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RESUMO

PEREIRA, Tassia Tatiane Pontes, M.Sc., Universidade Feder&dlicosa, marco de 2017.
Estudo ecoldgico e citogenético da formiga cultivadora de fungbrachymyrmex holmgreni
Wheeler, 1925 em ecossistema Costeifdrientador: Maykon Passos Cristiano. Coorientador:
Danon Clemes Cardoso.

O género Trachymyrmex possui um comportamento intermediario entre as formigas
cultivadoras de fungo néo-cortadeiras e cortadeiras, p@mmtitanto matéria oganica em
decomposicdo como as formigas nao cortadeiras quanto matesshl \@gtado fresco como
as cortadeiras para substraimcultivo do fungo. Aléem disso, o génef@achymyrmex, o qual
divergiu entre 15 e 20 mihdes anos assumi uma posicdonéidge intermediaria. Esses
aspectos fam com o que o estudo das caracteristicas biologicas das egjpéeiesmpdem
esse género seja importante para compreender os passaslidgo® na evolucdo do cultivo
do fungo simbionte. Deste modo, o objetivo deste trabalho foiarealim estudo ecoldgico e
citogenético da espécie de formiga cultivadora de fuhgachymyrmex holmgreni a fim de
contribuir para a compreensdo da evolucdo do grupo. A abordagemicacadgsist em
descreveraarquitetura do ninho, a demografia da colonia em duas estacoes elavafiar o
padrdo de distribuicdo dos ninhos em ecossistema de Restingmrdagem citogenética foi
realizada por meio do estudo do cariotipo de quatro populacdes geogeafie distintas. O
estudo ecologico foi realzado ao longo de trés pradeliforal sul brasieiro, nas localidades
de Morro dos Conventos-SC, Balneario Gaivota-SC e Torres-RSagenético, além dessas
trés, incluimos uma populacdo de Cachoeira do Campo-MG localzaa@moximadame nte
1.500km de distancia das demais populacdes. Escavamos e coletamoss5paniahdescricao
da arquitetura e demografia. Amostramos ninhos na paisagemmeo de quadrantes e
utlizamos os indiceRR de Clarck e Evans kp de Morisita para o padréo de distribuicdo. Para
o estudo citogenético, utlizamos os ninhos coletados para o estudoéafiemog um ninho da
populacdo de Cachoeira do Canid®. As colbnias foram mantidas vivas em laborat@io
utlizamos as larvas para coleta do tecido cerebral para abtelaccromossomos metafasicos
Conduzimos a técnica convencional de Giemsa para avali@raéa morfologia. Utlizamos

a coloracdo com fluorocromos CMA& DAPI para avaliar a composicdo de baSESAT dos
cromossomos. Nossos resuttados nos permitram afrmar que ietargudo ninho e a
demografia da coldnia variam entre as estacdes. No outono ass aplesentaram trés camaras
de fungo e um ndmero significativo de individuos da casta reprodutivanajgprimavera
apresentou 5 camaras em méeimais imaturos do que no outono. Estes resuttados sugerem
gue as coldnias de holmgreni investem em reproducdo durante o outono estabelecendo novos

ninhos durante o inverno e investem em crescimento durqmeeaera e verao. Alem disso,

vii



encontramos um padréo de distribuicdo agregado dos ninhos, dodicpe provavelmente
fatores abioticos como disponibilidade de recurso e condicbes Im@mecas do solo
interferem no sucesso do estabelecimento das colbniasudd e#bgenético mostrou que
holmgreni ndo apresenta clinas cromossdmicas sendo o cariétipo composto P20 (rF=
10), mas apresentam variacdo no tamanho total dos cromossokws.digso,T. holmgreni
apresentou marcacfes positvas para o fluorocromo LN regido centroméricae
pericentromérica, as quais foram negativas na coloracadéét mostrando que essa regido
€ rica em pares de bases GC. Esses resultados sugereestainislade desse caridtipo e que
provavelmente as pequenas variagdes encontradas no géaenoresiltados de rearranjos

cromossdmicos a partir desse cariotipo.
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ABSTRACT

PEREIRA, Tassia Tatiane Pontes, M.Sc., Universidade Federalicosa, Marh 2017.
Ecological and cytogenetic study of fungus-growing antTrachymyrmex holmgreni
Wheeler, 1925 in Coastal ecosystewdviser: Maykon Passos Cristiano. Co-adviser: Danon
Clemes Cardoso.

The genusTrachymyrmex has an intermediate behavior between‘ibaf-cutters and “non-
cutters fungus-growing ants, since they can use both freskedcathd detrits as substrate to
grown the simbiotic fungus. In addition, to this behaviour gleus Trachymyrmex, which
diverged between 15 and 20 million years ago, assume a intetengahylogenetically position.
These aspects make the study of the biological characterist characterizeTrachymyrmex
interesting to understand the steps in the evolution nguéu agriculture. In this sense, the
objective of this work was to carry out an evolutionary studjherungus-growing ant species
Trachymyrmex holmgreni, through an ecological and cytogenetic approach. The former
approach consisti describing the fundamental biological characteristicsnpfscial insect:
their nest architecture, colony demography, as well agdidtioution pattern of the colonies in
the ecosystem. The later approach was accomplished by stuthgndaryotype of four
geographically distinct populations. The ecological study e@ased out along three beaches
in the southern Brazlian coast around the cites of Matos Conventos-SC, Balneario
Gaiota-SC and TorreRS During the cytogenetic study, besides the three popudatio
mentione before we included a fourth population from Cachoei@adpoMG, located more
than 1500 km away. We excavated and colected 50 nests tobde@i architecture and
demography. We sampled nests in the landscape in arbitpdoified quadrats, and calculated
the R index of Clarck and Evans and Ip of Morisita to desclebdistribution pattern. For the
cytogenetic study, we used the nests collected for the dapmiggrstudy and one nest from the
population of Cachoeira do Campo-MG. The colonies were kept alilee ilaboratory and we
used the larvae to obtain brain tissue to prepare meiaptia®mosomes. We conducted the
conventional stanning with Giemsa to evaluate number raorphology and used segeuntial
staining with fluorochromes CM#and DAPI to evaluate the composition of the chromosomes
bases AT/CG. Our results allowed us to suggest thatd¢héeature of the nest responds to the
seasonal cycle of the colony. In the autumn the nestemesl three fungus chambers and
significant number of individuals of the reproductive castdereas in the spring they
displayed, in average, 5 fungus chambers and many immatdngduals. These results
indicate that the colonies ®f holmgreni invest in reproduction during the fall establishing new
nests during the winter, which promotes growth duringspgiéyg and summer. In addition, we

found an aggregate distribution pattern of the nests, timticahat abiotic factors such as



resource availability and microclimatic soil condtionsolpbly interfere with the successful
establishment of the colonies. The cytogenetic study shohedTt holmgreni does not
presentes chromosomal clnes being the karyotype composed d@m= 10). In addition,
T. holmgreni presented positve markings for the CBMorochrome in the centromeric and
pericentromeric regions, which were negative in the D&Rining, suggesting that this region
is rich in GC-base pairs. This result also suggestalalitst in karyotype but that the small

variations found are probably results of chromosomal reamaags from this numeric stable

karyotype.



1. Introducéao geral

O comportamento eussocial evoluiu em quatro grupos de insate$as, cupins,
vespas e formigas e este comportamento € o mais alto gengasacdo social conhecido
(Wilson, 1971). A eussocialidade consiste em uma vida colonidg os individuos agem em
cooperacao, ha sobreposicdo de geracdes, cuidado com prole e diviséo Hiqg trahdd uma
casta exclusiva para reproducédo (Wison, 1971). A sobrevivénciadaéndaiduo depende da
sobrevivéncia da coldnia. Tao forte € essa dependéncia queokimia cle insetos eussociais
deve ser entendida como um superorganismo (Holdobler & Wison,).2009

Apenas as formigas apresentam eussocialidade em todaspéasesesdo grupo
(Holdobler & Wison, 1990). Elas surgram a aproximadamente 10@esl de anog sao
considerados os insetos de maior sucesso ecoldgico (Moreal) B6l), ocorrendo em todos
0s ambientes terrestres com excec¢do dos polos.

Atualmente existem 15.983 espécies e subespécies agrupadasaebnmica familia
denominada Formicidae que compreende 20 subfamilias e 464 géBekos, (2016). A
subfamilia Myrmicinae agrupa 47% das espécies descritagndo as formigas culivadoras
de fungo (Bolton, 2016).

As formigas cultivadoras de fungo incluem 16 géneros ee&b&cies (Klingenberg &
Brandéo, 200950sa€cdvo, 2013. Elas surgiram por volta de 50 mihdes de anos atras (Schultz
& Brady, 2008), sdo exclusivas do Novo Mundo e mais diversasegido r Neotropical
(Holdobler & Wilson, 1990). Esse grupo € caracterizado pela relagdoalistica que
estabeleceu com fungos basidiomicetos, que séo cultvados alpagatacdo da colonia,
principalmente ou exclusivamente das larvas (Weber, 1972loHg¥ & Wison, 1990). Essa
relagdo inclui as formigas, seus fungos cultivados, dakafnhieucocoprineae e Pterulaceae,
e a bactéria flamentosa do géndPeeudonocardia, que cresce no tegumento das formigas
(Schultz & Brady, 2008). Por meio da interacdo com essas hactérioutras estratégias
comportamentais, fornecem ao fungo protecdo contra patdégenodratsubpara seu
crescimento e dispersdo (Weber, 1972; Mehdiabadi & Schultz, 20t@nBez-Marin, 2013).

O surgimento da relacdo formiga-fungo € um passo evolutivito rnoportante no
grupo das formigas cultivadoras de fungo sendo foco de mugtosios. Schultz & Brady,
(2008) e Mehdiabadi & Schultz, (2009) realizaram um estudohddtalda evolucdo dess
grupo e dos seus fungos cultivados. A partir das concluses ddatesdoram estabelecidos
cinco sistemas de agricultura praticados por essas fornggesrepresentam as transicoées na

evolucdo desse grupo, sendo eles: agricultura basakr( agriculture), agricultura do fungo



coral Coral fungus agriculture), agricutura de leveduraYdast agriculture), a agricultura
generalizada derivadaGéneralized higher agriculture) e por Utimo a agricultura das
cortadeiras de folhaléafcutter agriculture).

Os géneros Mycocepurus, Myrmicocrypta, Apterostigma, Kalathomyrmex,
Paramycetophylax, Mycetophylax, Mycetarotes, Cyphomyrmex, Mycetosoritis e Mycetagroicus
praticam agricultura basal. Esses géneros divergiramoairapdamente 50 mihdes de anos
atrds de uma linhagem ancestral que deu origem as dsrnigltivadoras de fungo. Eles
compartiham muitas caracteristicas consideradas asesBeralmente apresentam ninhos
inconspicuos, colbnias pequenas com 10 a 100 operarias monomérfitlmm carcaca de
insetos, sementes, partes de flores, frutas em decomposicdo substato para o fungo
cultivado (Mehdiabadi & Schultz, 2009).

Os génerossericomyrmex e Trachymyrmex praticam agricultura generalizada derivada,
divergiram de um ancestral entre 10 e 20 mihdes de anasngadiham caracteristicas
ancestrais e derivadas. Os ninhos sdo mais perceptiveessermpm tamanho de colonia
intermediario com 100 a 3.000 operarias, sao monomorficas ou levepadimérficas. Ainda,
utlizam carcaca de insetos, sementes, partes de forems frem decomposicdo e
facultativamente utilizam material vegetal cortado e@dehdiabadi & Schultz, 2009).

Os génerosAcromyrmex e Atta pratcam a agricultura das cortadeiras de folha,
compartiham um ancestral comum com algumas espécies rawo gérachymyrmex e
diversificaram-se entre 10 a 12 mihdes de anos (SchuBradly, 2008). As espécies desses
géneros apresentam caracteristicas consideradas deritadaspomo ninhos perceptiveis,
coldnias muito grandes chegando a 10 mihdes de operariassaBlgmlimoérficas e utlizam
exclusivamente material vegetal cortado fresco como atdgtiara o fungo. (Mehdiabadi &
Schultz, 2009; Della Lucia2011 Sosacavo, 2015).

Apesar da transicdo entre os sistemas de agriculturamspasso importante para o
entendimento da evolugdo do grupo (Schuliz & Brady, 2008), acfiangntre sistema de
agricultura basal para a agricutura das formigas comrad@é reconhecido como o segundo
passo mais importante na evolucdo das formigas cultivadoramgde (Mayhé-Nunes & Jaffé,
1998). Isso porque, as formigas cortadeiras sdo dominantes ngermpaisende ocorrem,
apresentam maiores tamanhos de colonias, ninhos akamefgacasos (Holdobler &
Wilson, 1990; Dela Lucia,2011), podendo ser reconhecidas como as de maior sucesso
ecoldgico entre as formigas cultivadoras de fungo. Apesaemen focos de muitos estudos
devido ao impacto que causam na agricutura, os passos evolitigovediarios que as

permitiram alcancar tal sucesso sdo pouco estudados.



by

Trachymyrmex € um téxon chave a compreensdo da transicdo entreemasise
agricultura basal para a agricuturasdrmigas-cortadeiras (Branddo & Mayhé-Nunes, 2007;
Schultz & Brady, 2008). A posicéo flogenética do génerachymyrmex, o compartilhame nto
de um ancestral comum coferomyrmex e Atta e as caracteristicas ecoldgicas como o tipo de
substrato utilizado no cultivo de fungo e o fungo cultivaddifipzam tal afrmacéo (Schultz &
Brady, 2008).Trachymyrmex é amplamente distribuido na regido neotropical com algumas
espécies exclusivas do Neartico (Mayhé-Nunes & Jaffé, 199@&Inknte sdo 47 espécies
descritas (Bolton, 2017) sendo reconhecido como um dos grupos masosdientre as
formigas cultivadoras de fungo depoisAtEomyrmex (Branddao & Mayhé-Nunes, 2007).

A espécieT. holmgreni tem distribuicdo conhecida da Bolivia ao sudeste do Brasil
(Mayhe-Nunes & Brandao, 2005). Cardoso et al. (2009) registraram érwigrda espécie no
ecossistema de Restinga na regido sul do Brasi. Essestetogspode ser caracterizado por
uma ftofisionomia distinta com formacdes vegetais hedmcarbustivas e arbdéreas (Thomazi
et al., 2013). E considerado um ecossistema fragl devido ao solo arenosoepolutrientes
e com grau de salinidade elevado (Ro&hal., 2004). Esses fatores abibticos, somados a
exposicdo intensa do sol, extremos de temperatura, ventosaedsgonibilidade de agua,
fazem com que as espécies que ocorrem nesse ambiente teprestaptacdes para suportarem
essas condicbes ambientais (Roehal., 2004).

Com o objetivo de entender assos evolutivos™ entre as formigas nao-cortadeiras e
cortadeiras realizamos o estudo ecolégico e citogenético daeeBpiéaimgreni. Deste modo,
descrevemos a arquitetura do ninho, demografia da coldnia no eupsincbavera e avaliamos
0 padrao de distribuicdo dos ninhos no ecossistema de Restinga. Aémpdissabermos que
a citogenética € uma ferramenta que pode ser utlizad@rrde complementar em estudos
evolutivos (Macgregor, 1993), caracterizamos o cariétipo da iespat quatro populagdes
geograficamente distintas. Objetivamos avaliar o nimero,olopid e composicdo de bases
dos cromossomos, como intuito de fornecer informagdo sobstrutura cromossOmica da
espécie alem de contribuir no entendimento da evolugdo cromosséonieaon.

Este trabalho esta dividido em dois capitulos. O Capitulo 1 abastado ecologico e

o Capitulo 2 o estudo citogenético.
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3.1. Resumo

A arquitetura, demografia e o padrao de distribuicdo de ninhos da farufigadora de fungo
Trachymyrmex holmgreni foram estudados no ecossistema de Restinga em trés localatades
litoral sul brasieiro, e em duas estacdes do ano. A awmaitet demografia foram obtidas a
partir da escavacao de 50 ninhos, 20 no outono e 30 na primavera. Odeadsigbuicdo foi
calculado por meio do registro das coldnias em 3 quadrantes de 20 x 2@uitefusa variou
entre as estacdes, apresentando em média 3 camaragod@duautono e 5 na primavera. A
demografia ndo variou em tamanho mas em composicdo de sasths que no outono a
coldnia investe em reproducdo com alto nimero de individ@sscastas reprodutivas e na
primavera investe em crescimento apresentando maior altheelarvas e pupas de operarias
comparado ao outono. O padrdo de distribuicdo dos ninhos é agregatknsidade € 0.04
ninhos/nf. Com base em nossos resultados, mostramos que os ninhds hdingreni
apresentam arquitetura do ninho e demografia coldnia iiémae entre as formigas
cultivadoras de fungo ndo-cortadeiras e cortadeiras. Além diggerin®s que a distribuicdo
dos ninhos no ecossistema de Restina € influenciada prinoedia pelas condicdes
microcliméticas do solo do que pelo comportamento agonistico dagaermAléem disso,
verificamos a importancia do estudo de ninhos de formigas ferantkts estacdes, pois este

pode nos prover conhecimento a despeito do ciclo da colonia.

Palavra chave: evolugcdo, ecologia, ciclo da colonia, formiga



3.2.Introducao

As formigas estéo entre os organismos terrestres de mea@ssse ecoldgico (Schultz,
2000; Moreau & Bel, 2013) e a vida colonial € um dos fatores resgigdor isso. Insetos
eussociais, como as formigas, devem ser entendidos como supsnawgaoinde os individuos
agem como uma entidade favorecendo o seu desenvolvimento elieapaoi (Holdobler &
Wilson, 2009)0 ninho € parte funcional desse superorganismo e a sua amuiietoduto da
selecdo natural (Tschinkel, 2011) a qual emerge da acdo taorjlen muitas operarias
(Tschinkel, 2004)

As formigas cultivadoras de fungo surgram a aproximadeem®&0 mihdes de anos
(Schultz & Brady, 2008). Séo representadas por 16 géneros e 25e®gpdicgenberg &
Branddo, 2009; Sodaavo, 2013). Sdo reconhecidas pela relacdo mutualistica esighslec
com fungos basidiomicetos. Provavelmente a arquitetura dv eirdd demografia da colonia
nesse grupo de formigas evoluiu de forma a garantir a sobmaivélp fungo. Deste modo, o
estudo desses aspectos tem muito a contribuir com o entetadigenal da historia evolutiva
das formigas cultivadoras de fungo.

Essas formigas utlizam uma variedade de substrato th cdb fungo. Baseado no
tipo de substrato, elas podem ser agrupadas em dois grandes fgnupigas ndo herbivoras
nao-cortadeiras e herbivoras cortadeiras. A maioria dasiessplecformigas cultivadoras de
fungo sdo ndo-cortadeiras. Essas normalmente apresentaon coenplexidade social, com
demografia de aproximadamente 100 operarias e ninhos com 1 aafasams formigas-
cortadeiras, agrupadas em 2 génertale Acromyrmex), apresentam maior complexidade
social e demografia chegando a até 10.000.000 operaridsét@texana (Beckerset al., 1989)
por exemplo. Os ninhos podem chegar a centenas de camarascedecidas como o grupo
mais derivado, surgido a aproximadamente 8 a 12 mihdes de amwgSxathultz & Brady,
2008)

O géneroTrachymyrmex é representado por 47 espécies (Bolton, 2017), apresentam um
comportamento intermediario quanto ao tipo de substrato utlizzmlccultivo de fungo.
Preferencialmente elas coletam matéria organica eongmsicdo, fezes e carcacas de outros
animais como as nao-cortadeiras, e facultativamentzanti de matéria organica cortada
fresca, assim como fazem as formigas-cortadeiras. Este ¢ampoto, juntamente com a
posicdo flogenética (Schultz & Brady, 2008) fazem com que tglass dos aspectos

ecologicos e histéria natural dessas espécies sejam pre@sigp esclarecimento dos tracos



evolutivos entre as formigas nao-cortadeiras e cortadelta §so contribui para nosso
entendimento acerca da evolucéo e diversificacdo das foroufigmdoras de fungo.

Embora o conhecimento sobre a nidificacdo seja importanterutrastdos ninhos de
formigas subterraneas é em grande parte desconhecidogezatmas informacdes sobre eles
sdo coletadas incidentalmente, e ndo como um objetivo primério dspe@mehinkel, 2004).
Com isso, existem poucos dados sobre a arquitetura do ninho, demagrapadrdo de
distribuicdo das espécies de formigas. Isso ndo é excegdo pasIgachymyrmex, tendo
este, alguma informacdo sobre os ninhos disponiveis em Lek;zd®85; Seal & Tschinkel,
1985; Arayjoet al., 2002; Fernandez-marin, 2004; Mayhé-Nunes & Brand&o, 2005 e Lizidatti,
2006. No entanto, ndo exstum estudo detalhado pafa holmgreni em ecossistema de
Restinga.

Com o objetivo de contribuir para o entendimento da biologia das ferroiggavadoras
de fungo, realzamos o estudo das caracteristicas bioloégidamientais em insetos eussociais
na formiga cultivadora de fungdrachymyrmex holmgreni. Descrevemos aqui a arquitetura do
ninho, demografia da coldnia e padrao de distribuicdo da espécimssistema de Restinga
em duas estacfes do ano.

3.3.Materiais e Métodos
A espécieT. holmgreni foi identificada por Danon Clemes Cardoso e confrmada por
Rodrigo Feitosa. As amostras foram depositadas na colecdo do @abods Genética
Evolutiva e Populagdes na Universidade Federal de Ouro Preto.
Ressalto que neste trabalho colbnia se refere ao conjuritmivdéuos que vivem na
colonia e ninho refere-se ao espaco construidos pelos individ uaddmia.
3.3.1.Area de estudo
O estudo foi realizado ao longo de 3 praias (populagdes) no litoral suhsib Blorro
dos Conventos — SC (S28°56'07.9" W49°21'28.29"), Balneario Gaivota SC
(S29°11'42.23"W49°36'30.9") e TorreRS (529°24'01"W49°46'33,4"). Mais especificame nte,
na vegetacao pos-duna do ecossistema de Restinga. As aresagloe &0 caracterizadas por
um clima quente e temperado com estac6es bem definidas & dleivadistribuidas ao longo
dos 12 meses do ano. A classificacdo do clima segundo Koppen-@aigefMorro dos
Conventos, Balneario Gaivotas e Torggsfa com temperatura anual média de 19.1°C, 18.9°C,
18.8 °C com até 8.8°C de variacdo e pluviosidade de 1301 mm, 1351 mm, 1404 mm
respectivamente (Alaregt al. 2014).



O ecossistema de Restinga sul-brasileira é caractenmadapresentar fitofisionomias
distintas sobre terreno predominantemente arenoso de origersadde idade quaternaria,
formam um complexo vegetacional edéafico que ocupam praias, €ldggmessdes associadas,
corddes arenosos, terracos e planicies (Falkenberg, 1999). Onostilado neste trabalho foi
uma fisibnomia de depressdo pos-duna a qual apresenta &gptagominante de graminea
rasteira de crescimento rizomatoso e estolonifero distribuitiosmanchas ao longo solo
(Cardosoet al., 2010). Além disso, este local apresenta plantas do gévesera o qual é
caracteristico de areas sujeitas a alagamentos tempdideosionca & Castelani, 1993). Com
isso, a area amostrada nesse estudo pode ser caracterizaddetenmgénea pois apresenta
uma vegetacdo que se distribui de forma ndo uniforme nagraisalgm de apresentar partes
do solo que alagam.

3.3.2.Arquitetura do ninho

Os dados de arquitetura foram obtidos a partir da escavacdo de 50 ninhosisd®8 qu
foram escavados no outono (Abri) e 30 na primavera (Novembrapaade 2016.

Os ninhos foram identificados pela arquitetura externectesistica do género. Ninhos
geralmente conspicuos com entrada normalmente adornada pes rdenterra em forma de
cratera e uma pequena torre no centro (Bhatkar, 1974; TdckinBhatkar, 1974) e pela
identificacdo da espécie coletada. Para exposicdo das cateatago e coleta do material,
seguimos como proposto por Cardesal., (2011). Uma trincheira a aproximadamente 30cm
da entrada do ninho foi escavada até atingir a profundidadengtd keatico. Em seguida
retirou-se a areia de forma cuidadosa no sentido de encontrinhaoaté que as camaras
ficassem expostas. Com o auxilio de uma fita milimétotdivemos as medidas do raio do
murundu de areia, da altura e didmetro da torre, da profundidadedale&mara em relacdo a
abertura do ninho, a profundidade do lencol freatico e a profundidadaizels das plantas que
estavam no local da escavagéo.

Para avalar o formato e volume das camaras, e para obtemmosmodelo
tridimensional dos ninhos, utlizamos aproximadamentg dikparafina. Para ndo sacrificar
muitas colbnias, o modelo tridimensional foi obtido a partr detniwo ninho durante a
primavera. A parafina foi derretida e colocada dentro do ninparte da abertura que ele
apresenta. Aguardamos 2 horas, tempo suficiente para o eandatecida parafina, e entdo
escavamos e retramos o material. O volume foi calculado pelcipio de Arquimedes

utlizando o volume de agua deslocada como parametro para o calcudund® a camara.
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Para verificar se a a arquitetura do ninho varia ewéfu da estacdo do ano foi feita
uma Regressdo Linear Simples no software R environmefBt2¥ (R Development Core
Team, 2015).

3.3.3.Demografia

Dados demogréficos foram obtidos a partir da contagem de todos osivxlided todas
as castas e estagios de desenvolvimento nos 50 ninhos escavadibsracdosias estacées do
ano.

A partir da escavacédo dos ninhos e exposicdao das camarasmesldéodo o material
em potes plasticos de 1 ltro e transferimos para o Laboratiai Genética Evolutiva e
Populacbes da Universidade Federal de Ouro Preto, onde as caésiasmintidas conforme
protocolo descrito por Cardosbal., (2011). Ainda em campo, anotamos em qual camara a
rainha foi observada, qual tinha maior volume de fungo compaaaddemais e maior
guantidade de imaturos. No laboratério, a partr da contagem deguodi obtvemos o
nimero de larvas, pupas, operarias, ginas, machos e rainfedaminto.

Para verificar se o tamanho da colbnia varia entrstagies realizamos uma ANCOVA

por meio do software R environment v. 3.2.0 (R Development Core Team, 2015).

3.3.4.Padréo de distribuicéo

O padrédo de distribuicdo dos ninhos Tddwolmgreni foi obtido a partir do método de
guadrantes utlizando o indiceR de Clark e Evans, (195ddo indice Ip de Morisita, (1962).
Os quadrantes de 20 x 20m foram plotados de forma arbitrariaésdscilidades estudadas
sendo que em cada localidade foram estabelecidos trés quadriitedusca exaustiva pelos
ninhos por trés pessoas em toda area dentro do quadrante.

O indice R de Clark e Evans baseia-se na média da distancia entiehos mais
proximos. Para isso € necessario a medicdo da distano& osnhinhos e entdo obtes-a
média. Para minimizar o erro na medicdo direta da distanaiem dénho ao outro, fzemos as
medidas da distancia de cada ninho as arestas dos quadrabti&reos a posicdo relativa
dele em um plano cartesiano. A partir desses dados calculanatistéacias eucldianas com o
auxilio do programa MULTIVIT versdo 2.1.1 (Pilar, 2000) e entédo fizemoélculo do indice
R

Para calcular o indicép de Morisita, o qual, simplificadamente, é baseado na variancia
entre quadrantes e quanto maior for essa variancia nea@ragorobabiidade da distribuicédo

ser agregada. Utlizamos os nove quadrantes amostradogésnaspulacdes e este foi calculado
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no software R environment v. 3.2.00 (R Development Core Team, .2Didd)macdes
detalhadas sobre os indices s&o descritas em Krebs, 1989.

A densidade de ninhos foi calculada através da razao entre ro rdieneinhos pela area
total amostrada. Para verificar se houve diferenca nadddesentre as estacOes e entre as
populacdes conduzimos uma Regresséo Linear Simples no sdrveemgéronment v. 3.2.0 (R

Development Core Team, 2015).

3.4.Resultados
3.4.1.Arquitetura do ninho

O ninho deT. holmgreni em ecossistema de Restinga pode ser caracterizado acima do
solo por uma torre de palha com aproximadamente 0,5cm de diariefiomede altura rodeado
por um “murundu de areiade formato circular. Abaixo do solo segue um eixo central fi
suficiente para passagem dos individuos com camaras de fupgstals ao longo desse eixo
(Figura 1). A profundidade média, desvio padrdo e o volume das eds@arapresentados na
Tabela 1.

De acordo com a analise Regressdo Linear Simples, o nateetdmaras variou entre
estacoes estudadas (DF:48 F:14.375 P: 0.0004489utono houve um predominio de ninhos
com 3 camaras em media. J& na primavera ninhos com 5 saresmna média, foram
predominantes (Figura 2). Além disso, o murundu no outono afmessn com raio de
aproximadamente 8cm enquanto na primavera com 12cm.

O formato inicial das camaras parece ser mais oval a-s@rnachatada com o
crescimento do fungo. Independente da estacdo, em 10% dos ninhbradarsdsi identificada
uma pequena camara a aproximadamente 2cm da abertura com poacbuon fungo (ndo
representada na Figura 1). Essa camara é fundada pbkda eafrequentemente abandonada
com o crescimento do ninho (Weber, 1972). Dentro do ninho as camarsentgme volumes
diferentes. A 22 e a 32 cAmaras possuem maiores volumes ade fasgmodam muitas larvas
e pupas e geralmente onde observameainha. As camaras mais profundas apresentava
fungos menores e, provavelmente devido ao aumento da umidade, aauedsRaproximam
do lencol freético, foram frequentemente encontradas desahbitawhafingo morto ou usadas
como camara de lixo. Os fungos foram encontrados suspenso&zemrerdistantes das paredes
das camaras. Foi comum observar microcamaras deslocada honeotgalde uma camara do

eixo principal. Essas microcamaras ocorreram proximas a 22 ma@dca
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Figura 1: Arquitetura do ninho d&.holmgreni. a) disposicdo das camaras utlizando parafina;
b) desenho esquemativo; c) torre de palha; d) murunducd@raya de fungo. Os valores das
barras saoa, b ed 10cm;c 0,5cm;e 4cm.

Tabela 1: Dados de profundidade média, desvio padrdo e o volume das camanalsoddeni

T. holmgreni.
Céamaras de fungo

e
50
55
e
55
5
70

PM(cm)
125
223
376
465
512
56,5
61,7

DS (cm)
6.1
81
119
105
96
104
6,8

VC (mL)
114
265
204
50
12

PM - profundidade média, DS - desvio padrdo, V@Iume das camaras em mililitros.
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N° de camaras

\ 1
Outono Primavera

Estacao

Figura 2: Analise do efeito da sazonalidade no nimero de camaras
do ninho deT.holmgreni.

3.4.2.Demografia

As colonias deT. holmgreni sdo principalmente monoginicas, porém 6 colbnias
apresentaram até 3 rainhas, sugerindo que a poliginia @ti@aulna espécie. O tamanho da
colénia ndo variou entre as estacdes estudadas (Df48 F:0.92Z223).0 nimero medio de
operarias foi de 389. Tamanhos mais pronunciados de colbnia fraervados dentro da
mesma estacdo. No outono a menor colbnia possuia 151 operaria®re&88 Na primavera
a menor possuia 107 & maior 629 operarias. A composicdo de castas e estagios de
desenvolvimento diferiu entre as estacdes. No outono as coldmiessn 7 vezes mais pupas
do que larvas e maior abundéncia de castas reprodutivas do pyireanara (Df38 F:31.836
P8.78e%"). Por outro lado, na primavera as coldnias apresentaram a mexpoecdo de larvas
e pupas e uma maior quantidade de imat(ffl8 F:58.765 P:7.07¥) do que no outono. Os
dados demogréficos dos 50 ninhos s&o apresentados na Taelwafacdo da demografia

entre as estacdes na Figura 3.
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Tabela 2: Dados demogficos das 50 colénias de holmgreni, em ambas estacdes. Na
primavera as coldnias ndo apresentaram individuos da gastdutera.

Colénia Estacdo Larva Pupa Operéria Ginas Machos Rainha
1 Outono 0 5 456 28 80 1
2 Outono 0 0 268 0 148 1
3 Outono 0 14 350 121 38 1
4 Outono 0 11 444 75 0 1
5 Outono 0 0 191 0 0 1
6 Outono 20 52 308 27 3
7 Outono 1 106 585 69 47 1
8 Outono 0 0 151 2 3 3
9 Outono 25 71 399 0 0 1

10 Outono 1 23 216 0 102 1
11 Outono 4 73 552 57 136 1
12 Outono 1 0 380 0 29 1
13 Outono 0 31 296 0 0 1
14 Outono 0 0 583 30 88 1
15 Outono 15 41 601 0 69 1
16 Outono 17 123 445 0 0 1
17 Outono 0 1 888 186 87 1
18 Outono 34 119 307 125 5 2
19 Outono 0 0 838 121 182 2
20 Outono 0 57 321 231 161 1
21 Primavera 148 24 616 0 0 1
22 Primavera 137 48 135 0 0 1
23 Primavera 137 122 360 0 0 1
24 Primavera 155 69 407 0 0 1
25 Primavera 91 55 277 0 0 1
26 Primavera 123 113 542 0 0 1
27 Primavera 192 283 512 0 0 1
28 Primavera 100 169 237 0 0 1
29 Primavera 173 109 327 0 0 1
30 Primavera 179 145 258 0 0 1
31 Primavera 166 112 256 0 0 1
32 Primavera 113 142 443 0 0 1
34 Primavera 109 44 425 0 0 1
35 Primavera 117 125 426 0 0 1
36 Primavera 98 49 357 0 0 2
37 Primavera 148 129 498 0 0 1
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38 Primavera 163 178 336 0 2 3
39 Primavera 111 228 540 0 0 1
40 Primavera 275 255 386 0 0 1
41 Primavera 101 195 629 0 0 1
42 Primavera 66 65 205 0 0 1
43 Primavera 155 219 490 0 0 1
44 Primavera 19 40 107 0 0 1
45 Primavera 100 157 261 0 0 1
46 Primavera 9 72 442 0 0 1
47 Primavera 30 8 511 0 0 0
48 Primavera 100 169 237 0 0 1
49 Primavera 95 107 190 0 0 1
50 Primavera 125 153 226 0 0 1

500 600
(vl)‘U

100

Alados

(n° de individuos)

300

200

10¢

Outono Primavera Outono Peinivers
Estagéo Estacdo

Figura 3: Variacdo demografica em duas estacbes do ano. Os ninhosentgas
predominantemente uma Unica rainha independente da estpo@ids® essa casta ndo esta
representada.

3.4.3.Padréo de distribuicéo

A distribuicdo dos ninhos dE homigreni nas trés populacdes estudadas em Restinga
esta representada na Figura 4. O padréo de distribuicdo dgadgrde acordo com o indite
de Morisita igual a 0,504, com valores de imor 1.115837 > mclu 1,056417o0€@s v@e R por
guadrante, significancia e o padrédo de distribuicdo estdo apdesenia Tabela 3.

A densidade de ninhos nas localidades n&o variou entre as e¢Bfcdds F: 2.4033 e
P: 0.1406). No outono amostramos 37 ninhos em 9002 e na primavera B/@06m?. A
densidade foi de 0.04 ninhos/m? ou 1 ninho a cada 25 metros em ambas .eAtagisidade
também ndo variou entre as populacbes (Df. 6, F: 1.5366 e P: 0.2892).
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Quadrante 1

Quadrante 4

Quadrante 7

Quadrante 2

Quadrante 3

Figura 4: Distribuicdo dos ninhos dE holmgreni em trés populacdo no ltoral sul do Brasil.
Os gquadrantes 1-3, 4-6 e 7-9 referem-se as localdades de Mlwsr Conventos (S.C.),
Balneario Gaivota (S.C.) e Torres (R.S.), respectivamente. Cadeagte é arepresentacao de
20 x 20 metros. Cada ponto representa a posicdo do ninho amostradadmamtqu (Escala:

1:500).

Tabela 3:Padrao de distribuicdo dos ninhos Td&olmgreni para o indice R de Clark e Evans.

Quadrante

1

0o N o 0o~ w N

9

R

0.9941221
0,708617992
0,892649085
0,429456596
0,777473393
0,691787896
0,602479763

0,7772745
0,576660508

R = 1 distribuicdo aleatério, R = 0 distribuicaoregada,

significancia do teste.

z

-0,0372949
-6,970991556
-6,81886852
-4,691597823
-8,230030975
-5,623099951
-2,226432241
-5,70909413
-2,331838908

Distribuicéo

Aleatério

Agregado
Agregado
Agregado
Agregado
Agregado
Agregado
Agregado
Agregado

R>2.15 distribuicdo regular e z - corresigoa
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3.5.Discussao

3.5.1.Arquitetura do ninho

A arquitetura externa dos ninhos Teholmgreni no solo arenoso do ecossistema de Restinga
consiste de uma Unica entrada por uma torre de palha eratesa circular resuttado da
deposicdo da areia retirada na construgdo ninho. Essa amgugenece ser comum as espécies
do género (Tschinkel & Bhatkar, 1974). Mayhé & Brandao (R0f¥screveram brevemente
em seu trabalho de revisdo taxondmica, a arquitetura do ninfchalengreni em solo arenoso
no estado de Minas Gerais, 0 qual apresentava uma entradanate fonais comprido do que
largo com a torre feita de palha e areia localzada ao laddatti (2009, descreveu a
arquitetura de quatro ninhos em ambiente de pastagem. Essesntgmn, além da cratera e da
torre feita de terra e paha, uma falsa entrada maispicoas que a entrada principal
denominado fosso. E possivel que a arquitetura externa do ninhoapressentar variacdes de
acordo com o tipo de solo e condices ambientais. O fosso parece f@begeras operarias
ajudando na protecdo de possiveis predadores além de protegen aaidtgua da chuva
(Lizidatti, 2006).

O nimero de camaras descrito em Mayhé & Brandéo (2005) eidaitLi(2006) foram
7 e 3, respectivamente. Entre os 50 ninhos amostrados, o nimefinadte @ariou de 3 a 8,
sendo que no outono a maioria dos ninhos apresentou 3 camarasravergrb. Veriicamos
com isso que o sistema auto-organizacional das operar@sstaucdo do ninho varia entre as
estacoes resuttando em maior niumero de camaras na primavera

A arquitetura das camaras (abaixo do solo) parece seguir uéomadnum aos ninhos
subterraneos da familia Formicidae, o qual consiste de um eii@l agm camaras dispostas
ao longo deste eixo (Tschinkel, 2015). Os ninhos das formigagadmitas de fungo variam
em numero de camaras e normalmente, as espécies de domaigecortadeiras apresentam
ninhos compostos por uma ou até trés camdahi{Fleig & Diehl, 2007; Fernandez-Marin
et al., 2005; Rabeling, 2007; Sosa-Cah#015). Ja as espécies cortadeiras dos gérdtas
Acromyrmex, apresentam ninhos que podem chegar a mais de 300 camaras deldldgbler
& Wison 1990). A arquitetura do ninho de holmgreni reafrma a posicdo flogenética
intermediaria do género. Apresentando 3 camaras que aumeotana estacdo do ano e o
desenvolvimento da colbnia, mas ndo atihgem numeros tdo eleyaalat® nas espécies de
Atta e Acromyrmex.

Tschinkel (2015) propde que em formigas cultivadoras de fungo,go fdave servir

como modelo tridimensional para a arquitetura final da camasamAas direcdes tomadas no
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cultivo do fungo e seu crescimento devem afetar diretameatquitetura das camaras. N0Ossos
resutados corroboram tal hipotese pois encontramos coldniasntap@ige jovens, com
fungos menores, apresentando camaras de formato mais ovaladquedachatado
horizontalmente (Figura 5). Além disso, Frohle & Roces (RO@®straram que as formigas
cortadeiras removem a parede da camara a medida que o furge neetendo sempre uma
distancia entre eles. Tal distancia regular, com aproximad® 1cm, entre o fungo e a parede
da camara foi sempre observada durante as escavacdes doslaifihbemigreni (Figura 5a).

Os fungos estavam predominantemente suspensos em rafgegides distantes das
paredes das camaras (Figura 5b). A utlizacdo da raiz catadopha de fixacdo para fungo
durante a nidificacdo € uma caracteristica que se\veaa® longo da evolucdo das formigas
cultivadoras de fungo e foi perdido ektta (Fernandez-Mariret al., 2004), sendo considerado
uma caracteristica plesiomorfica das formigas nédo-codaddiisse comportamento parece ter
sido selecionado por evitar contaminacdo do fungo por patdgenostgsesesolo (Fernandez-
Marin et al., 2004), e assim 0 sucesso do estabelecimento da colénia. Suger@oa
suspensdo do fungo em raizes pdnolmgreni e a distAncia que as operarias mantém o fungo
em relacdo a parede da camara devem proteger o fungo cdaganpa. Alem disso, deve
também otimizar a movimentacdo das operarias no desempenho destufiggias de defesa
do fungo contra patdégenos (Fernandez-marin, 2013)

A temperatura e umidade variam com a profundidade do solol,(Hi@98) e o
desenvolvimento dos fungos cultivados pelas formigas séoesgnaiesses fatores (Quinlan
& Cherrett, 1978). Além disso, Seal & Tschinkel, (2006) mastnarque solos quentes
estimulam a atividade das operarias e o0 crescimento das soldeialrachymyrmex
septentrionalis enquanto que em solos frios, o desempenho diminui. Dado isso, sugguenos
a variacdo no volume de fungo observado entre as camarasrs&guéncias de condicbes
microclimaticas. Fatores o0s quais, provavelmente, sdo lieftamara o crescimento de
desenvolvimento do fungo em maiores profundidades isso porguanasasaencontradas
abaixo de 50 cm foram frequentemente observadas com fungo mosabiadias.

Além disso, os maiores volumes degfyna rainha e os imaturos foram encontrados na
segunda e terceira camara. Sugerimos que as condicGesimittioas na profundidade entre
20 e 30 cm do solo no ecossistema de Restinga devem ser mgisadade para o
desenvolvimento do fungo.

As operérias de formigas culttivadoras de fungo sdo capazésteadtar diferencas de
umidade, escolhendo as condicdes ideais para o culivo do fungepoedem a essa variavel

com modificacbes na estrutura do ninho (Roces & Kleineidda@@o0; Bollazzi 2007; Frohle
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2009). Nao sendo diferente pdimchymyrmex holmgreni no ambiente de Restinga. Sendo que
as condicbes microclimaticas do solo séo influenciadas peletagip, que na area de
ocorréncia caracteriza-se por plantas herbaceas e abustn raizes rasas atingindo uma
profundidade aproximada de 50cm, e pela proximidade do lencol freétigoe torna as
camaras mais profundas mais Umidas e frias em relag@onasas superiores. Como resultado,
0s ninhos apresentaram numero e formato da camara, alémiude vde fungo, variaveis
(Figura 4) ndo alcancando profundidade superior a 70cm. Com BBOUIMOS quea
arquitetura final do ninho € resultado da resposta das opedn® fatores abioticos e as
demandas do fungo simbionte.

No entanto, a capacidade de responder a variaveis ambiemagiceonismo durante
a construcdo e manutencdo do ninho € intrinseco de caddeesftéc porque espécies
diferentes apresentam arquiteturas que podem diferir erargum formato de camaras
profundidade (Tischinkel, 2015) além do substrato utilizado parficagdio. Com isso,
ressattamos o potencial do estudo descritvo da arquiteturahde rém diferentes ambientes

e épocas do ano com o intuito de verificar as adaptacdes comptatanteEnespécie entender

os padrdes deste traco fundamental em insetos sociais.

Figura 5: Formato das camaras do ninficholmgreni. Fungo suspenso em raizes e distante da
parede da camara (a) Fotmaovalado em um ninho jovem (b) forma achada em um ninho
maduro (c) fungo removido e entrada do tunel. Barra=5cm

3.5.2.Demografia
O tamanho da coldnia em formigas pode ser afetado pela sazonalidpdabididade

de alimento e também com o grau de polimorfismo na colonia rfkeEhil988).0 tamanho
das colénias d€. holmgreni ndo variou com os diferentes periodos de amostragem. O tamanho
médio encontrado foi de 389 operari&D(+ 132.9). No entanto, observamos ninhos com

tamanhos de 151 e 888 operarias na mesma estacdo. Sugerimgsaguadacoes podem ser
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resutado de maior disponibilidade de recurso em um localeeeodrau de polimorfismo
observado.

As colbnias dd. holmgreni sdo monoginicas, como a maioria das espécies de formigas
cultivadoras de fungo. No entanto, observamos 6 colbnias conraitéhaés, sugerindo que a
poliginia pode ser facultativa na espécie. No entanto, isg® sbF visto com cautela pois em
alguns casosasginas perdem suas asas e permanecerem no ninho passaesiempenhar
funcdo de operéariNehring, 2012)

Apesar do tamanho da colénia de holmgreni ndo variar entre as estacoes,
composicao de castas e estagios de desenvolvimento dife@amisso, sugerimos queiolo
da coldénia no ecossistema de Restinga ocorra da seguinte foresimento em reproducao
e estabelecimento do ninho no outono/inverno seguido pelon@etr na primavera/verao
Revoar e estabelecer ninhos durante o inverno pode serstragégiaa que minimiza o efeito
da competicdo por local de nidificacdo pois ninhosMgeetophylax simplex estudados no
mesmo ecossistema de Restinga prexiunais alados no verao do que no inverno (Diehl-Fleig
& Diehl 2007). Por termos encontrado coldnias jovens recém fundamlauton, ndo podemos
descartar a possibilidade de investimento em reproducdo pdams<omais de uma vez no
ano, com investimento mais significativo quando o ninho t@ le=m estabelecido.

O menor tamanho de ninho e a maior abundéancia de pupas compardalyas
encontradas no outono (Tabela 1), sugerem um padréo anual ¢ci&oredutamanho para se
preparar para o inverno comum em outras espécies de formitigesdaras de fungo de regiao
temperada e subtropical (Weber 1972). No entanto, a presencadds akafrma nossa
hipétese de maior investimento em reproducdo no outono e inv@restudo demografico
sazonal podera contribuir para o entendimento do ciclo anual da.colonia

3.5.3.Padréo de distribuicao

O padrao de distribuicdo de espécies na paisagem pode ser tjggésleatorio,
regular ou agregado. O padrao de distribuicdo aleatorio ocorre quandbabiidade de um
organismo se estabelecer € igual em qualquer local daygmisedD padrdo regular ocorre
guando o estabelecimento em um local afeta negatvameniréno@ de outro. Ja o padrdo
de distribuicdo agregado ocorre quando algum fator favorectalzelesimento em um local
em detrimento de outro (Krebs, 1989).

Em um ambiente homogéneo espera-se uma distribuicdo aleaadiG@mmpeticao
interespecifica pode favorecer uma distribuicdo regularmjambiente heterogéneo contribui

para uma distribuicdo agregada. A distribuicdo agregada apdeseporT. holmgreni em
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ecossistema de Restinga pode estar relacionada a heteradendiol habitat. Os ninhos foram
encontrados em uma fisionomia pos-duna a qual apreseiitasredpgadas com vegetacao
predominante de graminea rasteira de crescimento rizomatosstolonifero formando
mosaicos na paisagem.

Por dependerem obrigatoriamente do fungo cultivado, o sucessobmleest@®nto das
colénias deve ocorrer em locais da paisagem em que o solocemtigdes de temperatura e
umidade suficientes para o crescimento do fungo. Provavelmeegs dar solo que apresentam
uma cobertura de vegetacdo intermediaria seja o loagbragulo para a sobrevivencia do fungo
cultivado pofT. holmgreni econsequentemente, sucesso no estabelecimento da.chliossos
resuttadossugerem tal padrdo de nidificacdo, poisnbkios foram encontrados agregados
nesses locais. Bollazzi, 2008 sugere que a escavacao do niguiadé por faixa de
temperaturas 6timas do solo. Além disso, espéciebrabhymyrmex costumam forragear de
forma soltaria e em areas ndo mais que 648cm ou 185cm de distancia do ninho &(Lea
Oliveira, 1998; Araujo, 2002). Portanto, nidificar préximo ao mmupode garantira
sobrevivéncia e otimizar a coleta de substratos para o fungo.

Caldeira et al. (2005, mostrou que a densidade de ninhos Alta afeta a sua
distribuicdo, sendo aleatoria em baixas densidades e reguacaincom alta densidades. Isso
provavelmente esta relacionado ao comportamento agonistico oigador O padrdo de
distribuicdo deT. holmgreni foi agregado em 8 dos nove quadrantes analisados 0s quais
variaram emdensidade de 0.02 nintio8 a 0.08 ninha&r?. A distribuicdo dos ninhos e
holmgreni provavelmente € influenciada mais pelas condicbes micéddims do solo e
proximidade do recurso do que por competicao intraespecifica.

3.6.Conclusdes

As menores coldnias apresentaram também os menores nminof & 3 camaras)
padrdo de crescimento do ninho deve ser consistente com unssprate estimulacdo da
escavacao dependente da demografia proposthgey 2005 De forma que a medida que o
ninho cresce, a densidade diminui o que também diminui o estimdscaeacdo, ou seja, a
escavacao do ninho € autorregulada e o tamanho final devastad@jao tamanho da colénia.
As rainhas recém fecundadas obtém maior sucesso no edtsdie do ninho quando o faz
em locais com cobertura vegetal intermediaria pois oesirde encontram agregados nestes
locais. A arquitetura do ninho e a demografia da coldniolmgreni corroboram a posicao

intermediaria do género entre as formigas culivadoratinde ndo-cortadeiras e cortadeiras.
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Além disso, a coldnia desta espécie de formiga cultigade fungo investe em reproducdo no

outono e crescimento durante a primavera.
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4.1 Resumo
Neste trabalho disponibilizamos dados citogenéticos da espédiemiga cultivadora de
fungo Trachymyrmex holmgreni Wheeler 1925analisados a partr de quatro populacdes
distintas geograficamente. As populacbes nado apresentar@s clomossdmicas sendo o
nimero diploide de cromossomos 2n=20 e a formula cariotipica 2k=20M. No eataoima
total dos tamanhos dos cromossomos ramaentre as populacdes indicando que rearranjos
cromossdmicos do tipo delecbes e insercdes, assim como fissG&es fpodem explicaa
evolucdo cromossdmica em Formicidaéd coloracdo sequencial com fluorocromos
CMAG3/DA/DAPI indicou regibes ricas em pares de base GC e ausérp@edeAT em regides
centroméricas e pericentroméricas em todos os cromossomagiofpa deT. holmgreni é
similar ao encontrado nas espécies congéreregptentrionalis e T. relictus. Sugerimos que
estudo citogenéticos de outras espécies do género, aliadosaadlis® flogenética com base
em dados moleculares dos grupos Tdachymyrmex, podem elucidar as relacbes entre as
espécies, bem como diversificacdo e a evolucdo do caridtipo dodgsifarmigas cultivadoras
de fungo.

Palavras chavesEvolucdo, cromossomos, Myrmicinae, CMBA/DAPI.
4.2 Introducao

Os cromossomos séo as unidades de heranca e represenganizagéio do genoma
de uma dada espécie. Apresentam diferentes formas com bas&#&a gosentrémero, bem
como composicao asbases nitrogenadas. O caridtipo trata-se de um dos niveisebiddid e
genética de qualquer espécie e podem ser utlizados emosediogenéticos e taxondémicos
pois como qualquer carater morfologico séo produtos da evolugdo. Dedfoen@spécies mais

proximamente relacionadas apresentam maior similaridaderiotipo (Guerra, 2012).
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Apesar da importancia da citogenética nos estudos evolutivde baixo custo da
técnica, 0 que tornam os estudos citogenéticos em Formicigieetainies para delimitacdo de
espécies, ainda existem poucas espécis estudadas. As foaymigaentana maior variacdo no
nimero cromossOmico entre os insetos, variando de 2n=2 a 2n=126 @&oAalomeque,
2010). Porém os dados citogenéticosA@disponiveis para menos de 6% da diversidade atual
e a maioria dos estudos se limitam ao nimero e forma dos cromosdamies & Palomeque
2010).

As variacdes cromossémicas numéricas resultam denjearmdo tipo fissdo e fusdo
céntrica, as quais podem aumentar ou diminuir o nimero dessomos. As variagbes
estruturais do tipo inversdo, transolocacdo, delecbes e irserg@e alteram o ndmero
cromossomico. Em Formicidae, o principal mecanismo proposto pareaexglevolugao
cromossdmica sao fusdes e fissbes (Lorite & Palomeque, 2010yraAdes variacdes
numéricas cromossémicas observadas em Formicidae fazem eomuips estudos atuais
foquem em descrever o cariétipo de espécies ainda ndo cariotipiEméesndo, até o momento,
nenhum estudo citogenético a nivel populacional.

VariacBes cromossémicas intraespecifica em formigasvadigiias de fungo ja foi
observado enMycetophyax morschi por Cardosoet al. (2014). Por isso, neste estudo
disponibilizamos pela primeira vez os dados citogenéticos daeesigdormiga cultivadora de
fungo Trachymyrmex homigreni. Além disso, caracterizamos o caridtipo em 4 populacdes
geograficamente distintas afim de verificar clinas credoikas e contribuir para o
entendimento da evolugdo cromossémica do grupo,

4 .3 Materiais e Métodos
4.3.1.Colbnias amostradas

As colonias d&rachymyrmex holmgreni foram amostradaem quatro localdades que
compreendem a 4 populacdes geografcamente distineeres — RS (529°24'01"
W49°46'33,4"), Balneério Gaivota SC (S29°11'42.23" W49°36'30.9"), Morro dos Conventos
— SC (S28°56'07.9" W49°21'28.29") e Cachoerra do CampblG (S20°20'56.5" W
43°40'20.7"). Foram coletadas 15 colonias em Morro dos Conventos 14 ers, Rfrrem
Balneario Gaivotae uma colbnia em Cachoeira do Campo. De maneira geral, os fintaos
facimente identificados pela presenca da uma torre de @atheundu de areia depositado ao
redor em formato circular. A arquitetura externa do ninhol.delmgreni em Cachoeira do
Campo difere das demais pela presenca de um pequeno fosso prdxime de palha. As

colonias foram escavadas, coletadas e transferidas para othabala Genética Evolutiva e

30



Populagbes da Universidade Federal de Ouro Preto onde foramdamapelo protocolo
proposto por Cardoset al. (2011) para obtencdo das larvas utlizadas no estudo.
4.3.2.Caracterizacao e estrutura cromossomica

Foram coletados um total de 50 coldnias. Analsamos pelo men@sva® be cada
colonia, totalizando 500 laminas. Selecionamos as 10 melhorefaseetéle cada populacao
para andlise morfométrica dos cromossomos. O caritipo foi obtdeestrda dissecacdo
ganglio cerebral de larvas poés-defecantes em solucdo hipot@eicolchicina e fixacdo em
lAmina (Imaiet al., 1988). As metafases foram avaliadas qualtativamente sohianoscépio
de contraste de fase. As melhores laminas foram usadasdptarminar o nimero de
cromossomos e a morfologia através de coloracdo convencionalGieomsa. A coloracdo
sequencial com fluorocromos foi realzada usando cromomicigalistamicina A/4', 6-
diamidino-2-fenilindole (CMA/DAPI) para caracterizar regides ricas em pares de®@ase
AT respectivamentéSchweizer, 1980). As metafases foram fotografadas sob o microst®pio
luz e epifiurescéncia Zeiss Axiolmager Z2 com camardabigitegrada (AxioCam Mrc). As
laminas com fluorocromos foram analisadas por meio dos fiB6® (450 a 480nm) para
CMA3 e DAPI (330 a 385nm) para DAPI.

A morfologia dos cromossomos foi classificada seguindo a nomeaclatoposta por
Levan et al. (1964, o qual utliza a posicdo do centrdbmero para classifica-lomoc
acrocéntrico (A), subtelocéntrico (ST), submetacéntrico (8Mjyetacéntrico (M). Ainda,
conduzimos a caracterizacdo cariomorfométrica.tielmgreni avaliando o comprimento total
(TL), o comprimento do braco longo (L), comprimento do braco (S) cumelagio entre o
braco longo e braco curto (r=L/S) e o comprimento relativo do cromosgeinio

Conduzimos uma analise de variancia para verificar stanwmnho total dos
cromossomos difere entre as populacdes fizemos Wilcoxon no sovanvironment v. 3.2.0
(R Development Core Team, 2015).

4.4 Resultados

O cari6tipo deT. holmgreni € 2n=20 (n=10), com todos 0S cromossomos metacéntricos.
N&o houve variagdo numérica, morfoldgica ou estrutural estngopulacbes estudadas, nem
mesmo na populagdo geograficamente mais distante (Figutdo BEntanto, o comprime nto
total varia entre as populacdes (p<0.05) sendo que as populacdes de MGoovtotos (SC)
e Cachoeira do Campo (MG) ndo diferram (p>0.05) (Figura 2). pNpslacdes d&orres
(RS) e Balneério Gaivotas (S©¥ tamanhos de cromossomos variaranb,06+0,87uMa
3,4+0,54uM, e 5,18+0,72uM a 2,98+0,48uM com comprimento total de 82,72uM, 72,83uM
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respectivamente. Ja as popula¢cdes de Morro dos Conventos (SC) e Ealth@zimpo (MG)
o tamanho dos cromossomos variaram de 4,53+1,00@AM2+0,63uM e de 4,26+1,37 i
2,32+0,66uM com comprimento total de 63,09uM e 58.79uM respectivamanta.mula
cariotipica para o conjunto diploide de cromossomos foi 2k = 20M. Os duifosnétricos
dos cromossomos de cada populacdo séo apresentados na forma dendbeEorres (RS)
apresentado na Tabela 1, Balneério Gaivd®3 Tabela 2, Morro dos Conventos (SC) Tabela
3 e Cachoeira do Campad(G) Tabela 4.

T. holmgreni apresentou marcacfes posttivas para o fluorocromo LMAregido
centromérica e pericentromérica e negativas para DARb@&ns os cromossomos, indicando

gue estas sao ricas em pares de b@&@-igura 1b e 1c

Tabela 1: Analise morfométrica dos cromossomosTdlaolmgreni de TorresRS.

Cromossomo TL L S RL r Classificacao
1 6,06+087 3,19+044 2,87+046 7,33+035 1,12+008 Metacéntrico
2 5,77+081 3,05+041 2,71+041 6,98+0,2 1,13+008 Metacéntrico
3 5,1+062 2,94+0,4 2,17+027 6,19+022 1,36+012 Metacéntrico
4 4,92+059 2,75+043 2,17+022 5,98+031 1,27+014 Metacéntrico
5 4,35+069 2,35+042 2+033 5,26+019 1,18+017 Metacéntrico
6 4,23+066 2,26+034 1,97+033 5,11+0,1 1,15+009 Metacéntrico
7 4,11+066 2,22+036 1,89+034 4,96+013 1,18+014 Metacéntrico
8 4,05+063 2,14+036 1,91+0,3 4,89+013 1,12+008 Metacéntrico
9 3,98+062 2,12+032 1,86+032 4,81+008 1,15+008 Metacéntrico
10 3,92+061 2,07+033 1,85+029 4,73+008 1,12+007 Metacéntrico
11 3,85+062 2,11+037 1,74+028 4,64+0,1 1,21+011 Metacéntrico
12 3,77+061 2,01+034 1,76+0,3 4,55+0,1 1,15+013 Metacéntrico
13 3,73+0,6 2,01+0,3 1,73+031 4,51+008 1,17+007 Metacéntrico
14 3,7+058 1,98+028 1,72+032 4,47+008 1,16+0,1 Metacéntrico
15 3,67+057 1,93+034 1,74+024 4,43+008 1,1+008 Metacéntrico
16 3,6+056 1,92+027 1,68+029 4,35+008 1,15+006 Metacéntrico
17 3,56+055 1,85+032 1,71+027 4,3+007 1,09+014 Metacéntrico
18 3,56+053 1,89+0,3 1,61+025 4,23+009 1,18+0]12 Metacéntrico
19 3,45+055 1,89+038 1,56+023 4,17+011 1,21+0,2 Metacéntrico
20 3,4+054 1,82+027 1,58+0,3 4,1+009 1,16+011 Metacéntrico

y 82,72

TL=comprimento total; L=brago longo; S=bracgo curto; RL=comprimento relativoz&@erbraco curto/braco longd;= soma
do tamanho de todos os cromossomos. Todas as medidas sé&o dadas em uM.
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Tabela 2: Analise morfométrica dos cromossomosTdlRolmgreni de BalnearioGaivotas— SC.

Cromossomo TL L S RL r Classificacao
1 5,18+072 2,75+048 2,43+028 7,13+043 1,13+0]12 Metacéntrico
2 4,83+075 2,55+046 2,28+0,3 6,63+029 1,11+008 Metacéntrico
3 4,42+074 2,5+044 1,92+035 6,06+028 1,31+016 Metacéntrico
4 4,28+072 2,41+048 1,87+025 5,86+023 1,28+013 Metacéntrico
5 3,89+064 2,05+035 1,83+031 5,32+0,2 1,12+006 Metacéntrico
6 3,78+057 2+039 1,77+021 5,18+015 1,12+013 Metacéntrico
7 3,66+049 1,95+0,3 1,71+027 5,03+012 1,16+021 Metacéntrico
8 3,58+049 1,91+035 1,66+017 4,92+012 1,15+016 Metacéntrico
9 3,52+047 1,85+033 1,67+017 4,84+011 1,11+014 Metacéntrico

10 3,45+047 1,82+034 1,62+016 4,74+008 1,13+015 Metacéntrico
11 3,4+046 3,4+029 1,59+021 4,67+009 1,14+014 Metacéntrico
12 3,37+046 1,79+029 1,58+021 4,63+009 1,13+015 Metacéntrico
13 3,33+048 1,76+028 1,57+024 4,57+005 1,13+015 Metacéntrico
14 3,3+047 1,76+037 1,54+016 4,53+008 1,14+021 Metacéntrico
15 3,26+045 1,71+029 1,5540,2 4,49+008 1,1+014 Metacéntrico
16 3,24+045 1,7+029 1,5440,2 4,46+005 1,1+014 Metacéntrico
17 3,17+046 1,67+0,3 1,49+021 4,35+016 1,12+017 Metacéntrico
18 3,12+043 1,67+028 1,45+019 4,29+011 1,15+015 Metacéntrico
19 3,07+047 1,65+032 1,43+018 4,22+013 1,15+018 Metacéntrico
20 2,98+048 1,6£037 1,38+018 4,09+016 1,16+025 Metacéntrico

y 72,83

TL=comprimento total; L=brago longo; S=brago curto; RL=comprimento relativoz&srbraco curto/brago longd;= soma
do tamanho de todos os cromossomos. Todas as medidas s&o dadas em uM.

Tabela 3:Analise morfométrica dos cromossomosTdeolmgreni de Morro dos Conventos
SC.

Cromossomo TL L S RL r Classificacao
1 4,53+1,05 2,24+0,45 1,99+0,5 7,16+0,29 1,15+0,16 Metacéntrico
2 4,37+1,15 2,13+0,49 1,93+0,51 6,87+0,43 1,12+0,14 Metacéntrico
3 3,77+0,88 2,06+0,44 1,52+0,33 5,97+0,17 1,36+0,14 Metacéntrico
4 3,73+0,87 1,99+0,6 1,68+0,58 5,89+0,15 1,24+0,29 Metacéntrico
5 3,32+0,73 1,85+0,66 1,55+0,58 5,27+0,13 1,24+0,25 Metacéntrico
6 3,21+0,66 1,81+0,59 1,52+0,66 5,11+0,16 1,2+0,22 Metacéntrico
7 3,16+0,71 1,81+0,65 1,46+0,64 5,01+0,08 1,27+0,32 Metacéntrico
8 3,09+0,69 1,62+0,56 1,45+0,38 4,9+0,11 1,06+0,03 Metacéntrico
9 3,05+0,68 1,54+0,35 1,3+0,23 4,84+0,05 1,18+0,12 Metacéntrico
10 3,01+0,67 1,53+0,3 1,27+0,28 4,78+0,07 1,21+0,12 Metacéntrico
11 2,98+0,66 1,5+0,25 1,27+0,31 4,73+0,06 1,2+0,16 Metacéntrico
12 2,92+0,6 1,45+0,24 1,28+0,27 4,64+0,1 1,15+0,11 Metacéntrico
13 2,91+0,61 1,51+0,24 1,21+0,27 4,62+0,09 1,2740,1 Metacéntrico
14 2,87+0,59 1,46+0,33 1,21+0,19 4,56+0,13 1,21+0,15 Metacéntrico
15 2,85+0,61 1,51+0,39 1,14+0,18 4,52+0,07 1,31+0,31 Metacéntrico
16 2,8440,61 1,44+0,28 1,19+0,27 4,51+0,06 1,23+0,16 Metacéntrico
17 2,7810,6 1,37+0,26 1,2+0,29 4,42+0,06 1,21+0,11 Metacéntrico
18 2,73+0,62 1,37+0,31 1,14+0,22 4,32+0,12 1,2+0,11 Metacéntrico
19 2,55+0,6 1,27+0,29 1,1+0,2 4,04+0,2 1,12+0,13 Metacéntrico
20 2,42+0,63 1,25+0,25 0,99+0,26 3,82+0,3 1,23+0,22 Metacéntrico
) 63,09

TL:comprimento total; L=brago longo; S=bracgo curto; RL=comprimento relativoz&@erbraco curto/braco longd;= soma
do tamanho de todos os cromossomos. Todas as medidas s&o dadas em pM.
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Tabela 4: Analise morfométrica dos cromossomosTdlolmgreni de Cachoeira do Campo
MG.

Cromossomo TL L S RL r Classificacdo
1 4,26+137 2,19+062 1,83+064 7,2+052 1,23+021 Metacéntrico
2 4,04+£124 1,94+066 1,75+048 6,85+022 1,14+011 Metacéntrico
3 3,64+106 1,72+048 1,63+044 6,19+022 1,15+016 Metacéntrico
4 3,37+109 1,67+0,5 1,48+048 5,69+028 1,23+015 Metacéntrico
5 3,05+084 1,53+036 1,36+038 5,22+0,2 1,12+008 Metacéntrico
6 2,93+083 1,43+033 1,33+035 5,01+011 1,2+018 Metacéntrico
7 2,91+084 1,39+035 1,33+033 4,95+0,1 1,1+012 Metacéntrico
8 2,88+082 1,44+035 1,25+036 4,92+012 1,16+009 Metacéntrico
9 2,86+082 1,42+039 1,25+029 4,87+011 1,12+0,1 Metacéntrico

10 2,81+084 1,38+037 1,24+034 4,78+007 1,1+007 Metacéntrico
11 2,8+083 1,4+032 1,21+038 4,75+006 1,11+012 Metacéntrico
12 2,77+082 1,42+034 1,16+036 4,7+004 1,15+009 Metacéntrico
13 2,72+083 1,36+037 1,17+033 4,62+006 1,21+014 Metacéntrico
14 2,68+082 1,3+035 1,18+033 4,55+007 1,08+009 Metacéntrico
15 2,67+081 1,32+034 1,16+£034 4,54+006 1,14+015 Metacéntrico
16 2,63+078 1,27+028 1,17+038 4,47+006 1,11+014 Metacéntrico
17 2,56+073 1,22+035 1,14+027 4,37+008 1,22+013 Metacéntrico
18 2,49+071 1,28+027 1,07+038 4,25+005 1,11+0,1 Metacéntrico
19 2,4+065 1,23+031 1,04+026 4,11+014 1,11+007 Metacéntrico
20 2,32+066 1,12+0,3 1,04+025 3,96+013 1,2+014 Metacéntrico
> 58.79

TL=comprimento total; L=brago longo; S=brago curto; RL=comprimento relativoz&@erbraco curto/braco longd;= soma
do tamanho de todos os cromossomos. Todas as medidas s&o dadas em pM.
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Figura 1: (a) Cariotipo deT. holmgreni com a técnica convencional de Gimsa as lestra
maisculas correspondem as populacdes: A. Torres, B. BalnednotaGaiC. Morro do
Conventos e D. Cachoeira do Campo. (b) marcacdes evidentes dodimmro€MAzna regiao
centromérica e pericentromérica dos cromossomos e (C) cronessayativos para DAPI.
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Figura 2: Tamanho total dos cromossomos entre as populagbes. A. Torres,ndarigal
Gaivotas C. Morro do Conventos e D. Cachoeira do Campo.
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4.5.Discussio

As quatro populagbes dE holmgreni estuddas apresentaram o0 mesmo numero
cromossomico 2n=20 com caridtipo consistindo de 10 pares de cromossoraoénimebs.

As populacbes de Morro dos Conventos (SC), Balneério Gaivotase(F@rres (RS) estédo
equidistante e separadas por aproximadamente 50km e estadistatiies da populdg de
Cachoeira do CampdM@G) por aproximadamente 1.500km. Variacdo numérica e morfoldgica
dos cromossomos de populacbes geograficamente distantes sdospassieeifato clinas
cromossdmicas dentro de uma mesma espécie tém sido observadifessentes espécies de
insetos (Lukhtanowet al., 2011). Aqui, observamos que ndo houve diferenca morfologica ou
numérica no caridtipo dE holmgreni mesmo entre as populacdes do litoral sul e a populagdo
mais distante de Cachoeira do Campo (MG), sugerindorl.duemgreni apresenta estabiidade

no ndmero cromossoémico.

No entanto, ostamanhos totais dos cromossomos variaram entag@epulSendo que
as populacdes de Morro dos Conventos (SC) e Cachoeira do CampmdM@iferiram. Os
rearranjos cromossémicos do tipo fusdo e fissdo s&@o os principa@nimos que explcam a
evolugdo cromossbmica em formiga (Lorite & Palomeque, 2010).ples@ue o a familia
Formicidae apresenta uma grande variag@onimero cromossdmico. Em nosso estudo,
retomamos as medicdes dos cromossomos de formigas, 0s quais fticados em estudos
citogenéticos com plantas (Stebbins, 1971) e que atualmenteemagande importancia em
estudos cromossOmicos evolutivos. As variagbes encontradasnamthda total suferem que
além dos rearranjos citados acima, as dele¢fes e insed@d@aspsrtantes mecanismos na
evolucdo cromossdmica e holmgreni e provavelmente em Formicidae. Outras técnicas
como a hibridizacdo flourescenta situ (FISH) podem ser utéis para identificar diferenciacdes
entre as populacdes e evidenciar tais rearranjos.

O numero de cromossomos na familia Formicidae, como dito anteriesmemia desde
2n = 2 emMymercia crodandi (Crosland & Crozier, 1986) a 2n = 120 &moponera lucida
(Mariano et al., 2008). Entre as formigas cultivadoras de fungo, o menor caridipbecido é
0 da espécigMycocepurus goeldii e Mycocepurus sp. que apresenta o conjunto diploide de 8
cromossomos metacéntricos (Murakaei al.,, 1998, Barroset al.,2010) e o maior em
Mycetarotes parallellus que apresenta o conjunto diploide de 54 cromossomos (Fehdihi
1996). Das 47 espécies que constiuem o géfieachymyrmex (Bolton, 2017) dados
citogenéticos estdo disponiveis para menos de 10% delasptentrionalis (2n = 20),T.

relictus (2n = 20),T. fuscus (2n = 18),Trachymyrmex sp. (2n = 22),Trachymyrmex sp.2 (2n =
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18) e Trachymyrmex sp.1 (2n = 12) (Murakamkt al., 1998, Barrost al., 2013). O nimero de
cromossomos encontrado dirholmgreni inclui a faixa de variacdo observaeia Formicidae,
bem como entre as formigas cultivadoras de fungo e noogémerompreende o caribtipo de
maior frequéncia (n=10 ou 2n=20) na distribuicdo dos caridtipos cdokeem Myrmicinae
(Lorite & Palomeque, 2010).

Apesar da estabiidade na espécie e do pouco dado disponivel, poderinogiue o
géneroTrachymyrmex parece nao apresentar estabiidade no nimero cromossémicolZ2n
18, 20 e 22) como observado nos géndibae Acromyrmex (Cristiano etal., 2013). A variacao
no nimero de cromossomos dentro dos géneros parece ser frezpientas cultivadoras de
fungo que divergram de um ancestral mais antigo, obsesvague para 0s caridtipos
conhecidos ha grande variac@aApterostigma (2n = 20, 22, 24, 32 e 46) (Fadini & Pompolo,
1996, Barrost al., 2013),Mycetarotes (2n = 14, 54) (Fadini & Pompolo 1996&}yphomyrmex
(2n =20, 22 e 32) (Murakanat al., 1998; Marianoet al., 2011) eMycetophylax (2n = 26, 30
e 36) (Cardoset al., 2014), por exemplo.

Por outro lado, todas as espécies citogeneticamente estudangoss ditta e
Acromyrmex, que divergiram de um ancestral mais recente, apresemtamsmo numero
cromossomico 2n = 38 e 2n = 22 respectvamente, com excec¢ao. geiatus 2n = 22
(Cristiano et al., 2011) e do parasita socidc. ameliae 2n = 36 (Barroset al., 2008). Esses
dados sugerem que rearranjos cromossomicos do tipo fusdo elfis§&fo podem explicar a
evolugdo cromossbmica dentro deste grupo. Além disso, a edlabiid® ndmero
cromossdmico dentro dos géneros pode estar relacionada ao tempeoevakitespécies de
Acromyrmex e Atta que divergiram entre 8 a 12 mihdes de anos (Schultiz & Brady, 2008) ai
ndo experimentaram rearranjos alerando o ndmero cromoss@ue tenham se fixado ao
longo da evolucéo.

A coloracdo sequencial com fluorocromos CHDMPI indicou regides ricas em pares
GC na regido centromérica e pericentromérica de todos os smmus Em geral, diferentes
espécies de formigas apresentam apenas um par de Cromos®&mmoenT uma marcacao
CMA3* que estdo relacionadas ou representam as regides orgadzatk nucléolo (NOR)
(Cardosoet al 2017). Regides CM#& em varios cromossomos foram observadas em outras
espécies como eAx. striatus (Cristiano et al., 2013) eT. fuscus (Barroset al., 2013), as quais
foram coincidentes com as regibes de heterocromatina exdiesc pela técnica de
bandamento C, sugerindo que este seja um padrdo comum assedp@@eero e a formigas

flogeneticamente préximas corde. striatus.
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Branddo &Mayhé-Nunes 2007, com base em caracteres morfolbgicos, aprasen
uma hipotese flogenética das espécies dos grupo$ratbymyrmex, reconhecese cinco
grupos: Septentrionalis, Cornetdheringi, Opulentus € Urichi. T. homlgreni, pertence ao
grupo lheringi, T. septentrionalis a Septentrionalis €. relictus inicialmente pertencia ao grupo
Opulentos mas caracteres morfologicos e a flogeniaas@istentam no grupo. Essas espécies
apresentam o mesmo numero e morfologia cromossoémical.ch@mgreni, com 10 pares
metacéntricos. A posicdo dessas espécies na arvore sugefesepientrionalis € a espécie
mais antiga entre as trés, seguida poglictus e por uitimo T. holmgreni. Com base nos dados
citogenéticos disponiveis e nas relacfes flogenéticascionadas acimasugerimos que o
caritipo de 10 pares de cromossomos metacéntricos, com regidgemeéecas e
pericentoméricas ricas em pares de bases GC, sejal estameestral, sendo mantido na
linhagem deT. holmgreni como caracteristicas plesiomorficaporém sofrendo rearranjos do
tipo fusdo enT. fuscus.

Estudos citogenéticos de outras espécies do género aliadios analise flogenética
com base em dados moleculares dos grupds abymyrmex podem elucidar as relagbes entre
as espécies, bem como diversificagdo e a evolugdo do cariotipe gigso de formigas

cultivadoras de fungo.
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5. CONCLUSOES GERAIS

O objetivo central deste trabalho foi descrever os aspectos ecoldgicos e citogenéticos da
espécie da formiga cultivadora de fungo Trachymyrmex holmgreni com o mtuito de contribuir
para o entendimento da evolucdo do grupo das formigas cultivadoras de fungo. Descrevemos a
arquitetura do ninho, a demografia das colonias, o padrao de distribuigdo no ambiente de
Restinga e o cariotipo da espécie. Levando em consideracao o grupo das formigas cultivadoras
de fungo, a arquitetura do ninho e tamanho da colonia corroboram a hipdtese proposta por
Burchill (2016), de que a transicdo do tamanho da colonia de pequena para grande passou por
tamanhos mntermedidrios. Além disso, verificamos que as caracteristicas preditas e apontadas
pela posicao filogenética intermedidria do género 7Trachymyrmex corroboram com a hipotese
filogenética baseada em caracteres moleculares apresentado em Schultz e Brady, (2008).

Avaliamos o efeito de duas estagdes (outono e primavera) na arquitetura e demografia, com
o intuito de entender os fatores que podem influenciar o sistema auto-organizacional
desempenhado pelas operdrias no processo de construcdo e manutengdo do ninho. Nossos
resultados sugerem que as operarias respondem a varidveis microclimaticas do solo e que o
fungo deve servir como um modelo tridimensional para a forma e o tamanho final das camaras
e da colonia, como proposto por Tschinkel, (2015).

Calculamos também o padrdo de distrbuicdo da espécie no eocmssde Restinga
Nossos resutados mostraram uma densidade igual a 0,04minlgosm padréo de distribuicéo
agregado congruente com a paisagem heterogénea daaReEtitg resuttado tem potencial
para avaliar a qualdade ambiental pois o estabelecimento hdo parece estar intimame nte
ligado a fitofisionomia ocorrendo agregacdes em partes do solealmeriura vegetal esparsa
Ressaltamos a importancia da preservagédo desse ecossistamaamaencdo da espécie.

Disponibilizamos a primeira descrigdo citogenética da espécie 7. holmgreni em quatro
populacdes geograficamente distintas. Nossos resultamos mostram uma estabilidade no nimero
e morfologia dos cromossomos. Observamos também um padrdo incomum de marcagdes
positivas para o fluorocromo CMA3 na regido centromérica e pericentromérica de todos os
cromossomos. O mesmo padrdo ja foi encontrado em outra espécie do género, sugerindo que
este seja uma plesiomorfia do caridtipo do género Trachymyrmex. Além disso, ressaftamos a

importancia do estudo polucional e da morfometria em trabalhosnéitamyes.
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