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RESUMO

Formigas, como um grupo de insetos notavelmente diversificados, exibem uma variedade de
espécies que ocupam uma ampla gama de habitats em diferentes biomas ao redor do mundo.
Um grupo especifico de formigas na regido Neotropical mantém uma relagdo mutualistica com
fungos basidiomicetos, os quais sdo cultivados em seus ninhos subterraneos. O género
Mycetophylax, que possui trés espécies endémicas de restinga M. simplex, M. conformis e M.
morschi, ocupam diferentes partes da costa atlantica e suas distribuicGes geograficas se
estendem ao longo da regido costeira. Nesse contexto, a localizacdo do ninho e as caracteristicas
do solo desempenham um papel fundamental na viabilidade do fungo e, por consequéncia, na
coldnia. A temperatura critica maxima e minima (CTmax e CTmin) é um ponto térmico crucial
para a sobrevivéncia de uma espécie, influenciando a selecdo do local de nidificacdo e, por
extensdo, a distribuicdo das espécies. A analise dos limites de distribuicdo revela aspectos
importantes, como a existéncia de uma populacdo remanescente de M. simplex devido a
mudancas historicas no nivel do mar. Além disso, diferencas comportamentais, como a
atividade noturna em M. simplex e continua em M. conformis e M. morschi, também s&o
notadas. Dado o ambiente desafiador das restingas na Mata Atlantica, caracterizado por solos
arenosos e ventos constantes, essas espécies de Mycetophylax foram escolhidas para investigar
possiveis variagcdes na temperatura critica maxima e minima em relacdo ao tempo de atividade
(dia ou noite) das espécies. Isso se alinha a cronobiologia das espécies e a adaptacdo a ambientes
indspitos. As coletas foram realizadas através de escavacdo de dunas costeiras localizadas dos
estados do Rio de Janeiro (RJ) e Santa Catarina (SC) e analisadas no Laboratério de Genética
e Populacdo (LGEP) na UFOP. Os resultados indicam que a temperatura desempenha um papel
crucial na determinacéo do nicho térmico das espécies, influenciando sua particéo temporal. As
espécies diurnas, M. morschi e M. conformis, apresentam um CTmax médio mais elevado do
gue a espécie noturna M. simplex. Similarmente, a espécie noturna exibe um CTmin menor em

comparagdo com as espécies diurnas.

Palavras-chave: Formiga, Mycetophylax, Formigas cultivadoras de fungo, Nicho Térmico,

Cronobiologia.



ABSTRACT

Ants, as a remarkably diverse group of insects, exhibit a variety of species that occupy a wide
range of habitats in different biomes around the world. A specific group of ants in the
Neotropical region maintains a mutualistic relationship with basidiomycete fungi, which are
cultivated in their underground nests. The genus Mycetophylax, which includes three endemic
species from coastal restinga environments, M. simplex, M. conformis, and M. morschi, stand
out and inhabit different parts of the Atlantic coast, with their geographical distributions
extending along the coastal region. In this context, nest location and soil characteristics play a
fundamental role in the fungus's viability and, consequently, in the colony. The critical
maximum and minimum temperatures (CTmax and CTmin) are crucial thermal points for
species survival, influencing nest site selection and, by extension, species distribution. The
analysis of distribution limits reveals important aspects, such as the existence of a remnant
population of M. simplex due to historical sea-level changes. Furthermore, behavioral
differences, such as nocturnal activity in M. simplex and continuous activity in M. conformis
and M. morschi, are also observed. Given the challenging environment of restingas in the
Atlantic Forest, characterized by sandy soils and constant winds, these Mycetophylax species
were chosen to investigate possible variations in critical maximum and minimum temperatures
in relation to their activity time (day or night). This aligns with the chronobiology of species
and adaptation to inhospitable environments. Collections were carried out through excavation
of coastal dunes located in the states of Rio de Janeiro (RJ) and Santa Catarina (SC) and
analyzed at the Laboratory of Genetics and Population (LGEP) at UFOP. The results indicate
that temperature plays a crucial role in determining the thermal niche of the species,
influencing their temporal partitioning. Diurnal species, M. morschi and M. conformis, exhibit
a higher average CTmax than the nocturnal species M. simplex. Similarly, the nocturnal species

displays a lower CTmin compared to the diurnal species.

Keywords: Ant, Mycetophylax, Fungus-farming ants, Thermal Niche, Chronobiology..
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1 INTRODUCAO

As formigas estdo entre os grupos de insetos de consideravel diversidade
bioldgica. Das mais de 16.000 espécies de formigas conhecidas, a grande maioria se
alimenta e nidifica no solo e sdo fortemente afetadas pela estrutura da vegetacao, clima e
microclima, ocupando os mais diversos habitats nos diferentes biomas do mundo. Como
insetos eussociais, 0 ninho é uma caracteristica importante sob a selecdo natural deste
superorganismo (Holldobler, Wilson, & Nelson, 2009). No Neotrépico, um grupo
particular de formigas se envolve em uma relacdo mutualistica, cultivando fungos
basidiomicetos dentro de seus ninhos subterraneos. Essas formigas cultivadoras de fungo
fornecem um substrato organico e um microambiente para o fungo, que por sua vez é o
principal recurso alimentar da col6nia. Nesse contexto, o local de nidificagdo e a estrutura
do ninho, assim como as propriedades do solo sdo de fundamental importancia para

permitir o crescimento do fungo (Cristiano et al., 2019; Weber, 1972).

As formigas normalmente acasalam durante voos nupciais, quando os machos e
as fémeas que sdo alados deixam suas col6nias natais. Apds o acasalamento, as jovens
rainhas se dispersam, voando na direcdo do vento e caindo no chdo para estabelecer novas
colbnias (Baer, 2011). Assim, a escolha do local de nidificacdo pela rainha é
extremamente importante, considerando os recursos do entorno e o microclima. A
temperatura critica maxima e minima, ou CTmax e CTmin, respectivamente, é o limite
fisiologico térmico de uma espécie, na qual ha a incapacitacdo ténica até a morte do
individuo. Assim, a temperatura atua como uma forga estruturante da nidificacdo e,

consequentemente, da ocorréncia das espécies (Cardoso et al. 2021).

O género Mycetophylax Emery, 1913, um dos 16 géneros de formigas
cultivadoras-de-fungo, passou por mudancas taxondmica e sistematicas significativas nos
ultimos anos. O género foi negligenciado até a revisdo de Klingenberg e Brandao
(Klingenberg & Brandéo, 2009) que sinonimizou varios taxons para compreender apenas
trés espécies denominadas M. simplex (Emery, 1888), M. conformis (Mayr, 1884) e M.
morschi (Emery, 1888), todas restritas a ambientes de restinga, que é caracterizado por
seu solo predominantemente arenoso, o que a diferencia de outros tipos de vegetacao
costeira. No entanto, o género foi ampliado apds uma analise filogenética molecular e

agora inclui todas as espécies Cyphomyrmex strigatus (Mayr, 1868) e Mycetosoritis



(Wheeler, 1907) uma vez que formam um grupo monofilético (Sosa-Calvo, JeSovnik,
Vasconcelos, Bacci, & Schultz, 2017).

As restingas sdo considerados ambientes extremos pois apresentam condic¢oes
ambientais dinamicas e abruptas mudancas como de temperatura, umidade e regime de
ventos. A temperatura media diurna pode atingir valores superiores a 50°C enquanto a
temperatura noturna pode chegar abaixo dos 12°C (Franco et al. 1984, Guimaraes et al.
2023).

Portanto, levando em consideracao a historia natural da maioria das espécies do
grupo Cyphomyrmex strigatus, as trés espécies previamente mencionadas de
Mycetophylax sdo as Unicas espécies reconhecidamente endémicas de restinga
(Klingenberg, Branddo, & Engels, 2007; Klingenberg & Branddo, 2009; Cardoso,
Cristiano, Tavares, & Schoereder, 2012; Cardoso, Cristiano, Heinze, & Tavares, 2014)
Mycetophylax simplex, M. morschi e M. conformis tém uma distribuicdo geografica
marcante, onde s&o facilmente identificadas, ocorrendo de maneira significativa ao longo
da costa atlantica do Brasil. A primeira e a Ultima espécie ndo se sobrepdem em suas
distribuicdes ao longo da area de ocorréncia (Klingenberg & Brand&o, 2009; Cardoso et
al., 2012; Cardoso et al., 2014; Cardoso, Cristiano, Tavares, Schubart, & Heinze, 2015a,
2015b) Mycetophylax simplex esta limitado a porcédo sul da costa atlantica, e M. conformis
ocorre da extensdo sudeste a nordeste da costa atlantica no Brasil, atingindo o Caribe.
Entretanto, a terceira espécie, M. morschi, ocorre em simpatria com ambas as espécies.
Os limites de ocorréncia das espécies em toda a sua area de distribuicdo conhecida tém
sido controversos, e as trés espécies vivem em simpatria em apenas um local: na restinga

da praia de dunas de Cabo Frio, no estado do Rio de Janeiro (Cardoso et al., 2012).

Atualmente, os limites de distribuicdo de M. simplex, M. morschi e M. conformis
é bem conhecido: M. conformis e M. simplex ndo se sobrepdem na maior parte de sua
distribuicdo, sendo M. conformis para este estudo foram encontradas em Cabo Frio (RJ),
M. simplex e M. morschi para este estudo foram encontradas em Ararangué (SC), havendo
uma lacuna entre o ultimo local registrado para M. simplex e a praia de Dunas em Cabo
Frio (Cardoso et al., 2012, 2015b, 2015a; Cardoso, Cristiano, et al., 2014; Cardoso, das
Gragas Pompolo, Cristiano, & Tavares, 2014). Isso pode ser interpretado como uma
populacdo remanescente da expansdo populacional de M. simplex durante as mudancas
do nivel do oceano no passado (Cardoso et al., 2015b). Outro aspecto notavel destas

espécies é que M. simplex apresenta atividades externas a coldnia apenas do crepusculo



ao alvorecer, enquanto M. conformis e M. morschi apresentam o tempo todo (Danon C.

Cardoso, comunicagao pessoal).

Essas espécies foram escolhidas devido as suas cronobiologias, uma vez que
abrangem comportamentos de formigas tanto diurnas quanto noturnas, permitindo

comparac0es significativas.

Considerando o aspecto da cronobiologia das trés espécies endémicas de dunas
que habitam as restingas arenosas ao longo do litoral brasileiro, em proximidade a Mata
Atlantica. Essas restingas sdo caracterizadas como ecossistemas costeiros unicos,
frequentemente descritos como ambientes indspitos devido as condicdes adversas, como
solo arenoso e ventos constantes. Tais condi¢cGes desafiadoras imp&em restrigdes a
comunidade de espécies que ali vivem, e, como resultado, essas areas sdo habitadas por

espécies altamente adaptadas a habitats arenosos e ventosos.

Neste contexto, utilizamos as espécies de formigas do género Mycetophylax como
modelos para investigar variacGes na temperatura termal critica maxima e minima entre
as espécies. Além disso, também avaliamos como essas variagdes podem estar
relacionadas com a hora de atividade das espécies, tanto durante o dia quanto durante a

noite.
1.1  Objetivos
1.1.1 Geral

Investigar a temperatura térmica critica maxima e a temperatura térmica critica
minima entre trés espécies de Mycetophylax endémicas de restinga dos estados do Rio de

Janeiro e Santa Catarina, e seu impacto na cronobiologia.

1.1.2 Especifico

e Avaliar a temperatura térmica critica maxima das espécies M. simplex, M.
conformis e M. morschi;

e Avaliar a temperatura térmica critica minima das espécies M. simplex, M.
conformis e M. morschi;

e Verificar se 0 CTmax e o CTmin variam significativamente entre o dia e a noite,

em acordo com a cronobiologia das espécies estudas.



2 MATERIAIS E METODOS

As colbnias das formigas cultivadoras de fungo das espécies Mycetophylax
simplex (Emery, 1888), Mycetophylax conformis (Mayr, 1884) e Mycetophylax morschi
(Emery, 1888) foram amostradas no periodo de 01/10/2022 a 15/11/2022 em diferentes

localidades do Brasil:

e Parque Estadual da Costa do Sol, localizado na Praia das Dunas, Cabo Frio (RJ);

e Praia Morro Dos Conventos, localizada em Ararangua (SC).

As col6nias foram escavadas de acordo com o protocolo de (Cardoso et al. 2010).
As colbnias foram coletadas e inteiramente transportadas para o Laboratério de Genética
e Populagdo (LGEP) da Universidade Federal de Ouro Preto, localizado na cidade de
Ouro Preto (MG) - Brasil, sendo mantidas em sistemas de criagdo como descrito por
Cardoso e colaboradores (2010), em condicBes controladas de fotoperiodo (8:12/24),
temperatura e humidade (25°C e 80%). Ap6s um periodo de aclimatacdo de uma semana,
0s espécimes eram submetidos aos ensaios para determinacdo do CTmax e CTmin.

Os ensaios consistiam em separar os individuos de cada uma das espécies em
microtubos que eram entdo perfilados individualmente nos blocos de um aparelho
termociclador programado para ascender a temperatura em um grau (1°C) a cada 40
segundos até a completa imobilizacdo tonica do individuo que era registrado como o
CTmax do espécime. O CTmin foi determinado pelo mesmo processo, no entanto a
temperatura do bloco foi programada para decrescer um grau (1°C) a cada 40 segundos
até a completa imobilidade do individuo. Foram testados 30 individuos de cada coldnia,
em um total de 11 coldnias: cinco da especie M. morschi, duas da espécie M. conformis
e quatro da espécie M. simplex.

O proposito primordial era conduzir uma analise concisa e imediata, visando obter
uma resposta aguda e pontual. Reconhecemos que para investigagdes mais aprofundadas
e respostas de carater cronico, seria imprescindivel um periodo de tempo
substancialmente maior para coletar e avaliar todos os dados necessarios. Nesse sentido,
a abordagem adotada se encaixou perfeitamente com a necessidade urgente de
compreensdo imediata, permitindo-nos posteriormente expandir nossos esfor¢cos em

direcdo a analises mais detalhadas e abrangentes, se assim se fizer necessario.

Todas as anélises foram realizadas utilizando o Programa R (R Core Team 2019).

Para testar o CTmax e o CTmin registrados para cada espécie, foram construidos modelos



lineares generalizados. Para ambos, comparamos cada espécie, e seguimos de uma
simplificacdo do modelo unindo par a par e comparando-os pelo critério de informacéo
Akaike (AIC).



3 RESULTADOS

As formigas submetidas aos ensaios manifestaram imobilidade em valores de CTmax e
CTmin, exceto dois espécimes que continuaram ativas mesmo em valores extremos. A média
de CTmax foram: 47,84(+ 3,20) para Mycetophylax simplex, 52,34(+4,76) para M. conformis e
54,65(+4,48) para M. morschi e a distribuicdo das frequéncias de CTmax por espécies sao
demonstradas na Figura la. A média de CTmin foram: 5,09(= 1,73) para Mycetophylax
simplex, 9,19(£1,39) para M. conformis e 8,44(+2,00) para M. morschi e a distribuicdo das

frequéncias de CTmax por espécies sdo demonstradas na Figure 1b.

Houve diferenca significativa entre o Ctmax (Deviance = 3132,9 Df =2 p = 2,2e-16) e
0 Ctmin (Deviance = 1006 Df = 2 p=2,2e-16) entre espécies (Figura 2). Houve também
diferenca significativa entre 0 CTmax (Deviance = 2807,6 Df = 1 P = 2.2e-16) e 0 CTmin
(Deviance = 980.94 Df = 1 p= p=2,2e-16) das Mycetophylax diurnas e a Mycetophylax simplex
que é noturna (Figure 3).
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Figura 1: Distribuicdo das frequéncias de ocorréncia dos valores de CTmax (a) e CTmin (b) para as espécies estudadas. Em rosa, a espécies M. simplex, em cor
laranja a espécies M. morschi e em cor azul a espécies M. conformis.
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Figura 2: Temperatura critica minima (CTmin) e maxima (CTmax)
das espécies Mycetophylax psamofilas. Sdo indicados nos graficos do
tipo violino a distribuicdo dos dados. As cores indicam as espécies
que se diferenciam significativamente, a maxima (CTmax) e minima
(CTmin) das espécies Mycetophylax psamdfilas. Em azul, a espécies
M. simplex, em cor laranja a espécies M. morschi e em cor rosa a
espécies M. conformis.
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dia, em cor laranja noite.
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4 DISCUSSAO

As formigas do género Mycetophylax que s&o endémicas de regides de dunas
compreendem um clado monofilético que previamente incluia apenas trés espécies: M. simplex,
M. morschi e M. conformis, todas endémicas de ecossistemas de dunas Brasileiras. Além disso,
elas compreendem um clado dentro do género e podem ser denominadas como psamofilas, se
refere a plantas ou organismos que s&o adaptados a viver em solos arenosos ou em ambientes
arenosos, como dunas e praias (Micolino et al. 2019). Se suponha previamente que as trés
espécies nao se sobrepunham sua area de ocorréncia e que M. conformis e M. morschi ndo
compartilhavam o nicho com M. simplex (Klingenberg et al. 2017). Entretanto, hoje sabemos
que em um dado momento as trés espécies coocorreram, restando hoje apenas uma area relictual
onde as trés espécies ocorrem juntas (Cardoso et al 2012, Cardoso et al. 2015). Embora as trés
espécies compartilhem o nicho espacialmente, o mesmo ndo ocorre na escala temporal.
Mycetophylax simplex é basicamente noturna, iniciando sua atividade com o crepudsculo e

terminando ao alvorecer (Diehl-Fleig & Diehl 2007).

Nossos resultados apontam que a temperatura influencia o nicho térmico das trés
espécies, e consequentemente a particdo temporal. As espécies Mycetophylax morschi e M.
conformis sdo ativas durante o dia e muito raramente sao vistas forrageando no periodo noturno.
O CTmax médio de ambas foi mais elevado do que o de M. simplex e ambos significativamente
diferentes. J& M. simplex inicia as atividades no crepusculo e finda suas atividades no alvorecer
sendo estritamente noturna. O CTmax médio foi menor e significante diferente das outras duas
espécies estudas. Do mesmo modo, vimos que o CTmin da espécie noturna M. simplex é menor

comparado com o das outras espécies diurnas.

Tais valores estdo em concordancia com aos valores de CTmax e CTmin observado em
nosso estudo entre as espécies M. simplex, M morschi e M. conformis. De fato, ha uma mudanca
na comunidade de formigas entre o dia e a noite em dunas frontais de restinga, que séo dunas
caracterizadas por serem costeiras proximas a praia, moldadas pelo vento, marés e areia em
constante movimento, essas ainda sdo baixas, moveis e abrigam vegetacdo adaptada a essas
condi¢Bes dindmicas (Guimardes et al. 2023). No entanto ha ainda que se elucidar se a
comunidade de formigas noturna e diurna é estruturada pela temperatura para um 6timo de

temperatura.
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Estudos sobre a cronobiologia, fisiologia e valores criticos de temperatura maxima e
minima sdo fundamentais para o entendimento da historia natural dos organismos. Diante das
mudancas climaticas mundiais se faz necessario cada vez mais estudos para que possamos
entender o impacto e projetar aces de mitigacdo e conservacao das espécies, principalmente

dos animais ectotérmicos.
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