdumigas se encontram

elas podem ja se reconhecer a uma distancia muti@ (-2 cm), mas geralmente
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contatos fisicos sdo necessarios; logo, a antertagéle a ser o contato primario.
O tempo de antenacdo também € maior quando oddnds ndo sdo do mesmo
ninho ou estdo separados por longos periodos (D&hhenoir, 1998). A
hostilidade obedecerda a um gradiente de respostapqde ir da aceitacdo a
ataques de extrema violéncia (Vilela & Della Ludia93).

O comportamento de subida ao dorso da hospedwiraiphas parasitas e
a maior rejeicdo dele em rainhas de col6nias néaspadas, especialmente as
mais agressivas, pode estar relacionado a um ctanpemto inicial de a rainha
parasita sujeitar a rainha hospedeira. Alternater#ey pode representar um
comportamento precursor do ja observado em in@asilimais derivadas de
tamanho reduzido e sem casta operaria, cdmleutomyrmex schneideque
permanece todo o tempo sobre a hospedateamorium caespitupou ainda,
um comportamento de protecdo da rainha parasitafagiita ter acesso a
articulacdo cabeca-térax e corta-la como visto spg@es duloticas (Holldobler
& Wilson, 1990; Toppoff & Zimmerli, 1993).

A posicao invertida das rainhas em alguns casas, eagontrada, tanto
guando uma estava sobre a outra ou na placa, tséy@zmportante no momento
da invasdo da col6nia, pela liberagdo de compostasidos das glandulas
abdominais (Dufour, esternais, de veneno), indegreied ou mais provavelmente
associados, importantes no apaziguamento da rawg@edeira. Ndo se conhece
trabalhos que tenham analisados os efeitos dosastagpdessas glandulas sobre
rainhas. No experimento de atratividade dos comopa$s glandulas de Dufour,
em que os testes foram realizados exclusivamemeramhas ndo se observou
qualquer reacdo da hospedeira. Isto pode aconpergue 0S compostos nao
tiveram efeito, ou por eles funcionarem como umon@e acalmar a rainha
hospedeira. Isso foi reforcado, quando ao final alaservagbes das interagbes
entre rainhas, todas elas permaneceram proximasofimias ja parasitadas e
50% se afastaram quando os encontros se deramagpadeiras de colbnias ndo
parasitadas. Estes resultados talvez expresseme pagle ocorrer naturalmente
em campo no que diz respeito as taxas de parasitiEm inquilinas, esta taxa é
muito baixa: menos de 1% das colbnias coletadaPassera em 30 anos estavam
parasitadas; em populacdes infestadas, essa &@-%# das colbnias (Passera
et al., 2001). Sumner et al. (2004) também obtivevalores parecidos: 44% de

coldénias parasitadas em campo @arinsinuator Menor ainda é a taxa de
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parasitismo déolyrhachis lamasobreDiacammasp.: menos de 9% (Maschwitz
et al., 2004).

As glandulas de Dufour das espécies estudadasaéuteristicas comuns
as de outras formigas. A presenca da cuticularfinatra-se como resultado da
sua origem ectodérmica (Billen et al., 1984). O lemiccom cromatina
descondensada revela que havia producdo de substamc que pode ser
confirmado com os resultados dos testes de conmpenta feitos no experimento
de atratividade das secrec¢des das glandulas deiDufo

Apesar de nao terem sido observadas diferencagl@adulas de Dufour
entre ginas virgens e acasaladas no que diz respeitamanho e a morfologia
interna, ao contrario do apresentado em espécieasif@s sociais, como
Polyergus rufescengMori et al, 2000; Grasso et al, 2005)Apis mellifera
capensigSole et al., 2002), foram observadas diferencasodgortamento das
espécies, quando em contato com 0s compostossdgldaidulas, dependendo do
estagio reprodutivo das fémeas.

Operarias deA. subterraneus subterraneussdo atraidas pela rainha
parasitaA. ameliaee é provavel que compostos da glandula de Dufmam
algum papel nesta atratividade. Sabe-se que oaerédeFormica aceitam a
rainha intrusa devido ao feromoénio de apaziguamerdduzido pela glandula de
Dufour (Mori et al., 2000). Nao apenas substangigignicas sdo responsaveis
pela atracdo de operarias hospedeiras por rainhaasifas, mas também
caracteristicas morfolégicas. E provavel que o tdroaleA. ameliae um pouco
menor que as operarias maiores da hospedeiraidagisua aceitacdo, pois na
massa fungica a distingcdo das duas é dificultadarafhas ddBothriomyrmex
sirius, além de apresentarem a mesma substancia de alzameoperarias
hospedeiras do génefapinoma também sdo da mesma cor destas operarias
(Lloyd et al., 1986).

Foi observado que a maior atratividade dos compoda glandula de
Dufour € exercida dentro da propria espécie, amaifivdo que a composicdo €
espécie especifica como ja observado em outrasigasm(Billen et al, 1983;
Billen, 1993). Também se observou neste traball®oagglandula de Dufour esta
realmente associada ao parasitismo social, umgueas operarias parasitas sao
atraidas exclusivamente para os compostos. deneliae enquanto os de ambas

as rainhas atraem as operarias hospedeiras mesma@okmias orfas. O
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comportamento de repeléncia apresentadddpameliaequando exposta ao odor
da hospedeira, talvez seja um indicio de que eétadgla tenha um papel
importante no reconhecimento entre 0os membros dénieo na espécie
hospedeira, pois a atratividade entre individuama das funcdes dos compostos
da glandula de Dufour (Billen, 1993).

E provavel que, além dos compostos eliminados pandglas para
facilitar a invasdo da col6nia pela rainha parasitsua posterior permanéncia,
menor quantidade de compostos cuticulares tenhgqmoriémcia nesses processos,
como evidenciado no experimento de identificacA@a®postos cuticulares de
rainhas hospedeiras e parasitas companheiras #e. nihenor quantidade de
hidrocarbonetos cuticulares ja foram observadosspécies parasitas duldticas
(D’Ettorre et al., 2002) e recentemente na ingaifn insinuator(Lambardi et al.,
2007).

Maior quantidade de compostos cuticulares em dpsré larvas dé\.
ameliaeé muito diferente do que se esperava encontrae Bedque a cuticula
mais rugosa e pilosa das operéarias parasitas téa@li maior retencdo dos
hidrocarbonetos cuticulares do que a cuticulades operarias hospedeiras. No
que diz respeito as larvas maiores investigacodazsm necessarias, uma vez
que Lambardi et al. (2007) observaram que as raiataperarias d&. insinuator
tém menores quantidades de hidrocarbonetos cutsylalém de apresentarem
alcenos de maior peso molecular diferentes da degpé\. echinatior.

Operarias hospedeiras e parasitas sdo aptas anilisersua prole, sendo
que esta capacidade é maior é&msubterraneus subterrraneupprque estas
preferem nitidamente larvas coespecificas compeashale ninho as larvas
parasitas. Ja as operariasAleameliaediscriminam bem as larvas coespecificas
das larvas hospedeiras apenas quando estas saédagride ninhos diferentes.
Este resultado é semelhante ao observadoAenmsinuator inquilina de A.
echinatior (Sumner et al., 2003) quando em contato com lahspedeiras e
parasitas provenientes de diferentes coldnias.

A clara preferéncia da operaria hospedeira de @Id&0 parasitada por
larvas da sua prépria colbénia (Fig. 4b) e ndo péefga (Fig. 4c) leva a crer que,
a maior aceitacdo dos imaturos parasitas esteja rakicionada a questdo do
companheirismo de ninho do que da atratividadelataas. Embora as analises

quimicas preliminares tenham mostrado maior numeroquantidade de
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hidrocarbonetos nas larvas parasitas, estes néogmarser suficientes para torna-
las mais atrativas. Outros trabalhos realizadosesabeitagéo de prole tiveram
resultados semelhantes. Araujo et al (1996) obsmrvgue larvas e pupas Ata
sexdens rubropilos@mdo companheiras de ninho eram rejeitadas e qaetau
maior o tempo de isolamento dos imaturos homocai®maior era a rejeicao.
Também Johnson et al (2005) verificaram que maianaro de ovos foi cuidado
por operarias heteroespecificasFmica que ovos da espécie escravagRtia
breviceps Entretanto, Souza et al (2006) verificaram dweomyrmex laticeps
nigrosetosusao discriminam a prole concolonial de prole e$taan

Os resultados deste trabalho evidenciaram queormbd numero de
operarias parasitas seja reduzido e apresente diroasta, as operarias parasitas
tém capacidade de distincdo da sua prole e deasfzar enquanto as operarias
hospedeiras, embora tenham preferéncia por suaaraiprole, aceitam a espécie
parasita. Esta caracteristica, associada ao coanpemto passivo das rainhas
hospedeiras em relacdo as rainhas parasitas, dgenange substancias nao
definidas no trabalho e oriundas da glandula deoldufestdo associadas a

aceitacéo da rainha parasita no ninho hospedeiro.
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Figura 1: Fluxograma dos encontros entre rainhas de colgaiparasitadas.O
guadrado com linhas e pontos refere-se ao Ultinmpostamento observado; os
guadrados que estao sendo indicados por setaptlaseeferem-se aos contatos
diretos observados (H= rainha hospedeira e P=agahasita).
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Figura 3: Quantidade de carbonos encontrados nas castaaimigaR operarias minor e
larvas deAcromyrmex subterraneus subterraneus e Acromyrmex ameliae. A: FH14
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Fig. 4: Escolha por operariasA¢romyrmex subterraneus subterraneus e
Acromyrmex ameliae) de larvas hospedeiras (barras escuras) e pardbdaas
claras). Os dados foram avaliados estatisticametilizando Teste Binomial a
5% de probabilidade. Na figurs Operarias bspedeiras (col6nia 5) que escolheram
entre larvas hospedeira (colbnia 5) e parasitadf@l5) (P < 0.05)B: Operérias
hospedeiras (colénia 4) que escolheram entre ldmapedeira (colbnia 4) e parasita
(colénia 5) (P < 0.05)C: Operarias hospedeiras (colénia 5) que escolheram kmvas
hospedeira (col6nia 4) e parasita (col6nia 5) @059);D: Operarias parasitas (colonia
14) que escolheram entre larvas hospedeira (cof)regparasita (colénia 5) (P < 0.05); e

E: Operarias parasitas (colonia 14) que escolherare &nvvas hospedeira (coldnia 5) e
parasita (colénia 5) (P=0.089).
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3. DISCUSSAO GERAL

A espécieAcromyrmex ameliae €, de fato, inquilina deAcromyrmex
subterraneus subterraneus e deA. subterraneus brunneus. E uma parasita social
qgue apresenta a casta das operarias menores e gliterencia das operarias
hospedeiras da mesma casta, por apresentaremgdaléoioracdo mais escura e
corpo mais piloso e rugoso, a distancia bulla-éspio da glandula metapleural
maior que a dé. subterraneus subterraneus.

Em A. ameliae foi reforcada a possibilidade de se usar a glandul
metapleural como carater de diferenciacao entreadps parasitas e hospedeiras,
COmo ocorreu enA. insinuator e A. echinatior (Sumner et al. 2003).

A glandula metapleural € menor nas operarias pasagsio que nas
hospedeiras. Assim, é provavel que seja o maioo ke infecgcbes na parasita o
que a leva a usar a coldnia hospedeira.

Rainhas deA. ameliae séo significativamente menores que as operarias
maiores da subespécie hospedairaubterraneus subterraneus, mas ao contrario
das operérias parasitas, as rainhas apresentagulgi@metapleurais maiores que
as das rainhas hospedeiras. Na verdade, o res@vadgssas glandulas nas
rainhas parasitas leva a crer que elas produzans muafibidticos contra
patdgenos. E possivel que essas rainhas figuem terajso expostas quando
procuram ninhos das hospedeiras, dai esse maioanteam da glandula
metapleural. No entanto, resta saber se um grasgevatorio implica em maior
producao de antibidticos.

Neste trabalho foi observado que tanto as raigoasto as operarias de
A. ameliae, ao contrario, de outras inquilinas comoinsinuator (Sumner et al.
2003) eP. pygmaea (Passera et al., 2001) n&o interferem de modufisigtivo
na producdo de ovos, mas inibem a producéo de dexwka espécie hospedeira.
A inibicdo de sexuados causa impacto extremamesgjativo sobre a colonia,
pois impede que a hospedeira se reproduza. Esteéfahuito interessante e abre
uma perspectiva de controle biolégico, como ja @eeentecendo corBolenopsis
daguerrei que tem sido considerada potencial candidata @arrole bioldgico
das formigas lava-péssqlenopsis spp.) nos Estados Unidos (Calcaterra et al.,
1999).
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Além disso, a espécie parasita produz tamanha igadet de sexuados
que leva ao declinio e algumas vezes a morte dmieolObservou-se que a
espécie hospedeira tenta diminuir o impacto negatev producdo em massa de
sexuados parasitas ao retirar machos da massagtedlarena de forrageamento.

A postura de ovos poA. ameliae é feita tanto por fémeas fecundadas
guanto ndo fecundadas e provavelmente, estes s®jasnque dardo origem a
machos, porque investir em reprodutivos € maisgiaso em termos bioldgicos
para a espécie do que produzir ovos troficos.

Quanto maior a quantidade de caracteres de difegdm entre espécies
hospedeiras e parasitas, mais parcimoniosa se &ofi@genia do grupo. Desse
modo, a clara diferenca na morfologia dos espemdates deA. subterraneus
subterraneus que possui espermatozoéides mais longos (105 pmAgameliae
(91,3 um) representa um dado a mais para separdinassespécies. Além do
tamanho total de tais células, foram observadasreti€as no nudcleo dos
espermatozoides dos machos hospedeiros. Estesame@ifspum; sdo muito finos
e afilam uniformemente desde a base. Ja na egmp@@isita, 0 nucleo apresentou
comprimento médio de 7um e um didmetro aproximad&meonstante, mas
afilando abruptamente a partir do terco anteriesdecleo.

RainhasA. ameliae tomaram a iniciativa de aproximacdo quando em
primeiro contato com a rainha hospedeira. Rainhascalénias parasitadas
aceitam a presenca de outra rainha parasita senc@xide comportamentos
agressivos. Ja rainhas Alesubterraneus subterraneus de coldnias ndo parasitadas
foram mais agressivas quando encontraram rainheasif@es; apdés algumas
interacdes, esta agressividade diminuiu e a apapdm foi aceita na metade dos
encontros E provavel que estes testes revelem o que acontenwimente em
condicOes naturais: a tolerancia de colbnias fasa8s novas rainhas parasitas e a
nao aceitacdo de algumas coldnias ao parasitismo.

A entrada e posterior permanéncia na colénia ppace parasita devem
ser mediadas por caracteres morfolégicos (menoarthno), mas especialmente
por caracteres quimicos, que devem atuar especigdnsebre as operarias, uma
vez que é esta a casta responsavel pela invasfoeyiséncia da colbnia.

Rainhas A. ameliae apresentaram menor quantidade e diversidade de
hidrocarbonetos cuticulares do que as rainAassubterraneus subterraneus
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companheiras de ninho. E provavel que esta cafstitarassim como o tempo de

invasdo da colbnia apés o acasalamento tenham té@mg@ no sucesso da

aceitacado da rainha parasita. Secrecdes das gidmdiiDufour de fémeas virgens
nao exerceram atracao sobre operarias hospedemasgstas foram atraidas para
secrecOes de fémeas parasitas acasaladas.

As secrecdes das glandulas de Dufour sdo impeglamb parasitismo
social deA. ameliae, uma vez que as operarias parasitas ndo forardadrpor
compostos dessas glandulas da espécie hospedeisapperarias hospedeiras
foram atraidas tanto para as secrecfes\.dibterraneus subterraneus quanto
para as deA. ameliag; a atracdo maior se deu pelas secre¢cdes das gainha
coespecificas.

As operarias hospedeiras foram capazes de disenraiprole, preferindo
seus proprios imaturos; no entanto, a preferénsia enais relacionada as
companheiras de ninho, do que exatamente aos wsataespecificos.

As operéarias parasitas tiveram baixa taxa de idis@cdo de prole
coespecifica. Isso s6 aconteceu quando os imatwans oriundos de diferentes
colonias.

Além destes pontos foi reforcado o quanto a pubgiorna as espécies
vulneraveis.Acromyrmex subterraneus subterraneus tem poliginia priméaria. Ha
relatos de até sete rainhas em uma col6nia joveta dabespécie (Della Lucia et
al., 1991). Embora seja a readocédo de rainhasopo rfais acentuado que leva ao
parasitismo social, ndo se deve descartar a p@aiginmaria, pois colénias de
espécies ddtta, fundadas por haplometrose sdo mais resistendegitacdo de
individuos de outras colbnias, e até o momentohumencaso de parasitismo
social foi registrado neste género.

Este trabalho contribuiu com o0 aumento da compéedss estudos de
comportamento e parasitismo social, mostrando gpécies parasitas tém
biologias diferentes, além de se comportarem desir@ndistintas mesmo dentro
de um mesmo género, como acontece gommeliae e A. insinuator, sugerindo
desse modo, como ja evidenciado pelo estudo dgefila das parasitas sociais
Pseudoatta sp. e A. insinuator (Sumner et al., 2004) que o parasitismo pode ter

evoluido independentemente.
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4. CONCLUSOES GERAIS

Acromyrmex ameliae é inquilina de Acromyrmex subterraneus
subterraneus e de A.subterraneus brunneus e possui a casta das operarias
menores.

As operérias da parasita apresentam, além daacé@lmrmais escura e
corpo mais piloso e rugoso, a distancia bulla-éspio da glandula metapleural
maior que a dé. subterraneus subterraneus. O tamanho da glandula metapleural
€ menor nas operarias da espécie parasita quarspécie hospedeira.

A morfologia dos espermatozéides é carater dengési entre as espécies
hospedeira e parasita.

A entrada e posterior permanéncia na colonia pelasga devem ser
mediadas por caracteres morfolégico (menor tamaalgo)micos.

A fecundacdo, assim como o tempo de invasdo danieolépos o
acasalamento, tém importancia no sucesso da aeiacrainha parasita.

E provavel que as secrec¢des das glandulas de Digitiam importancia
no parasitismo social d& ameliae.

A espécie parasita inibe a producdo de sexuados. dribterraneus
subterraneus.

A producado excessiva de sexuados parasitas lede@mio e algumas

vezes a morte da colonia hospedeira.
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