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PREFACIO

Nesta Tese de Doutorado, apresenta-se uma introducdo geral e um capitulo, seguidos
das conclusdes do trabalho. A introducéo geral contém uma revisao bibliografica sobre a familia
Formicidae, as formigas Attini, as formigas cortadeiras, particularmente do género Atta, e
questBes cientificas relacionadas aos objetivos do presente estudo. O Capitulo 1 trata-se do
manuscrito cientifico obtido como produto desta pesquisa e composto pelos principais
resultados da Tese. Este é intitulado “Phylogenomic reconstruction reveals new insights into
the evolution and biogeography of Atta leaf-cutting ants (Hymenoptera: Formicidae)” e foi
submetido para a sua publicacdo na revista Systematic Entomology. Ao final, se descrevem as

consideracdes finais com as principais contribuigdes e conclusdes alcancadas.



RESUMO

As formigas (Hymenoptera: Formicidae) constituem um grupo monofilético e sdo considerados
0s insetos eussociais mais bem-sucedidos da Terra. O ancestral comum das formigas existentes
teve origem ha 103-128 milhGes de anos atrds (Ma). No final do Creté&ceo, junto com expansdo
das angiospermas, atraves de multiplos eventos de especiacao, as formigas converteram-se em
um grupo extremamente abundante e diverso nos ecossistemas terrestres. Um grupo muito
caracteristico de formigas sdo as cultivadoras de fungos, comumente chamadas de attineas,
capazes de praticar a agricultura de fungos e manter uma associacdo simbio6tica com seus
cultivares. Existem cinco sistemas simbidticos de associacdo entre formigas attineas e seus
cultivares de fungos e o mais especializado deles é representado pelas formigas Attina
superiores, incluindo as formigas cortadeiras (géneros Atta Fabricius, Acromyrmex Mayr e
Amoimyrmex Cristiano, Cardoso & Sandoval). As formigas cortadeiras sdo chamadas assim
pelo particular habito que elas tém de cortar os fragmentos de material vegetal que utilizam
como substrato para o cultivo do fungo simbionte. As formigas cortadeiras tiveram sua origem
ha aproximadamente 17-19 Ma, sdo endémicas das Ameéricas e consideradas 0s herbivoros
dominantes da Regido Neotropical. Estas formigas também apresentam uma grande
importancia ecoldgica e econdmica, principalmente as do género Atta, conhecidas no Brasil
como salvas. As salvas desempenham papéis fundamentais como engenheiros de
ecossistemas, por meio da remocao de grandes quantidades de biomassa vegetal, participacdo
em complexas interagdes bioldgicas, construcdo de enormes ninhos e até como pragas agricolas.
Formigas do género Atta tém uma distribuicdo muito ampla, que abrange a maior parte do
Continente Americano e sdo reconhecidas atualmente por 15 espécies. Apesar de ser um género
muito bem estudado, aspectos na sua evolugédo, biogeografia e taxonomia ainda permanecem
sem resolucdo. O avango nos estudos moleculares e a aplicacdo de técnicas de Sequenciamento
de Nova Geracdo permitem o progresso no conhecimento das relacoes filogenéticas e evolucgédo
nos diversos grupos de formigas. O uso de Elementos Ultra-conservados (UCEsS) como
marcadores genéticos é um dos recursos mais explorados na ciéncia moderna e tem permitido
a obtencdo de relevantes evidéncias sobre as relagdes filogenéticas dentro de Formicidae e
particularmente no grupo das formigas attineas. Na presente Tese de Doutorado, os UCES séo
utilizados para aprofundar os conhecimentos acerca da sistemética, biogeografia e historia
evolutiva das formigas do género Atta.

Palavras-Chaves: Formicidae. Formigas cortadeiras. Género Atta. Sequenciamento de Nova
Geracao.



ABSTRACT

Ants (Hymenoptera: Formicidae) are a monophyletic group and considered the most successful
eusocial insects on Earth. The ancestor of extant ants originated 103-128 million years ago
(Ma). During the late Cretaceous, along with the expansion of angiosperms, through multiple
speciation events, the ants became an extremely abundant and diverse group in terrestrial
ecosystems. A very characteristic group of ants is the fungus-growing ants, also known as
‘attine’ ants, which are capable of practicing fungal agriculture and maintaining a symbiotic
association with their fungal cultivars. There are five ant agricultural systems practiced by attine
ants and the most specialized of them belongs to the higher-attine, including the leaf-cutting
ants (genera Atta Fabricius, Acromyrmex Mayr, and Amoimyrmex Cristiano, Cardoso &
Sandoval). Leaf-cutting ants are so called because of the particular habit of cutting the
fragments of plants that they use as a substrate for farming the symbiotic fungus. Leaf-cutting
ants arose approximately 17-19 Ma, they are endemic to the Americas and considered the
dominant herbivores of the Neotropical Region. These ants also have a great ecological and
economic importance, especially in the genus Atta, known in Brazil as salvas. Sauvas play a
key role as ecosystem engineers, harvesting large amounts of vegetal biomass, due to their
complex biological interactions, building gigantic nests and even as agricultural pests. Ants of
the genus Atta have wide distribution in the American continent and are currently recognized
in 15 extant species. Despite being a well-studied genus, aspects in its evolution, biogeography
and taxonomy still remain uncertain. The advancement in molecular studies and the application
of Next Generation Sequencing techniques allow progress in the knowledge of phylogenetic
relationships and evolution in different groups of ants. The use of ultraconserved elements
(UCEs) as genetic markers is one of the most explored resources of modern science and a tool
that allows obtaining relevant evidence on phylogenetic relationships within Formicidae and
particularly in attine ants group. In the present PhD study, we used UCE data to get a deeper
understanding on systematics, biogeography and evolutionary history of ants in the genus Atta.

Keywords: Formicidae. Leaf-cutting ants. Genus Atta. Next Generation Sequencing.



1.1
1.2
1.3
14
1.5
1.6

1.7

2.1

2.2
2.2.1
2.2.2
2221
2.2.2.2
2.2.2.3
2224
2.2.25
2.2.3
2.24
2.3
23.1
2.3.2
2.3.3
2.4.
24.1
2.4.2
2.4.3

SUMARIO

INTRODUGAO GERAL ...ttt 13
Familia FOrMICIAAE .......coviiiiie e e 13
THIDO ATLINT oot sbe e 15
Attina: Formigas cultivadoras de fungos .........cccccevveie i 15
FOrmigas COrTadRITaS. .......ccviveiieie ettt 18
(O 0o T=] 0 1=T o1 N 1 - USSR 20
A filogenébmica como ferramenta para estudos em sistematica e evolucéo de

FOTIGAS ..ttt bbbttt e bt 25
ODJEUIVO GEIAl ... 26
COLABORAC}AO EXTERNA L e 27
REFERENCIAS ......oovtiiriie sttt 28
CAPITULO Lottt 39
RESUMO ..ottt bbbttt ettt st 40
ABSTRACT ..ottt sttt ettt nre e 41
INEFOAUCTION L.ttt be et reene s 42
Materials and Methods ...........cooviiiii i 46
TAXON SAMPIING ..t bbb 46
UCE data COHBCTION ..ottt neenneene s 48
Taxon selection and specimen CONAItIONING........ccueririerirereneseeeee e 48
DNA extraction and library preparation .............ccoceveieieneieneseseeee s 49
Sample pooling and target enrichment of libraries............cccooiiiiiiinie 50
Processing of UCE SEQUENCE ata ...........ccoveveiieiiiiie e 51
UCE phylogenomic analysis ..........ccceoiiiiiiiiiiciicsece st 52
Divergence time INTEIENCE.........oovi i 53
Biogeographical analysSiS..........ccooiiiiiii i 54
RESUITS ...ttt bttt et e 55
O L@ Yo [0 1=] o Tox [ Vo SRR 55
Phylogenetic reconstruction and divergence dating...........c.ccoovvveveienenenenennnnn 55
Historical DIogeOgraphy .......coviiiiiie s 58
I3 o1 151 o o ISP 60
Reconstruction of Atta phylogeny and divergence dating...........ccccoccvvvvviveneennnne. 60
Phylogenetic relationships within the genus Atta ...........cccccceviiiie s 62

Historical biogeography and evolUtioN...........ccccoiiiriiii i 66



ACKNOWLEDGMENTS........oiii 70

REFERENCES ... 71
FIGURES ..o 85
SUPPLEMENTARY TABLES ... 96

CONSIDERAGCOES FINAIS.......ooooieeteeeeeeeeeeve e, 112



Introduwgdo Geral



13

1. INTRODUCAO GERAL
1.1 Familia Formicidae

As formigas pertencem a uma Unica familia da ordem Hymenoptera, a familia
Formicidae, e sdo considerados o grupo de insetos eussociais mais bem-sucedido da Terra
(BRADY et al., 2006; HOLLDOBLER; WILSON, 1990; WILSON, 1990). Sua condicdo
eussocial é caracterizada pela diviséo de trabalho com producgéo de castas estéreis (operarias) e
reprodutivas, criacdo e cuidado cooperativo da prole, assim como também a sobreposicdo de
geracdes (HOLLDOBLER; WILSON, 1990; WILSON, 1971; WILSON; HOLLDOBLER,
2005a). Estudos de histdria evolutiva demonstraram que as formigas constituem um grupo
natural, monofilético, ou seja, descendente de um Unico ancestral comum. Esta hipotese €
apoiada por evidéncias filogenéticas (BOROWIEC et al., 2019; BRANSTETTER et al., 2017a)
assim como, também, pelas caracteristicas morfologicas que permitem reconhecer e diferenciar
a Formicidae de outras familias de himendpteros. Desta forma, consideram-se entre as
principais sinapomorfias das formigas a presenca de: glandula metapleural, peciolo nodoso ou
cintura e antenas geniculadas, (BOLTON; PALACIO; FERNANDEZ, 2003; FERNANDEZ;
GUERRERO; DELSINNE, 2019). Estas duas Ultimas caracteristicas se apresentam também em
alguns himenopteros proximos filogeneticamente as formigas, como vespas e abelhas, mas, no
entanto, a presenca da glandula metapleural é considerada um caréater derivado e exclusivo
(autapomorfia) da familia Formicidae (BARONI URBANI, 1989; BARONI URBANI,
BOLTON; WARD, 1992).

Estudos baseados em mirmecologia evolutiva estimaram diferentes idades para o
ancestral comum mais recente das formigas existentes. Alguns estudos propdem que a origem
foi entre 115-135 milhdes de anos atras (Ma) (BRADY et al., 2006; SCHULTZ, 2000), outros
obtiveram uma estimagdo mais antiga, entre 139-148 Ma (MOREAU; BELL, 2013), e
evidéncias mais recentes, baseadas em analise de genes nucleares, estimaram essa idade em
103-128 Ma (BOROWIEC et al., 2019; BRANSTETTER et al., 2017a). Apesar dessa
diferenca nas faixas de tempo, estes estudos coincidem em que a divergéncia das formigas teve
sua origem no inicio do Cretéaceo e provavelmente no hemisfério norte. Converteram-se em um
grupo extremadamente abundante e que habita a maioria dos ecossistemas terrestres, com
excecdo dos polos (BRANDAO, 1999), mas nem sempre foram considerados dominantes;
estima-se que a maior concentragcdo de eventos de especiacdo ocorreu junto a expansao das

angiospermas ha uns 60—-80 Ma (MOREAU et al., 2006). Assim, as formigas se adaptaram as


https://www.antcat.org/authors/10410
https://www.antcat.org/authors/7720
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mais diversas fungdes ecoldgicas e se expandiram em milhares de espécies, colonizando com
grande sucesso os diferentes ambientes terrestres (FOLGARAIT, 1998; WILSON;
HOLLDOBLER, 2005b).

As formigas constituem de 15 a 20 % da biomassa animal nas florestas tropicais e
representam funcgbes fundamentais nos ecossistemas que habitam (EGGLETON, 2020;
WILSON, 1990; WILSON; HOLLDOBLER, 2005b). Atualmente, a familia Formicidae é
composta por 17 subfamilias, 338 géneros e quase 14.000 espécies descritas (BOLTON, 2021);
as estimativas de varios mirmecologistas coincidem que um grande nimero de espécies ainda
esta por ser descoberto, especialmente em regides tropicais (HOLLDOBLER; WILSON, 1990;
WARD, 2007, 2014). Além disso, dentre as espécies ja conhecidas, muitas carecem de uma
descricdo correta e formal; isso ocorre porque varias das revisdes taxondmicas sdo antigas,
confusas e, as vezes, até contraditdrias dentro do mesmo grupo (WARD, 2007), apresentando
a necessidade de atualizacéo.

Devido a sua grande biodiversidade e biomassa, as formigas desenvolveram uma ampla
variedade de comportamentos, habitos alimentares e de nidificacdo assim como o tipo de
interacdo com o ambiente e outros organismos (BACCARO et al., 2015; HOLLDOBLER;
WILSON, 1990; SCHULTZ; MCGLYNN, 2000). Estes insetos podem ser importantes
predadores de invertebrados assim como herbivoros dominantes nas florestas tropicais, até,
inclusive, se tornarem organismos pragas (DELLA LUCIA, 2003; PHILPOTT;
ARMBRECHT, 2006; WIRTH et al., 2003). Essa fascinante plasticidade biologia e ecoldgica
Ihes permite nidificar na serapilheira, no subsolo, embaixo de pedras, dentro de troncos caidos,
sobre as arvores e nas construcdes urbanas (HOLLDOBLER; WILSON, 1990; KASPARI,
2003). As espécies de formigas também desenvolveram interessantes especializacGes
adaptativas que as colocam como protagonistas em diversas associacdes simbioticas,
facultativas ou obrigatdrias; desta forma, adquiriram a capacidade de colheita de sementes,
cuidado de plantas hospedeiras contra possiveis herbivoros, domesticacdo de pulgdes,
parasitismo social, agricultura de fungos, entre outras (ARMBRECHT, et al., 2019; MUELLER
et al., 2005; NESS; MOONEY; LACH, 2010; RABELING; BACCI, 2010; SCHULTZ;
MCGLYNN, 2000).

Com tanta complexidade e particularidades, as formigas representam um dos grupos de
insetos mais estudados e que continua alimentando a curiosidade de mirmecdlogos e cientistas

de outras areas, bem como do publico em geral.
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1.2 Tribo Attini

A tribo Attini era conhecida como a tribo exclusiva das formigas cultivadoras de fungos.
Recentemente, um estudo sobre a histdria evolutiva da subfamilia Myrmicinae, baseado na
analise de genes nucleares de um consideravel nimero de espécies, revelou uma nova filogenia
para a subfamilia e consequentemente apoiou uma serie de mudancgas na sua classificacéo
(WARD et al., 2015). Duas destas alteracfes, entre as mais proeminentes, foram a reducédo de
25 tribos em apenas seis e a inclusdo de géneros de formigas nao cultivadoras (ex: Blepharidatta
Wheeler, Cephalotes Latreille, Daceton Perty, Pheidole Westwood, Wasmannia Forel, entre
outros) dentro do grupo Attini (WARD et al., 2015). A partir desse momento, 0 grupo que
envolve exclusivamente formigas que cultivam fungos foi restrito a subtribo Attina [grupo de
géneros Atta sensu Ward et al. (2015)] ou grupo de formigas attineas (attine ants), comumente

chamado na bibliografia atual.

1.3 Attina: Formigas cultivadoras de fungos

O cultivo de fungos realizado por formigas € o sistema de agricultura ndo humana mais
bem estudado. Esta associacao das formigas attineas e seus cultivares de fungo originou-se ha
55-65 Ma na regido Neotropical, durante o Otimo climatico no inicio do Eoceno
(BRANSTETTER et al., 2017b; MUELLER; REHNER; SCHULTZ, 1998; NYGAARD et al.,
2016; SCHULTZ; BRADY, 2008). A partir do sistema agricola original, trés cultivares de
fungos filogeneticamente distintos derivaram durante os Gltimos 30 Ma; e a partir de um destes
ultimos sistemas, foi originado o mais especializado sistema de cultivo, a agricultura de fungos
de formigas cortadeiras (BANSTETTER et al., 2017b; SCHULTZ; BRADY, 2008).

Assim sdo definidos cinco sistemas simbioticos das formigas attineas e seus cultivares
de fungos (BANSTETTER et al., 2017b; SCHULTZ; BRADY, 2008) (ver Figura 1): (i) a
agricultura inferior (Lower Agriculture) praticada por formigas Attina inferiores, com fungos
pertencentes a tribo Leucocoprineae e caracterizados pela capacidade de sobreviver também de
forma livre, ou seja, manter seu ciclo de vida fora da simbiose com attineas (VO; MUELLER;
MIKHEYEV, 2009); fazem parte deste sistema formigas dos géneros Apterostigma Mayr,
Cyphomyrmex Mayr, Mycetagroicus Branddo & Mayhé-Nunes e Mycetophylax Emery, entre
outros; (ii) agricultura de fungos coral (Coral fungus Agriculture) cultivados exclusivamente
por um clado de espécies de formigas do género Apterostigma (VILLESEN et al., 2004); este

grupo se especializou no cultivo de um fungo de coral (Pterulaceae) filogeneticamente diferente
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e estreitamente relacionado com os géneros Pterula Fr. e Deflexula Corner (MUNKASCSI et
al., 2004; VILLESEN et al., 2004); (iii) agricultura de levedura (Yeast Agriculure) limitada as
formigas do “grupo rimosus” do género Cyphomyrmex e também capazes de desenvolver vida
livre e independente da simbiose com attineas, no entanto em fase micelial; estes cultivares
conseguem desenvolver a fase de levedura apenas quando associadas as formigas, por este
motivo foi considerado um caso de adaptacdo mutua e/ou domesticacdo (SCHULTZ et al.,
2005); (iv) agricultura superior praticada por formigas Attina superiores (Higher
“domesticated” Agriculture), um tipo de cultivares de fungos de simbiose obrigatoria e capazes
de desenvolver gongilideos (pontas de hifas inchadas e nutritivas), cultivados principalmente
por formigas dos géneros Mycetomoellerius Solomon et al., Paratrachymyrmex Solomon et al.,
Trachymyrmex Forel e Sericomyrmex Mayr; e (v) agricultura especializada de formigas
cortadeiras, derivada da agricultura Attina superior generalizada, onde uma diversidade de
pouco mais do que 50 espécies de formigas se especializaram em cultivar uma tnica espécie de
fungo, Leucoagaricus gongylophorus (Méller) Singer (MIKHEYEV; MUELLER; ABBOT,
2006; MIKHEYEV; MUELLER; BOOMSMA, 2007; SILVA-PINHATI et al., 2004).
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Figura 1 - Filogenia das formigas cultivadoras de fungos e seus sistemas agricolas.

P = Oulgroup; Pogonomyrmex sp. (GUY) + 2 Myrmica spp. (USA)
.

s C MADO2 (MAD)

: /\canmogr\.ﬂhus mellalu ‘cm
/98 SA)
- Tetramorium Cagspilum USA)
/e o= T Proatia butiel (BORNE
- plus sp. (AUS)
A=Y C sp (GUY)
Pristonmy pungens (JAP)
r propiciens (TR
Pymmca M{)\le‘; MAD)
BRGT/o/e dicomas W\D;
Blephandatia brasiliensis (Bl

g Wasmannia avropunclata (CR)
L Wasrnanrua sp. (ARG)

manni (CR)
Tranopelta cf. gilva (PAN}
Cs,pm'om alratus (GUY}

(GUAT)

Sl o (A
Pheidole hyalu | SI\)
Daceton armigerum (GUY)
gu Orectognathus sp (AUS)
== Oreciognathus v»rq.,go: (AUS)

t ycooamrur. wdur [FMG)
~B26Y~ Mycocepurus cumspmoag l}\cfm
)

i M ;zm new sp lg'r\zcz; Lower
aieiale b yrmicocrypla new sp (PAN)
Ty : a0t LI Mymicocrypla busnzii (GUY) Agriculture
GRS Myrmicocrypta urichi (TRI)

ojofefe Myrmicocrypla ednaella g’AN)
U

L I mg:ggma mcmlum (BF%AZ)

oejess W Q" AN)

- SEm S

el PALEOA NI mpa sp 1 (PAN) Coral Fungus

-i1859 191l (Pterulaceae)

( AN)
 sontm—— g!:e:r ‘c.u‘}”m RIS

Myceloph)iax smevyu ap (ARG)

I of. paralelus (BRAZ)
G2elols lajels M aculus (BRAZ)

i harlmam USA

Cyphomymmex fanulus (GUY)

—.

g
%?
<8

_m—

>

l'

647797/

S— I

(7694 . Ty Cypt morschi (BRAZ)
NEOATTINI Pt oo (U Yeast
Y e R Cyp new l&n‘%
iy ,C.w comutus (P Agriculture
aisloina comutus (PAN)
=T Cyp costatus (PAN)
Cyphomyrmex muelled (PAN)
ofejefe Cyphomyrmex Iongscapus (PAN)
18—~ (‘,phomym\ex mw sp (P, g;z K
Sev-corﬁyrmox & a'r:‘s%(}m) Unknown
Tram/mwmx opulentus (PAN)
Trwymymmd mslpaqul’/\)m
cemasnal TR Trachymymex of. intermedius (GUY) ngher
sl S ’:mmmgms&?{‘zy’) ("Domesticated")
Trachyrmymmex bugn-m (BRAZ) Agrlculture
?miwmyvmex anzonensss (USA)

p (USA)
joje ™ Trachymymex smithi (USA)

() Leaf-Cutter
jundi (ARG Agriculture
(ARG

Millions of years BP
80 70 60 50 40 30 20

Fonte: SCHULTZ; BRADY, 2008.

) 4
@
¢
/l:\\.
hd
L 4

Posteriormente, novas evidéncias revelaram que L. gongylophorus ndo se encontra
associado exclusivamente a espécies de formigas cortadeiras e que algumas espécies de
formigas cortadeiras sdo capazes também de cultivar espécies de fungos diferentes (MUELLER
etal., 2017; 2018; SOLOMON et al., 2019). Assim, os cultivares de fungos de formigas Attina
superiores foram divididos em Clado-A e Clado-B (ver Tabela 1). Fungos do Clado-A estdo
amplamente distribuidos e formam trés grupos genotipicos diferentes (clusters) permitindo o
intercambio genético dentro de uma Unica espécie, ou seja L. gongylophorus. E os fungos do
Clado-B subdivididos em pelo menos seis linhagens bem suportadas, cada uma provavelmente

representando uma espeécie de cultivar distinta (MUELLER et al., 2017).
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Tabela 1. Classificacdo dos cultivares de fungo e as formigas Attina superiores que os cultivam.

Fungos de Attina superiores Formigas Attina superiores
Cultivares Clado-A (L. gongylophorus, A maioria das espécies de formigas cortadeiras.
anteriormente Attamyces) Algumas espécies de formigas ndo cortadeiras.

Exemplos: Paratrachymyrmex diversus (Mann),
Paratrachymyrmex intermedius (Forel),
Trachymyrmex saussurei (Forel).

Cultivares Clado-B (conjunto de espécies) A maioria das espécies de formigas ndo cortadeiras.

Algumas espécies de formigas cortadeiras,
consumidoras de plantas monocotileddneas e de
ocorréncia apenas na América do Sul. Exemplos:
Acromyrmex crassispinus (Forel), Atta laevigata

(Smith), Atta vollenweideri Forel].

1.4 Formigas cortadeiras

Estas formigas sdo chamadas de cortadeiras pelo habito de cortar folhas, flores, galhos
e demais partes das plantas as quais carregam e posteriormente usam dentro do seu ninho como
substrato para o cultivo do fungo simbionte, que serve como fonte de alimento principalmente
das larvas (HOLLDOBLER; WILSON, 2011; WILSON, 1986). Quando comparado com a
utilizacdo de substratos em decomposicdo, como feito por outras formigas attineas, o habito de
cortar e produzir o cultivar de fungo a partir de material vegetal fresco representa uma
importante transicdo evolutiva, que caracteriza as formigas cortadeiras como as mais
especializadas dentro do grupo de cultivadoras de fungo (MEHDIABADI; SCHULTZ, 2010;
MUELLER; RABELING, 2008; WEBER, 1972).

As formigas cortadeiras tiveram sua origem ha aproximadamente 17-19 Ma
(BRANSTETTER et al., 2017b; LI et al., 2018), sdo endémicas das Américas e consideradas
os herbivoros dominantes dos trépicos do Novo Mundo (HOLLDOBLER; WILSON, 2011;
WILSON, 1986). Até agora, foram propostas duas hipoteses sobre a regido geografica onde
surgiu o ancestral comum de todas as formigas cortadeiras. Por um lado, estudos mais antigos
sustentaram uma origem sul-americana baseada na evidéncia de uma maior diversidade de
especies na América do Sul (FOWLER, 1983; KUSNEZOV, 1963; MUELLER et al., 2017).
Por outro lado, Branstetter et al. (2017b), a partir da reconstrugdo evolutiva de formigas

attineas, sugeriram que as formigas cortadeiras possivelmente se originaram em habitats secos
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da América Central e subsequentemente tiveram sua dispersdo pelas Américas do Sul e do
Norte.

A distribuicdo geografica atual das formigas cortadeiras € muito ampla. Esta abrange
desde a Patagonia argentina no seu extremo sul, até o sul dos Estados Unidos no seu extremo
norte, incluindo algumas ilhas do Caribe e com exce¢do do Chile, sendo o Unico pais da
América do Sul onde nio ocorrem (FERNANDEZ; SENDOYA, 2004; HOLLDOBLER;
WILSON, 1990, 2011; KEMPF, 1972). Ademais, ocupam uma grande diversidade de
ambientes como, por exemplo, a Floresta Amazonica tropical e imida, assim como também
habitats aridos como o Cerrado e a Caatinga brasileira (FORTI et al., 2020; SIQUEIRA et al.
2018).

Pelo expressivo impacto que causam na vegetacdo e pela capacidade de se tornarem
organismos pragas, principalmente nos sistemas agricolas, em muitos casos, estas formigas sdo
reconhecidas pela sociedade por um ponto de vista negativo (CHERRETT, 1986; DELLA
LUCIA, 2003, 2011; MONTOYA-LERMA, et al., 2012; WIRTH et al., 2003). No entanto, por
essa capacidade que elas tém de modificar o ambiente, ndo apenas com a remocao do material
vegetal sendo também por meio da construcdo dos seus enormes ninhos e sua influéncia sobre
outros organismos com 0s quais tém diversas interacdes bioldgicas, estes insetos apresentam
um importante valor econdmico e principalmente ecoldgico atuando nos ambientes como
engenheiros de ecossistemas (JONES; LAWTON; SHACHAK, 1994; LEAL; WIRTH;
TABARELLI, 2014).

A capacidade de consumir uma grande quantidade e variedade de plantas é uma
caracteristica que contribui a popularidade destes insetos. No entanto, certos estudos
demonstraram que também desenvolveram a habilidade de avaliar o tipo de planta que
escolhem cortar (FARJI-BRENER, 2001; MONTOYA-LERMA, et al., 2012; URBAS, 2005).
Essa capacidade de selecdo forma parte da complexidade comportamental das formigas
cortadeiras, uma condi¢do essencial para o seu sucesso nos diversos ambientes (FARJI-
BRENER; PROTOMASTRO, 1992; FOWLER et al., 1986).

Atualmente, este grupo de formigas compreende trés géneros (e um total de 53
espécies): Atta Fabricius (17 espécies), Acromyrmex Mayr (33 espécies) e Amoimyrmex
Cristiano, Cardoso & Sandoval (3 espécies). Esta é a classificacdo taxonémica construida a
partir de caracteres morfologicos dos taxons (BOLTON, 2021; BORGMEIER, 1959;
CRISTIANO et al., 2020; GONCALVES, 1961). Desde o ponto de vista evolutivo, os estudos
filogenéticos tém evidenciado as formigas cortadeiras como um grupo monofilético dentro do

clado das Attina Superiores e 0 mais recentemente derivado de formigas cultivadoras de fungos



20

(BRANSTETTER et al., 2017b; LI et al., 2018; NYGAARD et al., 2016;) (Figura 1). No
entanto, a sistematica e filogenia das formigas cortadeiras se conhece principalmente a partir
de evidéncias obtidas no estudo de grupos mais abrangentes de formigas e ndo de forma
especifica. Neste contexto, a maior parte da bibliografia conhecida, dedicada especificamente
ao estudo da sistemaética e classificacdo de formigas cortadeiras, provém exclusivamente de
dados morfologicos (FERNANDEZ; CASTRO-HUERTAS; SERNA, 2015; GONCALVES,
1986; HOLLDOBLER; WILSON, 2011) Novos estudos sobre a evolucdo e reconstrucio
filogenética de formigas cortadeiras a partir de dados moleculares, proporcionam maiores
amostragens de taxons e, por consequéncia, resultados mais robustos com uma alta resolucéo,
se tornando importantes complementos aos estudos taxondmicos (BACCI et al., 2009;
CRISTIANO et al., 2020; CRISTIANO; CARDOSO; FERNANDES-SALOMAO, 2013;
RABELING et al., 2018; SANCHEZ-RESTREPO et al., 2019). Assim, considera-se necessario
mais pesquisas que tenham como objeto de estudo o grupo das formigas cortadeiras, em
particular, e/ou focado em algum dos seus géneros.

A seguir, apresenta-se uma sessdo particular e detalhada sobre as formigas cortadeiras

do género Atta, por ser este o principal objeto de estudo do presente trabalho.

1.5 O género Atta

As formigas do género Atta podem ser diferenciadas dos individuos dos outros dois
géneros de cortadeiras pela morfologia externa das operérias, principalmente as de maior
tamanho (Tabela 2) (BRANDAO; MAYHE-NUNES; SANHUDO, 2011; CRISTIANO et al.,
2020). As principais caracteristicas diagnosticas de Atta sdo: trés pares de espinhos presentes
no dorso do mesossoma, 0 gaster liso, sem tubérculos, e a casta de operarias altamente
polimorfica (BACCARO et al., 2015). Também ¢é possivel reconhecer o género observando a
casta de reprodutores, ja que rainhas e machos de Atta sdo de tamanho consideravelmente
maior. No entanto, esta € uma tarefa de maior dificuldade, primeiro porque individuos alados,
no geral, emergem num periodo curto do ano e em segundo lugar s&o 0s menos representados
nas cole¢Bes entomoldgicas (BORGMEIER, 1950; HOLLDOBLER; WILSON, 1990, 2011).
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Tabela 2. Principais diferengas morfoldgicas entre os géneros de formigas cortadeiras.

Atta
Atta saltensis

- Trés pares de espinhos no dorso do mesossoma. Forel

Primeiro par de espinhos pronotais ausente.

- Géster liso, sem tubérculos, muitas vezes brilhante.

Acromyrmex

. . Acromyrmex
- Quatro ou cinco pares de espinhos no dorso do lundii Guérin
mesossoma. Primeiro par de espinhos pronotais
presente ou reduzido a tubérculos.
- Géster com presenca de tubérculos, proeminentes
ou reduzidos.
Amoimyrmex

Amoimyrmex

- Quatro ou cinco pares de espinhos no dorso do striatus Roger
mesossoma. Primeiro par de espinhos pronotais
presente ou reduzido a tubérculos.

- Gaster liso sem tubérculos, brilhante e em alguns

casos com pequenas estrias.

Fonte das fotos: AntWeb.org

Atta é um género de formigas de ampla distribui¢do geografica no continente americano
(BORGMEIER, 1959; GONCALVES, 1960; JANICKI et al., 2016). Apesar disso, s6 algumas
das espécies se distribuem abrangendo grande parte da distribuicdo geogréfica total do género.
Por exemplo, enquanto espécies como A. laevigata e Atta sexdens Linnaeus se encontram
amplamente distribuidas ao longo das Américas, principalmente América Central e do Sul
(Figura 2a), outras possuem distribui¢do mais restrita, ocorrendo em alguns paises dos extremos
da distribuicdo geografica do género, como Atta texana (Buckley, 1860) e A. vollenweideri
(Figura 2b) ou apenas no Brasil, como é o caso de Atta opaciceps Borgmeier e Atta robusta
Borgmeier (Figura 2c) (FORTI et al., 2020; GONCALVES, 1960).
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Figura 2. Mapas da distribuicdo geogréfica das espécies de Atta.
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Fonte: Elaborado pela autora a partir dos dados obtidos para o presente estudo. Programa: Qgis
v2.18.14.

Atualmente, o género Atta é composto por 15 espécies existentes (Tabela 3). Séo
considerados outros dois taxons adicionais, Atta pilosa Buckley e Atta tardigrada Buckley
(BOLTON, 2021); no entanto, estes sdo incertae sedis, ou seja, se encontram sem referéncia a
especimes depositados em colecdes (0 espécimen-tipo) e suas descri¢cbes sdo inadequadas.
Quaisquer que sejam as verdadeiras identidades das duas espécies, certamente nao

correspondem a espécies de Atta como o género € atualmente conhecido.
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Tabela 3. Caracterizagdo das espécies de Atta: nome cientifico e autor, nome comum (quando conhecido),

tipo de planta que consomem e distribuicdo geogréafica.

Espécies

Nome comum

Substrato

Distribuicéo (paises)

A. bisphaerica Forel, 1908

Saliva mata pasto

Monocotiledoneas

Brasil

A. capiguara Gongalves, 1944

Sauva parda

Monocotiledoneas

Paraguai, Brasil

A. cephalotes (Linnaeus, 1758)

Sallva da mata

Dicotiled6neas

México, Belize,
Honduras, Guatemala, El
Salvador, Honduras,
Nicaragua, Costa Rica,
Ilha de Cocos, Panama,
Trinidad e Tobago,
Antilhas Menores,
Barbados, Guiana, Guiana
Francesa, Suriname,
Venezuela, Coldmbia,

Equador, Peru, Bolivia

A. colombica Guérin, 1844

Dicotiledbneas

Guatemala, Honduras,
Nicaragua, Costa Rica,

Panamd, Col6mbia

A. cubana Fontela Rizo, 1995 - Dicotileddneas Cuba
A. goiana Gongcalves, 1942 Saulva Monocotiledéneas Brasil
A. insularis Guérin, 1844 Bibijagua Dicotiledéneas Cuba

A. laevigata (Smith, 1858)

Sauva cabeca de

vidro

Ambos,
principalmente

dicotiledbneas

Colémbia, Venezuela,
Guiana Francesa, Guiana,
Suriname, Brasil, Bolivia,

Paraguai

A. mexicana (Smith, 1858)

Dicotiled6neas

Sul EUA, México,
Guatemala, Belize,
Honduras, El Salvador,

Nicaragua

A. opaciceps Borgmeier, 1939

Sallva do sertdo do

nordeste

Dicotiled6neas

Nordeste do Brasil

A. robusta Borgmeier, 1939

Sauva preta

Dicotiledbneas

Sudeste do Brasil
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A. saltensis Forel, 1913 - Dicotiledbneas Bolivia, Centro-Oeste e
Norte da Argentina,
Paraguai, Oeste do Brasil

A. sexdens (Linnaeus, 1758) Sauva limdo, Ambos, Costa Rica, Panama,
Formiga da principalmente Venezuela, Coldmbia,
mandioca dicotiledbneas Guiana Francesa, Guiana,

Suriname, Equador, Peru,
Brasil Bolivia, Paraguai,

noroeste Argentina,

Uruguai
A. texana (Buckley, 1860) - Dicotiledéneas Sul dos EUA
A. vollenweideri Forel, 1893 - Ambos, Bolivia, Centro-Oeste do
principalmente Paraguai, Oeste do Brasil,
monocotileddneas Centro-Norte e Nordeste

da Argentina, Oeste do

Uruguai
A. pilosa (Buckley, 1866) - - EUA
[unidentifiable taxa - incertae
sedis]
A. tardigrada (Buckley, 1867) - - EUA

[unidentifiable taxa - incertae

sedis]

A. praecursor Fri¢ & Bayer, - - -
1901 [ichnotaxon]

As espécies de Atta sdo polimorficas e o tamanho do corpo das operarias esta
diretamente relacionado com a funcdo que cada uma desempenha. As de maior tamanho sédo
especializadas na protecéo da coldnia e, por este motivo, sdo comumente chamadas de soldados.
Operarias de tamanho médio, geralmente, realizam o forrageio e colheita do material vegetal e
as menores desenvolvem tarefas, principalmente, dentro do ninho, como a manutencdo do
jardim de fungos e cuidado da rainha e da prole. Além disso, as dimensdes que as colbnias de
Atta alcancam s@o gigantescas; os ninhos adultos podem viver em média 15 anos, atingir

milhdes de operarias e criar centenas de jardins de fungos simbiontes (FERNANDEZ;
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CASTRO-HUERTAS; SERNA, 2015; FERNANDEZ; SERNA, 2019; HOLLDOBLER;
WILSON, 2011).

Na construcdo do seu ninho, as formigas cortadeiras do género Atta atuam como
verdadeiras arquitetas. Um bom exemplo disso é o fantastico experimento que fizeram o
professor Luiz Carlos Forti e a sua equipe de pesquisa da Universidade Estadual Paulista
(UNESP-Botucatu). Durante trés dias, os pesquisadores preencheram uma colonia adulta de A.
laevigata com aproximadamente dez toneladas de cimento. Apds um més, procederam a
escavacao e obtiveram como resultado a estrutura representativa de uma coldnia de oito metros
de profundidade e mais de 300 metros de didmetro, com até 8.000 camaras internas e inimeros
tlneis. A partir deste estudo, estimou-se que, para a construcdo de um formigueiro de dimenséo
e arquitetura semelhantes, as operarias precisam remover 40 toneladas de terra e andar uma
distancia equivalente a um quilémetro até a superficie do solo com cada uma das cargas (L. C.
FORTI et al., dados ndo publicados; MOREIRA et al., 2004).

Como podemos perceber, este género de formigas alcanca um nivel de importancia
muito grande por varias razdes. Por um lado, é um grupo bem destacado dentro de Formicidae
no geral e, particularmente, dentro do grupo das formigas cultivadoras de fungos como um dos
géneros mais recentes e especializados. Além disso, essas formigas desempenham papéis
fundamentais nos ecossistemas com a sua participacdo nas diversas interacdes simbioticas,
como herbivoros dominantes, engenheiros de ecossistemas e de importancia econémica como
pragas agricolas no Brasil e diversos outros paises da Regido Neotropical (BACCI et al., 1995;
CORREA et al., 2016; HERZ; BEYSCHLAG; HOLLDOBLER, 2007; LEAL; WIRTH;
TABARELLI, 2014; MOUTINHO; NEPSTAD; DAVIDSON, 2003; OLIVEIRA et al., 2018;
STERNBERG et al., 2007).

Apesar de Atta ser um género muito bem estudado na sua biologia e ecologia, varios
aspectos na sua evolucéo, biogeografia e taxonomia ainda permanecem sem resolugédo. Estudos
que abordem estes assuntos séo relevantes no preenchimento de lacunas no conhecimento sobre

este t&o caracteristico e importante grupo.

1.6 A filogendmica como ferramenta para estudos em sistematica e evolucéo de formigas

Na ciéncia moderna, os estudos filogenéticos nos grupos de formigas tém avancado
muito gracas as técnicas que utilizam dados gendmicos (BLAIMER et al., 2015; NYGAARD
et al., 2016; WARD et al., 2016). Durante a ultima década, a captura e sequenciamento de

Elementos Ultra-conservados ou UCEs, tem sido um dos recursos mais eficientes nos estudos
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de sistematica animal e biogeografia (DO AMARAL et al., 2015; FAIRCLOTH et al., 2015;
GUEUNING; FREY; PRAZ, 2020; MCCORMACK et al., 2012).

Os UCEs sdo regides gendmicas fortemente conservadas ao longo da evolucdo
(BEJERANO et al., 2004) que, juntamente com suas regides vizinhas variaveis, sdo usados
como marcadores moleculares para estudos filogenéticos e analises de datacéo por divergéncia
(CRAWFORD et al., 2012; FAIRCLOTH et al., 2012; SMITH et al., 2014). Na mirmecologia,
a utilizacdo de UCEs permitiu a obtencdo de evidéncias com alto suporte sobre as relacdes
filogenéticas em varios niveis. Por um lado, aquelas entre as formigas e seus grupos irmaos
mais recentes, vespas (Apoidea) e abelhas (BRANSTETTER et al., 2017a; FAIRCLOTH et al.,
2015). Por outro lado, permitiu elucidar diversificacbes em subfamilias e tribos de Formicidae
(BOROWIEC, 2019; PREBUS, 2017, 2020; WILLIAMS et al., 2020), até com uma resolucao
superior a fornecida por dados de sequéncia multilocus tradicionalmente usados em
reconstrucgdes filogenéticas (BLAIMER et al., 2015). Dentro do grupo de formigas cultivadoras
de fungos, gracas aos UCEs, também houve progresso no conhecimento de relagdes
filogenéticas que eram consideradas taxonomicamente conflitantes (género Sericomyrmex,
JESOVNIK et al., 2017).

Assim, consideramos que gerar dados de UCESs é uma estratégia muito promissora para
caracterizar a biogeografia de Atta e estudar a historia evolutiva do género. Além disso, baseado
no estudo destes marcadores moleculares, também estd em andamento a revisdo filogenética de
outros dois géneros de formigas cultivadoras de fungos, Cyphomyrmex (por E. Z.
ALBUQUERQUE et al.) e Acromyrmex (por C. RABELING et al.). Estas serdo, sem duvida,
pecas chaves do quebra-cabeca nos estudos filogenéticos do grupo de formigas attineas que,
em conjunto com os resultados obtidos a partir do presente estudo, nos permitirdo fortalecer o

conhecimento sobre o grupo Attina.

1.7 Objetivo Geral

A partir do presente estudo filogenético molecular, nos propomos gerar um grande
conjunto de dados gendmicos de Atta que permita resolver as relacfes filogenéticas ainda
indeterminadas de seus clados e reconstruir a histéria evolutiva do género fornecendo novas
evidéncias sobre sua origem, datas de divergéncia e padrbes biogeograficos. Esperamos que
nossos resultados fornegcam informacgfes adicionais que possam contribuir nos estudos

evolutivos e taxondmicos de formigas cortadeiras e outras formigas attineas.
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COLABORACAO EXTERNA

Para a execucdo desta pesquisa de doutorado contamos com a colaboragédo do Dr.
Christian Rabeling, como co-orientador do estudo, e da sua equipe de pesquisa na School of
Life Sciences da Arizona State University (ASU) em Tempe, AZ, EUA. No Rabeling Lab, os
estudos sdo especializados em mecanismos de especiacdo e diversidade bioldgica de formigas,
bem como na ecologia evolutiva de interagdes simbidticas entre formigas e outros organismos.
As pesquisas do Dr. Rabeling envolvem historia natural, comportamento, taxonomia, bem
como filogenética, genética populacional e genémica de formigas. Esta colaboracdo e
compromisso com nosso estudo envolveu assisténcia nos trabalhos de campo, financiamento
econdmico, fornecimento de infraestrutura, materiais e insumos de laboratoério, assim como o
acesso e utilizacdo da propria colecdo entomoldgica que faz parte do laboratério do Dr.
Rabeling na ASU.

Além disso, contamos com a colaboragdo do Dr. Jeffrey Sosa-Calvo no treinamento da
aluna nos métodos de laboratorio (procedimentos de coleta e tratamento de UCES) e nas analises
dos dados; e do Dr. Ted R. Schultz no planejamento e organizacdo do projeto, assim como
também com contribuicdo académica na elaboracdo do manuscrito produzido para sua
publicacao cientifica. Os Drs. Sosa-Calvo e Schultz sdo pesquisadores do National Museum of
Natural History, Smithsonian Institution, em Washington, DC, EUA e, assim como também o
Dr. Rabeling, ha véarios anos formam parte de uma equipe de trabalho em parceria e colaboragédo
com o diretor e orientador deste estudo. No Smithsonian Institution, estes cientistas, dirigem e
acompanham importantes projetos de pesquisa sobre evolucdo e sistematica de formigas,
especialmente as formigas cultivadoras de fungos, ecologia histérica e evolucdo do
comportamento de cultivo de fungos, teoria e método de andlise filogenética, métodos

quantitativos para avaliar a biodiversidade de formigas, entre outros.
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3. CONSIDERACOES FINAIS

Pela sua grande importancia ecoldgica e econémica, 0 género Atta é um dos grupos de
formigas protagonistas em diversos tipos de estudos envolvendo biologia, comportamento,
ecologia, controle e as interagOes entre elas, outros organismos e 0 meio ambiente. No entanto,
este género era considerado um dos grupos de formigas mais carentes de uma melhor
compreensdo da filogenia e da evolucédo das espécies.

Realizamos um estudo das relacbes filogenéticas, datacdo de divergéncia e
biogeografica do género Atta usando Elementos Ultra-conservados (UCEs). Nossos resultados
representam a filogenia e o estudo sobre a evolucdo de Atta mais completo até 0 momento, com
implicacdes para a historia evolutiva e filogenia das formigas cultivadoras de fungos no geral e
para as formigas cortadeiras em particular. Proporcionamos um estudo mais robusto que os
estudos anteriores na mesma area devido a que envolvemos um maior niumero de espécies de
Atta e abrangemos em grande proporc¢éo a area geogréafica de cada uma delas, particularmente
espécies de ampla distribuicdo, incluindo uma quantidade superior de espécimes. Além disso,
recuperamos uma maior quantidade de loci de UCE como marcadores filogenéticos e as 14
espécies estudadas com o maior suporte. Assim, nossa ampla amostragem de tdxons e 0s
métodos filogenéticos aplicados permitem uma maior resolucdo na histdria evolutiva dessas
espécies e um melhor conhecimento da sistematica, biogeografia e evolucdo de Atta
fornecendo, ademais, uma sélida base para futuros estudos taxonémicos.

A partir da definicdo das relacBes filogenéticas entre as espécies e uma combinacao
entre as estimacdes das datas de divergéncia e o cenario biogeografico envolvido ao longo da
evolucdo, o nosso estudo revela importante informacdo que permite reconstruir a histdria
evolutiva de Atta. A recente e rapida radiacdo das espécies de Atta € uma das conclusfes mais
interessantes, e quica a mais importante, deste trabalho. Estamos na presenca de um grupo de
formigas muito jovem que tem abarcado uma enorme distribui¢do e conquistando os diversos
ambientes com muito sucesso, tendo comecgado sua diversificagdo h& pouco tempo (8.5 milhGes
de anos) e alcangando 0 maximo da sua especiacdo em apenas os ultimos 2.0 milhdes de anos.
Além disso, embora o0 género Atta tenha uma origem norte-americana, sua expanséo pelo resto
do continente foi muito rapida e € na Ameérica Central e do Sul onde atualmente sua distribuicéo
e diversidade de espécies predominam. Desta forma, resulta muito previsivel pensar que a
adaptacdo ao clima tropical e aos ambientes abertos que essas formigas possuem contribuiram
ao sucesso de colonizagdo, obtendo posteriormente uma maior diversificagdo na Ameérica do

Sul, e principalmente no Brasil, como consequéncia da expansdo dos Cerrados. Por fim, que
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espécies de Atta amplamente distribuidas tenham condicionado a reconstrucao biogeogréfica
do género, sugere que essas espécies podem reter informacdes histdricas sobre as distribuicdes
ancestrais. Este € um ponto muito interessante ao observar que cada uma destas espécies forma
parte de um subgrupo filogeneticamente semelhante junto a espécies de distribuicdo restrita.
Considerando as novas evidéncias levantadas acima sobre este grupo de formigas téo
importante e popular, acreditamos que nossa investigacdo sera de interesse ndo apenas para
cientistas interessados em sistematica, filogenética molecular e biogeografia, sendo também
para aqueles interessados em ecologia, controle de pragas e entomologia aplicada no geral,
incluindo, especificamente, aqueles interessados em mirmecologia aplicada, ou seja, 0 estudo

das formigas de alta importancia biol6gica e econémica.

Fim do documento.





