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RESUMO

SOUZA, Ana Lucia Biggi de, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de
2007. Estudos genéticos e comportamentais em espécies de Wasmannia
(Hymenoptera: Formicidae). Orientador: José Eduardo Serrdo. Co-orientadores:
Lucio Antonio de Oliveira Campos e Mara Garcia Tavares.

Wasmannia auropunctata (Roger, 1863) (Myrmicinae) é um dos principais
problemas nos cacauais das regides sudeste e sudoeste da Bahia, Brasil, devido as
suas ferroadas poderosas. Wasmannia sp. aff. rochai pode ser confundida como W.
auropunctata no campo. Este estudo foi desenvolvido com o proposito de
caracterizar W. auropunctata e W. sp. aff. rochai dos pontos de vista genético e/ou
comportamental, a fim de distinguir populacbes de ambas as espécies. Foram
analisados a estrutura genética de populagdes nativas de W. auropunctata e W. sp.
aff. rochai, o caridtipo e a marcacdo cromossdmica heterocromatica de W.
auropunctata, e a agressividade intercolonial e interespecifica entre operéarias de W.
auropunctata na sua regido de origem. Marcadores moleculares RAPD
(polimorfismo de DNA amplificado ao acaso) permitiram a distincdo entre as
populacbes de W. auropunctata e W. sp. aff. rochai, e a analise da variabilidade
genética de populacGes destas espécies provenientes do Brasil (estado da Bahia) e/ou
da Guiana Francesa. As distancias genéticas entre as populacdes de W. auropunctata
e W. sp. aff. rochai (55,8 — 71,4%) evidenciam a diferenciacdo genética entre as
mesmas. As elevadas distancias entre as populacdes de W. auropunctata da
Ceplac/llhéus (26,8 — 34,6%), assim como entre as demais populagdes de Ilhéus em
relacdo as da Ceplac/llhéus (23,3 — 40,8%), podem ser justificadas relacionando-se
esta informacdo com a existéncia de comportamentos agressivos entre operarias de
W. auropunctata ndo companheiras de ninho da regido sudeste da Bahia, 0 que
reflete a estrutura multicolonial nesta espécie em areas nativas de Ilhéus. O elevado
polimorfismo (99,5%) e os valores das heterozigosidades estimadas (llhéus: 0,407,
Jequié: 0,415; Guiana Francesa: 0,386) sugerem que as populacdes de W.
auropunctata oriundas da faixa que vai da Guiana Francesa ao sudeste da Bahia
(Ilhéus) localizam-se no centro geografico da area de dispersdo desta espécie. O
estudo citogenético conduzido com populagBes de W. auropunctata revelou um
cariotipo de 2n = 32, sendo dez pares metacéntricos (M) e seis pares acrocéntricos

(A). Um dos bragos das crométides irmas do décimo par foi positivo para CMA; e



laranja de acridina, sugerindo a ocorréncia de regides organizadoras de nucléolo. A
regido pericentromérica da maioria dos cromossomos e algumas partes dos nucleos
interfasicos foram marcadas com DAPI. Este é o primeiro registro citogenético para
uma espécie de Blepharidattini. Os testes de agressividade entre operarias de W.
auropunctata de col6nias distintas e entre operarias de W. auropunctata frente a
operarias de Pheidole sp., provenientes dos estados da Bahia (Ilhéus) e Minas Gerais
(Vicosa), demonstraram que operarias de W. auropunctata foram mais ou igualmente
agressivas nos confrontos intercoloniais do que nos interespecificos. Os dados
mostraram que o0s confrontos intercoloniais mais agressivos ocorreram entre
operarias de W. auropunctata geneticamente distantes, como confirmado pelo estudo
molecular realizado com algumas das col6nias utilizadas nos confrontos. Sendo
assim, assume-se que W. auropunctata apresenta estrutura multicolonial na sua
regido nativa e que outras espécies de formigas podem coexistir com ela ha mesma

area, desde que os seus limites territoriais sejam mantidos.



Xi

ABSTRACT

SOUZA, Ana Lucia Biggi de, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February,
2007. Genetic and behavioral studies in species of Wasmannia
(Hymenoptera: Formicidae). Adviser: José Eduardo Serrdo. Co-Advisers:
Lucio Antonio de Oliveira Campos and Mara Garcia Tavares.

Wasmannia auropunctata (Roger, 1863) (Myrmicinae) is the main problem in
cocoa plantations in the Southeast and Southwest regions of Bahia, Brazil, due to its
painful stings. Wasmannia sp. aff. rochai may be misidentified as W. auropunctata in
the field. This study was performed to characterize the genetic and behavioral
patterns of W. auropunctata and W. sp. aff. rochai, in order to distinguish
populations of both species. The genetic structure of native W. auropunctata and W.
sp. aff. rochai populations, the karyotype and heterochromatic chromosomic staining
of W. auropunctata, and the intercolonial and interspecific aggressiveness between
workers of W. auropunctata in the its region of origin were analyzed. Random
amplified polymorphic DNA markers (RAPD) was a usefull tool for the distinction
among the populations of both Wasmannia species, and the analyses of genetic
variability of native W. auropunctata and W. sp. aff. rochai populations from Brazil
(state of Bahia) and from French Guiana, in the former species. The genetic distances
among populations of W. auropunctata and W. sp. aff. rochai (55.8 — 71.4%) reflect
the genetic difference among them. The high genetic distances among the W.
auropunctata populations from Ceplac/llhéus (26.8 — 34.6%), as well as among other
populations from Ilhéus in comparison to Ceplac/llhéus (23.3 — 40.8%), may be due
the existence of aggressive behavior between conspecific non-nestmates of W.
auropunctata from Southeast region of Bahia, reflecting that this species has a
multicolonial structure in native areas from Ilhéus. The high polymorphism (99.5%)
and the values of estimate heterozygosities (Ilhéus: 0.407; Jequié: 0.415; French
Guiana: 0.386) suggest that W. auropunctata populations from French Guiana to the
Southeast region of Bahia (Ilhéus) may be situated in the geographic center of
dispersal area of this species. The cytogenetic study of W. auropunctata showed a
karyotype of 2n = 32, with ten pairs of metacentric (M) and six pairs of acrocentric
(A) chromosomes. One chromosome arm of sister chromatids of pair ten was
positive for CMA; and acridine orange, suggesting the occurrence of nucleolus

organizing regions. The pericentromeric region from many chromosomes and some



xii

portions of interfasic nucleus were DAPI positive. This is the first cytogenetic report
for a species of Blepharidattini ants. The aggressiveness tests among W.
auropunctata workers of distinct colonies and among W. auropunctata workers and
Pheidole sp. workers, from Bahia (Ilhéus) and Minas Gerais (Vigcosa), showed that
W. auropunctata workers were more or equally aggressive in the intercolonial
confrontations than in the interspecific ones. The data showed that the more
aggressive intercolonial confrontations occurred among W. auropunctata workers
distant genetically, as confirmed for molecular study carried out in the same colonies
used in the confrontations. Therefore, W. auropunctata has multicolonial structure in
its native region and other species of ants may coexist with it in the same area, since

territorial limits remain.



1. INTRODUCAO GERAL

Wasmannia auropunctata (Roger, 1863) (Myrmicinae: Blepharidattini) é uma
formiga amarelo-avermelhada de 1,5 mm que apresenta antena de 11 segmentos,
com clava antenal de trés segmentos, um par de espinhos no epinoto e € equipada
com ferrdo (Delabie, 1988). A cabeca e o torax sdo esculturados com estrias e sulcos.
Os pélos corporais sdo longos e esparsos. O pedicelo, entre o térax e o gaster, tem
dois segmentos, o peciolo e o pds-peciolo (Wetterer & Porter, 2003).

Aspectos gerais da biologia de W. auropunctata foram estudados por Ulloa-
Chacon & Cherix (1988, 1989) em condi¢6es de laboratorio, sendo determinados 0s
estagios de desenvolvimento da casta operaria e a duracdo do ciclo bioldgico: ovo
(nove dias), larva (17 dias), pupa (11-12 dias), totalizando 35 dias de ovo a adulto. A
fecundidade das rainhas indica uma alta taxa de oviposi¢do: 599 + 193 ovos por
rainha/12 semanas. O periodo de vida das rainhas é de aproximadamente um ano.

A distribuicdo geografica de W. auropunctata é ampla, sendo encontrada na
Argentina (Kusnezov, 1952), Venezuela (Goitia et al., 1992), Brasil (Delabie, 1990),
Porto Rico (Smith, 1936; Torres, 1984), Jamaica (Wheeler, 1908), Costa Rica e
Panamé (Tennant, 1994). Esta espécie foi introduzida em ilhas do Pacifico, como na
Nova Caledénia (Fabres & Brown, 1978) e em Galapagos (Clark et al., 1982; Lubin,
1984; La Vega, 1994), no México (Horvitz & Schemske, 1984), Estados Unidos
(Spencer, 1941; Fernald, 1947), Canada (Naumann, 1994) e em paises africanos,
como Camardes (Bruneau de Miré, 1969) e Gabdo (Wetterer et al., 1999). Em 2004,
ela chegou a Israel (Abraham Hefetz, comunicacdo pessoal).

Wasmannia auropunctata nidifica em diferentes habitats, em climas semi-
aridos a Umidos (Spencer, 1941; Kusnezov, 1952), mas prefere condigcdes de
umidade elevada (Lubin, 1984). Seus ninhos sdo geralmente estabelecidos ao nivel
do solo, proximos a superficie e localizam-se sob pedras, por entre folhas caidas no
chdo, em galhos ocos, tocos podres (Clark et al., 1982; Torres, 1984; Naumann,
1994), em torno de raizes, em cavidades de plantas (Spencer, 1941; Ulloa-Chacon &
Cherix, 1988), sob os “tapetes” de bridfitas e cascas grossas das arvores, e sob as
bases das folhas de palmeiras (Wheeler, 1908; Kusnezov, 1952; Fabres & Brown,
1978).

Wasmannia auropunctata é oportunista e polifaga, alimentando-se de “seiva”

(honeydew) eliminada por insetos sugadores (Spencer, 1941; Clark et al., 1982),



materiais vegetais (sementes, flores e folhas) (Clark et al., 1982; Torres, 1984),
néctar floral e extra-floral (Lubin, 1984), uma grande variedade de presas
(artrépodos, gastropodos e anelideos) e insetos mortos (Spencer, 1941; Kusnezov,
1952; Torres, 1984). Nas residéncias humanas, as formigas desta espécie sdo atraidas
por gordura ou material oleoso (Fernald, 1947). Por ser polidémica, ou seja, formar
ninhos fragmentados, de forma que uma mesma col6nia é distribuida por varios
ninhos (Wetterer & Porter, 2003), e devido ao seu sistema de recrutamento massal,
W. auropunctata é capaz de encontrar e explorar um grande numero de fontes
alimentares, localizando-as mais rapidamente do que outras espécies de formigas.
Além disso, ela produz aloménio que impede 0 acesso de outras espécies ao alimento
(Meier, 1985; La Vega, 1994). Este alom6nio € o alquilpirazine produzido pelas
glandulas mandibulares, que também € utilizado como feroménio de defesa e de
alarme (Howard et al., 1982).

As colbdnias de W. auropunctata sdo frequentemente poliginicas (Smith,
1965; Fabres & Brown, 1978; Delabie, 1988; Ulloa-Chacon & Cherix, 1989), isto €,
na mesma coldnia coexistem duas ou mais rainhas que pdem ovos (Holldobler &
Wilson, 1990). As jovens rainhas podem ser fertilizadas no proprio formigueiro
(Ulloa-Chacon & Cherix, 1989).

A estrutura colonial focalizando a unicolonialidade e multicolonialidade em
W. auropunctata foi estudada por Errard et al. (2002), Le Breton et al. (2004) e
Errard et al. (2005). Na estrutura unicolonial, existe uma auséncia de comportamento
agressivo entre individuos de diferentes ninhos de uma mesma espécie, sendo que
esta tolerancia facilita a troca de individuos de ninhos distintos, o que néo significa
gue exista auséncia de reconhecimento colonial, de modo que a abertura da
sociedade unicolonial tem certos limites (Passera, 1994; Tsutsui & Suarez, 2003). J&
na estrutura multicolonial ha ocorréncia de comportamento agressivo entre nédo
companheiros de ninho (Le Breton et al., 2004).

Wasmannia auropunctata é considerada praga em situacdo de desequilibrio
ecoldgico, causando danos agricolas (Delabie & Cazorla, 1991; Souza et al., 1998) e
sendo responsavel pelo deslocamento da fauna nativa de formigas (Clark et al., 1982;
Lubin, 1984; Meier, 1994). No entanto, em floresta tropical primaria, onde vive
naturalmente ela ndo é dominante como ocorre em ambientes alterados (Levings &
Franks, 1982), coexistindo com diversas espécies de formigas (Tennant, 1994). Esta

formiga € nativa da zona Neotropical (Passera, 1994) e foi acidentalmente



introduzida em varias regides do mundo (Fernald, 1947; Lubin, 1984), tendo sido
espalhada pelo trafego comercial (Kempf, 1972).

Grande parte dos estudos com W. auropunctata trata sobre o seu potencial
invasivo (Clark et al., 1982; Abedrabbo, 1994; La Vega, 1994; Meier, 1994;
Ambrecht & Ulloa-Chacon, 2003), uma vez que ela é uma formiga *“vagabunda”
(tramp ant) (Holldobler & Wilson, 1990; Passera, 1993, 1994) e pertence a categoria
de espécies invasoras (McGlynn, 1999). Segundo Holldobler & Wilson (1990),
formigas “vagabundas” sdo caracterizadas por serem poliginicas, unicoloniais, cujos
ninhos se multiplicam por brotamento, dispersarem-se pelo mundo atraves do
transporte humano e viverem em intima associa¢do com estes. Passera (1993, 1994)
complementou esta definicdo acrescentando que as formigas “vagabundas” séo
pequenas, com casta de operarias estéreis e que apresentam uma redugdo ou auséncia
de voo nupcial. McGlynn (1999) faz uma distingdo entre formiga “vagabunda” e
formiga invasora. Ele argumenta que as “vagabundas” tendem a ocupar nichos
vazios quando colonizam novos ambientes, raramente deslocando as espécies
nativas, ja as espéecies invasoras competem com as formigas nativas, afastando-as, e
monopolizam seus recursos alimentares.

Wasmannia auropunctata apresenta um conjunto de caracteristicas que
contribuem para o0 seu sucesso ecoldgico, podendo ser citada a sua capacidade como
colonizadora, capaz de aproveitar-se de alteracbes temporarias em certos
ecossistemas e a de deslocar algumas espécies de formigas de seus nichos de origem,
utilizando, entdo, os lugares de nidificacdo, como ocorre com Pheidole williamsi, ou
por competicdo alimentar, como com Dorymyrmex albemarlensis nas Ilhas
Galapagos (Lubin, 1984). Neste sentido, W. auropunctata pode ser classificada como
uma formiga invasora.

Tentativas de erradicacdo tém sido efetuadas visando controlar a incidéncia
de W. auropunctata nas regiGes aonde se tornou praga, como na llha Santa Fé, em
Galdpagos (Abedrabbo, 1994). Estudos feitos com horménios reguladores de
crescimento (Ulloa-Chacon & Cherix, 1990; Ulloa-Chacon & Cherix, 1994) e
substancias quimicas a base de Amdro (Williams & Whelan, 1992) tém permitido a
formulacéo de iscas visando o seu controle.

A presenca de W. auropunctata em determinados ecossistemas e cultivos
situados na sua area de distribuicdo nativa ndo tem ocasionado apenas efeitos

negativos, mas também positivos. Em plantagdes de cacaueiros de Barlovento,



Venezuela, a presenca desta formiga ndo so favoreceu a polinizacdo das flores em
46%, agindo diretamente como polinizador ou inter-atuando com os polinizadores,
como também contribuiu para a diminuicdo da incidéncia do inseto fitdéfago
Selenothrips rubrocintus Giard (Thripidae) (Goitia et al., 1992). Em uma floresta
tropical do México, as inflorescéncias da planta Calathea ovandensis (Marantaceae)
visitadas por W. auropunctata foram as que mais produziram sementes, embora esta
formiga néo tenha efetuado a dispersdo das mesmas (Horvitz & Schemske, 1984).

Estudos sobre a estrutura populacional de W. auropunctata tém sido
realizados com o uso de marcadores moleculares. Fournier et al. (2005a)
investigaram a estrutura genetica de populagbes nativas e introduzidas de W.
auropunctata com microsatélites e detectaram namero de alelos e heterozigosidade
esperada superiores em populacdes nativas da Guiana Francesa do que em
populagdes introduzidas da Nova Caleddnia. Fournier et al. (2005b) encontraram
diferenciacdo genética elevada entre genotipos de rainhas de W. auropunctata de
ninhos distintos da Guiana Francesa, embora dentro de cada ninho as rainhas
pertencessem a uma mesma linhagem genética, sendo produzidas através de
reproducdo clonal, pelo mecanismo de partenogénese telitoca apomitica (producéo
de fémeas a partir de ovos dipléides por mitose, sem meiose). Machos idénticos
também foram encontrados, tendo sido sugerido que foram produzidos através da
eliminacdo do genoma materno de ovos diploides, na tentativa de compensar a
diminuicdo do “fitness” dos machos provocado pela producéo de rainhas idénticas
(Fournier et al., 2005b). Em populagdes introduzidas de W. auropunctata da Nova
Caled6nia, Foucaud et al. (2006) detectaram a ocorréncia de eventos raros de
reproducdo sexuada no sistema de reproducao clonal, levando a producdo de novas
linhagens clonais derivadas, de forma que o genoma de rainhas e machos nao é
estritamente separado um do outro como ocorre na Guiana Francesa, sugerindo que
parte das rainhas é produzida por partenogénese telitoca automitica (ocorréncia de
meiose, sendo a diploidia restaurada pela fusdo de dois ovocitos) e que os machos
resultam da fertilizacdo de 6vulos “vazios”, em que falta o material gendmico
materno, produzidos por um numero limitado de rainhas.

Marcadores RAPD (polimorfismo de DNA amplificado ao acaso), uma das
derivagdes da PCR (reacdo em cadeia da polimerase), tém sido amplamente
empregados em estudos genéticos com populagdes de insetos (Hoy, 1994; Ferreira &

Grattapaglia, 1998), sendo Uteis para o estudo da variabilidade genética de



populacbes de himendpteros eussociais, que geralmente apresentam baixa
variabilidade (Wilson, 1971; Shoemaker et al., 1992), permitindo a deteccdo de
numerosos polimorfismos. Os fatores que contribuem para esta baixa variabilidade
envolvem os alelos em genomas hapldides, os quais estdo sujeitos a um alto nivel de
selecdo, o pequeno tamanho efetivo da populagédo associado a haploidia dos machos
e a ocorréncia de taxas de recombinacdo reduzidas. Além disso, o endocruzamento e
a estabilidade das condi¢cdes ambientais no ninho também sdo causas da baixa
variabilidade genética (Shoemaker et al., 1992).

A técnica de RAPD utiliza “primers” ou oligonucleotideos curtos (10 pares de
bases) para dirigir a reacdo de amplificacdo de varios locos anénimos no genoma.
Apesar de os “primers” possuirem sequéncia arbitraria, a amplificacdo ndo ocorre ao
acaso e sim em lugares especificos no genoma (Ferreira & Grattapaglia, 1998). Esta
técnica requer pouca quantidade de DNA, sendo adequada para a investigacdo
genética de insetos pequenos (Hoy, 1994).

Em se tratando de formigas, Shoemaker et al. (1994) registraram padrdes de
bandas RAPD que refletiram variabilidade genética consideravel, os quais
permitiram a disting@o entre populacGes de Solenopsis invicta e Solenopsis richteri
introduzidas nos EUA. Ross et al. (1999) utilizaram diversos marcadores
moleculares, inclusive RAPD, para revelar a estrutura genética de populacdes de S.
invicta nos EUA. Hasegawa (1995) estudou a estrutura reprodutiva de coldnias de
Camponotus (Colobopsis) nipponicus com marcadores RAPD, 0s quais permitiram o
agrupamento das rainhas com as suas filhas em sociedades poliginicas, mesmo sem a
informacdo paterna. Julian et al. (2002) usaram estes marcadores para examinar
padrdes genotipicos entre operarias irmas, rainhas e machos de Pogonomyrmex
rugosus e Pogonomyrmex barbatus, as quais ocorrem em simpatria e alopatria, nos
EUA e México. A diferenciacdo genética entre as operarias e rainhas foi encontrada
apenas em areas de simpatria e parece surgir de hibridizacdo, a qual apresenta um
efeito sobre o sistema de determinagéo de castas e padrfes de acasalamento de cada
uma das espécies.

Além de estudos moleculares com formigas, trabalhos na area de citogenética
tém permitido fazer inferéncias sobre determinados aspectos evolutivos dentro da
familia Formicidae. Segundo Mariano (2004), existem 514 taxons de formigas
estudados citogeneticamente, com uma variagdo espetacular (2n = 2 a 106) quando

comparada a outros artropodes. Entretanto, ainda sdo poucas as informacgoes



disponiveis sobre a estrutura dos cromossomos nesta familia diante do grande
namero de espécies descritas (Delabie & Mariano, 2005).

Segundo Delabie & Mariano (2005), a diversidade cariotipica em formigas
varia de acordo com a génese do grupo estudado: nas espécies pertencentes a grupos
considerados mais derivados, no caso das Attini superiores e nos géneros com maior
amplitude geografica (Camponotus e Pheidole), os cariotipos sofrem poucas
variacdes numéricas e estruturais (Mariano et al., 2003; Pompolo & Mariano, 2003,
Mariano, 2004); ja em géneros, tribos ou subfamilias “primitivos”, como parece ser 0
caso das Pachycondyla neotropicais (Delabie & Mariano, 2005), a variacdo
cariotipica € ampla, provavelmente por estes ja terem passado por uma complexa
sequéncia de processos de adaptacdo (Mariano et al., 2001; Mariano, 2004).

A citogenética € uma ferramenta poderosa para estudos sistematicos e
filogenéticos, a qual pode revelar diferencas e/ou similaridades entre espécies. Em se
tratando de estudos populacionais, convém que o0s conhecimentos citogenéticos
sejam aliados aos de outras areas, como a biologia molecular, para proporcionar
resultados complementares, uma vez que a citogenética devera oferecer argumentos
sobre o isolamento reprodutivo das populagdes, enquanto as técnicas moleculares
podem servir para caracterizar as mesmas (Delabie & Mariano, 2005).

Aspectos genéticos e comportamentais também tém sido abordados em varios
estudos com formigas, os quais relacionam a diversidade genética populacional com
a incidéncia de comportamentos agressivos frente a individuos da mesma coldnia, de
colbnias distintas ou mesmo de outra espécie de formiga (Vilela & Della Lucia,
1993; Suarez et al., 1999; Tsutsui et al., 2000; Giraud et al. 2002). Isto porque 0s
sinais utilizados no sistema de reconhecimento colonial em formigas sdo em parte
determinados geneticamente, mas também sofrem influéncia do ambiente
(Holldobler & Michener, 1980; Beye et al., 1998). O reconhecimento de
companheiros de ninho permite que os membros de uma col6nia sejam aceitos e 0s
ndo residentes, atacados. A intensidade da inspegdo feita por uma operéria com o
auxilio das antenas depende da familiaridade dos sinais detectados. A hostilidade
obedecera a um gradiente de resposta que pode ir da aceitacdo a ataques de extrema
violéncia (Vilela & Della Lucia, 1993).

O modelo geral de reconhecimento utilizado nos insetos sociais € designado
fendtipo equivalente. De acordo com este modelo, para que haja reconhecimento,

deve haver uma equivaléncia ou sobreposicdo dos sinais: rotulo (discriminador



produzido pelo membro da coldnia, a partir de informacéo genetica) e gabarito (sinal
aprendido, cuja capacidade de aprendizado € determinada geneticamente). A
comparacdo € estabelecida entre o rotulo e o gabarito ou com o padrdo de odores
aceitaveis aprendido pelas operarias (odor Gestalt). Assim, considera-se que o0
reconhecimento leva em consideracdo tanto o componente expressivo (inato ou
genético) quanto o perceptivo (aprendido ou adquirido pela experiéncia) (Holldobler
& Wilson, 1990).

Os estudos genético-comportamentais com formigas tém demonstrado
diferencas em se tratando de populagdes nativas e introduzidas, de modo que, nas
populagdes introduzidas, a variacdo genética intercolonial € reduzida e a agressao €
rara entre seus membros (Suarez et al., 1999; Tsutsui et al., 2000), mas é comum
entre populagOes nativas, nas quais o reconhecimento de companheiros de ninho tem
forte influéncia genética (Beye et al., 1998). VariacGes genético-comportamentais
foram observadas nas formigas Linepithema humile (Suarez et al., 1999; Tsutsui et
al., 2000; Giraud et al., 2002), S. invicta (Tsutsui & Suarez, 2003) e Formica
pratensis (Beye et al., 1998). Tsutsui et al. (2003) detectaram que col6nias de L.
humile com menor diversidade genética distribuidas na Califérnia atacaram
individuos de coldnias com maior diversidade genética desta localidade, de modo
que este mecanismo deve funcionar como uma barreira para o estabelecimento de
introdugdes de novas linhagens genéticas a partir de populacdes nativas, as quais
poderiam prejudicar a manutencdo das populagdes introduzidas nas areas colonizadas
por elas. Giraud et al. (2002) observaram alta agressividade entre as duas populacgdes
unicoloniais de L. humile existentes no sul da Europa, o que indica a fixacdo de
diferentes alelos relacionados & produgdo dos sinais de reconhecimento nestas
populagdes.

Tsutsui & Suarez (2003) sugerem que estudos genéticos e comportamentais
devem ser estendidos a populacGes nativas e introduzidas de outras espécies de
formigas invasoras, incluindo W. auropunctata, a fim de auxiliar na previsdao do
estabelecimento destas espécies em novas areas.

No Brasil, especificamente nas regifes sudeste e sudoeste da Bahia, W.
auropunctata, conhecida localmente como “pixixica”, apresenta ampla distribuicdo e
é um dos principais problemas enfrentados pelos cacauicultores, por causa das
ferroadas dolorosas sofridas pelos trabalhadores rurais quando estes estdo colhendo

os frutos e também devido a sua capacidade de se associar com uma grande



diversidade de insetos sugadores de seiva (e.g. Coccidae, Aphididae, Psyllidae,
Aleurodidae) (Delabie, 1988). Souza et al. (1998) verificaram que em areas
infestadas por W. auropunctata as populag6es de Planococcus citri (Coccidae) em
frutos de cacau foram trés vezes maiores do que quando estes insetos estdo
associados a W. sp. aff. rochai, embora a ocorréncia desta ultima tenha provocado
um aumento de 20% nas populacdes de P. citri, 0 que pode ser economicamente
significativo. Delabie & Cazorla (1991) quantificaram a influéncia de P. citri em
cacaueiros infestados por W. auropunctata e estimaram entre 4 a 9% a perda na
producéo de cacau.

Wasmannia auropunctata é facilmente confundida no campo com W. sp. aff.
rochai, a qual apresenta distribuicdo mais restrita no sudeste e sudoeste da Bahia e
ndo constitui ameaca em ecossistemas perturbados, como W. auropunctata (Levings
& Franks, 1982), ja que ndo é dominante no mosaico de espécies arboricolas que
compdem o agrossistema regional (Majer et al., 1994). Além disso, 0 género
Wasmannia carece de revisdo sistematica atualizada e ha certamente diversas
espécies novas a serem descritas. Devido a esta problematica, este estudo foi
desenvolvido com o propdsito de caracterizar W. auropunctata e W. sp. aff. rochai
dos pontos de vista genético e/ou comportamental, a fim de distinguir populacdes de
ambas as espécies. Para tanto, foram analisados 0s seguintes aspectos:

- A estrutura genética de populagdes nativas de W. auropunctata e W. sp. aff.
rochai.

- O caridtipo e a marcacdo cromossomica heterocromatica de W.
auropunctata.

- A agressividade intercolonial e interespecifica entre operarias de W.

auropunctata na sua regido de origem.
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CAPITULO 1

Variabilidade genética de populacgdes nativas de Wasmannia
auropunctata e W. sp. aff. rochai (Hymenoptera: Formicidae,

Myrmicinae) e suas implicacdes biogeograficas

Resumo

Wasmannia auropunctata (Roger, 1863) (Blepharidattini) é uma formiga
importante nas regides sudeste e sudoeste da Bahia, Brasil, sendo responsavel por
danos agricolas superiores aos de Wasmannia sp. aff. rochai. Marcadores RAPD
(polimorfismo de DNA amplificado ao acaso) permitiram a distin¢cdo entre as
populacdes de ambas as espécies de Wasmannia, e a analise da variabilidade genética
de populacdes nativas de W. auropunctata e W. sp. aff. rochai provenientes do Brasil
(estado da Bahia) e/ou da Guiana Francesa. As distancias genéticas entre as
populacbes de W. auropunctata e W. sp. aff. rochai (55,8 — 71,4%) evidenciam a
diferenciacdo genética entre as mesmas. As populagdes de W. auropunctata
presentes em canaviais e bananais de Jequié mostraram-se geneticamente mais
distanciadas (30,1 — 46,3%), podendo representar populagdes restritas a fragmentos
isolados. As elevadas distancias genéticas encontradas entre as populagdes de W.
auropunctata da Ceplac/llhéus (26,8 — 34,6%), assim como entre a maioria das
demais populacdes de Ilhéus em relacdo as da Ceplac/llhéus (23,3 — 40,8%), devem
contribuir para a estrutura multicolonial de W. auropunctata no sudeste da Bahia. A
proximidade genética entre as popula¢bes de W. auropunctata dos cacauais (14,1%)
e coqueirais de Ilhéus (18,5%) com as populacbes de floresta da Guiana Francesa
sugere que os ambientes destas localidades talvez tenham tido uma ligacéo
geografica no passado. O elevado polimorfismo (99,5%) e os valores das
heterozigosidades estimadas (Ilhéus: 0,407; Jequié: 0,415; Guiana Francesa: 0,386)
sugerem que as populacdes de W. auropunctata oriundas da faixa que vai da Guiana
Francesa ao sudeste da Bahia (Ilhéus) localizam-se no centro geogréfico da area de

dispersdo desta espécie.
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Abstract

Wasmannia auropunctata (Roger, 1863) (Blepharidattini) is an important ant
in the Southeast and Southwest regions of Bahia, Brazil, responsible for higher
agricultural damages than the ant Wasmannia sp. aff. rochai. Random amplified
polymorphic DNA markers (RAPD) was a usefull tool for the distinction among the
populations of both Wasmannia species, and the analyses of genetic variability of
native W. auropunctata and W. sp. aff. rochai populations from Brazil (state of
Bahia) and from French Guiana, in the former species. The genetic distances among
populations of W. auropunctata and W. sp. aff. rochai (55.8 — 71.4%) reflect the
genetic difference among them. The populations of W. auropunctata from sugar cane
and banana plantations in Jequié have high genetic distance (30.1 — 46.3%),
suggesting being populations restrict to environmental fragments. The high genetic
distances among the W. auropunctata populations from Ceplac/llhéus (26.8 —
34.6%), as well as among other populations from Ilhéus in comparison to
Ceplac/llhéus (23.3 — 40.8%), may play a role in the multicolonial structure of W.
auropunctata in the Southeast of Bahia. The genetic proximity among W.
auropunctata populations from cocoa (14.1%) and coconut plantations (18.5%) in
Ilhéus with the forest populations from French Guiana suggests that these localities
perhaps had a geographic connection in the past. The high polymorphism (99.5%)
and the values of estimate heterozygosities (Ilhéus: 0.407; Jequié: 0.415; French
Guiana: 0.386) suggest that W. auropunctata populations from French Guiana to the
Southeast region of Bahia (Ilhéus) may be situated in the geographic center of

dispersal area of this species.
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Introducéo

Wasmannia auropunctata (Roger, 1863) é uma formiga conhecida como
“pixixica” no agrossistema cacaueiro da Bahia (Delabie, 1988) e como “little fire
ant” em varias regides do mundo onde foi introduzida (Fernald, 1947; Lubin, 1984).
Esta espécie é nativa da regido Neotropical, sendo encontrada na Argentina, Bolivia,
Brasil, Colémbia, Equador, Guianas, Paraguai e Pert (Kempf, 1972). Sua ocorréncia
também tem sido registrada na Costa Rica (Tennant, 1994), Galapagos (Brandao,
1991), Jamaica (Wheeler, 1908), Panama (Tennant, 1994), Porto Rico (Smith, 1936;
Torres, 1984), Uruguai (Brandao, 1991) e Venezuela (Goitia et al., 1992).

As colbnias de W. auropunctata sdo polidémicas (Wetterer & Porter, 2003) e
poliginicas, com numero de rainhas residentes elevado, embora seja dificil
quantifica-las, devido a auséncia de limites claros entre as col6nias (Passera, 1993,
1994). Esta especie nidifica em diferentes habitats com climas semi-aridos a Umidos
(Spencer, 1941; Kusnezov, 1952), mas prefere condi¢cdes de umidade elevada
(Lubin, 1984). Seus ninhos séo geralmente estabelecidos ao nivel do solo, proximos
a superficie e localizam-se sob pedras, por entre folhas caidas no chdo, em galhos
0cos ou tocos podres (Clark et al., 1982; Torres, 1984; Naumann, 1994), em torno de
raizes e em cavidades de plantas (Spencer, 1941; Ulloa-Chacon & Cherix, 1988).
Encontra-se igualmente sob os “tapetes” de briofitas e cascas grossas das arvores,
assim como sob as bases das folhas de palmeiras (Wheeler, 1908; Kusnezov, 1952;
Fabres & Brown, 1978).

Em floresta tropical priméria, onde vive naturalmente, W. auropunctata néo é
dominante (Levings & Franks, 1982), coexistindo com diversas espécies de formigas
na serrapilheira (Tennant, 1994). Entretanto, ela constitui um grave problema em
situacdo de desequilibrio ecolégico, causando danos agricolas (Delabie & Cazorla,
1991; Souza et al., 1998) e sendo responsavel pelo deslocamento da fauna nativa de
formigas (Clark et al., 1982; Lubin, 1984; Meier, 1985).

Wasmannia auropunctata pode ser confundida no campo com Wasmannia sp.
aff. rochai, a qual ndo constitui ameaca em ecossistemas perturbados.
Morfologicamente, W. auropunctata e W. sp. aff. rochai diferem basicamente em
relacdo ao formato do peciolo presente no pedicelo e a pilosidade do corpo. Em W.
auropunctata, o peciolo, observado lateralmente, é quase retangular (Wetterer &

Porter, 2003) e, em W. sp. aff. rochai, ele é triangular; os pélos corporais em W.
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auropunctata sdo longos e esparsos, enquanto que em W. sp. aff. rochai eles séo
mais curtos (A. L. B. Souza, observacdo pessoal). Portanto, diferenciar as operarias
de W. auropunctata e W. sp. aff. rochai no ambiente torna-se dificil, o que pode ser
agravado pelo fato destas formigas apresentarem apenas 1,5 mm. Assim, torna-se
necessario buscar novas metodologias para que se possa distinguir as populactes
destas duas espécies.

Marcadores RAPD (polimorfismo de DNA amplificado ao acaso) sao Uteis
para o estudo da variabilidade genética de populacdes de himenopteros eussociais,
que geralmente apresentam baixa variabilidade (Wilson, 1971; Shoemaker et al.,
1992), porque permitem a deteccdo de numerosos polimorfismos. Além disso, esta
técnica requer pequena quantidade de DNA, sendo adequada para a investigacao
genética de insetos pequenos (Hoy, 1994). Utilizando esta técnica, Shoemaker et al.
(1994) conseguiram discriminar populacdes de Solenopsis invicta e S. richteri
introduzidas nos EUA e Julian et al. (2002) examinaram os padrdes genotipicos entre
operarias irmds, rainhas e machos de Pogonomyrmex rugosus e P. barbatus, espécies
gue ocorrem em simpatria e alopatria, nos Estados Unidos e México.

Assim, neste trabalho, esses marcadores foram utilizados para analisar a
variabilidade genética de populacGes nativas de Wasmannia auropunctata e W. sp.
aff. rochai, tendo em vista a necessidade de se conhecer como as suas populacfes
estdo estruturadas geneticamente e, verificar a utilidade desses marcadores na

distingdo das mesmas.
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Material e Métodos

Coletas

Vinte e quatro col6nias de W. auropunctata e quatro de W. sp aff. rochai
foram amostradas entre janeiro de 2004 e janeiro de 2006 em agrossistemas diversos
na Bahia, Brasil [Jequié (13°54’S, 40°01°W) e Ilhéus (14°37’S, 39°04’W)] e em
areas de floresta na Guiana Francesa [Pointe Combi (05°19’N, 52°57°W) e Petit Saut
(05°04’N, 52°01’W)] (Tabela 1). Foram analisados cinco individuos por colénia. A
distancia geogréafica entre a Guiana Francesa e Ilhéus é aproximadamente 4000 km.
Entre Ilhéus e Jequié sdo 200 km de disténcia. Dentro de Ilhéus, a distancia
geografica entre as areas experimentais da Ceplac e o distrito de Ponta da Tulha é
cerca de 50 km. As areas I, Il e Il (Ilhéus) distaram 100 m e as areas A, B e C
(Jequié), 50 a 100 m. As distancias entre os pontos de coleta variaram de 50 m a 1
km numa mesma localidade brasileira e entre as localidades da Guiana Francesa

foram de aproximadamente 27 km.

Tabela 1: Locais de coleta de Wasmannia auropunctata (Wa) e Wasmannia sp. aff.
rochai (Wr) no estado da Bahia (Brasil) e na Guiana Francesa.

Locais Localidades Col6nias Espécie  Habitat
1 Guiana Francesa Pointe Combi - Estacdo experimental 1 Wa Floresta
Petit Saut - Barragem 1 Wa Floresta
2 Brasil Ilhéus - Quadra D’ (Ceplac) 2 Wa Cacaual
3 Brasil Ilhéus - Quadra F (Ceplac) 2 Wa Cacaual
4 Brasil Ilhéus - Quadra H (Ceplac) 2 Wa Cacaual
5 Brasil Jequié - Area A 2 Wa Cacaual
6 Brasil Jequié - Area B 2 Wa Cacaual
7 Brasil Jequié - Km 15 2 Wa Canavial
8 Brasil Jequié - Km 14 2 Wa Canavial
9 Brasil Jequié - Km 14 2 Wa Bananal
10  Brasil llhéus - Area | (Ponta da Tulha) 2 Wa  Coqueiral
11 Brasil Ilhéus - Area Il (Ponta da Tulha) 2 Wa Coqueiral
12 Brasil Ilhéus - Area 111 (Ponta da Tulha) 2 Wa Coqueiral
13 Brasil Ilhéus - Fazenda Cordilheira 2 Wr Cacaual
14 Brasil Jequié - Area C 2 Wr Cacaual
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Extracdo de DNA

O DNA genoémico foi extraido de acordo com o protocolo de Waldschmidt et
al. (1997) e amplificado através de PCR-RAPD, segundo Williams et al. (1990), com
algumas modifica¢fes. A mistura de reacdo (25 uL) consistiu de 3 uL de DNA, 2,5
uL de tampdo da enzima, 1,0 uL de desoxirribonucleosideos trifosfatos (dATP,
dTTP, dCTP, dGTP), 2,5 uL de “primer” 4 uM, 15,8 uL de agua miliQ e 0,2 uL de
Taq polimerase. A mistura foi incubada em termociclador PTC-100 (MJ Research)
programado para 40 ciclos, cada qual consistindo de um passo de desnaturacdo (15
segundos a 94° C), um de anelamento (30 segundos a 35° C) e um de extensédo (1
minuto a 72° C). Um passo de extensao extra foi executado ao final dos 40 ciclos (7
minutos a 72° C).

A partir de 30 “primers” testados (Operon Technologies, Alameda, AL,
USA), 19 foram utilizados nas amplificagdes: OPA13, OPAAG, OPAALL, OPAA1S,
OPAB19, OPB12, OPG3, OPKO01, OPMO05, OPN08, OPO13, OPP04, OPWO1,
OPWO04, OPX06, OPY07, OPY14, OPY1l6 e OPZ1l. Estes “primers” foram
selecionados por permitirem a producéo de, pelo menos, 7 bandas e um padrdo nitido
de amplificacdo. Os produtos de reacdo foram separados atraves de eletroforese em
gel de agarose a 1,2% contendo 10ug/mL de brometo de etidio. As bandas de DNA
obtidas foram visualizadas sob luz ultravioleta e as imagens geradas capturadas com

o0 auxilio do software AlphaDigiDoc 1201.
Analise estatistica

Para a analise dos dados moleculares foi construida uma matriz binaria com
base na presenca (1) e auséncia (0) dos fragmentos de DNA amplificados. A matriz

de dados foi utilizada para o calculo da heterozigosidade e do coeficiente de Nei e Li

(Sij), em que a similaridade genética entre o i-ésimo e o j-esimo individuo é dada por:

Sij= 2al(2a+b+c¢)
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onde:
a = namero de bandas presentes simultaneamente nas duas amostras
b = nimero de bandas presente na primeira e ausente na segunda amostra

¢ = numero de bandas ausente na primeira e presente na segunda amostra

A similaridade genetica obtida foi convertida em distancia genetica (Dj),

utilizando-se o complemento aritmético da similaridade, calculado pela férmula:

Dj =1 -S;

As distancias genéticas obtidas foram utilizadas para fazer a analise de
agrupamento, por meio do algoritmo UPGMA, e a analise de dispersdo grafica.
Todas as analises estatisticas foram realizadas com o auxilio do programa Genes
(Cruz, 2001).

Resultados

Os 19 “primers” utilizados geraram 249 bandas RAPD para as populacfes de
Wasmannia. Destas, 100 (40,16%) estiveram presentes exclusivamente em W.
auropunctata e 47 (18,88%) ocorreram apenas em W. sp. aff. rochai. O ndmero
médio de bandas por “primer” para W. auropunctata foi 10,5 e em W. sp. aff. rochai
7,7. Em W. auropunctata, 99,5% das bandas geradas foram polimorficas, enquanto
que em W. sp. aff. rochai, estas representaram 77,5%. O padrdo de amplificacdo
obtido com o “primer” OPWO0L1 nas duas espécies de Wasmannia, assim como 0s
padrdes gerados com todos 0s outros “primers” empregados, demonstra a viabilidade
da tecnica de PCR-RAPD para evidenciar diferencas entre as populacGes de W.
auropunctata e W. sp. aff. rochai (Figura 1).

Os valores da heterozigosidade média estimada para as populacbes de W.
auropunctata foram: 0,407 (llhéus), 0,415 (Jequié) e 0,386 (Guiana Francesa). Para
W. sp. aff. rochai, a heterozigosidade média das populagdes de Ilhéus foi de 0,434 e
para as de Jequié foi de 0,398.

As estimativas de distancia genética entre as populagdes de W. auropunctata
variaram de 10,6% a 46,3% (Tabela 2). A menor distancia foi encontrada entre as

populacbes de Jequié estabelecidas em canaviais e bananais (10,6%). Baixas
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distancias genéticas também foram encontradas entre as populacdes instaladas em
coqueirais e cacauais de Ilhéus (12,2%), assim como entre as populacfes da Guiana
Francesa (floresta) e de cacauais de Ilhéus (14,1%). Por outro lado, a maior distancia
genética foi verificada entre as populacdes de Jequié (bananais) e as de llhéus
(cacauais) (46,3%). A distancia genética entre as populagdes de W. sp. aff. rochai de
Jequié e de Ilhéus (cacauais) também foi alta (41,7%).

Distancias genéticas variando de 55,8 a 71,4% foram encontradas quando se
comparou populacBes das duas espécies de Wasmannia (Tabela 2), o que evidencia a
diferenciacdo genética entre as mesmas.

A analise de agrupamento (Figura 2) e a projecdo grafica 3D (Figura 3)
corroboram as distancias genéticas verificadas entre as duas espécies de Wasmannia,
além de evidenciarem a formacdo de trés grupos: [G1] W. auropunctata presente em
canaviais e bananais, [G2] W. auropunctata presente em cacauais e coqueirais
brasileiros e em florestas (Guiana Francesa) e [G3] W. sp. aff. rochai.

A analise de variancia molecular revelou que a variacdo genética foi maior
entre as populagdes do que dentro de cada populagdo, tanto para W. auropunctata
(entre: 55,5%; dentro: 44,5%) quanto para W. sp. aff. rochai (entre: 59,1%; dentro:
40,9%).
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Figura 1: Padrdo de bandas de DNA de operarias de Wasmannia
auropunctata (1 a 15) e Wasmannia sp. aff. rochai (16 a
25) obtido com o “primer” OPWO1.

Tabela 2: Distancias genéticas (%) entre as populacfes de Wasmannia auropunctata

(1 a12) e Wasmannia sp. aff. rochai (13 e 14).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
1 0
2 324 0
3 266 346 O
4 141 322 268 O
5 320 411 353 306 O
6 294 402 342 311 195 O
7 32,6 406 351 323 301 306 O
8 381 457 426 37,1 40,7 402 249 O
9 391 463 431 37,7 412 415 250 106 O
10 185 355 316 124 326 309 341 386 393 O
11 268 382 325 233 228 270 322 397 398 230 O
12 309 408 366 274 261 304 339 386 385 264 122 O
13 62,7 636 644 647 590 558 613 625 61,7 652 583 587 O
14 680 703 701 714 684 632 635 638 623 70,7 669 654 417 O
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Figura 2: Dendrograma gerado por UPGMA a partir das distancias genéticas entre
as populacdes de Wasmannia auropunctata (1 a 12) e Wasmannia sp. aff.
rochai (13 e 14).
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Figura 3: Projecdo 3D entre as popula¢des de Wasmannia auropunctata (1 a 12) e
Wasmannia sp. aff. rochai (13 e 14) baseada no coeficiente de Nei e Li. ©
=0,918545.
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Discussao

Os marcadores RAPD permitiram a clara discriminagdo entre as populagdes
de W. auropunctata e W. sp. aff. rochai, na anélise de agrupamento e na analise de
dispersdo grafica. Este fato é muito importante, tendo em vista que a primeira causa
danos agricolas superiores aos de W. sp. aff. rochai (Souza et al., 1998) e também
devido a dificuldade de distin¢cdo das mesmas.

O fato de colbnias de insetos eussociais abrigarem individuos com elevado
grau de parentesco (Wilson, 1971; Shoemaker et al., 1992) contribui para a maior
variabilidade genética inter do que intrapopulacional observada neste estudo. As
causas da baixa variabilidade genética intrapopulacional observada em W.
auropunctata devem ser em funcdo da ocorréncia de acasalamento intranidal, do
mecanismo de reproducdo colonial por brotamento (“budding”) e a polidomia.
Entretanto, embora a analise de variancia molecular tenha revelado variacao genética
maior entre as populacbes do que dentro de cada populacdo, tanto para W.
auropunctata quanto para W. sp. aff. rochai, os valores obtidos para ambas as
situagdes foram prdéximos, indicando que dentro de cada col6nia existe uma
variabilidade genética expressiva entre seus individuos, que pode ser por causa da
existéncia da poliginia nestas espécies.

A ocorréncia de véo nupcial mais distante do ninho de origem também deve
contribuir para a variabilidade genética intracolonial encontrada em W. auropunctata
e W. sp. aff. rochai, além da poliginia, uma vez que foram coletados sexuados de
ambas as espécies, apos voo nupcial, no litoral de Ilhéus entre os anos de 1992 e
1995, cujos exemplares estdo depositados na colecdo de formigas do Laboratério de
Mirmecologia da Ceplac. Assim, tanto o v0o nupcial quanto o brotamento
(Holldobler & Wilson, 1990; Bourke & Franks, 1995; Souza et al., 1996) sdo
estratégias reprodutivas que devem ser adotadas por W. auropunctata e W. sp. aff.
rochai em areas nativas, muito embora Passera (1993, 1994) tenha argumentado que
a fundacéo colonial por brotamento seja a tendéncia geral nas espécies polidémicas
pertencentes ao grupo das formigas “vagabundas”, sendo facilitada pela existéncia de
acasalamento intranidal. Entretanto, ele também menciona que o brotamento pode
coexistir com o vbo nupcial em algumas espécies deste grupo, como relatado para

Tapinoma sessile, Formica yessensis e F. lugubris.
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As populacdes de W. auropunctata presentes em canaviais e bananais de
Jequié foram as que se mostraram geneticamente mais distanciadas das demais,
podendo representar populages restritas a fragmentos isolados. Talvez a ocorréncia
de eventos genéticos casuais nestas populagdes tenha levado as distancias genéticas
obtidas.

As elevadas distancias genéticas encontradas entre as populacdes de W.
auropunctata da Ceplac (llhéus), assim como entre a maioria das outras populactes
de Ilhéus em relacdo as da Ceplac, podem justificar a existéncia de comportamentos
agressivos entre operarias de W. auropunctata ndo companheiras de ninho da regido
sudeste da Bahia (Le Breton et al., 2004; Souza et al., submetido). Estes autores
verificaram alta agressividade entre e dentro de populacdes de llhéus, refletindo a
estrutura multicolonial nesta espécie em areas nativas (Le Breton et al., 2004).
Corroborando esta idéia, Tsutsui et al. (2000) encontraram que populag¢@es nativas da
formiga argentina Linepithema humile exibem agressividade intraespecifica
pronunciada. No caso de popula¢Bes introduzidas de formigas, ndo ocorre
comportamento agressivo entre conspecificos (Holway, 1999), demonstrando
unicolonialidade nesta situacdo (Passera, 1993, 1994; Holway et al., 2002; Le Breton
et al., 2004).

Sugere-se que a proximidade genética entre as populacdes de W.
auropunctata dos cacauais e coqueirais de Ilhéus com as populagdes de floresta da
Guiana Francesa seja devido ao fato das populacOes destas localidades estarem
distribuidas em habitats com caracteristicas ambientais semelhantes, como
temperatura, pluviosidade e incidéncia solar, que talvez tenham sido conectadas no
passado. Sabe-se que as florestas da Ameérica do Sul que antes apresentavam
distribuicdo continua sofreram contracdo em um passado recente (Wuster et al.,
2005). Possivelmente estas florestas abrigavam populages comuns ou proximas de
varias espécies animais, incluindo insetos, o que pode justificar a proximidade
genética observada entre as populacGes analisadas no presente estudo. Neste sentido,
Ahrens et al. (2005) propuseram conectividade de habitat entre populagBes nativas
da formiga-de-fogo, S. invicta, distribuidas no Brasil e na Argentina para justificar a
fraca diferenciacdo genética encontrada entre as populacfes destes dois paises. Estes
autores sugerem que as caracteristicas ambientais similares das areas de ocorréncia
das populagOes de S. invicta tém um papel significativo nos padrdes de fluxo génico

dentro da sua area de distribuicdo e que eventos de dispersdo a longa distancia, em
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decorréncia de v00s nupciais durante regimes de ventos fortes, transporte de colonias
inteiras sobre a superficie da agua, durante inundacdes, ou o transporte de
fragmentos de colonias que contenham rainhas, mediado por humanos, devem ter
proporcionado intenso fluxo génico entre as populacGes de formigas da Argentina e
Brasil.

A proximidade genética entre as populacfes analisadas do Brasil e da Guiana
Francesa, aliada ao elevado polimorfismo e aos valores das heterozigosidades
estimadas, sugerem que foram analisadas populagdes nativas de W. auropunctata e
W. sp. aff. rochai, pois populag@es nativas de formigas exibem maior variabilidade
genética do que populacdes introduzidas (Tsutsui et al., 2000; Fournier et al., 2005).

As populacbes de W. auropunctata oriundas da faixa que vai da Guiana
Francesa até o sudeste da Bahia (llhéus) podem estar localizadas no centro
geogréfico da area de dispersdo desta espécie, uma vez que localidades geograficas
onde se detecta diversidade genetica elevada e as populagdes sdo densas,
representam, frequentemente, o centro de origem de uma espécie (Pielou, 1979;
Micalis et al., 1998). Por exemplo, Fournier et al. (2005) encontraram nimero de
alelos e heterozigosidade esperada superior em populacGes nativas de W.
auropunctata provenientes da Guiana Francesa do que em populacdes introduzidas
da Nova Caledo6nia e Tsutsui et al. (2000) verificaram que populacdes nativas de L.
humile sdo geneticamente variaveis entre si.

Sugere-se que a colonizacdo de novos ambientes por W. auropunctata seja
em direcdo a habitats cada vez mais distintos do ambiente de floresta onde esta
espéecie é originalmente encontrada, ou seja, em direcdo a habitats fragmentados,
como o0s detectados nos municipios de Jequié (canaviais e bananais) e Ilhéus
(coqueirais). Mas, também pode ser que a diferenciacdo genética detectada nas
populacbes destas localidades tenha ocorrido apés a fragmentacdo do ambiente.

Neste caso, a colonizagdo ocorreu antes do processo de fragmentacao.
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CAPITULO 2

Estudo citogenético da formiga neotropical Wasmannia auropunctata

(Roger, 1863) (Hymenoptera: Formicidae, Blepharidattini)

Resumo

O estudo citogenético da formiga Neotropical Wasmannia auropunctata
(Myrmicinae) foi conduzido com populagbes do centro de origem da espécie no
sudeste da Bahia, Brasil, a fim de determinar o nimero, morfologia e marcacao
cromossémica nesta espécie. As populacdes estudadas apresentaram o cari6tipo 2n =
32, sendo dez pares metacéntricos (M) e seis pares acrocéntricos (A). Um dos bragos
das cromatides irmas do décimo par foi positivo para CMA; e laranja de acridina,
sugerindo a ocorréncia de regibes organizadoras de nucléolo. A regido
pericentromérica da maioria dos cromossomos e algumas partes dos nucleos
interfasicos foram marcadas com DAPI, evidenciando a presenca da heterocromatina
rica em AT. Este € o primeiro registro citogenético para uma espécie da tribo

Blepharidattini.

Astract

A cytogenetic study of Neotropical ant Wasmannia auropunctata
(Myrmicinae) was conduced with native populations from Southeast region of Bahia,
Brazil, in order to determine the number, morphology and chromosomic staining in
this species. The populations studied have the karyotype 2n = 32, with ten pairs of
metacentric (M) and six pairs of acrocentric (A) chromosomes. One chromosome
arm of sister chromatids of pair ten was positive for CMA; and acridine orange,
suggesting the occurence of nucleolus organizing regions. The pericentromeric
region from many chromosomes and some portions of interfasic nucleus were stained
with DAPI, evidencing the presence of AT rich heterochromatin. This is the first
cytogenetic report for a species of the tribe Blepharidattini.
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Introducéo

Estudos citogenéticos com formigas iniciaram na década de 1960 e levaram a
descricdo dos cariétipos de um grande numero de espécies, 0 que permitiu a
discussdo de aspectos da filogenia e evolucdo do caridtipo neste grupo (Imai et al.,
1988; Mariano et al., 1999). Segundo Brito et al. (2005), dados citogenéticos sdo
ferramentas  filogenéticas poderosas, sendo indispensaveis em  estudos
evolucionérios, os quais incluem nimero e comprimento cromossémico, posi¢do da
heterocromatina, nimero de NORs (regides organizadoras de nucléolo), posicao de
pares de bases GC e AT, dentre outros. No entanto, de acordo com Delabie &
Mariano (2005), a quantidade de informacdes sobre a estrutura dos cromossomos na
familia Formicidae é pouca diante do nimero de espécies descritas. Para as formigas
da zona Neotropical os estudos sdo incipientes (Mariano et al., 2001, 2004b). Neste
sentido, ndo ha estudos citogenéticos para especies de Blepharidattini (Bolton, 1994),
tribo da qual faz parte o género Wasmannia. As investigaces citogenéticas mais
proximas dizem respeito a 21 espécies de Attini dos géneros Acromyrmex,
Apterostigma, Atta, Cyphomyrmex, Mycetarotes, Mycocepurus, Sericomyrmex e
Trachymyrmex (Gofi et al., 1983; Fadini et al., 1996; Murakami et al., 1998;
Pompolo & Mariano, 2003), uma vez que Blepharidattini € o grupo irméo de Attini
na subfamilia Myrmicinae (Schultz & Meier, 1995; Diniz et al., 1998).

Investigacbes envolvendo a coloracdo de cromossomos metafasicos com
fluorocromos tém sido utilizadas para obter informacgdes sobre a constituicdo da
cromatina, o que é importante quando se caracteriza citogeneticamente uma espécie,
0s quais coram sequéncias de DNA ricas em pares de bases GC (CMAs/cromomicina
As) e AT (DAPI/4’-6-diamidino-2-fenilindol) (Guerra & Souza, 2002). MarcagOes
cromossémicas com CMA; e DAPI foram evidenciadas em varios insetos: nos
gafanhotos Eyprepocnemis plorans e Locusta migratoria (Camacho et al., 1991), na
vespa Trypoxylon albitarse (Araujo et al., 2000, 2002), no besouro Olla v-nigrum
(Maffei et al., 2001), em abelhas dos géneros Melipona (Rocha & Pompolo, 1998;
Rocha et al., 2002), Partamona (Brito et al., 1999; Brito et al., 2003; Brito et al.,
2005) e Trigona (Costa et al., 2004) e na formiga Tapinoma nigerrimum (Lorite et
al., 1996, 1997).

Laranja de acridina € outro fluorocromo empregado para fornecer padréo de

bandeamento cromossémico. Este se intercala entre os pares de bases do DNA,



37

emitindo fluorescéncias vermelho-alaranjada e verde-amarelada quando se liga,
respectivamente, a fita simples do acido nucléico e a fita dupla (Sharma & Sharma,
1999; Exbrayat, 2000). Juan et al. (1996) observaram que a fluorescéncia verde é
emitida em nucleo interfasico e a vermelha é mais pronunciada em cromossomos
mitoticos. Ndo hd dados do uso deste fluorocromo para insetos da ordem
Hymenoptera.

Wasmannia auropunctata € uma espécie de formiga com considerada
importancia econdmica e ambiental (Clark et al., 1982; Lubin, 1984; Meier, 1985),
sendo por isso necessario conhecé-la sob varios pontos de vista, incluindo o
citogenético. Ela nidifica em diferentes habitats, em climas semi-aridos a Umidos
(Spencer, 1941; Kusnezov, 1952), sendo seus ninhos estabelecidos ao nivel do solo,
proximos a superficie e localizam-se sob pedras, por entre folhas caidas no chdo, em
galhos ocos, tocos podres (Clark et al., 1982; Torres, 1984; Naumann, 1994), em
torno de raizes, em cavidades de plantas (Spencer, 1941; Ulloa-Chacon & Cherix,
1988), sob os “tapetes” de bridfitas e cascas grossas das arvores, e sob as bases das
folhas de palmeiras (Wheeler, 1908; Kusnezov, 1952; Fabres & Brown, 1978). A
coldnia é composta por ovos, larvas, pupas, operarias e rainhas (Clark et al., 1982;
Ulloa-Chacon & Cherix, 1988), sendo o numero de rainhas residentes elevado,
embora seja dificil quantifica-las devido a auséncia de claros limites entre as coldnias
(Passera, 1993, 1994).

O objetivo deste estudo foi caracterizar o cariétipo de W. auropunctata em
relacdo ao numero, morfologia e marcacdo cromossémica heterocromatica,

informacd@es cruciais para a caracterizacdo citogenética de uma espécie.
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Material e Métodos

Oito colbnias de W. auropunctata amostradas na regido sudeste da Bahia
foram utilizadas para os estudos citogenéticos, sendo seis das areas experimentais do
CEPEC/CEPLAC (trés da Reserva Zooboténica e trés da quadra G) em Ilhéus
(14°45’S, 39°13’W) e duas de areas florestais em Una (15°18’S, 39°07°W). A
distancia entre os municipios de Ilhéus e Una € de 80 km.

As metafases foram obtidas a partir de ganglios cerebrais de 160 pré-pupas
fémeas (Imai et al., 1988). Parte das metafases foi corada com Giemsa (Imai et al.,
1988), algumas foram tratadas com os fluorocromos cromomicina A (CMAgs) e DAPI
(Schweizer, 1980) e outras com laranja de acridina (Verma et al., 1977).

As imagens das metafases foram capturadas através de video-camara Q Color
3 conectada ao microscopio Olympus BX 60 com objetiva de imersdo (100 x). Foi
utilizado o sistema de epifluorescéncia (filtros WB e WU) para a observagdo das
metafases submetidas a fluorescéncia. Algumas imagens foram fotografadas com os
filmes AGFA (coloracdo convencional) e TMAX (fluorocromos).

A classificagdo morfoldgica dos cromossomos seguiu a terminologia de Imai
(1991).

Resultados

O ndmero de cromossomos encontrado para os individuos analisados foi 2n =
32, sendo dez pares metacéntricos (M) e seis pares acrocéntricos (A) (Figura 1).

Um dos bracos das cromatides irmés do décimo par foi positivo para CMA3
(Figura 2a) e laranja de acridina (Figura 2c). A coloragdo convencional da metafase
CMA;" mostra a disposicdo destes cromossomos (Figura 2b). Com DAPI foi
evidenciada a regido pericentromérica da maioria dos cromossomos e também

determinadas porc¢des dos nucleos interfasicos (Figura 2d).
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Figura 1. Carittipo dipldide de Wasmannia auropunctata, 2n = 32. Pares de
cromossomos: 1 a 10 (metacéntricos) e 11 a 16 (acrocéntricos). Barra =5 um.

Figura 2: Metéfases de célula cerebral de Wasmannia auropunctata: (a) marcagao
CMA;" num dos bragos das cromatides irmas do décimo par (cabegas de setas); (b)
mesma metafase anterior corada com Giemsa destacando os cromossomos do décimo
par (cabecas de setas). Barra = 2,2 um (2a/2b); (c) marcacédo positiva para laranja de
acridina num dos bracos das crométides irmés do décimo par (cabegas de setas); (d)
regides pericentroméricas da maioria dos cromossomos positivas para DAPI (cabecas
de setas) e ndcleo interfasico (N) marcado com DAPI (setas). Barra = 3,0 um
(2c/2d).
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Discussao

A quantidade de cromossomos encontrada nas colonias de W. auropunctata,
2n = 32, com 20M + 12A, estd no intervalo entre 0s nimeros cromossémicos
registrados para espécies de Attini dos géneros Acromyrmex (2n = 38) e Atta (2n =
22) (Pompolo & Mariano, 2003). Esta comparacdo € pertinente devido ao fato de
Blepharidattini ser o grupo irmédo de Attini na subfamilia Myrmicinae (Schultz &
Meier, 1995; Diniz et al., 1998). Entretanto, estudos citogenéticos com outras
espécies de Wasmannia e com um namero superior de colénias de W. auropunctata
necessitam ser realizados, a fim de fornecer informacGes adicionais em relacdo ao
numero e morfologia cromossémica em Wasmannia spp., uma vez que, neste caso,
apenas uma espécie foi investigada citogeneticamente, diferente das Attini, onde
foram estudadas varias espécies dos géneros Acromyrmex e Atta.

O estudo da evolucéo do cariotipo dentro de Formicidae pode ser abordado de
acordo com as hipdteses propostas por Imai et al. (1977). A hipotese da fusdo elege
um cariotipo ancestral com alto nimero cromossémico, o qual teria sofrido fusGes ao
longo da evolugdo, levando a reducdo desse numero. Inversamente, na hipotese da
fissdo, de um cariotipo ancestral com nimero cromossémico baixo teriam derivado
formas cariotipicas mais numerosas. A hipdtese modal aponta a moda como valor
correspondente ao cariotipo ancestral, tendo a variacdo numérica ocorrido nos dois
sentidos, em consequéncia de fusdes ou fissdes. No entanto, no estado atual do
conhecimento sobre W. auropunctata, € impossivel que se possa especular
evolutivamente sobre o cariétipo encontrado, isto devido a baixa representatividade
amostral investigada considerando-se a area de distribuicdo natural presumida para
esta espécie, a qual representou apenas menos de 1% da distancia maxima
considerada entre pontos mais distantes.

Em formigas, cada grupo de espécies pode seguir um padrdo evolutivo
diferente em se tratando do cariétipo. Para ilustrar uma situacdo do estudo cariotipico
em Formicidae é oportuno mencionar a situacdo da Ponerinae Dinoponera lucida,
considerada uma das especies de formigas mais “primitiva” da zona Neotropical, a
qual possui 2n = 106, sendo 18 cromossomos metacéntricos e 88 acrocéntricos, todos
muito pequenos (Mariano et al., 2004a). De acordo com a Teoria da Interagédo
Minima (TIM) para explicar a evolugdo do cariétipo em eucariotos, Imai et al. (1986,

1994) sugeriram que durante a evolucdo do caridtipo teria acontecido uma forte
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selecdo, atuando para 0 aumento do nimero cromossémico, de modo a diminuir o
risco de translocaces reciprocas geradas em cariotipos com numero baixo de
cromossomos grandes. O processo mais eficiente para atingir este aumento teria sido
a ocorréncia de fissdes céntricas, o que justificaria, assim, o nimero cromossémico
superior registrado para D. lucida, predominando 0S cromossomos acrocéntricos.
Portanto, segundo a TIM, em determinado momento evolutivo, a tendéncia é que 0s
cromossomos diminuam de tamanho, aumentando o ndmero de acrocéntricos, por
meio de fissbes, de forma a impedir interacdes fisicas entre eles, que poderiam causar
mutacdes, como as translocacgdes reciprocas, deletérias para os eucariotos. Por outro
lado, o resultado final de repetidas fissdes seria um cariotipo totalmente telocéntrico
com risco de translocacdo baixo, mas com alta instabilidade telomérica. Para resolver
esta questdo, a ocorréncia de inversdes pericéntricas gerariam um novo cariotipo
metacéntrico relativamente estavel, em razdo do nimero elevado de cromossomos.
Assim sendo, tanto fissbes céntricas quanto inversdes pericéntricas Sao
evolutivamente vantajosas para minimizar 0 risco genético causado pelas
translocacGes. No entanto, fusGes céntricas ocasionais podem ocorrer em alguns
casos (Imai et al. 1988; Imai, 1991; Imai et al., 2002).

A marcacdo com CMA; evidenciou a regido rica em GC presente em um dos
bracos das cromatides irmds de cada cromossomo do décimo par de W.
auropunctata. Lorite et al. (1997) detectaram marcacdo CMA;" indicativa de regi&o
organizadora de nucléolo (NOR) na regido proximal do brago curto do cromossomo
6 da formiga T. nigerrimum. Brito et al. (2003) evidenciaram uma ampla banda
DA/CMA; num cromossomo grande da abelha Partamona peckolti e a consideraram
como NOR. Brito et al. (2005) observaram marcagdo DA/CMA;" nas regides
terminais de alguns pares cromossdmicos das espécies Partamona helleri e
Partamona seridoensis, sugerindo a presenca de NORs em blocos terminais de
alguns cromossomos. A correlacdo entre bandas CMA;" e NORs é comum entre 0s
insetos (Brito et al., 2003).

O fluorocromo laranja de acridina marcou as mesmas regides que a CMA;
nos cromossomos de W. auropunctata. Almeida & Carvalho (2004) detectaram
segmentos de heterocromatina flanqueadora de NOR no cromossomo 11 do
pimentdo Capsicum annuum com a utilizagdo da técnica de Hsc-FA (bandeamento
fluorescente da heterocromatina associada a constricdo secundaria com laranja de

acridina). Em funcdo dos resultados obtidos, propde-se que as regides
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cromossdmicas marcadas com CMA; e laranja de acridina em W. auropunctata
correspondem & NORs. E a primeira vez que se emprega o fluorocromo laranja de
acridina em estudos citogenéticos com formigas.

A importancia em se detectar a presenca de NORs em cromossomos de W.
auropunctata é que estas regides servem como marcadores espécie-especificos, uma
vez que sdo regides muito conservadas (Alberts et al., 2006), constituindo, portanto,
um interessante carater taxonémico. De fato, Hirai et al. (1994, 1996) registraram
varia¢do numérica interespecifica de NORs em formigas do género Myrmecia.

A marcacdo com DAPI nas regiBes pericentroméricas da maioria dos
cromossomos de W. auropunctata revela a presenca da heterocromatina centromerica
rica em AT nestas localidades. Rocha et al. (2003) detectaram que a regido
centromérica dos cromossomos metacéntricos e acrocéntricos da abelha
Frieseomelitta varia é rica em pares de bases AT (DAPI"). Entretanto, os estudos
citogenéticos com himenopteros demonstram que o DAPI marca principalmente
outras regides cromossdmicas. Rocha et al. (2003) também encontraram marcagao
positiva para DAPI no braco curto dos cromossomos acrocéntricos e no bracgo
heterocromético dos pseudoacrocéntricos de F. varia. Brito et al. (2003) detectaram
uma ampla banda DA/DAPI" num cromossomo grande de P. peckolti. Rocha et al.
(2002) observaram que o DAPI coloriu integralmente 0os cromossomos em estagio de
prometafase das células de Melipona seminigra fuscopilosa. A fluorescéncia obtida
com DAPI para os cromossomos de W. auropunctata revela que a heterocromatina
presente nos mesmos possui grande riqueza de seqiéncias de pares de bases AT.

Considerando o0s nucleos interfasicos das células cerebrais de W.
auropunctata, partes deles foram marcadas com DAPI, evidenciando a presenca da
heterocromatina ou da cromatina que ndo se descondensa ao final da tel6fase,
mantendo-se condensada durante a intérfase (Alberts et al., 2006).

O presente estudo é o primeiro registro citogenético para uma espécie da tribo
Blepharidattini, sendo o cariétipo de W. auropunctata caracterizado em nivel de
ntmero, morfologia e marcagdo cromossdémica heterocromética e servira de base

para futuros estudos sobre a evolugédo do cariotipo em Myrmicinae.
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Resumo

Testes de agressividade foram conduzidos em laboratério para determinar se
operarias de Wasmannia auropunctata (Myrmicinae) na sua regido de origem, no
Brasil, ttm comportamento agressivo intercolonial e interespecifico contra operéarias
de Pheidole sp. Os resultados demonstraram que operarias de W. auropunctata foram
mais ou igualmente agressivas nos confrontos intercoloniais do que nos
interespecificos, confirmando que na sua regido nativa W. auropunctata apresenta
estrutura multicolonial e que outras espécies de formigas podem coexistir com ela na
mesma area, desde que os limites territoriais sejam mantidos. Esta é a primeira
evidéncia experimental de comportamento multicolonial em W. auropunctata
focalizando populac6es brasileiras numa ampla escala geografica, acima de 1000 km.

Abstract

Aggressiveness tests were conducted in laboratory to determine if workers of
Wasmannia auropunctata (Myrmicinae) in its region of origin, in Brazil, have
intercolonial and interspecific aggressive behavior against workers of Pheidole sp.
The results demonstrate that workers of W. auropunctata were more or equally
aggressive in the intercolonial confrontations than in the interspecific ones,
confirming that in its native region W. auropunctata has a multicolonial structure and
that other species of ants may coexist with it in the same area, since territorial limits
remain. This is the first experimental evidence of multicolonial behavior in W.
auropunctata focusing Brazilian populations on a large geographical scale, above
1000 km.

Keywords: Little fire ant, aggressiveness, multicolonial structure, territorial limit,
competition, Pheidole sp.
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Introduction

In ants, cuticular hydrocarbons play an important role in the recognition of
nestmates (Lahav et al., 1999). These hydrocarbons form the colony odor, varying
dynamically with the time, together with the signals obtained from environment
(Vander Meer & Morel, 1998; Howard & Blomquist, 2005). So ants homogenize
their cuticular hydrocarbons frequently, in order to create a uniform colony-specific
profile or gestalt odor (Crozier & Dix, 1979). In the gestalt model, the colony odor
results from mixture of individual odors of queens and workers plus odors from
environment, which are transferred through grooming and trophallaxis among
individuals resulting in a common colonial odor (Crozier & Dix, 1979; Dahbi et al.,
1999). The recognition of a no characteristic odor among ants results in
aggressiveness among them. In the case of familiar odors, the members of the colony
commonly are recognized and the degree of aggression between the individuals is
low or absent (Errard & Hefetz, 1997; Dahbi et al., 1999).

The distinction between nestmates and conspecific non-nestmates is possible
because members of the same nest recognize the "colony odor", that acts as a
chemical signature of the colony. Signals of recognition are genetically determined,
but also derivatives from environmental sources, such as food and nests materials
(Holldobler & Michener, 1980; Beye et al., 1998).

In areas where ants have been introduced, such as Linepithema humile, they
have not intercolonial aggressiveness, being the society characterized as unicolonial
(Holway, 1999). In the unicolonial structure, the species forms more competitive
colonies, mainly for a numerical advantage. Unicolonial populations invest the
energy that would be placed in defense and territoriality in the production of more
individuals, whereas in the multicolonial structure, the colonies have low population
density and occupy relatively small territories that aggressively are defended against
other conspecific colonies (Holway et al., 1998; Tsutsui et al., 2000; Giraud et al.,
2002; Tsutsui & Suarez, 2003).

The ant Wasmannia auropunctata (Myrmicinae) is an important pest in
tropical agroecosystems due to its painful stinging and because it is found associated
to sap sucking insects (Coccidae, Aphididae, Psyllidae and Aleurodidae) of its host
plants (Delabie, 1988). In association with this ant, the population of the
pseudococcid Planococcus citrii in cocoa fruits was three times higher than without

ants (Souza et al., 1998). Besides, it is a pest also because it can kill many other
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animal species (birds, snakes, etc.) (Jourdan et al., 2001) and other ant species (Le
Breton et al., 2003). In the regions where this ant was introduced, such as in New
Caledonia, they have low agonistic behavior among the populations. However, in
Brazil, inside of the region of origin of W. auropunctata, there is high aggressiveness
between workers of distinct colonies in the southeastern region of the Bahia (Errard
etal., 2002; Le Breton et al., 2004).

The objective of this study was to verify if workers of W. auropunctata in its
region of origin have intercolonial and interspecific aggressiveness, considering a

large geographical scale.

Materials and methods
Ants

Nine colonies of W. auropunctata were obtained from the following
environments and localities: two colonies in the campus of the Federal University of
Vicosa (UFV), state of Minas Gerais (20°45'S, 42°52'W), established in shrubs
trunks, four colonies in the cocoa plantations of the Center of Research of the Cocoa
(CEPLAC), llhéus, state of Bahia (14°45'S, 39°13'W) and three colonies in the
coconut plantations of the Barramares, Ponta da Tulha district, Ilhéus, state of Bahia
(14°37'S, 39°04'W). The distance between Minas Gerais and Bahia locals is about
1200 Km, whereas colonies of CEPLAC and Barramares are 50 Km distant. The
colonies were collected manually and kept in laboratory at 25 + 1° C, 65 + 1% rh and
photoperiod 12:12 L:D, fed on honey and water ad libitum. Only a colony of
Pheidole sp. (Myrmicinae) was collected in the UFV, in view of not the occurrence
of others in neighborhoods of the colonies of W. auropunctata. Pheidole sp. was
used in this study for being present in one of the areas where W. auropunctata was
found, with the purpose of comparison in relation to intraspecific confrontations

between workers of W. auropunctata.

Agressiveness
The aggressiveness tests among workers of W. auropunctata from different
localities and among these ants and Pheidole sp. were carried out in Petri dishes (8.5
cm) whose central region was isolated with one another Petri dishes (3 c¢cm) in
inverted position in relation to the large dish resulting in an arena with diameter of 3

cm. The ants were transferred to arena with the aid of a brush. Workers of different
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colonies were brought one against the other, during five minutes in each assay
(Errard & Hefetz, 1997).

Five behavior categories of aggressiveness were established: 1 = antennal
contacts, 2 = withdrawal in opposing direction, 3 = push-up of abdome, 4 = biting, 5
= fight. The categories 1 and 2 were considered non-aggressive behaviors and the
others, aggressive behaviors. The referring numbers to the categories are weights
attributed to each behavior.

During encounters was registered the behavior category and the time(s) that
each interaction occurred, following the calculation of an aggression index (Errard &
Hefetz, 1997; Lahav et al., 1999; Souza et al., 2005) with the equation:

Al Zn:Ali *{i
T
where Al = aggression index, ti = duration of each act and T = time of total
interaction, defined as the sum of all times in which the ants interacted.

The aggression indexes for each colony were tested with ANOVA/test F
using R statistical software (R Development Core Team, 2004). In the conduction of
the assays, six treatments (table 1), with twelve repetitions each, were made.

Testing aggressiveness among workers of the same colony performed control.

Results

In all interspecific and intercolonial encounters, the workers presented
aggressive behavior. The aggressiveness index varied from 1.03 (initial partial
aggressiveness = 21%) to 4.89 (total aggressiveness = 100%), with the mean index
from 1.64 to 3.05 (table 1). Two different groups could be established with ants of
the BC group being more aggressive, in general, than those of the FAED group (Fig.
1, table 2). The exceptions refer to some confrontations of W. auropunctata from
UFV with workers of Pheidole sp. (group D), whose aggression indexes were high,
one of theirs reaching the value of 4.29. We found fight and reciprocal mutilation in
50% of the encounters among colonies of W. auropunctata from CEPLAC with those
from Barramares (group C). Workers of W. auropunctata avoided the physical
confrontation, get out the way one of the other in the arena. After antennal contacts,

the withdrawal in opposite direction or aggression occurred.



54

Table 1. Relative treatments the encounters among workers of Wasmannia auropunctata

(Wa) and Pheidole sp. (Ph), mean aggressiveness index and standard deviation for the 12

confrontations established in each situation.

Treatments Encounters Mean Standard
aggressiveness deviation
index

A Wa of UFV x Wa of Barramares 1.73 0.74

B Wa of CEPLAC x Wa of UFV 2.42 1.15

C Wa of CEPLAC x Wa of Barramares 3.05 1.18

D Wa of UFV x Ph 2.01 0.98

E Wa of Barramares x Ph 1.73 0.76

F Wa of CEPLAC x Ph 1.64 0.52

Table 2. Analysis of variance of aggressiveness index between ants. A (Wa from UFV x Wa
from Barramares), B (Wa from CEPLAC x Wa from UFV), C (Wa from CEPLAC x Wa
from Barramares), D (Wa from UFV x Ph), E (Wa from Barramares x Ph) e F (Wa from

CEPLAC x Ph). Two groupings were gotten: FAED and BC.

Treatments df F test p
FA 67 0.0558 0.8140
FAE 68 0.1960 0.8891
FAED 69 0.9939 0.3223
FAEDB* 70 4.7558 <0.05
BC 70 2.8539 0.09567

There is not significant difference between the treatments F and A,
nor between FA with E and FAE with D, then the four treatments
can be gathered. *But there is significant difference between the
group FAED with the treatment B, therefore B can’t be gathered
the FAED. However, there is not significant difference between

the treatments B and C, which can be gathered.
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Fig. 1. Aggressiveness index between workers of Wasmannia auropunctata (Wa) front the
conspecific non-nestmate workers and workers of Pheidole sp. (Ph), in accordance with the
following confrontations: A = Wa from UFV x Wa from Barramares, B = Wa from CEPLAC
x Wa from UFV, C = Wa from CEPLAC x Wa from Barramares, D = Wa from UFV x Ph, E
= Wa from Barramares x Ph, F = Wa from CEPLAC x Ph.
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Discussion

The high aggressiveness between the W. auropunctata workers from
CEPLAC in relation to the conspecific non-nestmates from UFV and Barramares
Land suggest that each group of colonies from each area must represent a distinct
population. The evidences make us to assume that the most aggressive confrontations
must have occurred between genetically distant workers. This supposition needs to
be investigated through genetic studies. However, one explanation for the fact of the
colonies from UFV and Barramares fight less between itself would be in
consequence to be small colonies, and, therefore, results in lower aggressiveness.
Balas & Adams (1996) found that incipient colonies of ants are less aggressive that
mature colonies in Solenopsis species.

The high aggressiveness of workers from CEPLAC may be due to the fact
that these colonies are permanently established in this locality and they are mature
colonies, because species that occupy permanent territories are more aggressive
(Wilson, 1971). In fact, we knew that colonies from CEPLAC are established in its
areas at least fifteen years (A. L. B. Souza, personal observation).

We find that the aggressiveness in the confrontations among W. auropunctata
workers was not associated with geographic distance, since found in our study high
aggressiveness between the workers of W. auropunctata from CEPLAC and
Barramares (at 50 km), as well as between the workers from CEPLAC and UFV (at
1200 km), but lower aggressiveness between the workers from UFV and Barramares,
also at 1200 km. Le Breton et al. (2004) found high aggressiveness between colonies
de W. auropunctata established in cocoa plantations 3 km distant, but without
aggressiveness between colonies at 20 km.

The aggressiveness among colonies of W. auropunctata from distant places
indicates that this ant is multicolonial in its native area, since in the multicolonial
structure the members of distinct colonies are hostile among them (Bourke & Franks,
1995; Le Breton et al., 2004; Errard et al., 2005). The recognition of a no
characteristic odor between conspecific non-nestmates of W. auropunctata was
responsible to the aggressive behaviors. This is the first experimental evidence of
multicolonial structure in W. auropunctata focusing Brazilian populations on a large
geographical scale, covering above 1000 km.

We expected that the aggressiveness in the confrontations between W.

auropunctata and Pheidole sp. was higher than in intraspecifics ones involving
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workers of W. auropunctata, what it did not occur in two treatments, but only in one
of them. However, dramatic territorial fighting in ants has been registered with more
frequency between colonies of same species than between colonies of different
species (Holldobler & Wilson, 1990). The low aggressiveness between Pheidole sp.
and W. auropunctata from CEPLAC and Barramares may be due to the fact that
workers of W. auropunctata did not recognize Pheidole sp. as potential competitor in
the established confrontations, and vice versa, once that both the species had not
contact until then. However, when the confrontations occurred between workers of
Pheidole sp. with W. auropunctata from UFV, which are sympatric, it had high
aggressive index. In this case, we suggest the existence of competition between both
the species in the UFV area. Holldobler & Wilson (1990) found competition between
specimens of Pheidole and Oecophylla longinoda, with fight and mutual exclusion,
suggesting that species of Pheidole defend spatiotemporal territories. Therefore, the
coexistence of both, W. auropunctata and Pheidole sp., in same locality (UFV) is
consequence of territorial limits well established between them.

In conclusion, workers of W. auropunctata were more or equally aggressive
in intercolonial confrontations than in most of interspecifics ones, confirming that in
its native region W. auropunctata has a multicolonial structure and that other species

of ants may coexist with it in the same area, since its territorial limits remain.
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3. CONCLUSOES GERAIS

Marcadores RAPD discriminaram populagdes nativas de W. auropunctata e
W. sp. aff. rochai provenientes do Brasil (estado da Bahia) e/ou da Guiana Francesa.

Os valores dos polimorfismos e das heterozigosidades estimadas encontradas

para as populac@es de ambas as espécies de Wasmannia foram elevados.

As populagdes de W. auropunctata presentes em canaviais e bananais de
Jequié mostraram-se geneticamente distanciadas das populacfes estabelecidas em

cacauais de Jequié, de Ilhéus e da Guiana Francesa.

As distancias genéticas entre as populacfes de W. auropunctata de llhéus
foram elevadas, ao passo que estas populacdes foram geneticamente proximas as da

Guiana Francesa.

As populages de W. auropunctata de Ilhéus e Una estudadas
citogeneticamente possuem cariotipo 2n = 32, sendo dez pares metacéntricos (M) e

seis pares acrocéntricos (A).

Um dos bracos das crométides irmés do décimo par foi positivo para CMA; e
laranja de acridina, sendo indicativo da presenca de regides organizadoras de

nucléolo.

A regido pericentromérica da maioria dos cromossomos e algumas partes dos
nucleos interfasicos foram marcadas com DAPI, 0 que evidencia a heterocromatina

rica em AT.

Operérias de W. auropunctata foram mais ou igualmente agressivas nos

confrontos intercoloniais do que nos interespecificos estabelecidos com Pheidole sp.

Wasmannia auropunctata apresenta estrutura multicolonial na sua regido

nativa.



