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A Formiga

Vinicius de Moraes
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As coisas devem ser bem grandes
Pra formiga pequenina
A rosa, um lindo palacio

E o espinho, uma espada fina

A gota d'agua, um manso lago
O pingo de chuva, um mar
Onde um pauzinho boiando

E navio a navegar

O bico de péao, o corcovado
O grilo, um rinoceronte
Uns graos de sal derramados,

Ovelhinhas pelo monte



RESUMO

As formigas da tribo Attini apresentam reconhecida simbiose com microrganismos:
fungos mutualistas basidiomicetos nas familias Lepiotaceae e Pterulaceae cultivados
pelas formigas, bactérias actinomicetas ou no género Burkholderia produtoras de
antibidticos contra fungos entomopatogénicos, fungos ascomicetos do género
Escovopsis micofagos para o mutualista, e comensais como fungos, leveduras e
bactérias que degradam celulose. Um novo mutualista é descrito no presente
trabalho: uma espécie de bactéria no género Mesoplasma, detectada via PCR para
16S no DNA gendmico de Attini derivadas (géneros Acromyrmex, Atta,
Serycomyrmex e Cyphomyrmex), intermediarias (Trachymyrmex) e basais
(Apterostigma, Mycetarotes, Mycocepurus e Mycetagroicos). Uma Unica linhagem de
Mesoplasma com baixissima diversidade 16S esteve presente nas Attini, mas néo
em formigas de tribos filogeneticamente proximas a Attini, como Dolichoderini
(Tapinoma sp), Camponotini (Camponotus sp), Cephalotini (Cephalotes sp),
Crematogastrini (Crematogaster sp), Pheidolini (Pheidole sp) e Ponerini
(Pachycondyla sp), indicando uma simbiose Mesoplasma-Attini recente e especifica.

Palavras-chaves: simbiose, Attini, 16S, Mollicutes, bactérias intracelulares
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1. INTRODUCAO

Entender as relacdes entre diferentes organismos de um ecossistema € sem
sombra de duvidas uma tarefa complexa e trabalhosa. Para este entendimento, uma
clara identificagdo filogenética de pares simbiontes é essencial para adicionar
detalhes sobre interacdes, transmissdes e coevolucdo entre tais organismos
(CLARK et al., 2000).

A caracterizagdo da diversidade microbiana em varios ambientes, tais como
comunidades de planctons, instalacbes de esgoto, fontes geotérmicas e,
consequentemente, de associacfes simbibdticas, entre estes organismos (HERRE,
1999), foi extremamente facilitada pela utilizacdo de sequéncias da subunidade
menor (16S) do RNA ribossémico com uma gama de hospedeiros (BORM; BILLEN;
BOOMSMA, 2002). Além disso, as ferramentas moleculares sdo também
importantes para identificar complexas e até entdo inesperadas associacfées com
parasitas ou mutualistas (BORM; BILLEN; BOOMSMA, 2002).

As formigas cortadeiras (Hymenoptera, Formicidae, tribo Attini) estéo
envolvidas numa antiga e obrigatéria relacdo mutualista com fungos basidiomicetos
gue sao por elas cultivados como fonte de alimento (MUELLER; RABELING, 2008).
Ademais, bactérias filamentosas do género Pseudonocardia também se associam
com formigas Attini (CURRIE; MUELLER; MALLOCH, 1999) as quais fornecem
antibidticos capazes de suprimir o crescimento do fungo parasita micofagico do
género Escovopsis que infecta jardins de diversas espécies destas formigas
(CURRIE et al., 1999). Ha ainda uma relacdo existente entre formigas da espécie
Atta laevigata e bactérias do género Mesoplasma (KIEVITSBOSH et al., 2007). Este
género é formado por parasitas intracelulares de insetos e pertence ao grupo dos
Mollicutes, que sédo bactérias que se caracterizam por ndo apresentarem parede
celular, sendo altamente dependente de seu hospedeiro pra sobreviver
(THACHTENBERG, 2005). Além de parasitarem insetos os Mollicutes o fazem
também com plantas, para as quais causam patologias diversas. Geralmente os
Mollicutes fitopatdogenos sao vetorizados para as plantas por insetos, para os quais
nao causam doencas, 0 que se pensa ser fruto de uma longa co-evolucao entre

essas bactérias e os insetos (NAULT et al, 1980).
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No presente trabalho serd analisada a possivel associacdo de bactérias
pertencentes ao grupo dos Mollicutes com formigas da tribo Attini pertencentes aos
géneros Acromyrmex, Atta, Serycomyrmex, Cyphomyrmex, Trachymyrmex,
Apterostigma, Mycetarotes, Mycocepurus, e Mycetagroicos. Além disso, outros
géneros filogeneticamente proximos a tribo Attini como Camponotus, Crematogaster,
Pachycondyla, Tapinoma, Wasmannia, Pheidole Cephalotes, serdo investigados
para confirmacao de tal associacao.

A hipotese inicial do trabalho é estabelecer se ha associacdo entre bactérias
do género Mesoplasma sp e formigas attineas e como hipotese secundaria

propdem-se que essa associacao seja exclusiva.
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2. OBJETIVOS

¢ Amplificar e determinar a sequéncia 16S de espécimes de Mesoplasma sp
associados a formigas Attini.

e Aplicar métodos analiticos para a inferéncia das relacdes filogenéticas entre
0s espécimes bacterianos identificados.

e Comparar a filogenia das bactérias com a ja descrita filogenia das formigas

para inferir sobre a simbiose entre Attini e Mesoplasma sp.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 A tribo Attini

As formigas attineas estéo situadas dentro do Reino Animal, Filo Arthropoda,
pertecem a Classe Insecta, Ordem Hymenoptera e Familia Formicidae, Subfamilia
Myrmicinae, Tribo Attini. Elas sdo divididas nos géneros Acromyrmex, Atta,
Apterostigma,  Cyphomyrmex,  Mycocepurus, Myrmecocrypta, Pseudoatta,
Sericomyrmex, Trachymyrmex, Mycetarotes, Mycetasoritis, Mycetophylax e
Mycetagroicus (TREE OF LIFE WEB PROJECT, 2004). Todas essas formigas sao
exclusivamente pertencentes ao Novo Mundo (da Argentina ao sul dos Estados
Unidos), sendo que sua maior diversidadade se da nas florestas equatoriais da

América do Sul, regido de sua provavel origem evolutiva (MUELLER et al., 2001).

3.2 Formigas Attini e seus simbiontes

As formigas attini séo obrigatoriamente agricultoras. Seus cultivares de fungos
sdo a Unica fonte de alimento para suas larvas e uma fonte de tal forma importante
para os adultos, que mesmo se esses ndo suplementarem sua dieta com seiva de
plantas (BASS; CHERRETT, 1995; MURAKAMI; HIGASHI, 1997) os jardins de
fungos sdo capazes de fornecer todos o0s nutrientes necessarios (MUELLER;
GERARDO, 2002). Os fungos sao transmitidos verticalmente através das geragdes
pelas rainhas jovens que os transportam em pequenos pellets dentro de suas
cavidades infrabucais (FERNANDEZ-MARIN; ZIMMERMAN; WCISLO, 2004).

Diferentes linhagens de attineas cultivam seus fungos em diferentes
substratos, entretanto todos os ninhos dessas formigas apresentardo, pelo menos,
guatro simbiontes: os fungos que crescem no formigueiro, os fungos cultivados
(basidiomicetos das familias Lepiotaceae e Pterulaceae (MUELLER; REHNER;
SCHULTZ, 1998; MUNKACSI et al., 2004), as bactérias actinomicetas produtoras de
antibidticos contra fungos patogénicos (CURRIE et al. 1999) e os parasitas de
jardins de fungos ascomicetos do género Escovopsis (CURRIE; MUELLER,;
MALLOCH, 1999).
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3.3 Bactérias e a tribo Attini

Além da associacdo de bactérias actinomicetas, produtoras de antibiéticos
(CURRIE; MUELLER; MALLOCH, 1999), ainda € possivel encontrar outros tipos de
microrganismos em simbiose com as formigas attineas, tais como bactérias do
género Burkholderia, (SANTOS et al., 2004), leveduras (CARREIRO et al. 1997),
bactérias que degradam ceulose (BACCI et al., 1995) e mais recentemente bactérias
do género Mesoplasma, classe dos Mollicutes (MANTOVANI et al., 2009).

3.4 A classe de bactérias mollicutes

A primeira evidéncia relatada de bactérias da classe dos Mollicutes (do latim,
molis, macio; cutis, pele) presentes na flora microbiana de insetos e outro artropodes
ocorreu em 1967, quando se notou a presenca desses organismos como agentes de
infeccbes em plantas (DOI, 1967 apud TULLY, 1989). Essa classe de
microrganismos mostrou-se como o estagio final na evolu¢do das bactérias Gram-
positivas. Enquanto os termos “micoplasma” e “mollicutes” tém sido genericamente
usados para designar os organismos desse grupo, nomes como ureaplasmas,
entomoplasmas, mesoplasmas, spiroplasmas, acholeplasmas, asteroleplasmas e
anaeroplasmas sao rotineiramente usados para se referir aos géneros dessas
bactérias (RAZIN; YOGEV; NAOT, 1998). A Tabela 1 mostra a classificacao
taxondmica desses organismos.

Essas bactérias tém habitats generalizados na natureza, parasitando
mamiferos, répteis, peixes, artropodos e plantas (MANILOFF et al., 1992). A
localizagéo intracelular dos mollicutes em tecidos de insetos € bem estabelecida
(TULLY et al., 1994; GASPARICH, et al., 2004). Sua morfologia celular é das mais
variadas, apresentando células em formato de péra, células em forma de baldo com
estruturas terminais pontiagudas, células filamentosas e helicoidais (RAZIN;
YOGEV; NAOT, 1998).

O modo de divisdo celular que apresentam é essencialmente o0 mesmo dos
outros procariotos, a fissdo binaria (RAZIN, 1978), porém o mecanismo de
separacdo cromossomal ainda ndo foi examinado em nenhuma espécie de
mollicute, o que deixa a compreensao dos fatores que coordenam sua diviséo
celular ainda bem distante de nosso conhecimento (RAZIN; YOGEV; NAOT, 1998).
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TABELA 1. Taxonomia e caracteristicas da classe Mollicutes

Classificagéo Numero de espécies Tamanho do Habitat
reconhecidas genoma (kb)
Ordem |
Mycoplasmatales
Familia |
Mycoplasmataceae
Género | Mycoplasma 102 580-1.350 Humanos,
animais
Género Il Ureaplasma 6 760-1.170 Humanos,
animais
Ordem I
Entomoplasmatales
Familia |
Entomoplasmataceae
Género | Entomoplasma 5 790-1.140 Insetos, plantas
Género Il Mesoplasma 12 870-1.100 Insetos, plantas
Familia Il
Spiroplasmataceae
Género | Spiroplasma 33 780-2.220 Insetos, plantas
Ordem Il
Acholeplasmatales
Familia |
Acholeplasmataceae
Género Acholeplasma 13 1.500-1.650 Animais, algumas
plantas, insetos
Ordem IV
Anaeroplasmatales
Familia
Anaeroplasmataceae
Género | Anaeroplasma 4 1.500-1.600 Rumen
bovino/ovino
Género Il Asteroleplasma 1 1.500 Rumen
bovino/ovino
Status taxondémico néo 640-1.185 Insetos, plantas

definido
Phytoplasma

Fonte adaptada: RAZIN, S.; YOGEV, D.; NAOT, Y., 1998, (traducdo nossa).

3.4.1 A dificuldade do cultivo in vitro de Mollicutes

Um dos maiores entraves no estudo de bactérias da classe Mollicutes é a

dificuldade de seu cultivo in vitro. Parece consenso que apenas uma minoria das
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espécies desses organismos que habitam a natureza tem efetivamente sido
cultivada até agora. Exemplo disso sdo os fitoplasmas, causadores de mais de 1000
doencas em plantas (KONCAR, 2010), que ainda ndo foram realmente cultivamos
em laboratério (KIRKPATRICK; SMART, 1995). Dessa forma, as portas ficam
abertas para a aplicacdo de técnicas moleculares, como a reacdo da polimerase em

cadeia (PCR) no estudo dessas bactérias.

3.4.2 Comparacdao entre Mollicutes e outras eubactérias

A Tabela 2 mostra uma comparacao entre bactérias da classe dos Mollicutes

e as demais eubactérias:

TABELA 2. Comparacao entre Mollicutes e outras eubactérias

Caracteristica Mollicutes Outras eubactérias

Parede celular Ausente Presente
Colesterol presente em
muitas espécies
Tamanho do genoma 580-2.220 kb 1.050 - > 10.000 kb

Contetdo de G + C do 23 — 40 mol % 25 — 75 mol %
genoma

Membrana plasmatica Colesterol ausente

Triptofano em Mesoplasma,

Cédon UGA usado :
Ureaplasma, Spiroplasma,

Stop codon

Fonte adaptada: RAZIN; YOGEV; NAOT, 1998, (traducdo nossa).

3.4.3 Composicdo gendmica dos Mollicutes

O tamanho do genoma em mollicutes € um diferencial dessas bactérias. Ele
vai de menos de 600 até 2.200 kb (CARLE et al., 1995), como foi mostrado na
Tabela 2. Porém essa informacao nédo pode ser tomada como critério definitivo para
distinguir taxas em Mollicutes (RAZIN, 1991). Apesar disso, espécies de
Acholeplasma e Spiroplasma, considerados filogeneticamente como 0s primeiros
mollicutes, ttm genomas maiores do que espécies de Mycoplasma e Ureaplasma,
considerados filogeneticamente como os mais recentes mollicutes (MANILOFF,
1992), isso esta de acordo com a nocdo de que essas bactérias estdo envolvidas
numa evolucdo degenerativa, na qual ha perdas significantes de sequéncias
genbmicas (WOESE, 1987).
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3.5. Outros grupos de formigas

As formigas da subfamilia Formicinae tem como caracteristica soltarem acido
formico para se defenderem de possiveis predadores (CAETANO; JAFFE; ZARA,
2002). Sao predominantes das regidbes neoartica e paleéartica (WILSON;
HOLLDOBLER, 2005), sendo que na regido neotropical estdo representadas por
cerca de 400 espécies. O género Camponotus é encontrado nos mais diversos
habitats (HOLLDOBLER; WILSON, 1995).

A subfamilia Ponerinae, comportamental e morfologicamente falando, € a
mais primitiva da regido neotropical (WHEELER, 1900). S&o eximias predadoras,
possuindo um ferrdo funcional, com o qual dominam suas presas. Os ninhos dessas
formigas podem ser bem simples e ficar em locais inusitados, como no caso da
espécie Pachycondyla villosa, que nidifica no interior da bromélia Aechmea
bromeliifolia (CAETANO; JAFFE; ZARA, 2002).

Dentro de Myrmicinae (subfamilia mais numerosa em espécies), 0 género
Crematogaster apresenta muitas espécies tropicais com caracteristicas arboricolas e
algumas que irradiaram para zonas temperadas fazendo ninhos no solo e debaixo
de pedras (WHEELER, 1906).

A subfamilia Dolichoderinae apresenta formigas dominantes de varios
ecossistemas. Possui varios géneros arboricolas e outros com ninho no solo.
Apresentam morfologia semelhante a de Formicinae, entretanto com histéria
filogenética diferente (CAETANO; JAFFE; ZARA, 2002)

3.6 Outros casos de simbiose entre formigas e microrganismos.

Bactérias endossimbiontes foram primeiro relatadas em varias espécies de
formigas do género Camponotus por Blochmann em 1887. Elas se localizam em
bacteriocistos (células especializadas presentes tanto em operarias quanto em
rainhas) que ficam intercalados entre células epiteliais do intestino médio dessas
formigas (SCHRODER et al., 1996).

A tribo Cephalotini mantém bactérias em seu trato digestivo, tais como
Corynebacterium, Brevibacterium, Sphingobacterium, Ochrobactrum, Myroides,

Brevundimonas, Alcaligenes, Stenotrophomonas, Moraxella, e Pseudomonas, que
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sdo responsaveis pela ajuda na sintese de aminoacidos de carboidratos e nitratos
(JAFFE et al., 2001).

3.7 As ferramentas moleculares no estudo de microrganismos

3.7.1 Os acidos desoxirribonucléicos e ribonucléicos

O DNA e o RNA séao polimeros de nucleotideos formados por um acucar e
cinco carbonos (desoxirribose no DNA e ribose no RNA), uma base nitrogenada
(que pode ser adenina, timina, citosina, guanina ou uracila) e uma molécula de
fosfato. O DNA contém a informacéo genética de células procariontes, eucariontes e
dos adenovirus. O RNA esta envolvido na sintese de proteinas e constitui o material
genético dos retrovirus (MADIGAN et al., 2000).

A expressdo dos genes € a base do metabolismo celular. Ela acontece
guando o DNA é transcrito em RNA, que por sua vez se traduz em proteinas. Esta
sequéncia DNA-RNA-proteinas € o dogma central da biologia molecular. Existem
trés tipos de RNA:

e O RNA mensageiro (mMRNA), que é sintetizado durante a transcricdo por meio
da RNA polimerase. Sua conformacdo apresenta codons que codificam
aminoacidos especificos.

e O RNA de transferéncia (tRNA), que em uma extremidade apresenta um
aminoacido e na outra um anticodon que se une ao codon do mRNA.

e O RNA ribossomal (rRNA), constituindo a maior parte do RNA das células,
esse acido facilita o acoplamento especifico entre 0 mMRNA e os tRNA para
gue haja traducédo. Os ribossomos sdo compostos por trés subunidades de
rRNA de diferentes tamanhos nos eucariotos (23S, 18S e 5S) e procariotos
(23S, 16S e 5S) (FALCON; VALERA, 2007).

3.7.2 Amplificac&o de regides do DNA e RNA

Estudos contemporaneos de ecologia molecular tém buscado entender as
funcBes metabdlicas dos diferentes componentes bioldgicos presentes no ambiente
e conhecer a diversidade bioldgica por meio de técnicas moleculares baseadas na

amplificacédo de diversas regides do DNA e RNA dos organismos. Isso torna possivel
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o entendimento dos diferentes componentes fisico-quimico-biol6égicos ambientais
expressos pelo DNA, da regulacdo metabdlica das enzimas essenciais no papel
ecoldgico dos organismos dentro de seu ecossistema (ciclos biogeoquimicos,
biorremediagéo, reciclagem de nutrientes, etc) (FALCON; VALERA, 2007) e por fim
0 estudo de espécies até entdo ndo cultivaveis em laboratorio (HUGENHOLTZ;
TYSON, 2008)

3.7.3 A técnica de PCR

A ideia basica da reacdo da polimerase em cadeia (PCR em inglés) é
sintetizar muitas vezes um pedaco ou fragmento de DNA utilizando uma polimerase
capaz de trabalhar a temperaturas muito elevadas, proveniente da bactéria Thermus
aquaticus, habitante de locais com altas temperaturas (79 °C a 85 ° C). A reacao de
PCR simula o mecanismo de sintese de DNA de uma célula. No tubo mesclam-se
todos os ingredientes necessarios para que isso ocorra: polimerase, DNA do
organismo a ser estudado (onde ha& o fragmento a ser amplificado),
oligonucleotideos (primers, iniciadores, oligos, etc) para que se inicie a transcricao,
dinucleotideos (dNTPs) e as condicfes necessarias para o trabalho adequado da
enzima (pH correto, quantidades suficientes de magnésio e outras conforme a
polimerase utilizada). Essa técnica permite as mais variadas aplicacdes, desde
genética probabilisica, passando por evolugdo molecular e gendémica até medicina
forense (ASUAR, 2007).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material bioldgico

Foi analisado um individuo em cada um dos seguintes géneros de formigas:
Acromyrmex, Atta, Serycomyrmex, Cyphomyrmex (derivados), Trachymyrmex
(intermediario), Apterostigma, Mycetarotes, Mycocepurus, e Mycetagroicos (basais)
(MUELLER; REHNER; SCHULTZ, 1998; SCHULTZ; BRADY, 2008) além de um
individuo de cada um dos géneros Camponotus, Crematogaster, Pachycondyla,

Tapinoma, Pheidole e individuos das espécies Cephalotes clypeatus e C. pusillus.

4.2 Coleta do material biolégico

As formigas attineas utilizadas encontravam-se alocadas no freezer — 20 °C
do Laboratério de Evolucdo Molecular do Centro de Estudos de Insetos Sociais —
Instituto de Biociéncias da UNESP de Rio Claro e seus locais de coleta sé&o
mostrados na Tabela 3.

TABELA 3. Relagéo do material biolégico utilizado com respectivos codigos de
armazenagem, género e localizacdo geogréafica da coleta.

, Cod_lgo d? Género da formiga Local da coleta Coorde,n_ada
identificacdo geogréfica
: S24028'48”

AOMB040904-02 Acromyrmex Registro - SP 047°50'40"
E529 Apterostigma Rio de Janeiro - RJ S22°53'60”
043°12'32"

: S22024'24”

E530 Cyphomyrmex Rio Claro - SP 047°33'44"

- . S22027°'04”

GV150805-32 Mycetarotes Cabralia Paulista - SP 049920'32"
- . S29°13'20”

JM061011-05 Mycocepurus Julio de Castilho - RS 053°41'04"
. S17°30'40”

SES040125-04 Sericomyrmex Alcobaca - BA 039°12'00"
: N00°51'52”

SES040207-08 Trachymyrmex Ferreira Gomes - AP 051°10'48"
o . Ay S18°54'48”

sem codigo Mycetagroicus Uberlandia - MG 048°16'32"

As formigas nao attineas foram coletadas no proprio campus da Universidade

Estadual Paulista — Rio Claro.
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4.3. Extragao de DNA utilizando TNES

As formigas foram trituradas utilizando-se 50 pyL de solugdo TNES (250 mM
Tris pH 7,5, 2 M NaCl, 100 mM EDTA, 2.5% SDS) em tubos de 1,5 mL. ApGs
trituracdo adicionou-se mais 500 yL de TNES. Agitou-se entdo em vortex e apds isso
foram adicionados 5 uL de proteinase K (20 mg/mL). O material foi incubado em
banho térmico de 55°C pelo periodo de 3 horas. Apos isso foram adicionados 3 pL
de RNAse A (4 mg/mL) e procedeu-se com incubacdo a 37 °C por 30 minutos.
Foram adicionados 200 pL de solucao de precipitacao de proteina (NaCl 5 M) e apo6s
agitacao em vortex os materiais foram centrifugados por 6 minutos a 15.000 G. Os
sobrenadantes formados foram entdo transferidos para tubos novos. Adicionou-se
600 pL de isopropanol a concentracdao de 100 %, agitando suavemente. Procedeu-
se entdo com centrifugacdo por 5 minutos a 15.000 G. Descartou-se o
sobrenadante. Apés adicdo de 600 uL de etanol 70 % o material foi centrifugado a
15.000 G por 6 minutos. As amostras foram entdo centrifugadas a vacuo por 10
minutos e hidratadas com 30 pL de TE (10 mM Tris pH 8, 1 mM EDTA pH 8)

A confirmacdo da extracdo foi feita em gel de agarose 1 % corado com

brometo de etidio.

4.4. Desenho de primers

A fim de detectar-se a presenca de Mesoplasma nas amostras de DNA dos
géneros das formigas ja citados, procedeu-se ao desenho de primers especificos
(Molli F e Molli R) a partir de sequéncias de bactérias Mollicutes e de outros grupos,
com intuito de que s6 as primeiras fossem amplificadas, garantindo a especificidade
do produto. Para tanto as sequéncias bacterianas de genes 16S foram recuperadas
do GenBank (BENSON et al.,, 2000) e alinhadas utilizando-se o programa BioEdit
7.0.5 (HALL, 1999). A qualidade dos primers foi testada pelo programa GeneRunner
1.00 (SPRUYT; BUQUICCHIO, 1996).

4.5. Amplificacdo de sequéncias nucleotidicas de regides 16S de bactérias

Para reacdo de amplificacdo (PCR) de regides 16S do rDNA de bactérias foi
utilizado o kit PuReTaq Ready-To-Go PCR Beads (GE Healthcare n. catalog. 27-
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9557-01) ou Taq DNA Polimerase (Cenbiot). Respectivamente, a montagem das
reacoes partiu de 100-200 ng de DNA e 10 pmol de cada primer Molli F e Molli R
(Tabela 4) num volume final de 25 yL para as formigas nédo attineas ou a partir de
100-200 ng de DNA, 10 pmol de cada primer (Molli F e Molli R), 2 mM MgCl,, 200

MM de dNTP e 1U Tag, em volume final de 30 L, para as formigas attineas.

TABELA 4. Sequéncia dos primers utilizados.

_ Seqiéncia _
Primers 53 Tamanho amplicon
MolliF TGGCGAACGGGTGAGTAACACGTATCT
500 pb
MolliR ATGTATTACCGCGGCTGCTGGCACAT

As amplificagcdes iniciaram-se com um passo de desnaturacédo a 95 °C, por 5
minutos, seguido por 35 ciclos de desnaturacao a 95 °C, por 1 minuto, anelamento a
55 °C, por 1 minuto e extensao a 72 °C por 3 minutos.

Os resultados das amplificacées foram visualizados em gel de agarose 1 %

corado com brometo de etidio.

4.6. Purificacao dos produtos de PCR

Para purificacéo foi utilizado GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE

Healthcare), seguindo-se as recomendacdes do fabricante.

4.7. Clonagem

Apés amplificacdo e purificacdo dos produtos de PCR, realizamos a
clonagem, utilizando-se o Clone JET PCR Cloning Kit, (Fermentas). O protocolo de
clonagem “Sticky-End” também foi utilizado, conforme recomendacdes do fabricante.
Foram utilizados 25 ng do produto de PCR purificado, de acordo com a razdo molar
3 inserto: 1 vetor.

ApoOs ligacdo, foi realizada transformacdo de Escherichia coli DH10B
adicionando-se 10 uL da ligacdo a 100 pL de célula competente. Apos 20 minutos no

gelo foi dado choque térmico a 42 °C por 1 minuto. As amostras foram entéo
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resfriadas em gelo por 2 minutos. Foram adicionados 300 pyL de meio CG sem
antibidtico e as amostras incubadas a 37 °C por 15 minutos, semeando-se 200 uL
em meio CG agar com ampicilina (20 ug/pL). As placas permaneceram em estufa a
37 °C, por 16 horas.

No final do proximo dia, foram selecionados 10 clones para “single colony
prep”, ou seja, confirmacdo de quais clones receberam o inserto. Um pouco de
material (bactérias) foi coletado com palito de ponta e colocado em microtubos de
1,5 pyL. Foram adicionados 80 uL de “single colony buffer” (1% de SDS, 5 % de
glicerol, 0,01 % de bromophenol blue, RNAse 10 pg/uL). As células foram
dissolvidas no vortex e centrifugadas por 10 min, 12000 rpm. Foram carregados 20
ML por canaleta do gel e a migracdo comparada com o vetor intacto (PUC 18) em gel

de agarose 0,7 % (90 V por 1 h e 20 min), corado com brometo de etidio.

4.8. Mini prep

Feita de acordo com Zhou, Yang e Jong (1990) e confirmada por eletroforese

em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo.

4.9. Sequenciamento

Utilizou-se DYEnamic ET Terminator Cycle Sequencing Kit (GE Healthcare),
seguindo recomendacdes do fabricante. Os produtos da reacdo de sequencimento
foram purificados e aplicados em sequenciador automatico ABI 377 (Applied

Biosystems).

4.10. Analise de sequéncias

As sequéncias foram editadas com o programa BioEdit 7.0.5 (HALL, 1999) e
comparadas com sequéncias depositadas no banco de dados GenBank (BENSON
et al., 2000) utilizando-se a ferramenta BLAST (CAMACHO, 2009).
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4.11. Analise de haplétipos

As sequéncias obtidas foram analisadas utilizando-se o programa Network
4.5.1.6 (FLUXUS TECHNOLOGY LTDA, 2009) utilizando o algoritmo Median Joining

e os parametrosr=2e € =0.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Mapa de localizacao dos pontos de coleta das formigas attineas

Figura 1. Localizacdo dos pontos de coleta dos representantes dos oito géneros de
Attini analisados nesse trabalho.

Nesse mapa € possivel ter uma ideia da distribuicdo geografica abrangida
nesse estudo. Os diferentes representantes dos géneros attineos foram coletados
nas regides Sul (Mycocepurus), Sudeste (Acromyrmex, Apterostigma,
Cyphomyrmex, Mycetarotes e Mycetagroicus), Norte (Trachymyrmex) e Nordeste
(Sericomyrmex) do pais.

5.2 Desenho de primers

Para o desenho dos primers especificos para regido 16S do DNA de bactérias
Mesoplasma sp. foram utilizadas 23 sequéncias recuperadas do Centro Nacional de

Informacdo Biotecnoldégica (BENSON et al.,, 2000) e uma sequéncia obtida
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anteriormente em nosso laboratorio (KIEVITSBOSCH, 2008) cujas informacdes séo

mostradas na Tabela 5.

TABELA 5. Cdédigos de acesso e numeros de pares de base das sequéncias
utilizadas para o desenho dos primers Molli F e Molli R

NUmero de pares

Sequéncia Caodigo de acesso de base (pb) Organismo

1 AB272358.1 1272 Escherichia coli

2 AM421982.1 1498 Pseudomonas sp

3 EU794727.1 1460 Bacillus cereus

4 AY999900.1 1340 Streptomyces
aculeolatus

5 AY538169.1 1431 Acholeplasma
multilocale

6 AY168929.2 1485 Mesoplasma
corruscae

7 AY189130.1 1516 Spiroplasma
diminutum

8 AY231458.1 1496 M. syrphidae

9 AY345990.1 1494 Entomoplasma
melaleucae

10 DQ861915.1 2276 S. cantharicola

11 AY189316.1 1516 Spiroplasma sp.

12 M24292.1 1475 E. ellychniae

13 AY189125.1 1516 S. alleghenense

14 AY166704.1 1500 M. chauliocola

15 AY189128.1 1516 S. corruscae

16 DQ514605.1 2205 M. coleopterae

17 DQ514606.1 2205 M. coleopterae

18 AY174170.1 1489 M. grammopterae

19 AY187288.1 1506 M. tabanidae

20 AY189306.1 1516 S. litorale

21 DQ514607.1 1572 E. melaleucae

22 AY189134.1 1515 S. lampyridicola

23 DQ163951.1 1484 Uncultured bacterium

clone
24 - 507 M. lactucae

Foi realizado um alinhamento multiplo das sequéncias ja citadas, por meio do
aplicativo Clustal (HIGGINS et al., 1992), a fim de se definir a regido ideal para
geracdo dos primers Molli F e Molli R. Na Figura 2 é mostrado o alinhamento das
sequéncias ja citadas, a regido escolhida para os primers e os primers desenhados
para amplificarem um fragmento em torno de 500 pb do DNA ribossomal 16S de

Mesoplasma sp.



7-1 mesoplasma

Escherichia coli

Pzeudomonas sp.

Bacillus cereus strain
Streptomyces aculeolatus
Acholeplasma multilocale
Mesoplasma corruscas
Spiroplasma diminutum
Mesoplasma syrphidae
Entomoplasma melaleucas
Spiroplasma cantharicola
Spiroplasma sp.

MYCREMAE M. ellychnium
Spiroplasma alleghenense
Mesoplasma chauliocola
Spiroplasma corruscaes
Mesoplasma coleopteras strain
Mesoplasma coleopteras strain
Mesoplasma grammopterae
Mesoplasma tabanidae
SBpiroplasma litorale
Entomoplasma melalewcas strain
Spiroplasma lampyridicola
Tncultured bacterium clone
MolliF

MolliR
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=TAATACATAGGGOGCAAGCGTTATCCGRATTTATTE
=CGGCTAACTCCGTGECAGCAGLC GG TALATACGRS
=CGGCTAACTCTCTGOCAGCAGCCGCOETALTACAGSE
=CGGCTAACTACGTGOCAGCAGCCGCGETALTACETE
=CGGCTAACTACGTGOCAGCAGCCGCGLTALTACETE
=CGGE-TAA TACAT &
=CGGCTAACTATCTGOCAGCAGCCGCGETALTACATE
=CGGCTAACTATGTGOCAGCAGCCGCGETALTACATR
=CGGCTAACTATGTGOCAGCAGCCGCGLTALTACATE
=CGGCTAACTATGTGOCAGCAGCCGCGETALTACATE
=CGGECTAACTATGTGOCAGCAGCCGCGETALTACATE
=CGGCTAACTATGTGOCAGCAGCCGCGETALTACATE
=CGGCTAACTATGTGOCAGCAGCCGCGETALTACATR
=CGGCTAACTATGTGOCAGCAGCCGCGETALTACATE
=CGGECTAACTATGTGOCAGCAGCCGCGETALTACATE
=CGGCTAACTATGTGOCAGCAGCCGCGETALTACATE
=CGGCTAACTATGTGOCAGCAGCCGCGETALTACATR
=CGGCTAACTATGTGOCAGCAGCCGCGETALTACATE
=CGGECTAACTATGTGOCAGCAGCCGCGETALTACATE
=CGGCTAACTATGTGOCAGCAGCCGCGETALTACATE
=CGGCTAACTATGTGOCAGCAGCCGCGETALTACATR
=CGGCTAACTATGTGOCAGCAGCCGCGETALTACATE
=CGGECTAACTATGTGOCAGCAGCCGCGETALTACATE
=CGGCTAACTATGTGOCAGCAGCCGCGETALTACATE

GCACTCCAGAATCTACCTTTTAGT GEGOGATALCC T TTCLARACGAAGEATALT=

AT GG A GEETCAGTALTGTCTGEE ARAC TGO CTCATGRAGGG=
TCTTEAGAGC GECCGACGECTCAGTALTGOCTAGS  AATCTGCCTECTAGTGEE=
TEAAGTTACC GECCGACGECTCAGTALCACGTGEETALCCTECCCATARGACT G=
GOGEATTAGT GECCALCGEETGAGTALCACGT GO ALTCTGCCCTGCACTCTB=
GLACTCCART GEC AL G T AT AL CACGTATC TAATCTACCTAATAGCGEG=
GCACTCCAGT GG CALCGECTCAGTALCACGTATC TALCCTACCTTTTAGTGEG=
GCAC-CCAGTGGCCALCGECTCAGTALCACGTATCTALTCTACCTTTTAGTGEE=
GLACCCCAGT GGCGALCGEETGAGTALCACGTATCTALTCTACCTTATAGCGEG=
GCAC CCAGTGGLGAACGGETGAGTALCACGTATCTAATCTACCTTTTAGTGEG=
GCAC- CCAGTGGCCALCGECTGAGTALCACGTATC TALTCTACCTTTTAGTGEG=
GLAC-CCAGTGGCCAACGECTCAGTALCACGTATCTALTCTACCTTTTAGTGEE=
GCACTCCAGT GGCCALCGECTCAGTALCACGTATCTALCCTACCTTTTAGTGEE=
GCAC CCAGTGGCGAACGGGTGAGTALCACGTGTCTAATCTACCTTTTAGAGGG=
GCACCTCAGT GECCALCGECTGAGTALCACGTATC TALTCTACCTTCTAGCGEG=
GCAC-CCAGTGGCCAACGECTCAGTALCACGTATC TALTCTACCTCTTAGTGEE=
GCACCTCAGT GGCCALCGECTCAGTALCACGTATCTALTCTACCTTCTAGCGEE=
GLACCTCAGT GGLGAALCGEETGAGTALCACGTATCTAATCTACCTTCTAGCGEG=
GCACCTCAGT GECCALCGECTGAGTALCACGTATC TALTCTACCTTCTAGCGEG=
GLACCTCAGT GECCAACGECTCAGTALCACGTATC TALTCTACCTTCTAGCGEE=
GCAC-CCAGT GGCCALCGECTCAGTALCACGTATCTALTCTACCTCTTAGTGEE=
GLACCTCAGT GGLGAALCGEETGAGTALCACGTATCTAATCTACCTTCTAGCGEG=
GCAC- CCAGTGGCCALCGECTGAGTALCACGTATC TALTCTACCTTTTAGTGEG=
GCAC-CCAGTGGCCAACGECTCAGTALCACGTATC TALCCTACCTTTTAGTGEE=

TEGCGALCCLGTCAGTAACACCTATCT

ATGTGCCAGCAGCCGLGGTAATACAT

FIGURA 2. Alinhamento das sequéncias de bactérias obtidas a partir do GenBank
para desenho dos primers especificos para Mesoplasma sp (Molli F e Molli R). O
sinal “=" significa que essa parte da sequéncia foi suprimida para que fosse possivel
evidenciar as regides utilizadas nos primers.

5.3 Extracdo de DNA

Foram realizadas extracdes de DNA para os oito individuos dos géneros da

tribo Attini e para os demais géneros de ndo Attini em questdo. As extracfes foram

confirmadas em gel de agarose 1 % corado com brometo de etidio (SAMBROOK;

RUSSEL, 2001), como € mostrado nas Figuras 3 e 4.

Figura 3. Gel de agarose 1 % confirmando extragcdo do DNA gendmico das formigas
attineas. M — marcador de peso molecular. 1 — Acromyrmex sp, 2 — Apterostigma sp,
3 — Cyphomyrmex sp, 4 — Mycetarotes sp, 5 — Mycocepurus sp, 6 — Serycomyrmex
sp, 7 - Trachymyrmex sp e 8 — Mycetagroicos sp..
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Figura 4: Gel de agarose 1 % mostrando a extracdo de DNA genbémico das formigas
ndo attineas M — marcador de peso molecular, 1 — Cephalotes clypeatus, 2 —
Camponotus sp, 3 — Pachycondila sp, 4 — Crematogaster sp, 5 — Pheidole sp, 6 —
Tapinoma sp, 7 — Cephalotes pusillus.

5.4 Amplificacdo de sequéncias nucleotidicas de regibes 16S de bactérias e

purificacdo das amostras obtidas.

Procedeu-se entdo a reacdo de PCR com o DNA obtido utilizando-se a Taq
DNA Polimerase (Cenbiot). As Figuras 5 e 6 mostram as bandas obtidas apos

purificacdo das amostras.

3000 pl

300 pb

FIGURA 5. Gel de agarose 1 % mostrando os produtos de amplificacdo (apds a
purificacdo) para as formigas: 1 — Acromyrmex sp, 2 — Apterostigma sp, 3 —
Cyphomyrmex sp, 4 — Mycetarotes sp, 5 — Mycocepurus sp, 6 — Serycomyrmex sp,
7 — Trachymyrmex sp e 8 — Mycetagroicos sp. M — marcador de peso molecular.
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Figura 6: Gel de agarose 1% mostrando a purificacdo dos produtos de amplificacao
das formigas nado attineas. M — marcador de peso molecular, 1' — Cephalotes
clypeatus, 2’ — Camponotus sp, 3’ — Tapinoma sp, 4’ — Pheidole sp, 5 — Cephalotes
pusillus.

5.5. Clonagem dos fragmentos

Realizou-se entédo o procedimento de clonagem, a partir dos produtos obtidos
de representantes dos géneros Acromyrmex sp, Cyphomyrmex sp (derivados),
Apterostigma sp, Mycetarotes sp (basais), Mycocepurus sp, Mycetagroicos sp,
(ambos basais), Sericomyrmex sp (derivado) e Trachymyrmex sp (intermediério)
respectivamente dois derivados e dois basais (MUELLER; REHNER; SCHULTZ,
1998; SCHULTZ; BRADY, 2008) (Figuras 6 e 7), bem como para os produtos de
amplificacdo obtidos de representantes dos géneros, Camponotus sp, Tapinoma sp

e da espécie C. pusillus (Figuras 8 e 9).

Figura 6: Gel de agarose 1 % para confirmacgéo da extracdo do plasmideo por “mini
prep”. P — PUC 18; 1.1 a 1.6 - clones das bactérias referentes ao género
Acromyrmex, 2.1 a 2.4 - clones das bactérias referentes ao género Apterostigma, 3.1
a 3.6 - clones das bactérias referentes ao género Cyphomyrmex, e 4.1 a 4.6 —
clones das bactérias referentes ao género Mycetarotes.
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Figura 7: Gel de agarose 1 % para confirmacdo da extra¢do do plasmideo por mini
prep. P — pUC 18; 5.2 a 5.9 — clones das bactérias referentes ao género
Mycocepurus; 6.2 a 6.9 — clones das bactérias referentes ao género Serycomyrmex,
7.1 a 7.8 — clones das bactérias referentes ao género Trachymyrmex e 8.1 a 8.9 —
clones das bactérias referentes ao género Mycetagroicus.

Figura 8: Gel de agarose 1 % para confirmacédo da extracdo do plasmideo por mini
prep. M — marcador de peso molecular; P — pUC 18; 1.1 a 1.10 — clones das
bactérias referentes ao género Camponotus sp.; 2.1 a 2.10 - clones das bactérias
referentes ao género Tapinoma sp.

Figura 9: Gel de agarose 1 % para confirmacéo da extracdo do plasmideo por “mini
prep”. M — marcador de peso molecular; P — pUC 18; 3.2 a 3.11 — clones das
bactérias referentes a espécie C. pusillus.

5.6 Sequenciamento das amostras

Foram sequenciadas as amostras referentes as bactérias presentes nas
formigas attineas Acromyrmex sp, Cyphomyrmex sp, Apterostigma sp, Mycetarotes
sp, Mycocepurus sp, Mycetagroicos sp, Sericomyrmex sp e Trachymyrmex sp
(escolhidas com base no padrdo de migracdo em gel de agarose, indicando a
presenca de inserto). Além disso, foram também sequenciados, a partir dos produtos
de amplificacdo, a amostra referente ao género ndo attineo Pheidole sp e a espécie

Cephalotes clypeatus, bem como os géneros Camponotus sp, Tapinoma sp e a
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espécie e C. pusillus, sendo que essas amostras foram escolhidas com base no
padrdo de migracdo em gel de agarose, indicando a presenca de inserto

As sequéncias obtidas foram editadas no BioEdit (buscando-se a retirada de
vetores e possiveis erros de sequenciamento). As formigas da Tribo Attini
apresentaram sequéncias com 395 pares de base e similaridade de 94% com
sequéncias depositadas no GenBank, através da analise pela ferramenta BLAST
(CAMACHO, 2009) como é exemplificado na Figura 10.

Figura 10: megablast da sequéncia 1.1 mostrando sua similaridade com a espécie
Mesoplasma lactucae do banco de dados NCBI.

Para as formigas das demais tribos analisadas os resultados foram variados.
A partir do individuo do género Pheidole sp foi obtida um sequéncia com 379 pares
de base (Apéndice B) que apresentou 96 % de similaridade com a bactéria
Spiroplasma platyhelix (Bacteria; Tenericutes; Mollicutes; Entomoplasmatales;
Spiroplasmataceae; Spiroplasma) do GenBank. Na formiga do género Camponotus
(Apéndice C) também ocorreu a presenca dessa bactéria cuja sequéncia com 237
pares de base apresentou 97 % de identidade com a do GenBank. Bactérias desse
grupo foram primeiro isoladas em 1997 por Williamson et al., da libélula Pachydiplax
longipennis (ordem Odonata). Da formiga da espécie Cephalotes clypeatus
(Apéndice D) foi identificada uma sequencia com 388 pares de base, com 93 % de
similaridade com uma bactéria pertencente a familia Comamonadaceae (Bacteria;
Proteobacteria; Betaproteobacteria; Burkholderiales; Comamonadaceae) ja relatada
como simbionte residente do estdmago de formigas da tribo Cephalotini (RUSSELL

et al., 2009). Entre as sequéncias obtidas para a formiga da espécie C. pusillus
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(Apéndice E) foi notada a presenca de bactérias do género Bordetella (Bacteria;

Proteobacteria; Betaproteobacteria; Burkholderiales; Alcaligenaceae; Bordetella)

através da sequéncia com 393 pares de base que apresentou 96 % de similaridade

com essa bactéria no GenBank. A associa¢do desse organismo com tal formiga ja €

conhecida (RUSSELL et al, 2009). Para a formiga do género Tapinoma sp

(Apéndices F e G) foram obtidas duas sequéncias, uma com 280 pares de base e

outra com 430. Ambas nao apresentaram semelhanca com nenhuma outra bactéria

do banco de dados.

A Tabela 6 sintetiza os resultados obtidos com relacdo a presenca ou

auséncia de bactérias do género Mesoplasma sp em formigas da tribo Attini e em

tribos filogeneticamente préximas (SCHULTZ, T. R.; BRADY, S. G., 2008).

Tabela 6': Géneros de formigas analisados quanto & presenca de bactérias

Mesoplasma sp.

Presenca de

Outras bactérias

Subfamilia Tribo Género Espécie Casta MesoSpFI)asma encontradas
sim, mas néo
Dolechiderinae  Dolichoderini Tapinoma - operaria néo presente no
GenBank
Formicinae Camponotini Camponotus - operaria nao Splroplas_ma
platyhelix
Acromyrmex - operaria sim -
Apterostigma - operaria sim -
Atta - operaria sim -
Cyphomyrmex - operaria sim -
Attini Mycetagroicus - operaria sim -
Mycetarotes - operaria sim -
Mycocepurus - operaria sim -
Myrmicinae Sericomyrmex - operaria sim -
Trachymyrmex - operaria sim -
C Uncultured
: operaria nao Comamonadaceae
- clypeatus .
Cephalotini Cephalotes bacterium
C?' operaria nao Bordetella
pusillus
Crematogastrini Crematogaster - operaria néo sem amplificacéo
Pheidolini Pheidole - operaria néo S. platyhelix
Ponerinae Ponerini Pachycondyla - operaria néo sem amplificacdo

! Classificacéo das formigas baseada em BOLTON, 1995.
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Diante desses resultados foi possivel concluir que a bactéria Mesoplasma sp
nao esteve presente em formigas de tribos filogeneticamente préoximas da tribo
Attini, o que significa que provavelmente a tribo Attini e as bactérias Mesoplasma sp

estabelecem uma possivel simbiose exclusiva.

5.7 Andlise dos haplotipos das formigas attineas.

A fim de confirmar a primeira hipotese desse trabalho (possibilidade de
relacdo simbidtica entre attineas e bactérias do género Mesoplasma sp), todas as
sequéncias obtidas para a tribo Attini, apds edicdo, foram alinhadas de forma a obter
uma matriz (utilizando o programa BioEdit) (Anexo A) que, depois de submetida a
analise de MJ Network, resultou na rede de haplotipos descrita na Figura 11.

FIGURA 11. Rede de haplétipos 16S, representados por circulos de tamanhos e
areas coloridas proporcionais as frequéncias haplotipicas encontradas em diferentes
géneros de formigas Attini. Note uma linhagem de haplotipos 16S presente em todos
0s géneros de Attini e uma segunda linhagem de haplétipos exclusiva do género
Mycetagroicus.

Uma baixa variagdo nas sequéncias 16S foi encontrada em espécimes de
Mesoplasma associadas as formigas Attini estudadas. Estas sequéncias estéao
distribuidas em duas linhagens: uma associada a espécimes de todos 0os géneros
investigados e outra associada somente ao género Mycetagroicus. A baixa

diversidade bacteriana associada a diferentes géneros de formigas Attini pode ser
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indicativo de uma recente associagdo dos parasitas com as formigas, seguida de
uma rapida distribuicdo da bactéria entre membros dos diversos géneros attineos.
No intuito de validar a hipétese de associacao exclusiva entre as bactérias do
género Mesoplasma sp e as formigas attineas foi realizada uma nova analise de
haplétipos utilizando as sequéncias de Mesoplasma sp obtidas no trabalho e
sequéncias pertencentes a esse género e/ou filogeneticamente proximas a ele, do
Centro Nacional de Informacao Biotecnoldgica - NCBI (BENSON, D. A. et al., 2000).
A Figura 12 mostra a rede de haplétipos gerada e a Tabela 6 os nimeros de acesso

das bactérias utilizadas.

Figura 12: rede de haplotipos gerada a partir das sequéncias de Mesoplasma sp
obtidas nesse estudo e de sequéncias recuperadas do banco de dados NCBI. Os
circulos coloridos tém areas proporcionais as frequéncias haplotipicas encontradas
nos diferentes grupos analisados. Note que os haplétipos correspondentes as
bactérias encontradas nos diferentes géneros de formigas Attini formam um grupo
separado dos demais.

Tabela 6. Numeros de acesso no banco NCBI das sequéncias correspondentes a
cada hapldtipo, a espécie a qual pertencem e sua cor correspondente na rede de

haplotipos.
HAPLOTIPO CODIGO NCBI ESPECIE SIMBOLO
H 1 FM252494.1 Uncultured Firmicutes bacterium
H 2 NR_025683.1 Mesoplasma corruscae

H_3 AY177627.1 M. photuris
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continuacéo...

HAPLOTIPO CODIGO NCBI ESPECIE SIMBOLO

H 4 NR_025676.1 Entomoplasma luminosum

H5 NR_025703.1 Spiroplasma floricola

H 6 NR_025702.1 S. diminutum

H 7 AY351331.1 M. seiffertii

H 8 FJ595100.1 Acholeplasma multilocale .

- AY538169.1 A. multilocale

H9 AY345990.1 E. melaleucae

H_10 NR_025728.1 M. syrphidae

H 11 AY189315.1 Spiroplasma sp

H 12 AF036954 E. freundtii O
DQ861916.1 S. cantharicola

H_13 AY189316.1 Spiroplasma sp .
DQ861915.1 S. cantharicola

H_14 DQ861914.1 S. cantharicola .

H_15 AF547212.1 E. lucivorax

H_ 16 NR_025710.1 S. sabaudiense

H 17 FM253028.1 Uncultured Firmicutes bacterium

H_ 18 NR_025712.1 S. turonicum

H 19 NR_025701.1 S. culicicola

H 20 NR_025682.1 M. chauliocola

H 21 AY189317.1 Spiroplasma sp.

H 22 NR_025713.1 S.velocicrescens

H 23 NR_025698.1 S. chinense
DQ514606.1 M. coleopterae

H_24 DQ514605.1 M. coleopterae .
AE017263.1 M. florum .

H_25 AF305693.1 M. entomophilum
NR_025128.1 M. florum

H 26 NR_025704.1 S. helicoides

H 27 NR_025700.1 S. corruscae
DQ860100.1 S. lineolae

H_28 AY189320.1 Spiroplasma sp .

H_29 NR_025708.1 S. litorale

H_30 NR_025706.1 S. lampyridicola

H 31 AF042194 M.monodon

H_32 EF151267.1 Spiroplasma sp ()
DQ163951.1 U. bacterium
DQ163950.1 U. bacterium

H_33 DQ163945.1 U. bacterium .
DQ163948.1 U. bacterium

H_34 NR_025677.1 E. somnilux O
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continuagéo...

HAPLOTIPO CODIGO NCBI ESPECIE SIMBOLO
H_35 NR_025971.1 Mycoplasma putrefaciens .
GQ409970.1 M. mycoides
EU439609.1 Mycoplasma capricolum
AF261730.1 Mycoplasma sp
AF261729.1 Mycoplasma sp
AF261728.1 Mycoplasma sp
AF261725.1 Mycoplasma sp
H 36 AF085350.1 M. mycoides mycoides .
- AF009840.1 M. capricolum capripneumoniae
U26054.1 Mycoplasma sp
U26053.1 Mycoplasma sp
U26039.1 M. mycoides mycoides
U26047.1 M. capricolum capricolum
U26045.1 M. capricolum
U26040.1 M. capricolum capricolum
AF202925.1
M. capricolum capripneumoniae
AF009837.1
H_37 M. capricolum capripneumoniae .
M. capricolum capripneumoniae
AF009835.1
M. capricolum capripneumoniae
AF009831.1
H_38 U26041.1 M. capricolum capricolum .
GQ409972.1 M. mycoides
FJ655560.1 M. mycoides
FJ655559.1 M. mycoides
H 39 FJ655558.1 M. mycoides
—~ FJ655557.1 M. mycoides (]
FJ655556.1 M. mycoides
FJ655555.1 M. mycoides
EU293847.1 Mycoplasma sp
EU293846.1 Mycoplasma sp
H_40 EU439611.1 M. capricolum (]
EU439610.1 M. capricolum
H_41 EU439608.1 M. capricolum .

A analise de haplétipos elucidada na Figura 12 permite inferir que os

haplétipos das bactérias presentes nas formigas attineas estudadas formam um

grupo separado dos demais. Isso equivale a dizer que essas bactérias sao

peculiares a essas formigas.
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5.8 Interacdes especificas

A especificidade nas interacdes simbidticas tem duas vias, o hospedeiro e 0
simbionte (AANEN et al., 2007). Ha dois modos fundamentais de transmissédo dos
simbiontes para os hospedeiros: horizontal (a partir de um ambiente, simbionte de
vida livre) e vertical (o simbionte é herdado da geracao anterior). No entanto podem
ocorrer casos envolvendo tanto uma quanto outra transmissdo (BRIGHT,;
BULGHERESI, 2010).

Na transmissdo horizontal de bactérias a populacdo simbionte de vida-livre
serve como inbéculo para o estabelecimento da relacdo simbidtica (BRIGHT;
BULGHERESI, 2010). No caso das bactérias Mesoplasma (que podem habitar tanto
insetos quanto plantas), parece ser esse o modo de transmissdo entre as formigas
da tribo Attini.

5.9 Andlise de pairwise

Com o intuito de checar quao diferentes entre si sequéncias de bactérias
Mesoplasma sp devem ser a fim de configurarem novas espécies, foi aplicada a
analise pairwise em doze sequéncias recuperadas do banco de dados do NCBI (ver
Apéndice C) e duas sequéncias representativas daquelas obtidas nesse estudo
(Acromyrmex 1.1 e Micetagroicos 8.9).

As sequéncias recuperadas do banco de dados NCBI se mostraram muito
semelhantes entre si. M. grammopterae e M. florum apresentaram apenas 0,73 % de
diferenca entre si. No outro extremo M. coleOptera e M. lactucae apresentaram 37,8
% de diferenca (Tabela 7). Isso mostra que a distingdo entre um espécie e outra de
bactérias Mesoplasma sp, a partir das sequéncias, é bem pequena.

Tendo isso em vista, pode-se dizer, ainda, que as sequéncias de Mesoplasma
sp parecem configurar espécies diferentes daquelas depositadas no banco de
dados, uma vez que apresentaram, entre 9,77 e 1,01 % de diferenca dessas

sequéncias.
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6. CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos podemos inferir que as bactérias encontradas
nas formigas attineas fazem parte de uma linhagem especifica, separada das
demais. Tal fato é comprovado pela analise de hapl6tipos. Além disso, as
sequéncias de Mesoplasma sp geradas sao provavelmente de uma mesma espécie
de bactéria, devido a alta semelhanca apresentada entre elas.

Assim comprova-se a primeira hipétese desse estudo na qual bactérias
Mesoplasma sp e formigas attineas estabelecem uma associacdo entre si. E
comprovada ainda, a segunda hip6tese pela associacdo especifica entre essa
bactéria e esse grupo de formigas. A baixa diversidade das cepas de Mesoplasma
simbiontes de Attini sugere uma associacdo recente entre as formigas e as

bactérias.
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GLOSSARIO

Andlise de pairwise: analise realizada a partir de um par de sequéncias. Mostra
gudo semelhante uma sequéncia é da outra.

BioEdit: programa desenvolvido para edicdo de sequéncias de DNA.

Clonagem: técnica que consiste em utilizar uma bactéria para produzir ou expressar
genes de interesse.

Eletroforese em gel de agarose: técnica que consiste em separar as moléculas de
DNA por meio de um campo elétrico gerado numa cuba de eletroforese. Sendo o
DNA uma molécula negativa (devido a presenca de fosfato), em pH neutro, ele migra
em direcdo ao polo positivo. A velocidade e qualidade dessa migracdo dependerao
do tamanho e forma da molécula estudada, concentracdo de agarose no gel,
voltagem aplicada no campo elétrico, tempo de corrida e tamanho do poco de
aplicacao.

Inserto: fragmento do DNA de interesse que sera ligado ao vetor de clonagem que
por sua vez sera inserido numa célula hospedeira compativel por meio do processo
de transformacéo.

GenBank: banco de dados genéticos online com sequéncias nucleotidicas de
organismos do mundo todo. Pode ser acessado pelo endereco:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/.

Marcador de peso molecular: também chamado e ladder, o marcador contém
DNAs com pesos moleculares pré-estabelecidos que permitem a comparacdo com a
amostra de interesse.

Megablast: ferramenta do NCBI que busca sequéncias praticamente iguais a
estudada (semelhanca acima de 80%)

Mini prep: procedimento final da clonagem, no qual o plasmideo bacteriano é
extraido da bactéria por processos fisico-quimicos.

NCBI: Centro Nacional de Informacéo Biotecnologica.

PCR: técnica inventada em 1983 por Kery Banks Mullis. Apresenta trés etapas
basicas que séo repetidas varias vezes em ciclos: a desnaturacédo térmica do DNA
de interesse, o anelamento dos primers e a extensdo, onde age a enzima Taq
polimerase adicionando bases nitrogenadas (ANTPs) as novas fitas de DNA.

Plasmideo: DNA bacteriano originado de replicagdo autbnoma.

pUC 18: vetor de clonagem usado com Escherichia coli.
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Sequenciamento: processo para determinar a sequéncia nucleotidica de uma
amostra de interesse.

Single colony prep: etapa anterior a miniprep, na qual € verificado o sucesso da
transformacao bacteriana.

Vetor de clonagem: fragmento de DNA que contém um gene de interesse e possui
propriedades especificas. Exemplo.: plasmideo.



APENDICES

49



50

APENDICE A - Sequéncias obtidas para as formigas da tribo Attini.

Acromyrmex 1.1
Acromyrmex 1.3
Acromyrmex 1.4
Apterostigma 2.2
Apterostigma 2.4
Apterostigma 2.8
Cyphomyrmex 3.4
Mycetarotes 4.3
Mycetarotes4.6
Mycetarotes 4.7
Mycocepurus 5.6
Mycocepurus 5.7
Mycocepurus 5.9
Sericomyrmex 6.2
Sericomyrmex 6.3
Sericomyrmex 6.7
Sericomyrmex 6.8
Sericomyrmex 6.9
Trachymyrmex 7.1
Trachymyrmex 7.5
Trachymyrmex 7.7
Trachymyrmex 7.8
Mycetagroicos 8.8
Mycetagroicos 8.7
Mycetagroicos 8.1
Mycetagroicos 8.9

Acromyrmex 1.1
Acromyrmex 1.3
Acromyrmex 1.4
Apterostigma 2.2
Apterostigma 2.4
Apterostigma 2.8
Cyphomyrmex 3.4
Mycetarotes 4.3
Mycetarotes4.6
Mycetarotes 4.7
Mycocepurus 5.6
Mycocepurus 5.7
Mycocepurus 5.9
Sericomyrmex 6.2
Sericomyrmex 6.3
Sericomyrmex 6.7
Sericomyrmex 6.8
Sericomyrmex 6.9
Trachymyrmex 7.1
Trachymyrmex 7.5
Trachymyrmex 7.7
Trachymyrmex 7.8
Mycetagroicos 8.8
Mycetagroicos 8.7
Mycetagroicos 8.1
Mycetagroicos 8.9

Acromyrmex 1.1
Acromyrmex 1.3
Acromyrmex 1.4
Apterostigma 2.2
Apterostigma 2.4
Apterostigma 2.8
Cyphomyrmex 3.4
Mycetarotes 4.3
Mycetarotes4.6
Mycetarotes 4.7
Mycocepurus 5.6
Mycocepurus 5.7
Mycocepurus 5.9
Sericomyrmex 6.2
Sericomyrmex 6.3
Sericomyrmex 6.7
Sericomyrmex 6.8
Sericomyrmex 6.9
Trachymyrmex 7.1
Trachymyrmex 7.5
Trachymyrmex 7.7
Trachymyrmex 7.8
Mycetagroicos 8.8
Mycetagroicos 8.7
Mycetagroicos 8.1
Mycetagroicos 8.9

AACGGGTGAGTAACACGTATCTAATCTACCTTTTAGTGGGGGATAACCITTGGAAACGAAGGATAATACCGCATAAGATCTTCATTATGACATCAGAAGA
AACGGGTGAGTAACACGTATCTAATCTACCTTTTAGTGGGGGATAACCTTTGGAAACGAAGGATAATACCGCATAAGATCTTCATTATGACATCAGAAGA
AACGGGTGAGTAACACGTATCTAATCTACCTTTTAGTGGGGGATAACCTTTGGAAACGAAGGATAATACCGCATAAGATCTTCATTATGACATCAGAAGA
AACGGGTGAGTAACACGTATCTAATCTACCTTTTAGTGGGGGATAACCTTTGGAAACGAAGGATAATACCGCATAAGATCTTCATTATGACATCAGAAGA
AACGGGTGAGTAACACGTATCTAATCTACCTTTTAGTGGGGGATAACCTTTGGAAACGAAGGATAATACCGCATAAGATCTTCATTATGACATCAGAAGA
AACGGGTGAGTAACACGTATCTAATCTACCTTTTAGTGGGGGATAACCTTTGGAAACGAAGGATAATACCGCATAAGATCTTCATTATGACATCAGAAGA
AACGGGTGAGTAACACGTATCTAATCTACCTTTTAGTGGGGGATAACCTTTGGAAACGAAGGATAATACCGCATAAGATCTTCATTATGACATCAGAAGA
AACGGGTGAGTAACACGTATCTAATCTACCTTTTAGTGGGGGATAACCTTTGGAAACGAAGGATAATACCGCATAAGATCTTCATTATGACATCAGAAGA
AACGGGTGAGTAACACGTATCTAATCTACCTTTTAGTGGGGGATAACCTTTGGAAACGAAGGATAATACCGCATAAGATCTTCATTATGACATCAGAAGA
AACGGGTGAGTAACACGTATCTAATCTACCTTTTAGTGGGGGATAACCTTTGGAAACGAAGGATAATACCGCATAAGATCTTCATTATGACATCAGAAGA
AACGGGTGAGTAACACGTATCTAATCTACCTTTTAGTGGGGGATAACCTTTGGAAACGAAGGATAATACCGCATAaGATCTTCATTATGACATCAGAAGA
AACGGGTGAGTAACACGTATCTAATCTACCTTTTAGTGGGGGATAACCTTTGGAAACGAAGGATAATACCGCATAAGATCTTCATTATGACATCAGAAGA
AACGGGTGAGTAACACGTATCTAATCTACCTTTTAGTGGGGGATAACCTTTGGAAACGAAGGATAATACCGCATAAGATCTTCATTATGACATCAGAAGA
AACGGGTGAGTAACACGTATCTAATCTACCTTTTAGTGGGGGATAACCTTTGGAAACGAAGGATAATACCGCATAAGATCTTCATTATGACATCAGAAGA

AACGGGTGAGTAACACGTATCTAATCTACCTTTTAGTGGGGGATAACCTTTGGAAACGAAGGATAATACCGCATAAGATCTTCATTATGACATCAGAAGA|
AACGGGTGAGTAACACGTATCTAATCTACCTTTTAGTGGGGGATAACCTTTGGAAACGAAGGATAATACCGCATAAGATCTTCATTATGACATCAGAAGA
AACGGGTGAGTAACACGTATCTAATCTACCTTTTAGTGGGGGATAACCTTTGGAAACGAAGGATAATACCGCATAAGATCTTCATTATGACATCAGAAGA

AACGGGTGAGTAACACGTATCTAATCTACCTTTtAGTGGGGGATAaCCTTtGGAAACGAAGGATAATACCGCATAAGATCTTCATTATGACATCAGAAGA
AACGGGTGAGTAACACGTATCTAATCTACCTTTTAGTGGGGGATAACCTTTGGAAACGAAGGATAATACCGCATAAGATCMTCATTATGACATCAGAAGA
AACGGGTGAGTAACACGTATCTAATCTACCTTTtAGTGGGGGATAACCTTTGGAAACGAAGGATAATACCGCATAAGATCTCATTATGACATCAGAAGA
AACGGGTGAGTAACACGTATCTAATCTACCTTTTAGTGGGGGATAACCTTTGGAAACGAAGGATAATACCGCATAAGATCMTCATTATGACATCAGAAGA
AACGGGTGAGTAACACGTATCTAATCTACCTTTTAGTGGGGINATAACCTTTGGAAACGAAGGATAATACCGCATAAGATCIMTCATTATGACATCAGAAGA]

AGAGGAAAGATCCGTTTGGATCGCTAAAAGATGAGGATGCGGCGTATTAGTTAGTAGGCGGGGTAAAGGCCCACCTAGACGATGATACGTAGCCGAACTG
AGAGGAAAGATCCGTTTGGATCGCTAAAAGATGAGGATGCGGCGTATTAGTTAGTAGGCGGGGTAAAGGCCCACCTAGACGATGATACGTAGCCGAACTG
AGAGGAAAGATCCGTTTGGATCGCTAAAAGATGAGGATGCGGCGTATTAGTTAGTAGGCGGGGTAAAGGCCCACCTAGACGATGATACGTAGCCGAACTG
AGAGGAAAGATCCGTTTGGATCGCTAAAAGATGAGGATGCGGCGTATTAGTTAGTAGGCGGGGTAAAGGCCCACCTAGACGATGATACGTAGCCGAACTG
AGAGGAAAGATCCGTTTGGATCGCTAAAAGATGAGGATNCGGCGTATTAGTTAGTAGGCGGGGTAAAGGCCCACCTAGACGATGATACGTAGCCGAACTG
AGAGGAAAGATCCGTTTGGATCGCTAAAAGATGAGGATGCGGCGTATTAGTTAGTAGGCGGGGTAAAGGCCCACCTAGACGATGATACGTAGCCGAACTG
AGAGGAAAGATCCGTTTGGATCGCTAAAAGATGAGGATGCGGCGTATTAGTTAGTAGGCGGGGTAAAGGCCCACCTAGACGATGATACGTAGCCGAACTG
AGAGGAAAGATCCGTTTGGATCGCTAAAAGATGAGGATGCGGCGTATTAGTTAGTAGGCGGGGTAAAGGCCCACCTAGACGATGATACGTAGCCGAACTG
AGAGGAAAGATCCGTTTGGATCGCTAAAAGATGAGGATGCGGCGTATTAGTTAGTAGGCGGGGTAAAGGCCCACCTAGACGATGATACGTAGCCGAACTG
AGAGGAAAGATCCGTTTGGATCGCTAAAAGATGAGGATGCGGCGTATTAGTTAGTAGGCGGGGTAAAGGCCCACCTAGACGATGATACGTAGCCGAACTG
AGAGGAAAGATCCGTTTGGATCGCTAAAAGATGAGGATGCGGCGTATTAGTTAGTAGGCGGGGTAAAGGCCCACCTAGACGATGATACGTAGCCGAACTG
AGAGGAAAGATCCGTTTGGATCHCTAAAAGATGAGGATGCGGCGTATTAGTTAGTAGGCGGGGTAAAGGCCCACCTAGACGATGATACGTAGCCGAACTG
AGAGGAAAGATCCGTTTGGATCGCTAAAAGATGAGGATGCGGCGTATTAGTTAGTAGGCGGGGTAAAGGCCCACCTAGACGATGATACGTAGCCGAACTG
AGAGGAAAGATCCGTTTGGATCGCTAAAAGATGAGGATGCGGCGTATTAGTTAGTAGGCGGGGTAAAGGCCCACCTAGACGATGATACGTAGCCGAACTG
AGAGGAAAGATCCGTTTGGATCGCTAAAAGATGAGGATGCGGCGTATTAGTTAGTAGGCGGGGTAAAGGCCCACCTAGACGATGATACGTAGCCGAACTG
AGAGGAAAGATCCGTTTGGATCGCTAAAAGATGAGGATGCGGCGTATTAGTTAGTAGGCGGGGTAAAGGCCCACCTAGACGATGATACGTAGCCGAACTG
AGAGGAAAGATCCGTTTGGATCGCTAAAAGATGAGGATGCGGCGTATTAGTTAGTAGGCGGGGTAAAGGCCCACCTAGACGATGATACGTAGCCGAACTG
AGAGGAAAGATCCGTTTGGATCGCTAAAAGATGAGGATGCGGCGTATTAGTTAGTAGGCGGGGTAAAGGCCCACCTAGACGATGATACGTAGCCGAACTG
AGAGGAAAGATCCGTTTGGATCGCTAAAAGATGAGGATGCGGCGTATTAGTTAGTAGGCGGGGTAAAGGCCCACCTAGACGATGATACGTAGCCGAACTG
AGAGGAAAGATCCGTTTGGATCGCTAAAAGATGAGGATGCGGCGTATTAGTTAGTAGGCGGGGTAAAGGCCCACCTAGACGATGATACGTAGCCGAACTG
AGAGGAAAGATCCGTTTGGATCGCTAAAAGATGAGGATGCGGCGTATTAGTTAGTAGGCGGGGTAAAGGCCCACCTAGACGATGATACGTAGCCGAACTG
AGAGGAAAGATCCGTTTGGATCGCTAAAAGATGAGGATGCGGCGTATTAGTTAGTAGGCGGGGTAAAGGCCCACCTAGACGATGATACGTAGCCGAACTG
AGAGGAAAGATCCGTTTGGATCGCTAAAAGATGAGGATGCGGCGTATTAGTTAGTAGGCGGGGTAAAGGCCCACCTAGACGATGATACGTAGCCGAACTG
AGAGGAAAGATCCGTTtGGATCGCTAAaAGATGAGGATGCGGCGTATTAGTTAGTAGGCGGGGTAAAGGCCCACCTAGACGATGATACGTAGCCGAACTG
AGAGGAAAGATCCGTTTGGATCGCTAAAAGATGAGGATGCGGCGTATTAGTTAGTAGGCGGGGTAAAGGCCCACCTAGACGATGATACGTAGCCGAACTG
AGAGGAAAGATCCGTTTGGATCGCTAAAAGATGAGGATGCGGCGTATTAGTTAGTAGGCGGGGTAAAGGCCCACCTAGACGATGATACGTAGCCGAACTG

AGAGGTTGATCGGCCACATTGGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATTTTTCACAATGGACGAAAGTCTGATGAAGCAA

AGAGGTTGATCGGCCACATTGGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATTTTTCACAATGGACGAAAGTCTGATGAAGCAA
AGAGGTTGATCGGCCACATTGGGACEGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATTTTTCACAATGGACGAAAGTCTGATGAAGCAA
AGAGGTTGATCGGCCACATTGGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATTTTTCACAATGGACGAAAGTCTGATGAAGCAA
AGAGGTTGATCGGCCACATTGGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATTTTTCACAATGGACGAAAGTCTGATGAAGCAA
AGAGGTTGATCGGCCACATTGGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATTTTTCACAATGGACGAAAGTCTGATGAAGCAA
AGAGGTTGATCGGCCACATTGGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATTTTTCACAATGGACGAAAGTCTGATGAAGCAA
AGAGGTTGATCGGCCACATTGGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATTTTTCACAATGGACGAAAGTCTGATGAAGCAA
AGAGGTTGATCGGCCACATTGGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATTTTTCACAATGGACGAAAGTCTGATGAAGCAA
AGAGGTTGATCGGCCACATTGGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATTTTTCACAATGGACGAAAGTCTGATGAAGCAA
AGAGGTTGATCGGCCACATTGGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATTTTTCACAATGGACGAAAGTCTGATGAAGCAA
AGAGGTTGATCGGCCACATTGGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATTTTTCACAATGGACGAAAGTCTGATGAAGCAA
AGAGGTTGATCGGCCACATTGGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGHAGCAGTAGGGAATTTTTCACAATGGACGAAAGTCTGATGAAGCAA
AGAGGTTGATCGGCCACATTGGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATTTTTCACAATGGACGAAAGTCTGATGAAGCAA
AGAGGTTGATCGGCCACATTGGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATTTTTCACAATGGACGAAAGTCTGATGAAGCAA
AGAGGTTGATCGGCCACATTGGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATTTTTCACAATGGACGAAAGTCTGATGAAGCAA
AGAGGTTGATCGGCCACATTGGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATTTTTCACAATGGACGAAAGTCTGATGAAGCAA
AGAGGTTGATCGGCCACATTGGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATTTTTCACAATGGACGAAAGTCTGATGAAGCAA
AGAGGTTGATCGGCCACATTGGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATTTTTCACAATGGACGAAAGTCTGATGAAGCAA
AGAGGTTGATCGGCCACATTGGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATTTTTCACAATGGACGAAAGTCTGATGAAGCAA

HGATCGGCCACATTGGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATTTTTCACAATGGACGAAAGTCTGATGAAGCAA

[GATCGGCCACATTGGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATTTTtCACAATGGACGAAAGTCTGATGAAGCAA
AGAGGTTGATCGGCCACATTGGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATTTTTCACAATGGACGAAAGTCTGATGAAGCAA
AGAGGT[MGATCGGCCACATTGGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATTTTTCACAATGGACGAAAGTCTGATGAAGCAA
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Acromyrmex 1.1 TGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCTCTGTTGTAAGGGAAGAATAAGCCAGGAAGGAAATGTCTTGGTGATGACGGTACCTTA
Acromyrmex 1.3 TGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCTCTGTTGTAAGGGAAGAATAAGCCAGGAAGGAAATGTCTTGGTGATGACGGTACCTTA
Acromyrmex 1.4 TGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCTCTGTTGTAAGGGAAGAATAAGCCAGGAAGGAAATGTCTTGGTGATGACGGTACCTTA
JNEOS VAT GCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCTCTGTTGTAAGGGAAGAATAAGCCAGGAAGGAAATGTCTTGGTGATGACGGTACCTTA
Apterostigma 2.4 TGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCTCTGTTGTAAGGGAAGAATAAGCCAGGAAGGAAATGTCTTGGTGATGACGGTACCTTA
JEOSTIEVAE T GCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCTCTGTTGTAAGGGAAGAATAAGCCAGGAAGGAAATGTCTTGGTGATGACGGTACCTTA
[T B T GCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCTCTGTTGTAAGGGAAGAATAAGCCAGGAAGGAAATGTCTTGGTGATGACGGTACCTTA
Mycetarotes 4.3 TGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCTCTGTTGTAAGGGAAGAATAAGCCAGGAAGGAAATGTCTTGGTGATGACGGTACCTTA
Mycetarotes4.6
Mycetarotes 4.7
Mycocepurus 5.6
Mycocepurus 5.7 TGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCTCTGTTGTAAGGGAAGAATAAGCCAGGAAGGAAATGTCTTGGTGATGACGGTACCTTA
Mycocepurus 5.9 TGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCTCTGTTGTAAGGGAAGAATAAGCCAGGAAGGAAATGTCTTGGTGATGACGGTACCTTA
NEWTWCVA T GCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCTCTGTTGTAAGGGAAGAATAAGCCAGGAAGGAAATGTCTTGGTGATGACGGTACCTTA
RN T G CCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCTCTGTTGTAAGGGAAGAATAAGCCAGGAAGGAAATGTCTTGGTGATGACGGTACCTTA
NEWTWECNE T GCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCTCTGTTGTAAGGGAAGAATAAGCCAGGAAGGAAATGTCTTGGTGATGACGGTACCTTA
SN T G CCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCTCTGTTGTAAGGGAAGAATAAGCCAGGAAGGAAATGTCTTGGTGATGACGGTACCTTA
Sericomyrmex 6.9 TGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCTCTGTTGTAAGGGAAGAATAAGCCAGGAAGGAATGTCTTGGTGATGACGGTACCTTA
RS YNN T GCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCTCTGTTGTAAGGGAAGAATAAGCCAGGAAGGAAATGTCTTGGTGATGACGGTACCTTA
REC WA T G CCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCTCTGTTGTAAGGGAAGAATAAGCCAGGAAGGAAATGTCTTGGTGATGACGGTACCTTA
RECI YN T GCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCTCTGTTGTAAGGGAAGAATAAGCCAGGAAGGAAATGTCTTGGTGATGACGGTACCTTA
REE WYX T GCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCTCTGTTGTAAGGGAAGAATAAGCCAGGAAGGAAATGTCTTGGTGATGACGGTACCTTA
Mycetagroicos 8.8 TGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCTCTGTTGTAAGGGAAGATAAGCCAGGAAGGAAATGTCTTGGTGATGACGGTACCTTA
SRV T GCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGATTGTAAaGCTCTGTTGTAAGGGAAGA[JTAaGCCAGGAAGGAAATGTCTTGGTGATGACGGTACCTTA
[YREELIOISE: N T GCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCTCTGTTGTAAGGGAAGAATAAGCCAGGAAGGAAATGTCTTGGTGATGACGGTACCTTA
[EERIOE A T GCCG CGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCTCTGTTGTAAGGGAAGAATAAGCCAGGAAGGAAATGTCTTGGTGATGACGGTACCTTA

APENDICE B - Sequéncia de Spiroplasma platyhelix amplificada a partir de
individuo do género Pheidole.

10 2 30 40 50 60 10 80 90

et G G TG AT AACACGT ATCTAATCTACCATTTAGTGGGUAATAACTGTTGGAAACGACAGCTAATACCGCATGAGATTTCTAAGATGATTTTT

110 120 130 140 150 160 170 180 190

R A A AG G AGCTTTCAAGCTTCGCT ATTTGATGAGGATGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTAGGGT AATGGCCT ACCAAGGCAATGATGCGTAGCCG
210 220 230 240 250 260 210 280 290

R et 6 AT G AACGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTTCTACGGAAGGCAGCAGT AGGGAATTTTT CACAATGGGCGAAAGCCTGATGE
310 320 330 340 350 360 310

R RO C ;061G ACTGATGAAGGTCTTCOGATTGTAAAGGTCTGTTGTAAGGGAAGAAAGGAT ARAACAGGAAATGGTTTTATIC

APENDICE C - Sequéncia de Spiroplasma platyhelix amplificada a partir de
individuo do género Camponotus sp.
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

R N T T e R e T e R e N I e e R
SEVIEDY (@ISO RMAAA T GAAAGGAGCTTTCAAGCTTCGCTATTTGATGAGGATGCGGCGCNTTANCTANTTGGTAGGGTAATGGCCTACCAAGGCAATGATGCGTAGCCGATC

110 120 130 140 150 160 170 180 19 200
S N P ECS RS PUVEY RUNSS PUUEY FUSSS PSS EETSS FUCTS FSTPS RS FRSTY PR FUSTY FUES PSR SRR
S S L L SRl T GAGAGGATGAACGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTTCTACGGAAGGNAGNAGTAGGGAATTTTTCACAATGGGCGAAAGCCTGATGGAGE
210 20 230
R O O RS PUPRY By

MEVEDY (I TSS)RMAA TGCCGNGTGACTGATGAAGGTCTTCGGATTGTAAA
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APENDICE D - Sequéncia de Comamonadaceae sp amplificada a partir de individuo
da espécie Cephalotes clypeatus.

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
S | Lo |
TTGC

Comamonadaceae (C. clypeatus)

GGCC

Comamonadaceae (C. clypeatus)

GGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGCAGGACGAAGGCCCTCGGGTTGTA

Comamonadaceae (C. clypeatus)

310 30 330 340 350 360 310 380
R P R Pl RN U REPTS R RRS P Ty RNy RETUl RS RERTS FUEY PP RSN P

[SENVIEIERE I (MU IMA A CTGCTTTTGTACGGAACGAAAGGGGCTTTTTTAATAGAGAGGCTTTATGACGGTACCGTAAGAATAAGCACCGGCTAACTATGTGC

APENDICE E - Sequéncia de Bordetella sp amplificada a partir de individuo da
espécie C. pusillus.

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

I T e T T T e T e T e T e e e
EUOECERI (N TSITS I T C C GCCCCAGGTATTAACCAGAACGATTTCTTCCCCACCAAAAGTGCITTTACAACCCGAAGGCCTTCATCACACACGCGAAATGGCTGGATCAGGGTTGC

110 120 130 140 150 160 170 180 19 200
I e T e T e T e T e T e T e e e
UGG ER(GRTSIT RN C CCCATTGTCCAAAATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCTGGTCGTCCTCTCAAACCAGCTACGGATC
210 20 20 20 250 20 270 20 20 300
IR RS N I I NI IURI I NI SURSCRE IS IRt S NI ILNSLEN IS ISR IR I I
UGG EEI (RIS TSI C TGCCTTGGTAGGCCATTACCCCACCAACTAGCTAATCCGATACCGGCCGCTCCAATAGTGACAGGTCCCGAAGGATCCCCGCCTTTCCCCCATAGGGCG
310 320 330 340 350 360 370 380 3%

N e NS TS NN RS RESTS FUS TN PSS PPN RS FETEY NPT PPN NS PUTTN PP PPN
TATGCGGTATTAGCCACGCTTTCGCGTAGTTATCCCCCGCTACTGGGCACGTTCAGATACGTGTTACTCACCCGTTCGCCAATCTTTCTAGAA

Bordetella sp (C. pusillus)

APENDICE F - Sequéncia obtida a partir do individuo do género Tapinoma sp.

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

T T T o o T o (P [ e L [ [ O L L L L RN PR |

REVPACREWINES A TTTCTCTCAGATGTAATTTCTCTTGAAACTTTTCTTCCTCGCCGCTTACTTGCCATCTTTTCACGTCAAATCTTGGATTATCGAGATGAAAATATATCG

110 120 130 10 150 160 1 180 190 200

S PR PSS P FET N FUTSS FUSES PUNES PUSSY PSS BT RS PN PUSES PUTS PESPS PSS BT BT

NEWACRENIUEE A G TCACGAAATAGAAAAAATATCGAGTAATAACIGCGATAGGGAAATTTATAAACGCAATGACCTCTCGCGATACTTAATTTCAAATTTAATTATATGATA
210 220 230 240 250 260 270 280

R T T T e T e T e T e |
S ACREVIEE T TTTTCAATAGAGAGCCCCTTGCATAAGCATTTITCAATTTATTATAAAAAAAGAGTTTCTAATACCCTTTTATAAGAATT
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APENDICE G - Sequéncia obtida a partir do individuo do género Tapinoma sp.

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
R T O L [ I (PO (PSS (SIS LSS (TSI IS ISP IPPOPOY) IPPPY) IR IR

TCCCCTTCGACTTCTTCTTCGTGTCTTCCTCCCICGCTGTCTTTTCTGCTTCGTACAAAGGCGTGCACGGCAGTCTTTCGTATCCTTCAGCAGACGCAAA

Seq 2 de Tapinoma sp.

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
o] N | N R e | N I I IR I I .
SEAPACRERGYEY I C GAAAGTGTCATTCAGGCTGAAATTGTATAAGCTTTGTTGGATAAAGGCGTCTTCGGTATCGATAACTTTGCAGGATTTCTTATTAATTCTCTACGGAGT,

210 220 230 240 250 260 210 280 290 300

R I I I IO e R N B e | R R I IR I N

REAPACREWGNES W G TCTTCGGTAAAATTAAAAATTCTTATAAAAGGGTATTAGAAACTCTTTTTTTATAATAAATTGAAAATGCTTATGCAAGGGGCTCTCTATTGAAAAATA
310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
R R | I e | R N
SEPACRENGIEY M T CA TATAATTAAATTTGAAATTAAGTATCGCGAIGAGGTCATTGCGTTTATAAATTTTCCCTATCGCGTTATTACTCGATATTTTGTCTATTTCGTGACTC]

410 420 430
| . | oo | e |

SEVPACREWGNES W CATATATTTTCATCTCGATAATCCAAGATT
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