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RESUMO

A estrutura de colbnias de formigas varia muito dependendo do numero de ninhos e
rainhas. Essas variagdes tem importantes efeitos funcionais e ecolégicos, permitindo
que algumas espécies ocupem com sucesso ambientes urbanos fortemente alterados.
Além disso, as variagdes no numero de rainhas e de ninhos por colénia definem o
nivel de compartiihamento de genes dentro da col6nia e por consequéncia o balango
entre conflito e cooperacéo. Neste estudo, utilizamos duas espécies irmas, mas com
diferengas na sua estrutura colonial, Crematogaster abstinens, (monoginica e
monoddmica) e Crematogaster pygmaea (poliginica e polidémica) para investigar os
potenciais efeitos da urbanizagdo nas suas estratégias de fundacdo. Para isso,
realizamos mapeamentos de ninhos e coletas de operarias em nove areas de
diferentes cidades do estado do Ceara. Para verificar a qualidade da cobertura da
vegetacao (nivel de urbanizagao), foi calculado o NDVI em diferentes faixas a partir
do quadrante de coleta e mapeamento de ninhos (50 m, 100 m, 200 m) por localidade,
para os ultimos seis anos (2018-2023). Em 89,1 % das localidades houve uma queda
dos valores de NDVI, mostrando que o avang¢o da urbanizagcdo tem afetado
negativamente a vegetacéo e positivamente o numero de formigas. As duas espécies
apresentaram segregacao espacial e uma alta agregacédo espacial de ninhos. O
estudo fornece novas informacgdes e uma visao geral da perda de cobertura vegetal.
Esse cenario de degradacao tem possibilitado a entrada de espécies invasoras e

extincdo de espécies nativas.

Palavras-chave: C. abstinens; C. pygmaea; polidomia; poliginia; transicao social;

unicolonialidade.



ABSTRACT

The structure of ant colonies varies greatly depending on the number of nests and
queens. These variations have important functional and ecological effects, allowing
some species to successfully occupy heavily altered urban environments.
Furthermore, variations in the number of queens and nests per colony define the level
of gene sharing within the colony and consequently the balance between conflict and
cooperation. In this study, we used two sister species, but with differences in their
colonial structure, Crematogaster abstinens, (monogynous and monodomous) and
Crematogaster pygmaea (polygynous and polydomous) to investigate the potential
effects of urbanization on their founding strategies. To this end, we carried out mapping
of nests and collect of workers in nine areas of different cities in the state of Ceara. To
verify the quality of vegetation cover (level of urbanization), the NDVI was calculated
in different ranges based on the nest collection and mapping quadrant (50 m, 100 m,
200 m) per location, for the last six years ( 2018-2023). In 89.1% of the locations there
was a drop in NDVI values, showing that the advance of urbanization has negatively
affected the vegetation and positively the number of ants. The two species showed
spatial segregation and a high spatial aggregation of nests. The study provides new
information and a general overview of the loss of vegetation cover. This scenario of
degradation has facilitated the entry of invasive species and the extinction of native

species.

Keywords: C. abstinens; C. pygmaea; mongyny; poygyny; social transition;

unicoloniality.
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1. INTRODUGAO

A estrutura colonial das formigas € um aspecto chave de sua ecologia,
sendo resultado de um longo tempo de evolugédo social (STEINER et al., 2010;
BOURKE, 2011). Uma colbnia pode variar em niamero de ninhos, de monodémica (um
ninho) a poliddémica (dois ou mais ninhos), e em numero de rainhas por col6nia, de
monoginica (uma rainha) a poliginica (duas ou mais rainhas) (LIU et al., 1998;
PFEIFFER & LINSENMAIR, 1998; PEDERSEN & BOOMSMA, 1999). Essas variagbes
no numero de rainhas podem ter efeito direto sobre o nivel de parentesco entre os
individuos de cada colénia e, por consequéncia, podem ser determinantes para a
aptidao inclusiva de rainhas e operarias (CROZIER & PAMILO, 1996).

Tanto a monoginia como a monodomia s&o consideradas caracteristicas
ancestrais e sdo observadas na maioria das formigas (SANETRA & CROZIER, 2002;
DEBOUT et al., 2007; HUGHES et al., 2008; BOOMSMA et al., 2014; BOULAY et al.,
2014; ROBINSON, 2014). Nessas espécies, novas colbnias sado fundadas por uma
unica rainha (fundagdo independente) e sua dispersdo e acasalamento € realizado
geralmente durante o voo (PEETERS & ITO, 2001; PEETERS & MOLET, 2010). Em
contrapartida, em espécies em que ocorre a poliginia, uma caracteristica derivada, as
rainhas comumente se acasalam dentro ou nas proximidades do ninho de origem,
onde a rainha acompanhada de algumas operarias pode fundar uma nova coldnia
(fundacdo dependente) (HELANTERA et al., 2009; PEETERS & MOLET, 2010;
BOULAY et al., 2014; ROBINSON, 2014).

As duas formas de fundacido estdo diretamente correlacionadas a
estratégias distintas de dispersédo e uso do habitat. A fundagdo dependente
geralmente resulta em permanéncia e saturacdo local de habitat, ja a fundagao
independente pode levar os individuos a habitats ainda ndo colonizados e de
qualidade distinta do habitat original (PEETERS, 2012; CRONIN et al., 2013; CRONIN,
2016). No entanto, na fundagao independente, realizada por meio de voo (disperséo
a longa distancia) ha uma maior exposi¢do da rainha a predadores e condigdes
abidticas adversas (PASSERA & ARON, 2005; PEETERS & MOLET, 2010; MOTRO
et al., 2016). Aléem disso, nas fundacdes independentes nao-claustrais, antes da
emergéncia de operarias a rainha sera a unica responsavel por obter recursos e, para
tanto, devera novamente se expor aos riscos presentes no ambiente (PASSERA &
ARON, 2005; PEETERS & MOLET, 2010). Nas fundagdes independentes claustrais,



a rainha nao se expde aos riscos do ambiente na busca de recursos, pois suas
reservas corporais garantem a sobrevivéncia da prole, por conta disso nao deixam os
seus ninhos incipientes (MOTRO et al., 2016). As fundagdes dependentes e a propria
poliginia podem ter evoluido como forma de minimizar os custos associados a
fundacao de uma nova colénia (HEINZE & FOITZIK, 2009).

Em espécies poliginicas e poliddmicas, a amplitude de exploracdo do
habitat é frequentemente superior em relacdo a espécies monoginicas e
monoddémicas (DEBOUT et al., 2007, BOULAY et al., 2014). Essa alta eficiéncia de
exploracéo é resultado da presenga de multiplas rainhas que tendem a gerar um maior
numero de individuos por colonia e a uma distribuicdo mais ampla das operarias no
espaco, favorecendo a eficiéncia na obtengdo de recursos (HEINZE & FOITZIK,
2009). Colbnias poliddmicas também podem fornecer alternativas de fuga perante o
ataque de predadores, ja que individuos podem rapidamente abandonar um ninho que
esta sendo atacado e se reagrupar em outro (DROUAL, 1984). Além disso, espécies
poliginicas sdo favorecidas em ambientes com condi¢des imprevisiveis, pois
apresentam um maior potencial de crescimento rapido da colénia (TSUJI & TSUJI,
1996; HEINZE; FOITZIK, 2009). Isso é possivel, pois 0 maximo de fecundidade das
rainhas poliginicas tendem a ser no inicio da vida adulta, ao contrario das rainhas
monoginicas (HEINZE & FOITZIK, 2009). Essa rapida expansao favorece o monopalio
de recursos em possiveis competicoes e a dominagédo da area (STUKALYUK et al.
2021).

Apesar da poliginia frequentemente estar associada a polidomia (MCIVER
etal., 1997; PEDERSEN & BOOMSMA, 1999), espécies monoginicas também podem
ser polidémicas (PFEIFFER & LINSENMAIR, 1998; ICHINOSE et al., 2007, BOULAY
etal.,2014; CALDATO et al., 2016). Por exemplo, as colénias de Acromyrmex balzani,
com apenas uma rainha, possuem um ninho formado por varios subninhos que nao
sao interligados por tuneis, mas sao conectados pelo movimento de operarias entre
ninhos (CALDATO et al., 2016). Também pode ocorrer de uma espécie apresentar
variacbes na sua estrutura colonial dependendo das condigdes ambientais locais
(STUKALYUK et al. 2021). A formiga prateada (Formica selysi) responde a certas
variagdes ambientais: em ambientes mais frios tende a favorecer a disperséo das
rainhas e a fundagao de coldnias monoginicas independentes, ja em ambientes mais
estaveis e continuos tende a favorecer a rapida expansao de coldnias poliginicas

(PURCELL et al., 2015). De modo similar, na formiga do mel (Myrmecocystus mendax)



sao encontradas colbnias poliginicas e monoginicas, e a ocorréncia de poliginia pode
ser uma resposta a alta densidade local de ninhos de colénias distintas, que resulta
em alta competigéo por recursos e favorece colénias maiores e com maior capacidade
de produgao de operarias (ERIKSSON et al., 2019).

A maior eficiéncia ecoldgica associada a um processo de dispersao e
fundacdo menos arriscado pode favorecer espécies poliginicas em ambientes
altamente modificados e instaveis como areas urbanas e periurbanas (TSUJI & TSUJI,
1996; HEINZE; FOITZIK, 2009). Além disso, ambientes com alto grau de antropizagao
podem favorecer o predominio de espécies invasoras, que possuem potencial para
eliminar espécies nativas desses ambientes (KING & TSCHINKEL, 2006;
NAUGHTON et al. 2020). Na formiga invasora Tapinoma sessile, por exemplo, foi
observado a predominancia de colénias monoginicas em ambientes naturais e de
colénias poliginicas em ambientes urbanos (BLUMENFELD et al., 2022). Outras
espécies invasoras como a formiga argentina (Linepithema humile), a formiga de fogo
(Wasmannia auropunctata) e a formiga cabega-grande (Pheidole megacephala), sao
bons exemplos de espécies poliginicas muito eficientes na ocupagao e exploragao de
novos ambientes.

A expansao urbana ao longo de décadas tem ameacado a biodiversidade,
promovendo a reducdo e fragmentagdo de habitats com impactos nas interagdes
ecologicas e servigos ecossistémicos associados (MCKINNEY, 2006; SETO et al.,
2011; ZHOU et al., 2018; RIVKIN et al., 2019). Os efeitos continuos da urbanizagéo
nos processos naturais tém possibilitado o estabelecimento de espécies invasoras
(HULME, 2009), as quais podem ser mais eficientes na competicdo com espécies
nativas por possuirem requisitos ambientais menos especificos (COLAUTTI E
MACISAAC, 2004; BUCZKOWSKI, 2010; BLUMENFELD et al., 2022). As formigas
invasoras podem alterar a estrutura e a distribuicdo espacial das comunidades de
formigas nativas. Sanders et al., (2003) mostraram que as comunidades nativas de
formigas se distribuem de modo aleatério ou agregado de acordo com a presenga ou
auséncia da formiga argentina (Linepithema humile), respectivamente.

Um recurso que permite acompanhar o desenvolvimento da urbanizagéo e
seus impactos na vegetacado sao as imagens de satélites (XUE & SU, 2017). Essas
imagens tém possibilitado o acesso a dados com resolu¢gées mais apuradas e
fornecem informacdes diversas, como as condicbes da vegetacdo (MALLMANN,
PRADO, & PEREIRA FILHO, 2015). Dos diversos indices existentes, o NDVI é um
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dos mais relevante e amplamente utilizado para quantificar a qualidade da cobertura
vegetal (XUE & SU, 2017). Com essa ferramenta é possivel ter uma melhor
compreensao das mudangas da vegetacéo e dos impactos ecoldgicos associados ao
processo de urbanizagdo (WANG et al., 2020).

Dentre as formigas do género Crematogaster, Crematogaster abstinens
Forel, 1899 e Crematogaster pygmaea Forel, 1904 coocorrem no Ceara e possuem
estruturas coloniais distintas. C. abstinens € uma espécie monoginica e monoddmica,
e C. pygmaea é€ poliginica e polidémica. As duas espécies possuem uma relagao de
grupo-irmao corroborada por evidéncias em dados sobre a sua histéria natural
(QUINET et al., 2009), morfologia e por resultados preliminares de uma filogenia
utilizando marcadores nucleares (Long-wave rhodopsin & Wingless) e mitocondriais
(Citocromo oxidase da subunidade |) (MARTINS SEGUNDO et al., 2017). Além disso,
muitas caracteristicas de C. pygmaea sédo de espécies monoginicas e apontam para
uma dupla estratégia de dispersédo, como: a ocorréncia de voo nupcial (HAMIDI et al.,
2017) e a alta atratividade das rainhas pelas operarias (MARTINS SEGUNDO et al.,
2012). Essas caracteristicas fornecem um sistema de estudo que permite explorar a
relacdo entre estratégias de fundacédo e dispersao e caracteristicas do ambiente,
particularmente em areas fortemente antropizadas. O presente trabalho tem como
objetivo responder a pergunta: quais os efeitos da urbanizagdo nas estratégias de

fundacéo de ninhos de duas espécies do género Crematogaster?

Nossa hipotese é:

l. Areas urbanizadas favorecem mais a espécie
poliginica (C. pygmaea) em detrimento da espécie monoginica (C.
abstinens), por apresentar uma maior distribuicdo espacial e uma

alta densidade populacional.

Predicdes:

A- A densidade de ninhos de C.pygmaea sera significativamente

maior do que em colbnias de C. abstinens.
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B- Os ninhos de C.pygmaea estarao distribuidos de forma mais
agregada, por conta de eventos de brotamento. Em contrapartida,
os ninhos de C. abstinens, com fundagdes independentes,

estardo menos agregado.

C- O parentesco intracolonial em C. pygmaea sera negativamente

correlacionado ao tamanho da colbnia (n°. de ninhos).*

D- O parentesco entre colbnias de C. abstinens que realizam

fundacgdes independentes sera baixo (r < 0.3).*

E- O parentesco intracolonial de C. abstinens sera alto (r > 0.5).*

* Dados genéticos ausentes deste trabalho, mas em processo de finalizacéo.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Locais de estudo

As operarias foram amostradas nos meses de abril, maio, junho e julho de
2023, em nove areas no estado do Ceara, sendo: (1) no Condominio Espiritual
Uirapuru — CEU (Fortaleza) — (Cdod.: CEU) (3°47°49.4’S 38°31°13.5"W), (2)
Universidade Estadual do Ceara — UECE — Campus do ltaperi (agude) — (Cdd.:
UECE_AC) (3°47'31.5"S 38°33’17.8"W) e (3) (portaria) — (Fortaleza) (Cod.:
UECE_POR) (3°47'15.4”S 38°33'05.3"W), (4) Pau Serrado — Loteamento Metropole
(Maracanau) — (Cod.: PSER) (3°51'48.4’S 38°39'23.6’W), (5) Garrote Village
(Caucaia) — (Céd.: GARROTE) (3°40’00.0”S 38°45'06.4"W), (6) Loteamento Barriguda
— (Cdd.: BARRIGUDA) (3°55°12.7”S 38°32'20.8"W) e (7) Loteamento Solaris (Itaitinga)
— (Cbd.: SOLARIS ) (3°55’31.5”S 38°32’31.4"W) (8) Praia do presidio — (Cod.:
PRESIDIO) (3°565'57.2"S 38°19°15.8"W) e (9) Loteamento Mirante do Iguape (Aquiraz)
— (Cod.: IGUAPE )(3°57°33.4”S 38°17°36.5"W).

2.2 Sistema de estudo
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Um dos fatores que afetam a presenca de espécies é a vegetacao (TOBIN,
1991; LEAL, 2003; SCHINDLER et al., 2003; HONKANEN et al., 2011). C. pygmaea
€ uma espécie que nidifica na terra e é encontrada em ambientes costeiros e de
tabuleiro do estado do Ceara (QUINET et al, 2009; MARTINS SEGUNDO et al.,
2017). Normalmente suas colbnias sdao encontradas em areas que sofreram
modificagdes pelo homem e apresentam uma vegetacdo predominantemente
herbacea. Cada colénia € composta por multiplos ninhos e mais de uma rainha. Os
seus ninhos s&o simples (unico tunel de aproximadamente 25 cm) e interligados
formando uma grande rede que facilita o acesso das operarias para a fonte de
recursos, que € principalmente néctar obtido por estruturas glandulares das plantas
(nectarios florais e extraflorais) (QUINET et al., 2009; HAMIDI et al., 2017; MARTINS
SEGUNDO et al., 2017). Suas colbnias possuem um carater sazonal, ou seja, durante
a estagao de chuva o numero de ninhos e individuos aumenta drasticamente (QUINET
et al., 2009).

C. abstinens possui bastante similaridade com C. pygmaea, seus habitos
de construgdo e arquitetura de ninhos e sua morfologia sdo semelhantes. Assim com
a C. pygmaea, essa espécie apresenta diferenciacdo morfolégica de castas
(MARTINS SEGUNDO et al., 2017). A diferenga mais significativa entre a duas
espécies esta na estrutura colonial, na qual C. abstinens possui colbnias pequenas
com apenas uma rainha e habitam apenas um ninho, e C. pygmaea grandes colbnias

com varias rainhas e multiplos ninhos (QUINET et al., 2009).

2.3 Mapeamento das col6nias
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Figura 1 - Representagdo esquematica do quadrante.

10 m

30m

Ponto de referéncia

Fonte: elaborado pelo autor.

O método utilizado para o mapeamento dos ninhos foi adaptado de
QUINET et al., (2009). Em cada local foi delimitado um quadrante de 30 x 30 m, tendo
em vista que as colbnias se estendem por uma grande area, utilizando um barbante
com marcagoes a cada 10 metros, e definido um ponto de referéncia (ex. rua) para
garantir a posi¢cao correta do quadrante, ou seja, para saber a ordem correta dos
subquadrantes (Figura 1). O quadrante foi dividido em nove subquadrantes de 10 x
10 m. Em cada subquadrante foi realizada uma busca ativa por ninhos, cada ninho
encontrado foi marcado com uma bandeira numerada (haste de madeira com uma
bandeira de cor vermelha ou amarela) proximo a entrada do ninho. Em cada ninho
foram coletados no minimo cinco individuos (utilizando um aspirador). Foram
coletados individuos que estavam transitando na entrada do ninho ou em suas
proximidades. Nos ninhos com intensa movimentacdo foram coletados todos os
individuos encontrados por um periodo médio de dois minutos por ninho. O material
coletado foi armazenado em microtubos com alcool 96% e congeladas (- 20°C) para
as analises moleculares posterior (STARKS, 2002). Apdés as coletas, foram
registradas as coordenadas de cada ninho dentro do quadrante, seguindo o plano

cartesiano (coordenadas nos eixos X e Y).

2.4 Analise da cobertura vegetal
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Figura 2 - Demonstragao das divisbes das zonas na area do Condominio Espiritual Uirapuru (CEU) —
Fortaleza-CE.

Fonte: elaborado pelo autor.

Para verificar o estado de qualidade da vegetacdo dessas areas, foi
calculado o indice de vegetacao de diferenga normalizada (NDVI), a partir da seguinte
formula: NDVI = (NIR-RED) / (NIR+RED) (LILLESAND et al. 2004). Esse indice &
calculado usando o comprimento de onda refletida na faixa infravermelha (NIR) e na
luz refletida na faixa vermelha (RED), e seu resultado varia entre -1 a +1. Valores mais
proximos do +1 indicam areas com vegetagao com maior cobertura vegetal e valores
negativos ou proximos de 0 indicam auséncia de vegetacdo (REID et al., 2018). O
indice foi obtido do banco de Imagens do Satélite CBERS 4 e 4A (sensor MUX) do
Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais (INPE), com resolugdo de 16 m e com
cobertura de nuvens abaixo de 50%.

Cada area amostral foi dividida em zonas de 50, 100 e 200 metros de raio,
sendo que cada zona se sobrepde, por exemplo, a zona de 50 esta dentro da de 100,
tendo como ponto de partida (raio) a regido onde se encontra o quadrante (figura 1).
Além disso, foi coletado imagens de satélite de seis anos (2018-2023). Em seguida,
foi calculado o NDVI para cada uma das zonas, partindo de uma escala mais restrita
(50 m) ao quadrante para uma mais ampla (200 m). De inicio, foi filtrado para a sele¢ao
das imagens os meses que foram realizadas as coletas (abril-julho). Quando ausente
imagens nesses periodos, quer por conta da cobertura de nuvens acima de 50% que
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impossibilitava a analise das imagens ou por conta da prépria falta de registro para o
periodo, eram escolhidos meses proximos, e em ultimo caso, era feito uma varredura
para todo o ano. Todo o processo de tratamento das imagens até os calculos do NDVI

foram feitos no QGIS, versao 3.34.2.

2.5 Genotipagem

Marcadores microssatélites tém possibilitado descobertas e gerado
diversos estudos em diferentes areas, incluindo a genética de populagdes, onde
alguns de seus usos visa compreender a diversidade e estrutura genética de
populacgdes (OLIVEIRA et al., 2006; KOTRESH et al., 2006; MEHMOOQOD et al., 2016;
VIDAL et al., 2021) e podem fornecer subsidios para o desenvolvimento de estratégias
para a conservagao (WHITE & POWELL, 1997). Os microssatélites sdo sequéncias
repetidas de DNA altamente polimorficas e isso o torna um marcador genético
bastante informativo. Um fator limitante a utilizacdo desses marcadores é a obtencao
de primers (iniciadores). H4 um custo e demanda tempo para obter os iniciadores
especificos, pois € necessario isolamento, desenvolvimento e diversos testes (BUSO
et al., 2003). Em contrapartida, é possivel a utilizagdo de primers que foram criados
para outras espécies que estejam relacionadas (TAUTZ, 1989).

Para avaliar as relacdes de parentesco dentro de cada colonia e em cada
subpopulagao, foram feitas extracées de DNA de 432 individuos. O DNA de operarias
inteiras utilizando o protocolo HotSHOT (TRUETT et al., 2000). A extragao consistiu
em adicionar 50 ul de reagente de lise alcalina (NaOH 25 mM / EDTA 0,2 mM) aos
tubos contendo uma formiga inteira macerada, e aquecimento em banho maria a 95
°C por 45 minutos. Apds isso, as amostras foram resfriadas a 4 °C por 1 minuto, e 50
Ml de reagente neutralizante (Tris-HCL 40 mM, pH 5) foi adicionado em cada tubo.

Os ninhos foram selecionados por meio de um sorteio que foi feito no
software R (R Development Core Team, VIENNA, 2020) com a seguinte férmula:
faixal<- ¢ (570,94,39,429,21,333,88,2002,1150,1001,230) sample(faixa1,2). Visando nao ter
uma concentracao de ninhos em apenas uma parcela e para que os ninhos fiquem
bem distribuidos, o quadrante foi dividido em trés faixas verticais de 10 em 10 metros.
Faixa 1 (subquadrantes A, D, G), faixa 2 (subquadrantes B, E, H) e faixa 3
(subquadrantes C, F, I) (Fig.1). No total, foram escolhidos 6 ninhos por area, sendo 2

ninhos em cada faixa.
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Os procedimentos foram feitos em laboratérios do departamento de
Biologia (UFC) seguindo protocolos padronizados previamente testados (ZANETTE;
FIELD, 2008). Inicialmente, foram utilizados quatro loci polimérficos (microssatélites)
desenvolvidos e testados para C. pygmaea (Cpyg1-4; HAMIDI et.al, 2012) e quatro
loci polimérficos desenvolvidos como marcadores multiespecificos e ja testados em
seis espécies (Paraponera clavata, Simopelta pentadentata, Dorylus molestus, Lasius
nearcticus, Ectatomma ruidum, Solenopsis invicta) (Ant575, Ant1343, Ant11893 e
Ant8424; BUTLER et al., 2014). Para a escolhe dos primers, foram feitos diversos
testes de quantidade e concentracdo, sendo que os produtos da PCR foram
visualizados em eletroforese em gel de agarose. Do conjunto de oito loci foram
selecionados 6, os quatro especificos (Cpyg1-4) e dois multiespecifico (Ant1343 e
Ant11893). Ant575 nao foi selecionado por que durantes os testes em eletroforese
nao houve presenca de bandas para C. abstinens. Ja Ant8424 (235-259) possui uma
faixa de tamanho (pb) que se sobrepde em parte a Ant1343 (252-272), o critério para
escolha foi a maior faixa de tamanho do Ant1343. Ambos n&o utilizados por conta da
complexidade da otimizacdo da PCR multiplex de primers e por limitacdes de tempo.

As reagdes de PCR foram feitas em um volume total de 10 pl, sendo: 5 pl
de Platinum™ Multiplex PCR Master Mix, 3 pyl de uma mistura de 6 microssatélites 2
Ml de DNA. A mistura de microssatélites foi realizada em 380 ul de solugéo TE e 10 pl
de cada primer (120 pl). O perfil da PCR consiste em: ciclagem térmica de 95 °C por
3 min (um ciclo); 95 °C durante 30 s, 55 °C durante 30 s e 72 °C durante 1 min (40
ciclos); por fim, 72 °C por 10 min (um ciclo). Cada placa de PCR inclui um controle
negativo (sem DNA) e positivo (para testar os reagentes).

Os resultados das analises de fragmentos em eletroforese capilar
mostraram a auséncia de picos para determinados primers (Cpyg1 e Cpyg3), como
também picos intensos (Ant1343 e Ant11893). Por esse motivo, nao foi possivel a

inclusédo das analises de parentesco neste trabalho.

2.6 Analises estatisticas

Modelos Lineares Generalizados (GLM) foram utilizados para analisar as
relagbes entre os valores de NDVI, tempo (anos), locais de coleta e numero de
formigas amostradas (para dados com distribuicdo beta, utilizou-se o pacote
glmmTMB) (BROOKS et al., 2017). Em uma primeira anadlise, para entender as
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diferengas entre os NDVI encontrados, utilizamos o NDVI como variavel resposta; o
ano e locais como variaveis explicativas, e como variavel aleatoria, as trés zonas (raios
das areas de entorno: 50, 100e 200 m). Com o objetivo de analisar a abundancia de
individuos, foi utilizada a quantidade de individuos totais como variavel resposta, e o
NDVI dos locais e de diferentes zonas (um modelo para cada zona), como variaveis

explicativas.

Para investigar a distribuicdo espacial dos ninhos das duas espécies,
utilizamos analises de padrdes de pontos espaciais (BADDELEY, RUBAK &
TURNER, 2015). A segregacao espacial entre as espécies foi testada de forma nao
paramétrica, utilizando um teste Monte Carlo para a segregacgao espacial de tipos de
pontos (DIGGLE et al., 2005), com 100 simulagdes.

Considerando a forte correlagao entre a distancia entre ninhos e o grau de
parentesco entre os individuos destes ninhos (BEYE et al., 1998), também utilizamos
analises espaciais de pontos para investigar as relagdes entre ninhos dentro de cada
espécie. Para tanto, foram calculadas para cada uma das nove localidades as
fungdes: L (K de Ripley modificado) que fornece a distribuicdo dos pontos (ninhos) em
diferentes distancias de outros ninhos de forma cumulativa e a fungédo g (correlagéo
de pares) que fornece a densidade de pares de pontos em uma determinada distancia,
i.e. ndo é cumulativa (BADDELEY, RUBAK & TURNER, 2015) Para comparar, as duas
funcdes, em diferentes locais utilizamos o teste “stundentizado” de permutacao de
HAHN (2012). Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o software R
(R Development Core Team, VIENNA, 2020) com os pacotes spatstat (BADDELEY,
RUBAK & TURNER, 2015) e gimmTMB (MOLLIE et al. 2017).

3. RESULTADOS

Nas nove localidades, encontramos um total de 1006 ninhos (589 C.
pygmaea e 417 C. abstinens) e 8714 formigas (5309 C. pygmaea e 3405 C.
abstinens). A ocorréncia das espécies nas areas se deu da seguinte forma: (1) CEU,
(2) Iguape, (3) Presidio — apenas C. pygmaea / (4) Pser, (5) UECE_ac, (6) UECE_por
— apenas C. abstinens / (7) Barriguda, (8) Solaris, (9) Garrote — ocorréncia das duas
espécies. A densidade de ninhos variou em diferentes areas, CEU, Serrado, Iguape,

presidio e Solaris possuem uma densidade menor (escala de densidade 4) e
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UECE_ac, UECE_por, Barriguda e Garrote possuem uma alta densidade (escala de
densidade 8) (Figura 3).

Nas areas de Barriguda, Solaris e Garrote as espécies se apresentam
espacialmente segregadas, indicando uma possivel auséncia de competicdo por
recursos (Monte Carlo: Barriguda T = 13.874, Solaris T = 11.935, Garrote T = 18.887,
p < 0,05) (Figura 4). A segregacgao ainda é significativa mesmo quando a area possui

uma densidade maior de uma determinada espécies em relagcao a outra.

Figura 3 - Mapa de calor da distribuicdo espacial das espécies. A escala de cores representa a
intensidade da densidade de ninhos.
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Fonte: elaborado pelo autor.



Figura 4 - Mapa de calor da distribuicdo espacial de ninhos nas areas com a presenca das duas
espécies (C. abstinens (cabs) e C. pygmaea (cpyg)). A escala de cores representa a intensidade
da densidade de ninhos.

Barriguda
cabs cpyg
. (8 ]
o =+
Solaris
cabs CPYd
-
Garrote
cabs cCpyg

Fonte: elaborado pelo autor.
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- Tendéncias no indice de vegetagao por diferenga normalizada (NDVI) em diferentes areas e anos.

Modelo de cada local (i): NDVI (i) ~ ano + (1|zona), family = beta_family. Valores de 3: CEU (-0.185), UECE_POR

(-0.180),

PSER (-0.173), UECE_AC (-0.117), GARROTE (-0.058), BARRIGUDA (-0.199), SOLARIS (-0.306),

IGUAPE (-0.091), PRESIDIO (0.021), P < 0,05.
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Fonte: elaborado pelo autor.

O modelo estimou uma queda do NDVI dos locais em 0.144 por ano (P <
0,05), quase todos os locais apresentaram uma tendéncia decrescente ao longo dos
ultimos seis anos. Solaris apresentou a maior queda (3 = -0.306) nos valores de NDVI,
indicando uma possivel degradac¢ao ao longo dos anos, seguido de barriguda ( = -
0.199) e garrote que apresentou a menor queda ao longo de todo o periodo (B = -
0.058). O presidio apesar de possuir um NDVI mais baixo teve pouca variagdo ao
longo do tempo, indicando que possivelmente ndo teve grandes alteragdes na
vegetacao (B = 0.021) (P < 0,05) (Figura 5). Além disso, a variagédo do NDVI entre os
anos foi significativa, mostrando que existe diferenga entre locais e que eles
influenciam os valores do NDVI (Kruskal-Wallis: chi-squared = 1350.2, df = 8, P < 0,05)
(Figura 6). Locais como Barriguda, presidio e Solaris com as maiores variagbes de
NDVI (quartis 1 e 3), indicando diferentes niveis de cobertura vegetal e possiveis

perturbacgdes.
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Figura 6 — Boxplot dos valores de NDVI dos anos (2018-2023) em diferentes locais. A linha preta
dentro da caixa é a mediana. (P < 0,05; teste de Kruskal-Wallis com teste de Dunn).
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O modelo mostra que o numero de individuos € afetado pelo NDVI, na zona

de 50 m essa relagao é fraca (B = -0.526), pois ao longo do tempo a tendéncia tem se

mantido com pouca variagdo. Enquanto nas zonas de 100 m e 200 m possuem

maiores inclinagdes (B = -1.677 e B = -2.699, respectivamente), indicando que o

numero de individuos tende a cair com o aumento do NDVI independente da zona

utilizada como modelo (Ffigura 7).
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Figura 7 - Relacao entre o NDVI e o nimero de individuos em diferentes zonas (50 m, 100 m,
200 m).
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Fonte: elaborado pelo autor.

As areas do Iguape, presidio, UECE_por e Garrote apresentam uma
distribuicdo com distancias de contornos bem proximas entre si, indicando agregacgdes
de ninhos. Em contrapartida, as areas do CEU, Pser, UECE_ac, Barriguda e Solaris
possuem contornos com espagamentos maiores, indicando ninhos mais centrais e
com uma menor agregacgao (Figura 8). Nao houve uma correlagéo significativa na
quantidade de pares de ninhos nas diferentes areas para as duas espécies (g(r): Tbar
=65.85, p = 0.07046) (figura 9). Os ninhos de C. abstinens e C. pygmaea apresentam
uma alta agregacao em faixas de até seis metros de distancia, sendo a primeira mais
intenso (L(r): Tbar = 241.36, p = 0.02849) (Figura 10), mas na presenga da C.
pygmaea os ninhos de C. abstinens apresentam uma distribuicdo aleatoria a partir de
uma pequena distancia (L(r): Tbar = 132.55, p = 0.001) (Figura 11).
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Figura 8 - Pad de distribuicbes de ninhos para as duas espécies. Linhas de contorno sao
diferentes dist CEU, Iguap , Pres(dio —apenas C. pygmaea / Pser, UECETac, UECE_por
ape C. abst / Barriguda, Solaris, Garrote — ocorréncia das duas espécies
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Para areas de ocorréncia de C.pygmaea em zonas de 50 m com NDVI
baixo (baixo <0.30), foi observado um maior nivel de agregacgao de ninhos em curtas
distancias, enquanto que com valores de NDVI maiores uma menor agregacéao (g(r):
Tbhar = 16.779, p = 0.001) (Figura 12). Essas areas com os menores valores de NDVI
sao presidio (0.154), Barriguda (0.140) e Solaris (0.166), que tendem a se estabilizar
junto com as outras areas ao longo de maiores distancias. Isso também foi observado
para zona de 100 m, pois as categorias de alto e baixo entre as duas zonas se

separam da mesma maneira, a zona de 200 m n&o apresentou nenhuma significancia.

Figura 9 — Densidade de pares de ninhos em diferentes locais em relagao a distancia (g(r)). g(r) >1,
tendéncia de agregagéo e g(r) < 1, tendéncia de dispersdo. CEU, Iguape, Presidio — apenas C.
pygmaea |/ Pser, UECE_ac, UECE_por — apenas C. abstinens / Barriguda, Solaris, Garrote — ocorréncia
das duas espécies. Valores proximo da linha tracejada vermelha indicam distribuicao aleatéria.
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Figura 10 — Distribuicdo espacial de ninhos em diferentes areas para as duas espécies L®. L®
> r, agregacao e se L® <, dispersdo. CEU, Iguape, Presidio — apenas C. pygmaea / Pser,
UECE_ac, UECE_por — apenas C. abstinens / Barriguda, Solaris, Garrote — ocorréncia das
duas espécies. Valores proximo da linha tracejada vermelha indicam distribuicao aleatdria.
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Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura 11 — Distribuicdo espacial dos ninhos para areas com apenas C. abstinens (a) (Pser,
UECE_ac, UECE_por), e com a influéncia da outra espécie (C. pygmaea) (a-p) (Barriguda,
Garrote). Por conta da baixa quantidade de ninhos nao foi possivel incluir Solaris na fungéo. L®
—r>r, agregacao e se L® —r <r, dispersao. Valores que se sobrepdem a diagonal indicam
uma distribuicao aleatéria (linha azul).
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Fonte: elaborado pelo autor.



27

Figura 12 — Densidade de pares de ninhos em locais com C.pygmaea em relagéo a distancia
(g®), com adigéo da categoria do NDVI de 50 m (alto >0.30 e baixo <0.30). g® >1, tendéncia
de agregacéo e g® < 1, tendéncia de dispersao. NDVI alto (linha preta), CEU (0.483), Iguape
(0.418) e Garrote (0.388). NDVI baixo (linha tracejada vermelha), presidio (0.154), Barriguda

(0.140) e Solaris (0.166), sendo essa mais destacada barriguda. Linha azul indica distribuicdo
aleatoria.
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Fonte: elaborado pelo autor.

4. DISCUSSAO

Nossos resultados mostram que, embora C. abstinens seja descrita
como monoddmica (MARTINS SEGUNDO et al., 2017), ela apresentou uma alta
densidade e agregacgao ninhos (possivel polidomia). Nao podemos determinar com

certeza quais fatores podem estar interferindo na distribuicdo dos ninhos, mas
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podemos inferir possiveis determinantes. O tipo de interagdo que as espécies tém
com outras e com o ambiente pode afetar como elas se distribuem (BECKERS, 1990;
BUCZKOWSKI & BENNETT, 2008), isso indica que a espécie tem a sua distribuicao
afetada por fatores como, por exemplo, a competicdo (intra e interespecifica)
(LEVINGS & TRANIELLO, 1981) e as estratégias de dispersdo (HOLLDOBLER &
WILSON, 1990). Outro fator € a disponibilidade de recursos, que possibilita a
formacgao de agregacgdes em locais onde ha manchas adequadas (HERBERS, 1989).
O uso de duas espécies com diferentes estruturas sociais nos mostrou aspectos
importantes acerca de como elas respondem de maneiras distintas em ambientes
urbanizados. Tanto C. pygmaea como C. abstinens diferem em densidade de ninhos,

nivel de agregagéo e compactacgao (distancia entre ninhos).

Existe a possibilidade de C. abstinens ser uma caso de polidomia
facultativa, que é demonstrada apenas em certas condi¢gdes ou épocas do ano. Isso
€ observado na formiga argentina (Linepithema_humile), onde em épocas quentes do
ano as formigas apresentam uma distribuicdo de ninhos mais dispersos e no inverno
ninhos mais agregados (GORDON & HELLER, 2014). Entre outras caracteristicas
compartilhadas, o habito de nidificacao de C. abstinens é similar ao de C. pygmaea
(MARTINS SEGUNDO et al., 2017) e como observado por QUINET et al., (2009), a
uma forte proximidade dos ninhos as fontes de recursos em C. pygmaea. Talvez C.
abstinens além de compartilhar o habito de nidificagdo também compartilha a
polidomia. A polidomia possibilita que a colénia coloque novos ninhos proximo das
fontes de recursos, favorecendo e otimizando o tempo de forrageamento das
operarias. Nesse cenario, a distribuicdo dos ninhos dependera da localizagdo dos
recursos, isso € observado em /ridomyrmex purpureus, que além dessa melhor
eficiéncia, a proximidade dos recursos favorece a sua defesa (VAN WILGENBURG &
ELGAR, 2007).

Um outra possibilidade esta associado ao defensivo, varios ninhos podem
promover uma protecdo contra possiveis predadores, na formiga Leptothorax
albipennis a rainha é carregada durante a mudancga de ninho da colénia (FRANKS &
SENDOVA-FRANKS, 2000). E em ultimo caso, esta envolvido um custo genético, se
as coldnias estiverem se dispersando para curtas distancias, isso desencadeara um
aumento da endogamia e redugdo da diversidade genética (SUNDSTROM et al.,

2005). A confirmagao dessas informagdes so sera possivel com a adi¢ao dos dados
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genéticos. Assim, sera possivel calcular o parentesco entre ninhos e entre colbnias e

confirmar se todo aquele agregado se trata de apenas uma colénia ou varias.

C. pygmaea também demonstrou uma alta densidade e distribuicdo
agregada de ninhos, mas diferente de C. abstinens, o nivel de agregagédo se da em
uma faixa de distancia muito menor e mais compactado, ou seja, 0s ninhos estao bem
préximos uns dos outros. E um dos fatores para essa ocorréncia esta relacionada a
eventos de brotamentos da col6nia de origem, uma estratégia mais segura e bastante
usada por formigas poliginicas, onde aumentam a densidade e, como consequéncia,
podem aumentar a exploragao local da oferta de recursos (HELLER, 2006; HAMIDI et
al., 2017). Essa estratégia é observada em Tapinoma sessile, uma espécies altamente
poliginica e polidémica, onde a sua polidomia sazonal possui um pico de densidade
de ninhos no verdo (BUCZKOWSKI & BENNETT, 2008). Esse carater sazonal
também é observado em C. pygmaea, s6 que diferente de Tapinoma sessile, essa

rapida expansao se da na estagédo chuvosa (QUINET et al., 2009).

Os padrdes de distribuicdo de C. pygmaea indicam que individuos mais
aparentados estdo mais proximos espacialmente, indicando que a estratégia de
dispersao a curta distancia (brotamento) esta prevalecendo naqueles lugares (HAMIDI
et.al, 2012). O padrao de correlagéo entre parentesco e distancia entre ninhos foi
observado em Formica pratensis, os ninhos mais proximos eram fortemente
relacionados, enquanto os distantes eram menos relacionados e ainda possuiam uma
carater adicional, a alta agressividade (BEYE et al., 1998; PIRK et al., 2001). Para C.
pygmaea, essa agressividade entre operarias de diferentes colbénias foi observada em
campo por HAMIDI et.al. (2012), mostrando que as diferengas genéticas estao
influenciando o comportamento agressivo (STUART & HERBERS, 2000).

A simpatria das duas espécies e o fato de estarem espacialmente
segregadas, pode indicar uma auséncia de competicdo direta, podendo estar
relacionado com interagdes fracas entre as espécies por conta da abundancia de
recursos (SOARES & SCHOEREDER, 2001). Em areas estudadas por QUINET et al.,
(2009), foi observado uma grande riqueza e abundancia de plantas com nectarios
florais, extraflorais e com a presenga de pulgdes. Isso pode ser um indicativo de que
ambas as espécies possuem recursos suficientes, tendo como consequéncia, uma

fraca interagdo competitiva entre elas. Essa alta agregacao, juntamente com um
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ambiente impactado com os efeitos da urbanizacdo, tende a gerar uma pressao
competitiva dependente da densidade entre ninhos proximos (HOLLDOBLER &
WILSON, 1990), que por sua vez, pode leva-los a uma distribuigdo mais dispersa.
Esse tipo de distribuicdo ndo foi encontrado para essas duas espécies, mas foi
observado uma certa influéncia de C. pygmaea na disposigcéao espacial dos ninhos de

C. abstinens, isso explicado pela sua alta densidade de ninhos.

Uma estratégia utilizada por algumas espécies € marcagéo das areas de
forrageamento com cheiros. Em Lasius niger, essa marcacgao da area é feita por
hidrocarbonetos presentes nas suas pegadas (YAMAOKA & AKINO, 1994) durante o
forrageamento, isso possibilita uma vantagem para encontrar de maneira mais rapida
as fontes de recursos, pois a area ja foi mapeada pelas operarias (DEVIGNE et al.,
2004). Outra funcdo dessa marcagdo € a acgado repelente contras espécies
(CAMMAERTS & CAMMAERTS, 1996). Foi observado uma alta agressividade
quando operarias estrangeiras acessavam a rede de trilhas de C. pygmaea, mas nao
foi observado nenhuma agressividade em experimentos no laboratorio (HAMIDI et.al,
2012). Isso pode indicar que sinais quimicos presentes nas redes de trilhas
contribuem para o reconhecimento de individuos da colbnia. Tanto a agressividade
como os sinais quimicos contidos na redes de trilhas, podem servir de barreira contra

outras espécies, em especial C. abstinens.

A queda do NDVI em 89,1% das areas sugere que o avango da
urbanizagao das cidades tem afetado significativamente a vegetacado dessas areas.
Isso € ainda mais intenso para a cidade de ltaitinga, onde se encontra a area com
maior inclinagdo do NDVI (Solaris), sugerindo uma maior degradacao da vegetacao.
E a degradacado é um dos fatores que tem afetado significativamente a biodiversidade
(SALA, 2000; REYNOLDS et al., 2007). Por serem locais de loteamentos, essas areas
de vegetacao sofrem por conta dos impactos gerados pelas construgcdes em sua volta,
afetando consideravelmente a sua cobertura e por consequéncia, afetando o NDVI. A
area do presidio (Aquiraz) teve pouca variagéo ao longo do tempo, indicando poucas
modificagdes na cobertura vegetal. Isso € esperado, pois em areas em expansao
urbana tende a afetar diretamente a vegetacao, em contraste, areas com menos agao
antropica tendem ao longo do tempo ter uma vegetagao melhor (YANG et al., 2021).
Por ser uma area de dunas, presidio se mostra um local com pouca influéncia

antropica.
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O impacto da urbanizagdo sobre a vegetagcao depende de varios
fatores como a intensidade do desenvolvimento urbano, a densidade populacional e
o clima (ZHANG et al., 2022). Levando em consideragdo a métrica de densidade
populacional, que afeta diretamente o desenvolvimento urbano, a cidade de ltaitinga
(Solaris) que teve inclinacdo de queda mais acentuada quase que dobrou o numero
de habitantes, de 38.661 (2010) para 60.706 (2022) segundo o Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE). Em contrapartida, Aquiraz (presidio) que mostrou
inclinagdo quase que constante teve um aumento no numero de habitantes de 72.228
para 92.281 (IBGE). Apesar das diferengcas serem proximas, precisamos levar em
consideragao a area geografica das cidades, Aquiraz possui 480.236 km? e ltaitinga
153.686 km? (IBGE), ou seja, o aumento foi bastante significativo para lItaitinga,
mostrando que essa area foi bastante impactada pelo desenvolvimento urbano. YANG
et al. (2021) observou que a intensidade das expansdes urbanas sao distintas entre
as cidades, tendo como consequéncia a mudanga do NDVI de acordo com a
intensidade da urbanizagdo. Mas essas relagbes nem sempre sdo negativas, pode
ocorrer de uma cidade apresentar uma intensa urbanizacdo e um aumento do valor
de NDVI, nesses casos, certos fatores podem estar interferindo no efeito da

urbanizagao, por exemplo, arborizacao artificial e plantagées (DU et al., 2019).

A urbanizagéo tem contribuido de modo significativo para a redugao da
cobertura vegetal, com o crescimento das cidades e a rapida expanséo populacional
de modo desproporcional, tem gerado cada vez mais resquicios de vegetagéo
(CRANE & KINZIG, 2005). Isso é refletido nos valores do NDVI ao longo dos ultimos
anos, como também tem afetado toda a dindmica de espécies dessas areas, onde
pode ocorrer uma reducao de individuos por conta de variacdes no NDVI. No caso
dessas duas espécies, a faixa de ocorréncia ficou em valores medianos de NDVI (0.4
-0.6). Essas variagdes no formato das funcbes L e g entre lugares com NDVI
diferentes, indicam que o ambiente esta afetando as estratégias de nidificagdo. A
reducao do NDVI gera mudangas na riqueza e densidade de plantas, isso pode gerar
o estabelecimento e favorecimento de certas espécies de formigas, alterando, por
exemplo, o tamanho da colénia (GOMES et al., 2010; POL et al., 2022).

5. CONCLUSAO
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Em conclusdo, o foco principal do estudo foi investigar como duas
espécies intimamente relacionadas, mas com estratégias de fundacao tao distintas
respondem a qualidade do ambiente. Os resultados nos permitem inferir que: (i) a
qualidade da vegetacédo afeta a dinamica de distribuicdo dos ninhos. Pois, apesar de
ambas as espécies apresentaram um padréo agregado, este é significativamente
distinto entre locais com diferentes niveis de urbanizagao (ii) C. abstinens, mesmo
sendo descrita como uma espécie monodémica com fundacgao independente, nidifica
frequentemente formado pequenas agregacgoes, indicando que em parte do ciclo de
vida dessa espécie ocorre polidomia; (iii) Quando as duas espécies co-ocorrem, elas
se segregam espacialmente, sugerindo que nao ha interferéncia competitiva direta

entre elas.

Dessa forma, abrimos possibilidades para futuras investigacdes da
dinamica espacial dos ninhos ao longo de varias flutuagdes ambientais devido a
mudancas sazonais. Como também, verificar se as espécies sao flexiveis ao ponto de

migrarem para areas mais favoraveis, alterando toda a sua distribuicdo espacial.
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