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Rezumatul Etapei 2.

Speciile studiate Tn Etapa 2 au fost Maculinea alcon ecotipul ,cruciata’, si speciile de
furnici gazda: My. scabrinodis, My. sabuleti si My. slovaca din situl Natura 2000 ,,Dealurile
Clujului Est”.

Pentru atingerea obiectivelor din anul acesta am studiat adaptarile la nivel
comportamental si chimic la omizile Maculinea alcon ,cruciata’ pentru a patrunde (ritualul de
adoptie = ’integrare initiala’), a se integra si a exploata resursele in interiorul coloniilor de
furnici gazda (integrarea totala). In conditii de laborator am realizat un experiment de adoptie
unde omizi de M. a. ,cruciata’ au fost introduse in formicarium spre a fi adoptate de furnici
Myrmica scabrinodis (presupus gazda primara pentru ecotipul M. a. ‘pneumonanthe’) si
Myrmica sabuleti (presupusa gazda primara pentru M. a. ‘cruciata’). Am urmarit durata
(minute) si complexitatea (comportament) procesului de adoptie si am identificat adaptarile
comportamentale de integrare initiala a omizilor Maculinea alcon ,cruciata’ in coloniile
furnicilor gazda de My. scabrinodis si My. sabuleti. (contributii pentru Obiectivul 1). Pentru
omizile care au fost adoptate, s-au inregistrat datele de supravietuire (zile) si dezvoltare (mg)
in interiorul coloniei gazda (contributii pentru Obiectivul 2). Aceste observatii sunt inca in
desfasurare si se vor incheia anul viitor in primavara (mai 2022), Etapa 3. Pentru identificarea
mecanismelor chimice de integrare in sistemul gazda (Obiectiv 3), am extras hidrocarburi
cuticulare la omizi de Maculinea alcon ,cruciata’ in faza de pre-adoptie (10 omizi) si post-
adoptie (20 omizi) si la speciile de furnici gazda Myrmica scabrinodis si My. sabuleti
(lucratoare batrane, tinere, si larve). Prelucrarea probelor cu hidrocarburile cuticulare extrase
s-a realizat la Universitatea din Torino, Italia. Analiza statistica a rezultatelor obtinute este in
curs de realizare. Un alt aspect pe care |-am urmarit la acest ecotip in etapa 2, este identificarea
si stabilirea gradului de specificitate (Obiectiv 1 si 2) aomizilor de Maculinea alcon ,cruciata’
pentru speciile de furnici Myrmica scabrinodis, My. sabuleti si My. slovaca.

Rezultatele preliminare obtinute din experimentul de adoptie si dezvoltare a omizilor
confirma ca ambele specii de furnici (My. scabrinodis si My. sabuleti) pot fi gazde importante
pentru M. alcon ‘cruciata’, dar My. scabrinodis pare sa fie gazda care ofera conditii optime
pentru omizile acestui ecotip, ceea ce este contrar descoperirilor precedente. Totodata experi-
mentele noastre releva si faptul ca pe langa speciile de gazda raportate de studii anterioare, si
alte specii de Myrmica, si anume My. slovaca, pot servi ca specii gazda pentru omizile de M.



alcon ‘cruciata’. Myrmica slovaca este 0 noua semnalare ca specie gazda pentru M. alcon
‘cruciata’ din situl Natura 2000 ,,Dealurile Clujului Est”.

Aceste rezultate si stabilirea exactd a gradului de specificitate pentru acest ecotip
trebuie confirmate si de studiile de supravietuire si dezvoltare a omizilor pana la stadiul de
pupa (integrare finala).

Descrierea stiintifica si tehnica

La specia mirmecofila Maculinea (= Phengaris) alcon Denis & Schiffermiller 1775, s-
au identificat si descris ecotipuri care nu se pot diferentia la nivel morfologic si genetic (Tartally
etal. 2016, Koubinové et al. 2017). Omizile fluturilor depind pentru supravietuire de plante gazda
specifice si specii de furnici din genul Myrmica Latreille 1804. Datorita specificitatii locale
ridicate pentru o specie de furnici Myrmica si a cerintelor ecologice extreme (xerofil, mezofil),
populatiile ecotipurilor ocupa biotopuri diferite si sunt separate spatial. In Romania, in situl
Natura 2000 ,,Dealurile Clujului Est”, se afld singurul loc cunoscut la nivel global unde doua
ecotipuri se gasesc 1n conditii sintopice. Desi vecine apropiate, studiile noastre anterioare au
identificat la cele doua ecotipuri o variabilitate intraspecifica multilaterala (Timus et al. 2013,
Czekes et al. 2013, Tartally et al. 2008, Tartally et al. 2016, Csata et al. 2017) indicand o
posibila divergenta ecologica in desfasurare. Scopul principal al proiectului este studiem
acest caz unic, sda exploram variabilitatea intraspecificd a adaptarilor comportamentale si
chimice de integrare in sistemul social al furnicilor Myrmica si sa clarificam daca aceasta
variabilitate este suficient de stabild chiar si in conditii sintopice, incat sa conduca la o posibild
speciatie. Studiile asupra relatiei Maculinea-Myrmica imi va permite sa dezvalui noi aspecte
evolutive in cadrul sistemului gazda-parazit, in contextul parazitilor sociali si de asemenea in
contextul speciatiei ecologice.

Fluturii de Maculinea alcon din zona de studiu isi depun oudle pe Gentiana cruciata
sau pe Gentiana pneumonanthe (Timus et al. 2013, Czekes et al. 2013), asadar in continuare
ne vom referi la cele doud ecotipuri dupa planta gazda specifica: M. alcon ‘cruciata’ si M.
alcon ‘pneumonanthe’.

Pentru atingerea scopului propus, am studiat si vom studia in continuare doud etape
esentiale din ciclul de viata al fluturilor Maculinea alcon: 1) patrunderea (integrarea initiala)
omizilor 1n coloniile furnicilor gazda, proces numit ritual de adoptie si 2) integrarea totala,
de care depinde supravietuirea si exploatarea resurselor in interiorul coloniei gazda pana la
stadiul de pupa (Fig.1). Vom analiza mecanismele si strategiile abordate de acesti paraziti
pentru a se infiltra in sistemul social gazda, cu scopul de a identifica dacad exista variatii
intraspecifice la cele doud ecotipuri.

Figura 1. Ciclul de viata si cele doud etape de integrare la ecotipurile de Maculinea alcon din situl Natura 2000
,,Dealurile Clujului Est”. RA — Ritual de adoptie = integrare initiala.

Specia/luna lunie lulie Aug Sep Oct Noi Dec lan Feb Mar Apr Mai
M. alcon Adult
‘cruciata’ Ou si omida RA Integrare finala

pe Gentiana Omida si pupa in coloniile de Myrmica sabuleti - presupusa gazda primara
cruciata



M. alcon Adult Integrare finald

’;’;il:g;?' gzr?tll-:,glda P Ra Omida si pupa in coloniile de My. scabrinodis- presupusa gazda primara
pneumonanthe

Pentru ca, ambele etape, adoptia si integrarea finald, este asistatd de comunicarea
chimica, vom analiza hidrocarburile cuticulare specifice (= profile chimice) ale omizilor
Maculinea alcon si a speciilor de furnici gazda Myrmica scabrinodis si My. sabuleti.

Un alt aspect pe care vrem sa-l urmarim la ecotipurile de Maculinea alcon este
identificarea si stabilirea gradului de specificitate (Obiectiv 1 si 2) pentru o specie de furnici
locala. Ambele etape de integrare, au un succes mai mare in coloniile speciei furnici gazda
primarai, desi uneori si coloniile altor specii de Myrmica pot sustine o fractiune din populatia
fluturilor, in cazul acesta fiind numite specii gazda secundari. Cunostintele despre gradul de
specificitate a speciilor de Maculinea pentru o specie Myrmica, sunt esentiale in dinamica
coevolutiei sistemului parazifi sociali - gazda dar si pentru stabilirea masurilor de conservare
(Barbero et al. 2012). Tn zona de studiu, pentru M. a. “pneumonanthe” sunt dovezi clare ca
specia de furnici gazda primara este Myrmica scabrinodis (Tartally et al. 2008, Czekes et al
2013, Csata et al. 2017, observatii personale). Pentru M. a. “cruciata” , omizi au fost gasite (pe
suprafetele cu G. cruciata) n special in colonii de M. sabuleti, dar si in colonii de Myrmica
schencki (Tartally et al. 2008).

Obiectiv 1. Identificarea adaptarilor comportamentale de pitrundere a omizilor de
Maculinea alcon in coloniile furnicilor gazda.

Prima interactiune a omizilor cu furnicile Myrmica se desfasoard sub forma unui asa
numit ritual de adoptie. Este un proces de ,,integrare initiala” in colonia furnicilor si se consi-
dera ci ar avea loc in primele 24-48 de ore. Tn aceasta etapa unele larve sunt acceptate, iar altele
sunt omorate sau neglijate (Witek et al. 2011, Nash et al. 2011).

Ritualul de adoptie este un proces complex, poate dura de la cateva minute pana la
cateva ore (Thomas 1984, Fiedler 1990) si este diferit intre speciile de Maculinea (Nash &
Boomsma 2008), dar si intre speciile de furnici gazda Myrmica (Witek et al. 2011). Tn general,
studiile s-au axat pe identificarea diferentelor intre cele doud tipuri de omizi Maculinea, ‘cuc’
si ‘pradatoare’, dar nu sunt studii care cuantifica si pun 1n evidenta variatii interspecifice la
speciile cu tip de hranire ,cuc’.

Pentru (a) identificarea adaptirilor comportamentale de patrundere a acestor pa-
raziti sociali in coloniile furnicilor gazda specifice fiecarui ecotip, vom realiza n conditii de
laborator un experiment de adoptie incrucisat. Vom urmari durata (minute) si complexitatea
(comportament) procesului de adoptie la omizile celor doud ecotipuri in coloniile gazda de
Myrmica scabrinodis (presupus gazda primara pentru M. a. ‘pneumonanthe’) si Myrmica sa-
buleti (presupusa gazda primara pentru M. a. ‘cruciata’). De asemenea, cu acest experiment
vrem (b) sa stabilim gradul de specificitate pentru o specie de Myrmica la cele doua ecotipuri
de M. alcon, analizand rata de adoptie in coloniile celor doua specii de furnici gazda.



Obiectiv 2. Identificarea diferentelor in succesul de integrare in coloniile furnicilor gazda
la cele doua ecotipuri de Maculinea alcon.

Un ritual de adoptie incheiat cu succes nu garanteaza integrarea pe termen lung in
structura sociald a furnicilor gazda si nici supravietuirea omizilor pana in stadiul de pupa. De
a doua etapd, integrarea finala (11 luni), depinde supravietuirea si dezvoltarea omizilor de
Maculinea, inclusiv hibernarea in coloniile gazda (Elmes et al. 2004, Schonrogge et al. 2004).

Cercetarile au aratat ca se poate vorbi de specificitate doar la nivel local sau cel mult
regional, in special pentru ecotipurile/taxonii descrisi la M. alcon, care par sa fie adaptate local
la specia de furnici Myrmica dominanta (Witek et al. 2008, Nash et al. 2008).

Asadar, ne-am propus (a) sa determinam gradul de specificitate pentru o specie de
furnici (gazda primara, gazda secundara), nivelul de adaptare locala a celor doua ecotipuri de
Maculinea alcon la speciile de Myrmica locale, si examinarea variatiilor intre ecotipuri. Pentru
aceasta, vom evalua 1n conditii de laborator rata de supravietuire si dezvoltare a omizilor adop-
tate de Myrmica scabrinodis si My. sabuleti in experimentul de adoptie incrucisat.

De asemenea prin observatii constante pana la stadiul de pupa vrem sa (b) stabilim daca
aceste ecotipuri prezinta polimorfism larvar. Polimorfismul larvar presupune prezenta a doua
grupe de omizi (doua clase de greutate) in cadrul aceleasi populatii: cele care au nevoie de un
an (anuale =11luni) si cele care necesitd doi ani (bienale = 23 luni) pentru a atinge stadiul de
pupa. Ciclul de dezvoltare bienal se intalneste la nivel local la toate speciile europene de
Maculinea (Schoénrogge et al. 2000, Sielezniew & Stankiewicz 2007, Witek et al. 2006), si a
fost observat atat in conditii de laborator cat si In naturd (investigarea cuiburilor de furnici
Myrmica). Aceasta strategie ar putea avea rolul de a evita competitia intraspecifica in
perioadele cu resurse scazute (Thomas et al. 1998).

Obiectiv 3. Identificarea adaptirilor chimice ca factori evolutivi cheie in succesul
parazitismului si de asemenea in segregarea celor doui ecotipuri de Maculinea alcon.

Speciile Myrmica comunica prin semnale chimice “emise” de suprafata stratului ceros
ce acopera corpul furnicilor. Acest strat lipidic, avand si rol de protectie impotriva deshidratarii,
este format din diferiti compusi chimici, dar hidrocarburile cuticulare sunt universal pre-
zente. Variatiile aditionale in profilul chimic (=compozitie specifica de hidrocarburi cuticulare)
pot indica diferentele intersexuale, casta, stadiul de dezvoltare, statutul social, iar totalul profi-
lurilor chimice contribuie la mirosul specific al coloniei (gestalt odour), fiind esential pentru
discriminarea intre coabitanti si intrusi (Lenoir et al. 2001, Drijfhout et al. 2009, Csata et al.
2017).

Adoptia si integrarea finald in coloniile gazda, sunt asistate de comunicarea chimica
(Akino et al. 1999, Elmes et al 2004). Procesul de adoptie depinde in primul rand de gradul de
mimetism chimic al omizilor de Maculinea (Akino et al. 1999, Nash et al. 2008), iar in interi-
orul coloniei gazda, omizile se bazeaza mai mult pe dobandirea pasiva a mirosului de la furni-
cile lucratoare decat pe producerea activda a compusilor mimetici necesari procesului de adoptie
(Nash et al. 2011). Desi sunt studii care demonstreaza ca imitarea compusilor cuticulari s-ar
realiza de asemenea prin biosintetizare si dupa adoptie (Schonrogge et al. 2004).



Pentru Obiectivul 3 mi-am propus sa analizez hidrocarburile cuticulare specifice (=pro-
file chimice) ale omizilor celor doua ecotipuri in faza de pre-adoptie si post-adoptie si profilele
chimice la speciile de furnici gazda Myrmica scabrinodis si My. sabuleti (lucratoare batrane,
tinere, si larve). Vom cauta sa (1) identificam adaptarile chimice care asistd patrunderea acestor
paraziti sociali in coloniile furnicilor gazda analizand gradul de similaritate intre pofilele chi-
mice ale omizilor celor doua ecotipuri sintopice de M. alcon n faza de pre-adoptie si profilele
chimice ale speciilor de furnici gazda Myrmica scabrinodis si My. sabuleti si examinarea dife-
rentelor intre ecotipuri.

De asemenea prin analizarea profilurilor chimice a omizilor in faza de post-adoptie,
vrem sd (2) identificam si sd examinam schimbdrile (cantitative si calitative) In compozitia
hidrocarburilor cuticulare la cele doud ecotipuri dupa ce s-au integrat in colonia gazda. Cu
aceste investigatii cautdm raspunsuri la urmatoarele intrebari: (a) care sunt strategiile la nivel
chimic care le permit omizilor ‘cuc’ sa fie adoptate si sa castige statutul social Tnalt in colonia
gazda si care sunt diferentele intre ecotipuri; (b) care sunt mecanismele chimice care permit
parazitilor sociali sd supravietuiascd in coloniile furnicilor gazda primara vs secundara si
diferentele intre ecotipuri; (¢) in ce masura adaptarea chimica este corelatd cu rata de adoptie
si rata de supravietuire.

Aceste aspecte nu au mai fost studiate Tn contextul ecotipurilor sintopice de Maculinea,
iar rezultatele vor fi un pas Tnainte in elucidarea mecanismelor chimice care opereaza in spatele
proceselor de integrare si exploatare a speciilor gazda de catre parazitii sociali si de a scoate la
iveala o posibila variabilitate intraspecifica la nivel chimic in cadrul speciei M. alcon, care ar
putea duce la o separare locala a celor doua ecotipuri.

Obiective realizate in Etapa 2

Tn Etapa 2, in pofida dificultatilor intimpinate in colectarea materialului mentionate n
capitolul ,,Metode si materiale Etapa 2", am reusit sd aduc contributii importante pentru
fiecare obiectiv propus n proiect. Specia de fluturi studiata in aceasta etapa a fost Maculinea
alcon ecotipul ‘cruciata’, iar speciile de furnici gazda au fost My. scabrinodis considerata
gazda primara pentru M. alcon ‘pneumonanthe’ (Timus et al. 2013, Czekes et al. 2013, Tartally
et al. 2008, 2016), My. sabuleti presupusa a fi gazda primara pentru M. alcon ‘cruciata’
(Tartally et al. 2008) si Myrmica slovaca specie de furnici des intalnita in jurul plantelor gazda
Gentiana cruciata, sintopica cu My. sabuleti.

Pentru atingerea obiectivelor din anul acesta am studiat cele doua etape de integrare
(Fig. 1) a omizilor Maculinea alcon ‘cruciata’ in interiorul coloniilor gazda:

1) ritualul de adoptie (Obiectiv 1), unde am identificat adaptarile comportamentale de
integrare initiala a omizilor Maculinea alcon ,cruciata’ in coloniile furnicilor gazda My.
scabrinodis si My. sabuleti.

2) integrarea totala, de care depinde supravietuirea si exploatarea resurselor in interiorul
coloniei gazda pana la impupare, in coloniile furnicilor gazda My. scabrinodis si My. sabuleti,
Myrmica slovaca (Obiectiv 2).

Pentru realizarea Obiectivului 3, identificarea adaptarilor chimice, am extras si am
analizat hidrocarburile cuticulare si am obtinut profilele chimice specifice omizilor de



Maculinea alcon ,cruciata’ in faza de pre-adoptie si post-adoptie si profilele chimice specifice
furnicilor gazda Myrmica scabrinodis si My. sabuleti.

Un alt aspect pe care |-am urmarit la acest ecotip este identificarea si stabilirea gradului
de specificitate (Obiectiv 1 si 2) pentru speciile de furnici Myrmica scabrinodis, My. sabuleti
si My. slovaca.

Metode si materiale Etapa 2

Dificultati in colectarea materialului pentru Etapa 2.

Din cauza supra-pasunarii ilegale (Foto 1), in zona de studiu initial propusa (Fanatul
Domnesc), nu au mai fost gasite plantele gazda pentru Maculinea alcon. De asemenea nu au
fost gasiti fluturi de Maculinea alcon ecotipul |, cruciata’, aceasta fiind prima semnalare a
disparitiei unui taxon de Maculinea din aceasti zona. In consecinti, am extins suprafata de
studiu, pe acelasi versant nordic, cu 500m. In unele zone mai impadurite cu acces dificil, am
gasit o mica populatie de fluturi M. alcon ,cruciata’ si planta gazda Gentiana cruciata cu oua.
Plantele gazda pentru M. alcon ,pneumonanthe’, Gentiana pneumonanthe, nu au fost gasite.
Din aceste motive experimentul de adoptie s-a realizat partial, cu omizi de Maculinea alcon
ecotipul , cruciata’, urmand ca anul viitor, in lunile iunie si iulie, sa finalizez experimentul cu
M. alcon ,pneumonanthe’.

Foto 1. Turma de oi in Fanatul Domnesc, 3 august 2021, in perioada cand omizile M. alcon pneumonanthe coboara
de pe planta gazda.

Masuri luate pentru evitarea factorilor de risc in Etapa 3.

Anul acesta am Intreprins $i organizat o serie de actiuni si activititi menite sd protejeze
zona de studiu si speciile de Maculinea din Fanatul Domnesc. In cadrul acestor masuri de
interventie si de protectie au participat reprezentanti ai Societatii Lepidopterologice Romane,
Agentia Nationala pentru Arii Naturale Protejate (ANANP), reprezentanti ai brandului Tinutul
Fluturelui Albastru
(https://www.facebook.com/tinutulflutureluialbastru/videos/2594585740848059), Asociatia
Mozaic (Foto 2). S-au instiintat autoritatile pentru a interzice supra-pasunatul ilegal din aceasta



https://www.facebook.com/tinutulflutureluialbastru/videos/2594585740848059

zond $i s-au organizat Intilniri $i evenimente de constientizare cu fermieri din satele din
Tmprejurimi (organizatori Tinutul Fluturelui Albastru).

Avand in vedere ca in zona de studiu avem o metapopulatic de Maculinea alcon,
consider ca populatia nucleu din zona Fanatul Domnesc se poate reface din micile sub-populatii
satelit din suprafetele ramase intacte din Fanatul Satesc.
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Foto 2. Fanatul Domnesc, 3 august 2021. Reprezentanti ANANP, SLR, Tinutul Fluturelui Albastru.

1. Colectarea materialului

Cercetarile s-au desfasurat in situl Natura 2000 ‘Dealurile Clujului Est”, pe o suprafata
de aproximativ 80ha, cu expozitie nordica, si a cuprins Fanatul Domnesc si Fanatul Satesc
(Luna de Jos, comuna Dabaca, judetul Cluj, Fig.4).

Harta zona de studiu pentru Etapa 2, 2021 Legend
® Gentiana cruciata cu oua (FS)

] ; . Gentiana cruciata fara oua
Cercetarile s-au desfasurat in Fanatul Domnesc (FD) si Fanatul Satesc 2 ¢
(FS). Gentiana cruciata cu oua de Maculinea s-a colectat din Fanatul Myrmica sabuleti

Satesc, speciile de furnici Myrmica din Fanatul Domnesc si Fanatul Satesc. Myrmica scabrinodis
Myrmica slovaca

Google Earth
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Figura 2. Harta cu locurile de unde s-a colectat materialul pentru Etapa 2.




Colectarile din zona de studiu s-au realizat in perioada mai — august 2021. Pentru
obtinerea furnicilor de My. scabrinodis (gazda primara pentru M. a. ‘pneumonanthe’) si for-
marea numarului necesar de subcolonii (30) a fost suficientd excavarea partiald a 10 colonii. In
pofida cautarilor intensive prin diferite metode (momeli, relevee-2 m diametru in jurul plante-
lor gazda), in zona de studiu, am gasit putine colonii (2) de Myrmica sabuleti (presupusa gazda
primara pentru M. a. ‘cruciata’), astfel acestea au fost excavate in totalitate pentru a putea
forma numarul de colonii necesar pentru desfasurarea experimentului. In releveele realizate n
jurul plantei gazda Gentiana cruciata, am gasit mai multe colonii de Myrmica slovaca.

Tn perioada iunie-iulie au fost colectate plantele gazdi (tulpini) de Gentiana cruciata.
Omizile cazute de pe G. cruciata au fost considerate ecotipul Maculinea alcon ,cruciata’.
Pentru materialul colectat (colonii de furnici si plante gazda) am inregistrat coordonatele GPS.

De pe plantele colectate s-au obtinut un numar total de 49 larve de M. a. ‘cruciata’ din
care 39 au participat in experimentul de adoptie, iar la 30 au fost extrase hidrocarburi cuticulare.

2. Descrierea experimentului de adoptie (Obiectiv 1).

Tn laborator coloniile de furnici Myrmica scabri-
nodis si My. sabuleti au fost impartite in colonii mai mici
a cate 50 de furnici, fara regina, cu un numar aproximativ
egal de pupe si larve (Foto 3).

Furnicile au fost tinute in cutii de plastic transparente (16
x 10 x 5 cm) cu capac (formicarium) in care s-au facut
gauri mici pentru ventilatie. Ca si addpost pentru furnici,
n formicarium a fost introdus burete floral (5x 4 x 1 cm)
n care s-a scobit galerii si s-a umezit in prealabil (Foto 4).

Foto 3: Formicarium
cu sub-colonii
Myrmica

Experimentul de adoptie s-a desfasurat in iulie, in functie de caderea omizilor. Imediat
dupa ce au cazut de pe planta gazda, omizile au fost cantarite (Balanta analiticd Axis, precizie
0,1mg, Foto 7) si introduse intr-0 colonie de furnici pentru a fi adoptata (Foto 4). In fiecare
colonie de Myrmica scabrinodis si My. sabuleti s-a introdus cate o larva de M. alcon ‘cruciata’
in stadiul IV. Larva a fost pusd in arena de activitate a furnicilor la capatul opus intrarii in



adapost. S-a Tnregistrat timpul din momentul plasarii larvei in arena pana la transportarea aces-
teia in adapost (in galeriile buretelui) de catre o furnica. Omizile care au fost descoperite si
transportate in interiorul adapostului au fost considerate ca fiind adoptate, iar cele care au fost
descoperite si nu au fost introduse in adapost a fost considerate respinse. Ritualul de adoptie a
fost urmarit in doua etape: a) primele 30 de minute de la introducerea larvei pentru a fi adoptata
a fost Inregistrata cu 0 camera video (Sony Handycam HDRCX625, Foto 5), si b) dupa 30
minute s-au facut observatii din 10 in 10 minute pina la 120 minute.

Foto 4, 5. De la stdnga la
dreapta: omida de M. alcon ,cru-
ciata’ introdusa in formicarium
pentru a fi adoptata.

Timp de 30 de minute s-au facut
inregistrari video pentru a obtine
in detaliu comportamentul in tim-
pul ritualului de adoptie.
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Pentru observatii de comportament timp de 30 de minute s-a filmat cu 0 camera video
(Sony Handycam HDRCX625). inregistririle video sunt in faza analizare si datele de compor-
tament sunt introduse in tabele Excel pentru a fi prelucrate statistic. Pentru identificarea adap-
tarilor comportamentale de patrundere in coloniile furnicilor gazda la M. alcon ‘cruciata’ s-au
notat urmatoarele tipuri de activitati i interactiuni desfasurate in timpul ritualului de adoptie
intre omida si furnici: numarul de furnici participante la ritualul de adoptie, numarul de furnici
active 1n arend, numarul cazurilor de antenare din partea furnicilor (a), numarul cazurilor de
utilizare a mandibulelor (m), numarul cazurilor de secretie a picaturilor (b), transportarea omi-
zilor de catre furnici (t).

3. Evaluarea ratei de supravietuire si dezvoltarea (schimbarile in greutate, mg) omizilor de
Maculinea alcon , cruciata’ in coloniile furnicilor gazda (Obiectiv 2).

Pentru toate cazurile in care omizile au fost adoptate, coloniile au fost tinute sub
observatie si am notat zilnic datele pentru larvele care au supravietuit. Evaluarea ratei de
supravietuire a omizilor de Maculinea alcon ,cruciata’ (Foto 6) in coloniile furnicilor gazda



continua n prezent si observatiile vor dura pana in anul viitor, 2022, pana la ultima omida
ramasa in viata.

Foto 6, 7, 8. De la stinga
la dreapta: omida de M.
alcon ,cruciata post-
adoptie, verificare daca
este Tn viata. Cantarirea
omizilor de M. a.
,cruciata’.
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Pentru evaluarea dezvoltirii (schimbarile in greutate, mg) omizilor de Maculinea alcon
,cruciata’ in coloniile furnicilor gazda, in perioada iulie-septembrie 2021 omizile au fost can-
tarite odata la 10 zile (Foto 7, 8). Din octombrie 2021 am observat o scadere in greutate a
omizilor ceea ce indica pregatirea pentru hibernare si odata intrate in aceasta faza, am intrerupt
cantirirea omizilor. Inregistrarea datelor de greutate se va relua in martie 2022, dupi iesirea
din hibernare a omizilor sau pana vor atinge stadiul de pupa.

Pentru nivelul de integrare la omizile de Maculinea alcon ,cruciata’ in coloniile de
furnici gazda am efectuat observatii in timpul extragerii larvelor de Maculinea din colonii pen-
tru a fi cantarite. Pentru aceasta, buretele (sub care se adapostesc furnicile cu larvele si omizile
de Maculinea) a fost mutat la capitul opus al cutiei. In natura, daca este distrus furnicarul,
furnicile transporta rapid propriile larve si pupe intr-un loc nou. In conditii de laborator buretele
a avut rolul de cuib/adapost si s-a urmarit tendinta furnicilor de a transporta larvele de Maculi-
nea in noul loc dupa reintroducerea lor in formicarium (Foto 9).

Foto 9. Omida de M. a. ‘cruciata’ reintrodusa dupa ce a fost cantarita si transportata de furnici Thapoi sub adapost.



4. Extragerea de hidrocarburi cuticulare.

Pentru a obtine pofilele chimice ale speciilor de furnici gazda, din coloniile originale
de Myrmica scabrinodis s-au extras hidrocarburi cuticulare pentru 20 furnici batrane, 20 de
furnici tinere si 20 de larve, iar pentru Myrmica sabuleti - 20 furnici batrane, 15 furnici tinere.
Pentru obtinerea profilului chimic al speciei My. sabuleti vom continua sa prelevam probe si
in etapa 3 (2022) a proiectului.

La Maculinea alcon ‘cruciata’ s-au facut extrageri de hidrocarburi cuticulare Tn 2 etape:
1) s-au extras hidrocarburi cuticulare la 10 omizi in faza de pre-adoptie, imediat dupa ce au
cazut de pe plantele gazda 2) si s-au facut extrageri la omizi in faza de post-adoptie, dupa ce
au stat 10 zile in interiorul coloniei gazda. Astfel, au fost extrase hidrocarburi cuticulare la 10
omizi post-adoptie care au stat in colonii de Myrmica scabrinodis si la 10 omizi post-adoptie
din colonii de Myrmica sabuleti. Tn total, la 30 omizi de Maculinea alcon ‘cruciata’ s-au extras
hidrocarburi cuticulare.

Pentru furnici, cate 5 indivizi s-au introdus intr-o sticlutd cu
200ul hexan, in care furnicile au fost cufundate timp de 20
minute. Furnicile apoi au fost scoase din fiole, iar extrasul a
\ fost pastrat in congelator la temperatura de —20 °C, pana la
prelucrarea acestora. Pentru omizile de Maculinea alcon
‘cruciata’, s-a aplicat aceeasi metodd, dar intr-o fiola s-au
introdus céate 2-3 omizi in faza de pre-adoptie, si cate o omida

= (in 10 zile omizile au crescut semnificativ Fig. 10 ) in faza de
. post-adoptie. Toate omizile au fost cantarite inainte de
S ; extragerea hidrocarburilor.

Foto 10. Larve de M. a. ‘cruciata’
pregatire pentru extragerea de
- hidrocarburi

5. Analiza extraselor de hidrocarburi cuticulare.

Pentru obtinerea profilelor chimice, probele cu extractele de hidrocarburi cuticulare au
fost prelucrate si analizate de catre Luca Pietro Casacci de la Universitatea din Torino, Italia
(Dipartimento di Scienze della Vita e Biologia dei Sistemi).

6. Analiza datelor pentru experimentul de adoptie
Variabilele inregistrate in vederea identificarii adaptarilor comportamentale ale larvelor

pentru a patrunde in coloniile furnicilor gazda, precum si a specificitatii larvelor pentru specia
de furnicd gazda au fost urmatoarele: timpul scurs de la prezentarea larvei in arenad pana la



descoperirea ei de catre un membru al coloniei de furnici, definit ca timpul pana la
descoperire” (discovery time = d.time, minute); timpul scurs de la descoperirea larvei pana la
adoptia ei de catre o furnica, definit ca “ritual adoptie” (adoption time = a.time, minute); masa
larvei (I.mass, mg) nainte de adoptie care a avut o distributie normala si o medie identica (1.4
mg) pentru grupurile de larve prezentate coloniilor celor doud specii de furnici; succesul
adoptiei (a.success) cu valorile binare adevarat sau fals (0/1).

Pentru a adapta metodele statistice cat mai corect datelor empirice, am evaluat
distributia fiecdrei variabile numerice cu ajutorul testului Shapiro-Wilk pentru a confirma sau
infirma distributia normald a datelor. Deoarece cu exceptia masei larvelor toate variabilele
numerice nu au avut distributic normala (p < 0.05 in toate cazurile), am folosit metode
neparametrice de analiza. Pentru a compara timpul pana la descoperire si timpul pana la adoptie
intre speciile de furnici gazda am folosit testul Mann-Whitney U.

Pentru analiza datelor privind schimbérile de greutate dupa adoptie am analizat
diferente de greutate dupa primele 10 zile in cazul larvelor adoptate de 3 specii diferite de
Myrmica: My. scabrinodis, My. sabuleti si M. slovaca, aceasta din urma fiind sintopic cu My.
sabuleti. Analizele au fost efectuate cu Anova univariata. Pe post de control am analizat masa
acestor larve si in faza preadoptie tot cu Anova univariata.

Toate analizele au fost efectuate cu ajutorul programului RStudio (RStudio Team
2020), iar pragul de semnificatie statistica a fost considerat 0.05.

7. Diseminare- website proiect : https://evomac.weebly.com/

Tn prezent lucram la un manuscris care va contine rezultatele obtinute din acest an si
rezultate nepublicate obtinute anterior acestei etape.
O parte din rezultatele din Etapa 2 (addptarile comportamentale de integrare initiald), sunt su-
biectul lucrarii de licenta pentru o studenta la Facultatea de Biologie si Geologie din cadrul
Universitatii Babes-Bolyai.

Rezultate pentru Etapa 2

Identificarea adaptarilor de integrare initiala a omizilor in colonia gazda. Experimentul de
adoptie (Obiectiv 1)

In experimentul de adoptie au participat in total 39 de omizi de Maculinea alcon ,cru-
ciata’ din care 24 omizi au fost introduse in colonii de Myrmica scabrinodis spre a fi adoptate,
si 15 omizi - In colonii de Myrmica sabuleti. Tn total 38 de larve au fost adoptate. Succesul de
adoptie a omizilor M. a. ‘cruciata’ in coloniile gazda a fost acelasi pentru ambele specii de
furnici: Myrmica scabrinodis — 100% (24/24) si Myrmica sabuleti a fost de 93% (13/14).

Pentru timpul scurs pana la descoperirea omizilor de M. a. ‘cruciata’. Testul Mann-
Whitney arata ca nu sunt diferente semnificative intre cele doua specii de furnici (W =223, P=
0.143, Fig. 3).

Durata procesului de adoptie, a fost cuprinsa intre minim un minut $i maxim 129 mi-
nute, media pentru My.scabrinodis — 17,5 minute, iar la My. sabuleti de 50,13 min.


https://evomac.weebly.com/

Exista diferente semnificative intre speciile de furnici pentru timpul de adoptie (Mann-Whit-
ney, W = 295.5, p = 0.0008). Myrmica sabuleti adopta omizile intr-un timp mai lung fata de
My.scabrinodis (Fig. 4).
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Fig. 3. Timpul scurs intre momentul prezentarii larvei in arena si descoperirea ei de cdtre un membru al coloniei
de furnici, din cele doua specii de furnici gazda investigate (Msb = Myrmica sabuleti, Msc = Myrmica
scabrinodis). Graficele reprezintd mediana (linia ingrosatd), intervalul interquartil (dreptunghi gri), valoarea
minima si maxima (bari) si valori aberante (outliers, cercuri).
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Figura 4. Ritualul de adoptie la M. a. ‘cruciata’ in coloniile celor doua specii de furnici gazda investigate (Msb
= Myrmica sabuleti, Msc = Myrmica scabrinodis). Graficele reprezintd mediana (linia ingrosata), intervalul
interquartil (dreptunghi gri), valoarea minima si maxima (bari) si valori aberante (outliers, cercuri).



Evaluarea ratei de supravietuire si dezvoltarea (schimbarile in greutate, mg) omizilor de Ma-
culinea alcon ,cruciata’ in coloniile furnicilor gazda (Obiectiv 2).

Din analizele statistice reiese ca inainte de adoptie nu erau diferente semnificative intre
larvele care dupa aceea au fost introduse in colonii apartinatori celor trei specii de Myrmica
(Anova R? = 0.034, F = 0.67, p = 0.51; Fig. 5a). Insa dupa 10 zile situatia s-a schimbat Th mod
dramatic. Tn timp ce dintre omizile crescute In colonii de My. sabuleti si de M. slovaca nu exista
diferente semnificative dupa 10 zile, se observa o acumulare de greutate considerabild la omi-
zile introduse n colonii de My. scabrinodis (Anova R? = 0.16, F = 3.629, p = 0.036; Fig. 5b).
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Figura 5. Diferente intre greutatea larvelor crescute in colonii ale unor specii de Myrmica diferite (a) faza pre-
adoptie, (b) dupa 10 zile.

Interpretare pentru rezultate preliminare obtinute in Etapa 2.

Dupa ce au pardsit planta gazda, omizile de Maculinea sunt extrem de vulnerabile n
fata pradatorilor si a conditiilor nefavorabile, iar atractivitatea lor fata de furnici scade in timp
(Als et al. 2001), de aceea supravietuirea omizilor in aceasta etapa depinde de cat de repede
vor fi descoperite si adoptate de furnicile gazda. O ratd de adoptie ridicata indica o adaptare
locala a omizilor Maculinea la populatia de furnici gazda disponibila (Als et al. 2001, Nash et
al. 2008).

Rezultatele preliminare obtinute din experimentul de adoptie si dezvoltare confirma ca
ambele specii de furnici (My. scabrinodis si My. sabuleti) pot fi gazde importante pentru M.
alcon ‘cruciata’, dar My. scabrinodis pare sa fie gazda care ofera conditii optime pentru omi-
zile acestui ecotip, ceea ce este contrar descoperirilor precedente. Totodata, experimentele
noastre releva si faptul ca pe langa speciile de gazda raportate de studii anterioare si alte specii



de Myrmica , si anume My. slovaca, pot servi ca specii gazda pentru omizile de M. alcon ‘cru-
ciata’. Myrmica slovaca este 0 noua semnalare ca specie gazda pentru M. alcon ‘cruciata’ din
situl Natura 2000 ,,Dealurile Clujului Est”.

Aceste rezultate si stabilirea exacta a gradului de specificitate pentru acest ecotip
trebuie confirmate si de studiile de supravietuire si dezvoltare a omizilor pana la stadiul de
pupa (integrare finala).
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