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RESUMO

A grande diversidade das formigas implica na enorme variedade de habitats de
nidificagéo, preferéncias alimentares e comportamento social com divisédo de
trabalho, além da estruturacdo de seu ninho que por sua vez, podem revelar
parte de sua histdria evolutiva. Camponotus textor é uma espécie teceld, a qual
constréi seu ninho a partir da seda produzida pelas suas proprias larvas,
garantindo um dos mais notaveis exemplos de cooperacdo social. E uma
formiga arboricola e de grande importancia para a agricultura, ja que pode
nidificar no cafeeiro (Coffea arabica) e ser usada como agente de controle
biologico impedindo o estabelecimento de outras pragas. Atualmente, existem
poucos estudos abordando comportamento, fisiologia, = genética,
endossimbiontes e filogenia desse grupo. Segundo dados da literatura, 0 DNA
mitocondrial tem sido utilizado em analises de filogenia devido ao 6timo nimero
de cépias por célula, altas taxas mutacionais e pouca ou nhenhuma
recombinacdo. Sendo assim, o0 presente trabalho visa realizar o
sequenciamento de um fragmento do DNA mitocondrial de popula¢des distintas
de Camponotus textor para ser utilizado como marcador molecular, tornando-
se uma ferramenta para diferenciacdo de populacbes e determinagdo das
relagBes filogenéticas entre outras espécies de formigas relacionadas. Foi feita
a extracdo do DNA em TNES (Tris, NaCl, EDTA, SDS), seguida da
amplificacdo da regido COIl (citocromo oxidase 1) do DNA mitocondrial
utilizando-se os primers elaborados para este trabalho e o sequencimento foi
realizado no 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). As sequéncias
obtidas foram editadas no BioEdit, e posteriormente comparadas com o banco
de dados GenBank, utilizando-se a ferramenta BLAST, e assim a construcdo
da andlise filogenética através do programa MEGA. Foi possivel a separacéo
das cinco populacdes em duas linhagens distantes geograficamente.

Palavras- chave: Camponotini, formiga tecelad e Citocromo Oxidase | (COl).
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1- INTRODUCAO

As formigas constituem um ter¢co da biomassa dos insetos das florestas
tropicais Umidas da América do Sul e pertencem a uma Uunica familia
Formicidae da ordem Hymenoptera. Existem cerca de 20.000 espécies de
formigas, as quais séo distribuidas em ramificagfes evolutivas com sucesso
ecolégico. Isto deve-se ao fato de ser o primeiro grupo de predador social,
explorando o solo e a vegetacdo. A grande diversidade do grupo € oriunda das
variedades de nidificacdo, preferéncias alimentares e comportamento social
com divisdo de trabalho (WILSON, 1987; HOLLDOLBLER; WILSON, 1990).

A interagdo das formigas com as plantas pode dar-se de diferentes
maneiras. Elas podem atuar como dispersoras de sementes, polinizadoras,
herbivoras, além de utilizad-las como hospedeiras para a nidificacdo, como € o
caso das formigas tecelds, as quais constroem seus ninhos preferencialmente
sobre a vegetacio arbérea (HOLLDOLBLER; WILSON, 1990).

As formigas tecelds constroem seu ninho a partir da seda que é
produzida pelas suas proprias larvas, e esta forma de construcdo é um dos
mais notaveis exemplos de cooperacéo social em animais (HOLLDOLBLER E
WILSON, 1977).

Esse comportamento € observado em 15 espécies em trés diferentes
géneros: Oecophylla, Polyrhachis e Camponotus (Karavaievia), das regides
paleotropicais e australianas e dois da regido neotropical, Dendromyrmex e
Camponotus (Myrmobrachys) (HOLLDOLBLER; WILSON, 1990).

O presente trabalho aborda a espécie Camponotus textor, a qual € uma
formiga teceld comum em matas da América Central e a do Sul. Embora seja
abundante, ndo ha estudos suficientes sobre esta espécie no Brasil. Em geral,
0s estudos existentes sobre C. textor descrevem superficialmente o
comportamento de tecelagem e a construgcao de ninhos (SCHREMMER, 1979).

Héa na literatura poucos dados consistentes sobre habitos alimentares,
biologia e ecologia comportamental deste grupo, que pode trazer vantagens
para o homem, ao atuar no controle de pragas, uma vez que pode nidificar no
cafeeiro (Coffea arabica), e ndo permitir o estabelecimento de outra praga
(PHILPOTT, 2005).



O DNA mitocondrial tem sido extensivamente utilizado para estudos
evolutivos, populacionais e demograficos em termos de populacdo e espécies
de formigas (ABBOTT et al., 2007; DRESCHER et al., 2007; QUEK et al., 2007;
SHOEMAKER et al., 2006). Seu uso para estudos filogenéticos deve-se ao fato
do DNA mitocondrial ndo possuir mecanismos de reparo de mutacées como o
que ocorre com o DNA nuclear, as mutacées podem ser acumuladas se
selecionadas favoravelmente e apresenta heranca materna, que é a
propriedade mais importante (WATSON et al., 1993; AVISE, 1994).

O genoma mitocondrial de varias espécies de insetos tem sido
sequenciado, como €& o caso de Drosophila yakuba (CLARY;
WOLSTENHOLME, 1985), Apis mellifera (CROZIER; CROZIER, 1993),
Anopheles quadrimaculatus (MITCHELL et al., 1993), Anopheles gambiae
(BEARD et al., 1993), Cochliomyia hominivorax (LESSINGER et al., 2000), e
Bombyx mandarina (YUKUHIRO et al., 2002).

Com o sequenciamento de um fragmento do DNA pode-se obter o gene
codificador da proteina citocromo oxidase Il, o qual € um dos mais utilizados
para estudos em insetos (SIMON et al., 1994) e o da citocromo oxidase |, que &
a sequéncia mais conservada em termos de evolucdo de aminoacidos. Esta
dltima tem sido extensamente estudada e ha propostas de utiliza-la como um
DNA barcoding (codigo de barras de DNA) na diferenciacéo e identificacdo de
espécies de animais (HERBERT et al., 2003; RATNASINGHAM; HEBER,
2007; SMITH et al., 2005).
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2- OBJETIVOS

Diante da abundancia e da ampla distribuicdo da espécie Camponotus
textor no territério brasileiro, os objetivos do presente trabalho foram
caracterizar cinco populacbes de Camponotus textor provenientes de
localidades diferentes através de analises de sequéncias do DNA mitocondrial,
especificamente da sequéncia génica referente a citocromo oxidase |, verificar

o grau de parentesco dessas populacdes e realizar inferéncias filogenéticas.
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3- REVISAO DA LITERATURA

3.1 As formigas tecelas
Foi adotada neste trabalho a definicdo de teceld aquelas formigas as

quais usam predominantemente a seda produzida pelas larvas para a
construcéo do proprio ninho, excluindo assim os casos em que as formigas
obtém seda de fora (como de aranhas) ou quando a seda € produzido pelas
operarias, como no género Melissotarsus, cujos adultos produzem seda
(FISHER; ROBERTSON, 1999). Assim definida, a tecelagem é restrito a
Formicinae (HOLLDOLBLER; WILSON, 1990)

Existem trés géneros de formigas que exibem o comportamento de
tecelagem nas regides paleotropicais e australianas: Oecophylla, Polyrhachis e
Camponotus, e dois géneros nas regides neotropicais: Dendromyrmex e
Camponotus (Myrmobrachys). Acredita-se que o0 mais alto nivel de
especializacdo do comportamento de tecelagem seja alcancado pela
Oecophylla devido a grande cooperacdo entre as operarias, seguindo pelas
Polyrhachis e Camponotus com nivel intermediario, e Dendromyrmex com 0
nivel mais rudimentar (HOLLDOLBLER; WILSON, 1990).

A espécie teceld mais conhecida é a Oecophylla longinoda da Africa,
(que possui 0 gene citocromo oxidase | (COI) depositado no Genebank), cujas
operarias selecionam as folhas mais adequadas para a construcdo do ninho,
formando uma bolsa de folhas e formigas. Em seguida, as larvas no estagio pré
pupa sao recrutadas para o local e dao inicio a producéo de seda.

Os detalhes de comportamento de tecelagem variam significativamente
entre 0s géneros, e tem sido sugerido que a tecelagem evoluiu separadamente
quatro vezes (HOLLDOLBLER; WILSON, 1990).

A tribo Camponotini contém a maioria das formigas tecelas conhecidas,
exceto o género Oecophylla (tribo Oecophyllini). A medida que a tribo
Camponotini forma um clado extremamente robusto e monofilético (100% de
apoio bootstrap; Figura 1), parece ser razoavel presumir que a tecelagem teve

pelo menos duas origens distintas: uma na tribo Oecophyllini e pelo menos

uma vez na tribo Camponotini (JOHNSON et al., 2003) .
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Também € provavel que tenha havido multiplas origens em ambos o0s
géneros Camponotus e Polyrhachis, ndo sendo assim monofiléticos
(BECKENBACH et al., 2005).

Ainda segundo Johnson et al. (2003) os resultados moleculares
suportam a idéia que houve origens distintas do comportamento de tecelagem
entre 0s géneros Camponotus, Polyrhachis e Dendromyrmex. Isto é
consistente com analises morfologicas das glandulas de fiacdo das larvas
(HOLLDOLBLER; WILSON, 1983), que sugerem que a tecelagem do ninho nas
formigas evoluiu separadamente em cada um dos quatro géneros ( Figura 1).

O género Camponotus (Mayr) compreende cerca de 2.111 téxons
(BOLTON et al., 2006) e sdo conhecidas como formigas carpinteiras, podendo
causar danos econdémicos ao homem atacando, por exemplo, colbnias de
abelhas (AKRE; HANSEN, 1990). A formiga Camponotus textor é uma espécie
tecela que foi analisada neste trabalho por ser pouco estudada.
Representantes desta espécie sdo comuns nos cerrados brasileiros e podem
beneficiar as plantas através da predacao dos herbivoros (DEL-CLARO et al.,
1996).
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Figura 1: Arvore filogenética proposta por JOHNSON, et al. (2003) baseada em dados
moleculares (DNA nucleolar), evidenciando que a tribo Camponotini € monofilética.

3.2 - Biologia da tecela — Camponotus textor
Santos e Del-Claro em 2009 abordaram varios aspectos do

comportamento e ecologia dessa formiga, evidenciando que C. textor, assim
como outras tecelds, utiliza grande parte do tempo na construgcdo e
manutencao de seus ninhos; porém, realiza maior investimento na producéo de
seda do que as demais formigas tecelds. O fato de ser poliginicas e possuir
abundancia no numero de operarias indica que o ninho pode se fragmentar em
ninhos satélites como defesa, minimizando a taxa de mortalidade causada por
fatores bidticos e abidticos (SANTOS; DEL-CLARO, 2009).
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Estudos recentes revelaram que as larvas produzem seda apenas no
altimo instar. Esta seda € utilizada tanto para a constru¢cao do ninho, como do
proprio casulo da pupa. Neste Ultimo evento, a larva ndo se alimenta mais de
dieta sdlida, indicando que a necessidade energética para a metamorfose ja foi
estocada. Com auxilio do microscépio eletronico de varredura, as fotos
revelaram que a espécie em questdo é polimorfica, diferente do que foi
proposto por Wheeler em 1915 (ZARA et al., 2010).

Sobre o comportamento de tecelagem, sabe se que assim como em
Oecophylla, a operéaria de C. textor transporta entre as mandibulas a larva até o
substrato para que ela produza a seda que constituira o ninho, que de uma
maneira geral é ovoide de cor bege tendendo para o marrom, com folhas e
galhos aderidos a parede (Figura 13).

Camponotus textor forrageia principalmente na vegetacdo da arvore
hospedeira e até naquelas proximas. Alguns individuos foram encontrados
também forrageando no solo, proximo ao ninho. A maior atividade da colbnia
foi observada entre 10 e 13 horas, com decaimento ao anoitecer, deixando a
noite para a confeccdo de seu ninho. A alimentacdo € baseada em néctar
extrafloral, secrecdes de lagarta de borboleta, exudato de homopteros,
secrecdes de frutos, predacdo de varios insetos (como Diptera, Hymenoptera,
Coleoptera, Lepidoptera, e Neuroptera), aracnideos, e carnica de animais. Os
inimigos naturais sdo as aranhas (Salticidae) e outras formigas pequenas como
dos géneros Monomorium e Pheidole (SANTOS, 2002).

Estudar este grupo pode trazer vantagens para o homem, ao atuar no
controle de pragas, uma vez que pode nidificar no cafeeiro (Coffea arabica),
ndo permitindo assim o estabelecimento de diversas outras pragas, e
principalmente da broca (Hypothenemus hampei - Coleoptera) (PHILPOTT,
2005).

3.3- Classificacéao

Quanto a nomenclatura, o catalogo elaborado por Kempf (1972) cita
Camponotus senex textor duas vezes: uma descrita por Forel em 1899 com
distribuicdo da Costa Rica até o Brasil (PA), e outra de variagdo C. textor

ruficylpeus descrita por Emery em 1920, também com distribuicdo no Brasil.
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Bolton (1995) cita como nomes validos Camponotus senex textor e Bolton
(2006) refere a duas subespécies: Camponotus (Myrmobrachys) senex senex
(Smith, 1858) com distribuicdo do Brasil ao Meéxico e Camponotus
(Myrmobrachys) senex textor (Forel, 1899) com ocorréncia na Costa Rica.
Mackay (prelo) cita que Camponotus senex vem sendo identificada
erroneamente baseada em caracteres morfolégicos e sugere a distribuicdo
representada na Figura 2. Uma vez que se ignora a variagdo com base no
tamanho das operarias e na cor, torna-se claro que existe apenas uma espécie
em questdo. Assim, Camponotus (Myrmobrachys) senex textor, variacédo

ruficylpeus Emery, 1920 é tida como um sinbnimo de Camponotus senex.
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Figura 2: Mapa de distribuicdo de Camponotus senex elaborado por Mackay (no
prelo).

Por sua vez, Longino (2006) revisou alguns taxons de formigas e
formalmente separou Camponotus senex textor em Camponotus senex e
Camponotus textor uma vez que a primeira nao foi confirmada como sendo
formiga teceld, mas sim, uma oportunista moradora em cavidades. Portanto, a

formiga teceld em questdo encontrada no Brasil € a Camponotus textor.

3.4- DNA Mitocondrial
Com o avanco das técnicas de biotecnologia (Reagdo em Cadeia da

Polimerase -PCR e Sequenciamento de DNA) e ainda a sintese de primers

universais foi possivel a analise de fragmento de DNA mitocondrial para muitas
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espécies ainda desconhecidas quanto as caracteristicas moleculares,
permitindo assim inferéncias filogenéticas (PALUMBI, 1996).

Marcadores mitocondriais s&o populares entre 0s geneticistas, em parte
por causa do seu uso na identificacdo de espécies (BENZIE et al., 2002).
Mesmo tendo dimensGes minimas perto do genoma nuclear, o DNA
mitocondrial ndo é de dificil manipulac&o, pois possui um grande numero de
copias. Assim, estes DNA tém sido utilizados extensivamente como ferramenta
desde que se tornou viavel na década de 70, em estudos evolutivos, fluxos
génicos, estudos de biogeografia e relacbes filogenéticas (MORITZ et al.,
1987).

De acordo com Lewin (2007) observacfes de caracteristicas genéticas
gque nao se enquadram nos padrées mendelianos de segregacdo sao
evidéncias da presenca de genes extranucleares. Tais observacdes sao do
inicio do século passado, periodo da redescoberta das leis de Mendel. Esses
padrbes diferenciados se devem a presenca de um genoma mitocondrial e de
cloroplastos, herdados de maneira independente em relacdo aos genes
nucleares, conforme constatado posteriormente. Como decorréncia da
fecundacdo, os genes mitocondriais sdo herdados maternalmente e sé&o
transmitidos para as geracdes sucessivas, sem ocorréncia de mecanismos de
recombinacdo. A heranca paterna de genes mitocondriais, entretanto, ainda
gque em diminutas porcdes, pode ocorrer, conforme ja constatado em
mamiferos, inclusive no homem (SCHWARTZ; VISSING, 2002).

Estudos de espécies de vertebrados geralmente tem mostrado que
sequéncias divergentes se acumulam mais rapidamente no DNA mitocondrial
do que no DNA nuclear (BROWN, 1985). Tal fato é atribuido as rapidas taxas
de mutacdo no DNA mitocondrial (mtDNA) que podem ser resultado da
auséncia de um mecanismo de reparo durante a replicagdo (WILSON et al.,
1985) e do menor tamanho efetivo da populacdo devido a heranca maternal do
genoma mitocondrial hapléide (BIRKY et al., 1989).

O genoma mitocondrial tem um arranjo eficiente. Nele os introns séao
ausentes, e ha pequenos espacos intergénicos em que matrizes de leitura se
sobrepdem. A regido de controle e fundamentalmente nédo-codificante, e é
responsavel pela regulacédo da transcricdo das cadeias pesadas e leves e da

7

replicacdo. O gene da citocromo oxidase subunidade | é extremamente
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importante no mecanismo energético das espécies, pois faz parte da cadeia
transportadora de elétrons, e € um dos mais estudados (DINIZ, 2005).

Com uma organizacdo simples, o DNA mitocondrial possui uma dupla
fita circular, contendo 37 genes, dos quais dois codificam RNAs ribossémicos,
22 RNAs transportadores e 13 proteinas, além da regido nao-codificante,
chamada regido controle ou D-Loop, rica em A+T, responsavel pela replicacdo

e transcricdo do genoma da mitocéndria (HOY, 2003).

3.5- Filogenia de Formicinae baseada em dados morfologicos

Dolichoderinae

Formica  Formicini
Oecophylla Oecophyllini
Stigmacros Plagiolepidini
Camponotus

Polyrhachis

Camponotini
Dendromyrmex

Calomyrmex

Lasius -y
< Lasiini

Paratrechina

Melophorus

Melophorini

Notoncus

Figura 3: Arvore filogenética de Formicinae baseada em caracteres morfolégicos, proposta por
Bolton (1994), extraida de Johnson et al. (2003).

A familia Formicidae inclui varios géneros em que o comportamento de
construcdo de ninhos com tecelagem tem sido observado (Oecophylla,
Polyrhachis, Camponotus e Dendromyrmex).

Analisando a arvore filogenética de Formicinae (Figura 3), os géneros
Camponotus, Polyrhachis, Dendromyrmex e Calomyrmex constituem a tribo
Camponotini, e esta ndo apresenta um representante teceldo apenas no

género Calomyrmex.
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Ja4 o0 outro género que possui este comportamento de construcdo de
ninhos com tecelagem é o Oecoplhylla da tribo Oecophyllini.

Ambas as tribos ndo estdo estritamente relacionadas analisando as
caracteristicas morfolégicas (Figura 3), mas acredita-se que ocorreu uma
convergéncia adaptativa entre Camponotini e Oecophyllini do comportamento

de tecelagem.
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4- MATERIAIS E METODOS

4.1 - Coleta, identificacao e conservacao dos exemplares

Os exemplares utilizados no presente trabalho foram coletados no
estado de Sao Paulo, nas cidades de S&o Jodo da Boa Vista, Santa Rita do
Passa Quatro, Limeira e Rio Claro (Tabela 1).

Operarias foram mantidas em alcool 80% sob congelamento até o

momento de processamento para evitar a degradacao do DNA.

Tabela 1: Localizagdo das 5 populagdes de Camponotus textor utilizadas neste trabalho.

Camponotus textor Cidade/ Estado Coordenadas
22° 23" 42,3"
Populagdo 1 Rio Claro/ SP S 3423
W 47°32'33,4"
Populagdo 2 Limeira/ SP 52273352
W 47°24' 01"
Populagdo 3 Santa Rita do Passa Quatro/ SP 521°42703,52
W 47°29'22,35"
210 1 1 n
Populagdo 4 Sd0 Jodo da Boa Vista/ SP S >8'10
W 46° 47' 56"
- . N . S$21°58'10"
Populagdo 5 S30 Jodo da Boa Vista/ SP
W 46° 47' 56"

4.2- Extracédo de DNA
As formigas foram trituradas, utilizando-se 50 pl de solucdo TNES

(250 mM Tris pH 7.5, 2 M NaCl, 100 mM EDTA, 2.5% SDS) em tubos de 1,5
ml. Apos trituragdo mais 500 pl de TNES foram colocados. A solugéo foi entdo
agitada em vortex. O material foi incubado em banho térmico a 55°C pelo
periodo de 3 horas. Foi adicionado 200 pl de solucdo de precipitacdo de
proteina (NaCl 5 M) e ap0s agitacdo em vortex 0s materiais foram
centrifugados por 6 minutos a 15.000 G. Os sobrenadantes formados foram
entdo transferidos para tubos novos, adicionando-se 600 pl de isopropanol
100%, sob agitacdo suave. A solucdo foi entdo centrifugada por 5 minutos a
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15.000 G. O sobrenadante foi descartado. Apos adicdo de 600 pl de etanol
70% o material foi centrifugado a 15.000 G por 6 minutos (MARANHAO;
MORAES, 2003). 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 confirmacao da extracao foi feita em gel de agarose 1%, corado com
brometo de etidio ou sybr®, que se intercala entre as bases do DNA, e 0 uso
de radiacao ultravioleta permitem a visualizacdo de bandas (NASCIMENTO et
al.,1999; SOUZA, 2003).

4.3- Desenho dos Primers
A fim de detectar-se a presenca de DNA nas amostras de DNA do

género Camponotus foi feito o desenho de primers especificos (Camp F e
Camp R) a partir de sequéncias de outras Camponotus, garantindo a
especificidade do produto. Para tanto as sequéncias foram recuperadas do
GenBank e alinhadas utilizando-se o programa BioEdit 7.0.5 (HALL, 1999). A
qualidade dos primers foi testada pelo programa GeneRunner 1.00
(http://www.generunner.net/).

Desta maneira, o primer especifico de Camponotus foi desenvolvido:
Camp F- ATCTCCYGATATAGCYTACC e Camp R-
GCYCGWGTATCAATATCTA, sendo o0 Y correspondente as basesCe T,e W

correspondente as bases Ae T.

4.4- Andlise do DNA Mitocondrial
Apds a descricdo da técnica da reacdo de polimerizacdo em cadeia

(PCR) pelo bioquimico Kary Mullis (1985), foi iniciada uma revolucdo na
Biologia Molecular (SIMON et al., 1994). Esta técnica aumentou a eficiéncia de
deteccdo de polimorfismos do DNA ou RNA, diminuiu o tempo de execucéo
dos experimentos, aumentou a velocidade dos processos de sequienciamento e
facilitou a selecdo de regibes de genes especificos (MATIOLI; PASSOS-
BUENO, 2001) Com esta técnica, necessita-se de pouco material bioldgico,

facilitando assim o estudo de individuos pequenos (PAABO, 1990).
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No presente trabalho foi utilizado o Kit Pure Tagq Ready-To-Go-PCR
Beads (GE Helthcare). Para o DNA de formigas foi utilizado 2y de Beat, o
primer especifico para Camponotus que foi desenvolvido, com 1y DNA da
amostra, e foi colocado no termociclador. A técnica consiste de ciclos
repetitivos; cada ciclo esta dividido abaixo:
1° passo (94-96°C) - Desnaturacdo do DNA a alta temperatura, devido ao
rompimento das pontes de hidrogénio que unem as duas fitas.
2° passo (30-60°C) - Anelamento dos primers em posicdes especificas (essa
temperatura € definida em funcéo da sequéncia nucleotidica dos primers).
3° passo (72-75°C) - Extensao da sequéncia a ser amplificada pela acao da
DNA polimerase (AUSUBEL et al., 2003; WEAVER, 2001).

A Taqg é fundamental para que ocorra 0 anelamento; esta é um tipo de
polimerase e é termoestavel. Para uma boa atividade da Taq é necessario que

seu co-fator esteja presente, isto é, no caso, o Magnésio.

4.5- Purificac&o de produtos por PCR
Foi utilizado o kit GFX PCR e Gel Band Purification Kit (GE Healthcare),

seguindo as recomendagdes do fabricante. O resultado da purificacdo foi

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

4.6- Reacao de Sequenciamento de DNA e purificacao dos
produtos
Foi necessario o Kit DYEnamic ET Cycle Sequencing Kit (GE

Healthcare), o qual possui o Save Money e o Premix, além do primer. Uma
peculiaridade deste procedimento € que no sequenciador usa-se um primer
apenas, pois também foi utilizado uma fita como molde. Portanto, a reacdo
acontece duas vezes, uma vez para cada Primer F e R. A reacéo, entao, foi
submetida ao termociclador. Posteriormente, foi adicionado tampao de acetato
de sodio/ EDTA, sendo este capaz de reduzir a quantidade de terminadores
nao incorporados que precipitam com DNA, eliminando manchas que distorcem
os dados do Sequenciamento. Foi necessario usar o etanol para a precipitagao
do DNA.
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4.7-Sequenciamento
O sequenciamento do &acido desoxiribonucleico (DNA) foi descrito

primeiramente por Sanger et al. em 1977 e é considerado um dos feitos
cientificos mais importantes da ciéncia.

Pelo método de Sanger, uma fita simples de DNA gue sera sequenciada,
€ hibridizada com um primer de desoxinucleotideos marcado na ponta 5. As
misturas de reacéo sao preparadas onde os primers utilizados serdo elongados
por uma DNA polimerase. Cada mistura contém os quatro desoxinucleosideos
trifosfato normais mais um dos quatro didesoxinucleosideos trifosfato em uma
razdo de aproximadamente 1/100. Uma vez que um didesoxinucleotideo néo
tem ponta 3'-OH, ndo € possivel haver elongacdo a partir do nucleotideo
adicionado, parando a reacéao.

Desta forma, cada mistura de reacdo produzira cadeias prematuramente
terminadas de acordo com toda ocorréncia de um didesoxinucleotideo
adicionado. Cada mistura é entdo separada em um gel de sequenciamento por
eletroforese para se detectar cada um dos nucleotideos presentes na
sequéncia de DNA lida (DARNELL et al., 1990).

A leitura das sequéncias foi feita pelo sequienciador automético 3130
Genetic Analyzer (Applied Biosystems) em gel de poliacrilamida que possui

poder de resolucdo maior do que o da agarose.

4.8-Bioinformatica
Um banco génico (GenBank) foi criado na internet para armazenar

sequéncias e torna-las acessiveis para qualquer pesquisador e existem
atualmente, aproximadamente 106.533.156.756 bases em 108.431.692
registros de sequéncia no GenBank em divisbes tradicionais e
148.165.117.763 bases de 48.443.067 registros de seqiéncia na divisdo de
WGS (Whole Genome Shotgun) a partir de agosto de 2009. Com as
sequéncias do fragmento alvo em maos, a manipulacdo destas deve ser
realizada em programas especificos como o Bioedit ou o Clustalw
(SCHNEIDER, 2003) e as mesmas podem ser alinhadas de modo a minimizar

as diferencas entre elas. As analises estatisticas podem ser efetuadas com
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programas apropriados, como o pacote Mega (KUMAR et al., 1993) com as

analises de Neighbor- joing e Maxima Parciménia.

4.9 — Andlises Filogenéticas
Os métodos atuais para construgcdo de arvores filogenéticas podem ser

baseados em matrizes de distancia ou em analises de estados de carater. No
primeiro grupo, a matriz de caracteres é transformada em uma matriz de
distancia, e estdo os meétodos de UPGMA (agrupamento de pares nao
ponderados baseado na média aritmética), Quadrados Minimos (LS, least
squares), Evolucdo Minimos (ME, minimum evolution) e Agrupamento de
Vizinhos (NJ, neighbor-joining).

No segundo grupo, estdo os Métodos de Maxima Parcimdémia (MP,
maximum parsimony), da Maxima Verossimilhanca (ML, maximum likelihood) e
Inferéncia Bayesiana (IB, Bayesian Inference) (SCHNEIDER, 2003).

No presente trabalho foram utilizados dois métodos, o de maxima
parcimbnia, o qual foi necesséario a escolha de algumas sequéncias génicas
relacionadas ao citocromo oxidase | de espécies de formigas relacionadas
depositadas no GeneBank, as quais foram utilizadas como grupo externo
(Tabela 2), e também o método de Neighbor-joing, para a comparacdao de
similaridade das sequéncias de C. textor obtidas.

O método de maxima parcimdnia é baseado na suposicao de que a
arvore mais provavel é aquela que requer o menor niumero de mudancas para
explicar toda a variagcdo observada na matriz de caracteres. O método se
baseia no principio da homologia, ou seja, se dois taxons compartilham uma
caracteristica é porque ela foi herdada do ultimo ancestral comum a ambos
(SWOFFORD et al., 1996; SCHNEIDER, 2003).

O método de neighbor-joining (NJ) foi elaborado por Saitou e Nei em
1987, e estima uma arvore a partir da distancia D da matriz. Este método é

muito utilizado para comparac¢des de semelhanca.
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Tabela 2: Espécies de formigas, cujas sequéncias génicas relacionadas ao citocromo oxidase |
foram utilizadas para compor o grupo externo da arvore de méaxima parcimonia.

Espécies Cadigos

Autores

Camponotus quadrinotatus ~ AB019414.1
Camponotus floridanus AY334397.1
Camponotus casteneus AY334393.1

Camponotus americanus AY334395.1
Oecophylla longinoda AF398150.1
Polyrhachis vindex DQ353364.1
Dendromyrmex cf. traili AF398180.1
Pachycondyla nigrita GQ264596.1

Sameshima,S. and Hasegawa,E. (1998)
Degnan,P.H., Lazarus,A.B., Brock,C.D. and Wernegreen,J.J. (2003)
Degnan,P.H., Lazarus,A.B., Brock,C.D. and Wernegreen,J.J.(2003)
Degnan,P.H., Lazarus,A.B., Brock,C.D. and Wernegreen,J.J. (2003)
Brady,S.G., Gadau,J. and Ward,P.S. (2001)
Moreau,C.S., Bell,C.D., Vila,R., Archibald,S.B. and Pierce,N.E. (2006)
Brady,S.G., Gadau,J. and Ward,P.S.(2001)
Yashiro,T., Matsuura,K., Guenard,B., Terayama,M. and Dunn,R.R (2009)
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5 - RESULTADOS

5.1-Extracao
Foram realizadas extracdo de DNA das cinco populagfes distintas. Os

resultados das reagbes de extragao foram verificados em gel de agarose 1%,
como ilustrado na Figura 4.

Figura 4: Fotografia do gel de agarose contendo as bandas obtidas das extracbesdo DNA
mitocondrial de todas as popula¢cBes de Camponotus textor estudadas, no presente trabalho.

5.2- Amplificagcbes (Reacao de polimerizacdo em cadeia - PCR)
Utilizando-se os primers Camp-F e Camp-R foram realizadas
amplificacbes de DNA do fragmento alvo para todas as populac¢des coletadas.
Os rendimentos foram significativos em todas as amostras amplificadas, sendo
obtido o fragmento alvo esperado, em média com 650 pb.
Os resultados das polimeriza¢cées em cadeia foram verificados em gel de

agarose 1%, conforme mostra a Figura 5.
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Figura 5: Fotografia do gel de agarose contendo a amplificacdo do fragmento de DNA
mitocondrial relacionado a citocromo oxidase | de todas as populagbes de Camponotus textor
estudadas.

5.3 — PurificacOes
As amostras amplificadas foram purificadas antes da reacdo de

sequenciamento. As purificagées foram acompanhadas em gel de agarose 1%,

como mostrado na Figura 6.

Figura 6: Fotografia do gel de agarose contendo as amostras purificadas do fragmento de DNA
mitocondrial relacionado a citocromo oxidase | de todas as populacdes de Camponotus textor
estudadas.
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5.4 - Sequenciamento
As cinco amostras amplificadas e purificadas foram sequenciadas e

submetidas a analise de BLAST (Basic Lical Alinhament Search Tool) no NCBI
(National Center for Biotechnology Information) para a conformacéo e foi obtido
sempre 0 mesmo resultado (Figuras 7 e 8).

Figura 7: InformacBes geradas no NCBI com a ferramenta BLAST, mostrando dados
comparativos entre as sequéncias obtidas do gene mitocondrial relacionado a citocromo
oxidase | das diferentes populacdes de Camponotus textor e aquelas de espécies
relacionadas.

Na Figura 7 observar-se a proximidade de 84% de Identidade com COI
de Camponotus quadrinotatus, com o e-value baixo de 5e-164. Nesta mesma
figura ainda foram observadas a proximidade com outros COIl de Camponotus
como € o caso de C. floridanus (84% de identidade e e-value de 9e-142), C.
castaneus (84% de identidade e e-value de 1le-140), e C. americanus (84% de
identidade e e-value de 3e-137). Outras espécies de formigas apareceram na
lista de proximidades, mas ndo com um valor de identidade tdo alto e com e-

value baixos como aqueles citados acima.



28

Figura 8: Grafico gerado no NCBI com a ferramenta BLAST mostrando a confiabilidade dos
resultados obtidos nas diferentes popula¢cées de Camponotus textor, quando comparados com
aquelas de espécies relacionadas, varrendo uma vasta regido do gene mitocondrial
relacionado a citocromo oxidase I.

5.5 - Analises Filogenéticas
As sequéncias foram analisadas no Bioedit e submetidas ao alinhamento

de ClustalW. Posteriomente, foram encaminhadas ao MEGA (KUMAR et al.,
1993), que gerou a arvore Neighbor- joing, com o objetivo de comparar por
similaridade as sequéncias obtidas do gene citocromo oxidase | de C. textor
(Figura 9).
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Figura 9: Arvore filogenética gerada pelo método Neighbor-joing, usado para comparacio
entre as sequéncias do gene mitocondrial citocromo oxidase | obtidas de representantes das
diferentes populacdes de Camponotus textor analisadas neste trabalho.

De acordo com esta arvore, € nitida a separacdo em dois clados: um
gue agrupa as populacdes 1 e 2 (mesmo sem um valor de bootstrap superior a
75) e outro que inclui as populacdes 3, 4 e 5 sob o valor de 90 de bootstrap.

As mesmas sequéncias de C. textor foram submetidas ao método de
méaxima parcimbnia (Figura 10). Para isto, foi necessaria a escolha de
sequéncias como grupo externo depositadas no banco de dados (Tabela 2).
Foi escolhida uma sequéncia de Oecophylla longinoda, uma vez que esta
também € uma teceld, outras espécies de Camponotus, as quais apresentaram
equivaléncia de 84% com a sequéncia obtida neste trabalho, sequéncia de
Dendromyrmex e Polyrhachis que constituem outros géneros de Camponotini
gue também possuem representantes tecelds, e por fim, uma sequéncia de

Pachycondyla que possui caracteristicas plesiomorficas.
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Figura 10: Arvore filogenética de maxima parcimdnia com valores de bootstrap, com replicata
de 5000, elaborada com base nos dados obtidos no sequenciamento do gene mitocondrial
relacionado a citocromo oxidase | de representantes de Camponotus textor provenientes de
diferentes populacdes de espécies relacionadas.

Os seguintes resultados para as andlises das sequéncias de
Camponotus textor podem ser destacados:

Populacdes 1 e 2 mostraram-se mais relacionadas entre si do que as
outras populagdes, com um valor de bootstrap de 78.

As outras populacbes de C. textor ndo apresentaram um valor de
bootstrap superior a 75, portanto ndo podem ser separadas dentre as
sequéncias da mesma espécie.

Todo o clado de Camponotus textor obteve um bootstrap de 100,
evidenciando que as sequéncias de todas as populacbes estdo fortemente
relacionadas.

Analisando as sequéncias obtidas em banco de dados, C. quadrinotatus
e C. floridanus apresentam-se mais relacionadas a todas as populagdes de C.

textor, embora o valor de bootstrap seja inferior a 75.
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Embora C. castaneus e C. americanus estejam fortemente relacionadas
com valor de bootstrap de 99, elas estdo mais afastadas de C. textor com o
valor de bootstrap de 85.

Todo clado do género Camponotus apresentou-se monofilético com o
bootstrap de 85, enquanto que o clado da tribo Camponotini aparece como
polifilético.

Os resultados encontrados de Camponotus textor nessas analises
demonstram a ocorréncia de uma maior relagcdo entre as sequéncias das
populacdes 1 e 2 , oriundas respectivamente de Rio Claro e Limeira, do que a
populacdo 3 de Santa Rita do Passa Quatro e as populacdes 4 e 5 de Séo
Joé&o da Boa Vista.

A arvore obtida pela ferramenta Compute Condensed tree foi muito

semelhante, porém evidenciou as sequéncias com politomia (Figura 11).

Figura 11: Arvore filogenética de méaxima parciménia com valores de bootstrap, agora
evidenciando politomia, com replicata de 5000, elaborada com base nos dados obtidos no
sequenciamento do gene mitocondrial relacionado a citocromo oxidase | de representantes de
Camponotus textor provenientes de diferentes populacfes de espécies relacionadas.

A politomia é caracterizada por muitos ramos com base temporal, onde

as relacdes filogenéticas ndo podem ser totalmente resolvidas em dicotomias.
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Em arvores filogenéticas, a politomia é representada com um ndé onde possui
mais de dois n0s de descendentes imediatos. Na Figura 11, é possivel a
observacédo de politomia entre as populacdes 4, 3 e 5, com as populagdes 1 e 2
de Camponotus textor. Também foi possivel a observacdo de politomia
Camponotus quadrinotatus com todas as popula¢cées de Camponotus textor e
mais a Camponotus floridanus.

A presenca de politomias na analise significa que a relacdo de
parentesco nao esta totalmente resolvida, necessitando de estudos adicionais.

De acordo com essas observacoes, a analise filogenética com politomia
(Figura 11) explica os resultados encontrados na arvore filogenética na Figura
10. Os valores de bootstrap muito inferiores sao transformados em politomia,
uma vez que ndo possuem um valor realmente informativo de relacdo de

parentesco.
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6 - DISCUSSAO

N&do existem trabalhos de filogenia para a elucidagdo do grau de
parentesco entre as espécies de Camponotus, pois devido a imensa
diversidade do género, muitas dessas espécies foram identificadas
erroneamente (MACKAY, no prelo). Adotando a abordagem molecular, muitas
das questdes ainda sem solucdo poderédo ser elucidadas, principalmente em
espécies parecidas morfologicamente.

De acordo com a andlise pelo método neighbor joing pode-se separar as
sequéncias de COI de Camponotus textor em duas linhagens: populagdes 1, 2
e 3, 4 e 5 em outra. Esse resultado também foi confirmado através da analise
pelo método de Maxima Parcimbnia, onde as populacbes 1 e 2 obtiveram um
valor de bootstrap de 78.

Essas populacdes foram retiradas de Rio Claro e Limeira (populacdo 1 e
2, respectivamente), cuja distancia € menor comparada com as populacées 3
de Santa Rita do Passa Quatro, e 4 e 5 de S&o Jodo da Boa Vista (Tabela 1).
Essas distancias estéo representadas na Figura 12.

O transporte de formigas, consequentemente o fluxo génico, pela
atividade humana é comum o suficiente para reduzir os efeitos de barreiras
geograficas e distancia fisica. Por outro lado, esses movimentos ndo devem ser
tdo frequentes e regulares de maneira a prevenir a continua divergéncia
genética de populacbes geograficas (AHRENS et al., 2005). Portanto, a
separacdo geografica pode ser uma explicacdo para a diferenciacdo das

sequéncias em duas linhagens.



34

Figura 12: Localizacdo das cidades onde foram realizadas as coletas de

representantes de Camponotus textor.

Outra questdo que dificulta o esclarecimento da filogenia tanto de

Camponotus como o dos Hymenoptera em geral, € o excesso de nucleotideos
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AT no genoma mitocondrial (KOULIANOS; CROZIER, 1999). As sequéncias
obtidas confirmam um ndmero excessivamente baixo de GC, em média de
30%, reiterando a problematica.

Analisando a arvore filogenética pelo método de Maxima Parcimdnia,
pode também observar a presenca de politomias dentre as populacdes 3, 4 e 5
de C. textor. A presenca de politomias na andlise significa que a relacdo de
parentesco ndo esta totalmente resolvida, necessitando de mais estudos.

Ao utilizar o método de Maxima Parcimbnia para o género Camponotus
ficou evidente que ele é monofilético, obtendo um bootstrap de 85.

Com apenas a analise do COIl néo foi possivel a separacao da tribo
Camponotini em um clado monofilético, como foi proposto por Johnson et al.
(2003), mas estudos adicionais serdo necessarios para elucidar essa questao
do comportamento de tecelagem como convergéncia adaptativa.

Pela andlise de apenas um exemplar de cada populacdo, ndo foi
possivel o esclarecimento do grau de parentesco dentro das populacdes
estudas, uma vez que a espécie possui diversas rainhas, ou seja, é poliginica
e, portanto pode apresentar uma variedade de genoma mitocondrial.
Entretanto, como parametro inicial de andlises moleculares, os dados iniciais

sao importantes e servirdo para dar continuidade aos estudos.
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7- CONSIDERACOES FINAIS

A continuidade deste trabalho é necessaria para aprimorar a
caracterizagcdo molecular das populacdes de C. textor, embora uma parte inicial
ja tenha sido analisada neste trabalho.

Para isto, serd necessério considerar trés aspectos: incluir a analise de
exemplares de outras localidades, de preferéncia mais distantes
geograficamente, aumentar a amostragem dentro de cada populacédo, para
entender a ocorréncia de poliginia, e aumentar o numero de genes analisados
nas sequéncias, uma vez que trard mais significancia ao trabalho.

Com a andlise de apenas cinco populacfes de C. textor, ja foi possivel a
separacao de duas linhagens, dependendo da posicédo geogréfica (Figura 11).

E possivel que esse nimero aumente com novos estudos.
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8- CONCLUSOES

O presente trabalho caracterizou molecularmente, pela primeira vez na
literatura, o fragmento COI do gene mitocondrial de cinco populacdes de
Camponotus textor provenientes de diferentes localidades do estado de Sé&o
Paulo. Assim, foi possivel a separacdo de duas linhagens, aparentemente

dependentes da distancia geografica.
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ANEXOS

Figura 13: Ninho de Camponotus textor evidenciando alguns representantes da
espécie.Amostra de Santa Rita de Passa Quatro, SP, denominada como Pop4. Fotografo:
Manuela de Oliveira Ramalho.

Figura 14: Ninho de Camponotus textor cuja localizacdo pode ser nas extremidades das
arvores. Foto de Manuela de Oliveira Ramalho.
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Figura 15: Camponotus textor durante o forrageio. Foto de Manuela de Oliveira Ramalho

Figura 16: Ninho de Camponotus textor associado a plantacédo de café. Foto de Odair Correa
Bueno.



Figura 17: Ninho de Camponotus textor (seta) associado a plantacéo de café, mais detalhes.
Foto de Odair Correa Bueno.

Figura 18: Detalhe no forrageio da formiga Camponotus textor. Foto de Odair Correa Bueno.
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Figura 19: Operarias de Camponotus textor carregando a larvas. Seta indica a larva. Foto de
Odair Correa Bueno.

Figura 20: Detalhe interno do ninho de Camponotus textor.



49

Figura 21: Fios de seda originados a partir da saliva das larvas de Camponotus textor. Foto de
Odair Correa Bueno.
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