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Resumo

A formiga Camponotus textor € uma espécie teceld, que constréi seu ninho a
partir da seda produzida pelas suas préprias larvas. Existem poucos estudos
sobre esta espécie e estes acabam abordando comportamento, genética,
endossimbiontes e filogenia. De acordo com dados da literatura, o
sequenciamento do gene citocromo oxidase | tem sido extensamente utilizado
como um DNA barcoding na diferenciacdo e identificacdo de espécies, e 0
citocromo oxidase Il € um dos mais utilizados para estudos em insetos. Relatos
de ocorréncias de endobactérias sdo comuns em artropodes e vem sendo
muito estudadas em formigas. Dentre elas, pode se destacar a Blochmannia e
a Wolbachia. Sendo assim, o presente trabalho realizou o sequenciamento
fragmento COI, tRNA, COIl do DNA mitocondrial de colbnias distintas de
Camponotus textor para ser utilizado como marcador molecular, tornando-se
uma ferramenta para determinacdo das relacdes filogenéticas entre estas
colénias e espécies relacionadas. A andlise de correlacdo de Pearson entre
distancia genética e a geogréfica indicou que existe uma relagcdo - maior
distancia geogréfica- maior distancia genética, caracterizando um padrao
filogenético de colonizacdo antiga. A andlise filogenética das colénias (maxima
parcimbnia e baesiana) e a rede de haplétipos confirmaram a existéncia dessa
correlagcdo. Também ficou evidenciada uma grande diversidade de haplotipos
mitocondriais, a qual podem ter ocorrido também pela alta incidéncia de
infeccdo por Wolbachia. Na investigacdo da presenca e da frequéncia das
endobactérias Wolbachia e Blochmannia das col6nias de C. textor, utilizaram-
se os pares de primers do MLST, mais o0 wsp como um marcador adicional
(para Wolbachia), e os primers Bloch 16S-462F e Bloch 16S-1299R (para
evidenciar a Blochmannia). Como ficaram evidentes mudultiplas infeccbes de
Blochmannia, foi necessaria a clonagem para o isolamento das cepas. Todos
os individuos analisados apresentaram infeccdo por Blochmannia; e além
desse endossimbionte também foi detectado o Candidatus Sodalis melophagi,
porém novos estudos sdo necessdarios para compreender essa relacdo de
simbiose. A anélise de Wolbachia permitiu a incorporacédo de uma cepa inédita
ao banco de dados pertencente ao supergrupo A. Segundo os resultados
obtidos, a forma de dispersdo da Wolbachia e da Blochmannia dentro do
hospedeiro pode ter ocorrido tanto verticalmente como horizontalmente.

Palavras- chave: Wolbachia. Blochmannia. Formiga-teceld. Barcode.



Abstract

The ant Camponotus textor is a weaver species, which builds its nest from the
silk produced by their own larvae. There are few studies on this species
addressing behavior, genetics, phylogeny and endosymbionts. According to
literature data, the sequencing of the cytochrome oxidase | gene has been
widely used as a DNA barcoding in the differentiation and identification of
species, and cytochrome oxidase Il is one of the most widely used for studies
on insects. Reports endobactérias occurrences are common in arthropods and
has been extensively studied in ants. Among them, we can highlight the
Blochmannia, and Wolbachia. Thus, this paper carried out the sequencing
fragment COI, tRNA, COIl mitochondrial DNA from different colonies of
Camponotus textor to be used as a molecular marker, becoming a tool for
determining the phylogenetic relationships between these colonies and related
species. The Pearson correlation analysis of genetic distance and geographical
entity has indicated that there is a relation - greater geographic distance-largest
genetic distance, featuring a standard phylogenetic old colonization.
Phylogenetic analysis of the colonies (maximum parsimony and bayseana)
network and haplotype confirmed the existence of this correlation. It was also
shown a great diversity of mitochondrial haplotypes, which may have occurred
due to the high incidence of Wolbachia infection. In investigating the presence
and frequency of Wolbachia and endobactérias Blochmannia colonies of C.
textor, we used the primer pairs of MLST, the more wsp as an additional marker
(for Wolbachia), and primers 462F and Bloch 16S-16S Bloch-1299R (to show
the Blochmannia). As became evident Blochmannia multiple infections, cloning
was necessary for the isolation of the strains. All individuals analyzed presented
Blochmannia infection, and beyond that was also detected the endosymbiont
Candidatus Sodalis melophagi, but further studies are needed to understand
this symbiotic relationship. Wolbachia analysis allowed the incorporation of a
novel strain belonging to the database to supergroup A. According to the
results, the form of dispersion Wolbachia and Blochmannia within the host may
have occurred both vertically and horizontally.

Keys Word: Wolbachia. Blochmannia. Weaver-ant. Barcode.
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Introducgéo Geral

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

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

As formigas tecelds constroem seu ninho a partir da seda que é
produzida pelas suas préprias larvas junto com galhos e folhas, e esta forma de
construcdo é um dos mais notaveis exemplos de cooperacdo social em
animais. Esse comportamento € observado em 15 espécies de trés diferentes
géneros: Oecophylla, Polyrhachis e Camponotus (Karavaievia), das regides
Paleotropicais e Australianas e dois da regidao Neotropical, Dendromyrmex e
Camponotus (Myrmobrachys) (HOLLDOLBLER; WILSON, 1990).

O género Camponotus (Mayr) compreende cerca de 2.111 taxons
(BOLTON et al., 2006) e s&o conhecidas como formigas carpinteiras, podendo
causar danos econémicos ao homem atacando, por exemplo, colbénias de
abelhas (AKRE; HANSEN, 1990). Sdo comuns nos cerrados brasileiros e
podem beneficiar as plantas através da predacédo dos herbivoros (DEL-CLARO;
BERTO; REU, 1996).

O presente trabalho aborda um estudo sobre espécie Camponotus
textor a qual é uma formiga teceld comum em matas da Ameérica Central e a do

Sul (desde a Costa Rica até a regido sudeste do Brasil). Embora sejam
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abundantes, existem poucos estudos sobre esta espécie no Brasil. Em geral,
os estudos existentes sobre C. textor descrevem 0 comportamento de
tecelagem e a construcdo de ninhos (SCHREMMER, 1979).

Santos e Del-Claro em 2009 abordaram varios aspectos no
comportamento e ecologia dessa formiga evidenciando que C. textor, assim
como outras tecelds, utiliza grande parte do tempo na construcdo e
manutencao de seus ninhos; porém, realiza maior investimento nessa atividade
do que as demais formigas tecelas. O fato de serem poliginicas e possuir
abundancia no niumero de operérias indica que o ninho pode se fragmentar em
ninhos satélites como estratégia de defesa, minimizando a taxa de mortalidade
causada por fatores bidticos e abioticos (SANTOS; DEL-CLARO, 2009). Outro
trabalho também foi realizado com a C. textor descrevendo as larvas de

operarias através do microscopio eletrénico de varredura (SOLIS et al., 2009).

Estudos recentes revelaram que as larvas produzem seda apenas no
altimo instar. Esta seda € utilizada tanto para a constru¢cdo do ninho, como do
proprio casulo da pupa. Nesse ultimo evento, a larva ndo se alimenta mais de
dieta sélida, indicando que a necessidade energética para a metamorfose ja foi
estocada. Com auxilio do microscépio eletrénico de varredura foi possivel uma
melhor visualizacdo de caracteristicas morfoldgicas, desta maneira, foi
evidenciado que a espécie em questdo € polimorfica, diferente do que foi
proposto por Wheeler em 1915 (ZARA; BUTION; CAETANO, 2010).

Com excecao desses estudos, ndo ha na literatura dados consistentes
sobre habitos alimentares, biologia e ecologia comportamental deste grupo,
gue 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 a broca
(Hypothenemus hampei — Coleoptera: Scolytidae) (PHILPOTT, 2005).

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 variacao ruficylpeus
descrita por Emery em 1920, também com distribuicdo no Brasil. Bolton em
1995 cita como nome valido Camponotus senex textor, ja Bolton em 2006 se
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refere a duas subespécies: Camponotus (Myrmobrachys) senex senex (Smith,
F., 1858) com distribuicdo do Brasil ao México e Camponotus (Myrmobrachys)

senex textor (Forel, 1899) com ocorréncia na Costa Rica.

Mackay (observagdes néo publicadas) cita que Camponotus senex vem
sendo identificada erroneamente baseada em caracteres morfolégicos e sugere
a distribuicédo representada na Figura 1. 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,
variagdo ruficylpeus Emery, 1920 é tida como um sinbnimo de Camponotus

senex.

y
ST

8 8 8 8 8 8 8

6 8

110

Figura 1- Mapa de distribuicdo de Camponotus senex elaborado por Mackay
(observacgao nao publicadas). Note que a regido cinza representa a distribuicdo
da espécie.

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

formiga teceld em questédo encontrada no Brasil é a Camponotus textor.

Com o avanco das técnicas de biotecnologia (Reacdo 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 sdo populares entre 0s geneticistas, em parte
por causa do seu uso na identificacdo de espécies (BENZIE et al., 2002).
Mesmo tendo dimensBes minimas perto do genoma nuclear, o DNA
mitocondrial ndo é de dificil manipulag&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;
DOWLING; BROWN, 1987).

Como decorréncia da fecundacao, os genes mitocondriais sdo herdados
maternalmente e sao transmitidos para as geracbes sucessivas, sem
ocorréncia de mecanismos de recombinagdo. A heranga paterna de genes
mitocondriais, entretanto, ainda que em pequenas porc¢des, 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 baixa
eficiéncia do mecanismo de reparo durante a replicacao (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 sao
ausentes, e ha pequenos espacos intergénicos em que matrizes de leitura se
sobrepdem. A regido de controle € fundamentalmente ndo codificante, e é
responsavel pela regulacdo da transcricdo das cadeias pesadas e leves e da
replicacdo. O gene da citocromo oxidase subunidade | é extremamente
importante no mecanismo energético das espécies, pois faz parte da cadeia

transportadora de elétrons, e € um dos mais estudados (DINIZ, 2005).
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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 ndo-codificante,
chamada regido controle ou D-Loop, rica em A+T, responsavel pela replicacdo
e transcricdo do genoma da mitocondria (HOY, 2003).

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).

O genoma mitocondrial de varias espécies de insetos tem sido
sequenciado, como é o0 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 da citocromo oxidase Il, o qual € um dos mais utilizados
para estudos em insetos (SIMON et al., 1994) e o da citocromo oxidase | (que é
0 gene mais conservado em termos de evolu¢do de aminoacidos). Ele tem sido
extensamente estudado devido a iniciativa de utilizad-lo como um DNA
barcoding na diferenciacao e identificacdo de espécies de animais (HERBERT
et al., 2003; RATNASINGHAM; HEBERT, 2007; SMITH et al., 2005).

A ocorréncia de endobactérias, ou seja, bactérias intracelulares séo
comuns nos artrépodes, pois andlises em 63 espécies revelaram que 76%
estavam infectados (JEYAPRAKASH; HOY, 2000). Dentre elas, duas se
destacam a Blochmannia, a qual foi descoberta primeiramente em
Camponotus, e a Wolbachia, também evidenciada nessa espécie de formiga

em analises prévias para este trabalho.

Existem dois tipos de interacdo molecular entre as bactérias simbiontes
e seus hospedeiros: a primaria e a secundaria. A interacdo primaria

caracteriza-se por associacoes especializadas, descendentes de um ancestral,
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cujas arvores filogenéticas dos simbiontes sdo congruentes com a dos seus
hospedeiros em periodos longos no tempo evolutivo (MUNSON et al., 1991; LO
et al., 2007; BAUMANN, 2005; WU et al., 2006). Também ocorrem alteracdes
na massa do genoma do simbionte primario e o simbionte geralmente localiza-
se em algum 6rgéo especializado no interior do hospedeiro. Um bom exemplo
para formigas é a Blochmannia (GIL et al., 2004; DEGNAN.; LAZARUS;
WERNEGREEN, 2005), a qual é considerada uma Gama- Proteobactéria, com
estreitas relagdes filogenéticas com Escherichia coli (GOMEZ — VALERO et
al., 2004)

A Dbactéria Blochmannia foi identificada pela primeira vez em
Camponotus (BLOCHMAN, 1882), ocorrendo no interior de uma célula
especializada denominada de bacteriécito. Sabe-se que sua presenca
desempenha um papel nutricional para o hospedeiro, fornecendo alguns
aminoacidos essenciais (FELDHAAR et al., 2007) e isto se da mais
intensamente no inicio da vida (WOLSCHIN et al., 2004; GIL, 2003; DEGNAN;
LAZARUS; WERNEGREEN, 2005).

A interacdo secundaria normalmente é facultativa, podendo ser benéfica
ou nao, por exemplo, desde patégenos até mesmo a tdo famosa Wolbachia.
Shoemaker, Keller e Ross (2003) acreditam que Wolbachia é um dos principais
simbiontes de insetos, uma vez que estimativas sugerem que milhdes de
espécies podem estar infectadas, e devido as formigas, de uma maneira geral,
terem expandido rapidamente propiciando interacdo com diversos taxons,
estas podem ter adquirido Wolbachia através de diversas formas de
parasitéides (DEDEINE et al., 2005).

Primeiramente encontrada no mosquito Culex pipiens, a cepa de
Wolbachia foi entdo designada como Wolbachia pipiens, (HERTIG, 1924), mas
devido a variagcdo genética ainda ndo interpretada completamente nas
diferentes ordens de insetos onde ocorrem, 0s autores tém optado por nao
adotarem essa nomenclatura, referindo-se a esta apenas como Wolbachia e
quando necessario completar com o taxon do inseto (WERREN; BALDO;
CLARK, 2008).
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As diferentes cepas de Wolbachia sdo classificadas de acordo com a
andlise filogenética dos genes 16SrDNA, wsp e ftsZ, definindo supergrupos
AB, C, D. E, e F, sendo A e B cepas encontradas em artropodes, C e D em
nematéides, e E e F em Collembola, artropodes e nematdides (FENN;
BLAXTER, 2004). Recentemente, mais grupos foram propostos: G em aranhas
(ROWLEY; RAVEN; MCGRAW, 2004) e H em cupins (BORDENSTEIN;
ROSENGAUS., 2005).

Wolbachia é uma endobactéria Gram negativa da Classe Alpha
Proteobacteria, Ordem Ricckettsiales, ndo cultivavel fora da célula do
hospedeiro, portanto, de dificii estudo. Com o avanco dos métodos
moleculares, principalmente com o uso da PCR (Reacao de Polimerizacdo em
Cadeia), tornou-se possivel andlises aprofundadas dessa bactéria. As
alteracOes reprodutivas causadas nos hospedeiros infectados por Wolbachia
caracterizam-se pela incompatibilidade citoplasmatica entre descendentes,
inducdo de partenogénese e feminilidade dos machos (WERREN, 1997;
WERREN; BALDO; CLARK, 2008).

As cepas de Wolbachia infectam novos individuos através do citoplasma
dos ovos (heranca materna), ou seja, transmitida verticalmente. Contudo, a
ampla taxa de hospedeiros infectados ndo pode ser explicada unicamente por
essa forma de transmisséo, levando a hipotese de transferéncia horizontal
também, embora os mecanismos deste processo ainda ndo estejam totalmente
esclarecidos (WERREN, et al., 1995).

Nos primeiros estudos com Wolbachia para confirmar sua presenca, foi
previamente desenvolvido um par de primer a partir do gene de uma proteina
de superficie, o wsp (ZHOU; ROUSSET; O'NEILL, 1998), mas devido a taxa
elevada de recombinacao (BALDO; LO; WERREN, 2005; WERREN; BARTOS,
2001) e forte selecao de diversificacado (BALDO et al., 2002; JIGGINS; HURST;
YANG, 2002), atualmente tornou-se inadequado a utilizagdo desse gene
marcador sozinho. A abordagem de “multigene typing” tem sido muito utilizada
para cepas de Wolbachia, conhecido também como MLST- Multilocus
Sequence Typing (PARASKEVOPOULOS et al.,, 2006). Essa ferramenta tem

fornecido hipoteses sobre o movimento global desta bactéria dentro das
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comunidades de insetos (BALDO et al., 2006), e como um marcador molecular
adicional o wsp sera utilizado ap6s as andlises com MLST.

Objetivos

Diante da abundéancia e da ampla distribuicdo da espécie Camponotus
textor no territério brasileiro, tanto para o género de formigas quanto para a
presenca dos endossimbiontes Wolbachia e Blochmannia nas col6nias, o0s

objetivos do presente trabalho foram:

1. O objetivo deste trabalho foi sequenciar parcialmente os genes
mitocondriais parciais COIl e COIl, o tRNA (RNA transportador) e seu
espacador intergénico para caracterizacdo molecular de colénias de
Camponotus textor, assim como verificar a relacdo entre a distancia

geografica e a distancia genética dessas colbnias.

2. Investigar a presenca e a frequéncia da ocorréncia das endobactérias
Wolbachia e Blochmannia nas col6nias de C. textor, utilizando os pares de
primer do MLST (incluindo os seguintes genes ftsZ, gatB, coxA, hcpA e fbpA),
mais o wsp como um marcador adicional (para Wolbachia), e os primers Bloch
16S-462F e Bloch 16S-1299R (para evidenciar a Blochmannia) para elucidar
as possiveis formas de transferéncias destes endossimbiontes e como eles se

comportam dentro desta mesma espécie hospedeira C. textor.
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Apresentacéao

O tema e os objetivos desta dissertacdo estdo ligados a pesquisa
desenvolvida com a espécie Camponotus textor, popularmente conhecida
como formiga-teceld e os endossimbiontes Wolbachia, de ampla ocorréncia em

artropodes e Blochmannia, muito comum no género Camponotus.

A dissertacdo foi dividida em capitulos, contendo introducdo geral,

objetivos, resultados e dois artigos cientificos.

Um dos artigos compreende os resultados do primeiro objetivo, que
originou o artigo intitulado “Caracterizacdo molecular parcial dos genes
mitocondriais COIl e COIl de Camponotus textor Forel, 1899 (Hymenoptera,
Formicidae)”. Nele s&do apresentados os resultados da caracterizagdo de
colénias de Camponotus textor coletadas em algumas localidades do Brasil,
revelando através de estudos filogenéticos a relacdo de parentesco entre essas
coldnias.

O outro artigo contempla os resultados do segundo objetivo, que
resultou em um artigo intitulado “Presenca e distribuicdo dos endossimbiontes
Wolbachia e Blochmannia em colonias de Camponotus textor Forel, 1899
(Hymenoptera, Formicidae)”. Nesse artigo, discutem-se os resultados obtidos
no levantamento da infeccéo pelos endossimbiontes Wolbachia e Blochmannia
nas colbénias de C. textor de algumas localidades do Brasil, relacionando com
diversas cepas ja depositadas nos bancos de dados, verificando a filogenia e

provaveis causas da distribuicdo variavel encontrada.
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“Caracterizagdao molecular parcial dos genes
mitocondriais COIl e COIl de Camponotus textor Forel, 1899

(Hymenoptera, Formicidae)”.

Resumo:

O presente trabalho aborda um estudo sobre espécie Camponotus
textor, que € uma formiga teceld comum em matas das América Central e do
Sul. Em geral, os estudos existentes sobre C. textor descrevem o
comportamento de tecelagem e a construcdo de ninhos. Novos estudos desta
formiga podem ser reveladores, uma vez que podem nidificar no cafeeiro
(Coffea arabica) nédo permitindo o estabelecimento de outros organismos
pragas, como a broca do café (Hypothenemus hampei). O sequenciamento do
gene citocromo oxidase | tem sido extensamente utilizado como um DNA
barcoding na diferenciacéo e identificacdo de espécies, e o citocromo oxidase Il
€ um dos mais utilizados para estudos em insetos. O objetivo deste trabalho foi
sequenciar parcialmente os genes mitocondriais parciais COl e COIl, o tRNA
(RNA transportador) e seu espacador intergénico para caracterizacao
molecular de coldnias de Camponotus textor, assim como verificar a relacao
entre a distancia geografica e a distancia genética dessas coldnias. Operarias
de seis coldnias de formigas foram coletadas de algumas cidades dos estados
SP, MG e BA e armazenadas no etanol 80% até a extracdo de DNA com
TNES. A amplificacdo do fragmento foi feita com os primers elaborados para o
trabalho, com cada reagéao totalizando volume de 25uL, contendo DNA molde,
Tampao PCR, MgCl,, dNTP’s, e Tag DNA polimerase (Invitrogen). A
purificacéo foi feita kit GFX PCR and Gel Band Purification (GE Healthcare), e o
sequénciamento com o BigDye Terminator (v.3.1) da Applied Biosystems, no
sequénciador automatico 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). As
sequéncias foram editadas no BioEdit, e comparadas com as sequéncias
depositadas no GenBank, através da ferramenta BLAST. Foi feita a anotacao
dos Loci COI (1103 pb), IGS (69 pb), tRNA-Leu (71 pb) e COIl (244 pb).
Observou-se também um forte sinal filogenético com transi¢cdes excedendo as
transversdes. A analise de correlacdo de Pearson entre distancia genética e a
geogréfica indicou que existe uma relacao: - maior distancia geografica- maior
distancia genética, caracterizando um padrdo filogenético de colonizacao
antiga. A analise filogenética das colbnias (maxima parcimdnia e baesiana) e a
rede de haplétipos confirmaram a existéncia dessa correlacdo. Também ficou
evidenciada uma grande diversidade de hapl6tipos mitocondriais, a qual pode
ter ocorrido também pela alta incidéncia de infeccéo por Wolbachia.

Palavras Chaves: Camponotini. Formiga- teceld. Barcode.
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"Molecular characterization of partial mitochondrial genes
COl and COlIl of Camponotus textor Forel, 1899 (Hymenoptera,

Formicidae)."
Abstract:

This paper discusses a study on species Camponotus textor, who is a
weaver ant common in the forests of Central and South America in general,
existing studies on C. textor describe the behavior of weaving and building
nests. Further studies of this ant can be revealing, as they may nest in coffee
(Coffea arabica) not allowing the establishment of other pest organisms, such
as the coffee berry borer (Hypothenemus hampei). The sequencing of
cytochrome oxidase | gene has been widely used as a DNA barcoding
differentiation and identification of species, and cytochrome oxidase Il is one of
the most widely used for studies on insects. This work was partially sequenced
partial mitochondrial genes COIl and COIl, tRNA (transfer RNA) and its
intergenic spacer for molecular characterization of colonies of Camponotus
textor, as well as to verify the relationship between geographic distance and
genetic distance of these colonies. Workers of six colonies of ants were
collected from some of the states cities SP, MG and BA and stored in 80%
ethanol until DNA extraction with TNES. The fragment amplification was
performed with primers designed to work with each total reaction volume of
25uL containing template DNA, PCR buffer, MgCl,, dNTP's and Taq DNA
polymerase (Invitrogen). Purification was done GFX PCR kit Gel Band
Purification and (GE Healthcare) and sequencing with the BigDye Terminator
(v.3.1) from Applied Biosystems, at 3130 Genetic Analyzer automated
sequencer (Applied Biosystems). Sequences were edited in BioEdit and
compared with the sequences deposited in GenBank by BLAST tool. The note
was made of Loci COI (1103 bp), IGS (69 bp), tRNA-Leu (71 bp) and COIl (244
bp). There was also a strong phylogenetic signal with transitions exceeding
transversions. The Pearson correlation analysis between genetic distance and
geographic indicated that a relationship exists: - greater geographic distance-
largest genetic distance, featuring a standard phylogenetic old colonization.
Phylogenetic analysis of the colonies (maximum parsimony and baesiana)
network and haplotype confirmed the existence of this correlation. It was also
shown a great diversity of mitochondrial haplotypes, which may have occurred
by the high incidence of Wolbachia infection.

Key Words: Camponotini. Weaver- ant. Barcode.
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1- Introducéo

A interacdo das formigas com as plantas pode se dar de diferentes
maneiras. Elas podem atuar como dispersoras de sementes, polinizadoras,
herbivoras, além de utiliza-las como hospedeiras para a nidificacdo, como € o
caso das formigas tecelds, as quais constroem seus ninhos preferencialmente
sobre a vegetacdo arborea (HOLLDOLBLER; WILSON, 1990). A estrutura dos
ninhos é constituida de seda que é produzida pelas suas préprias larvas. Essa
forma de construcdo € um dos mais notaveis exemplos de cooperacdo social
em animais, conforme Hdlldolbler e Wilson (1977).

O género Camponotus (Mayr) compreende mais de 2.000 taxons
(BOLTON et al., 2006) e sdo em geral conhecidas como formigas carpinteiras.
Algumas espécies podem causar danos econdmicos, como por exemplo,
atacando colbnias de abelhas (AKRE; HANSEN, 1990).

O presente trabalho aborda um estudo sobre a espécie Camponotus
textor, que € uma formiga teceld comum em matas das Américas Central e do
Sul. Embora seja abundante, ndo ha estudos suficientes sobre esta espécie no
Brasil, apesar dela trazer vantagens para o homem ao atuar no controle de
pragas quando nidifica no cafeeiro (Coffea arabica) por ndo permitir o
estabelecimento de outras pragas (PHILPOTT, 2005). Em geral, os estudos
existentes sobre C. textor descrevem o comportamento de tecelagem e a
construgcdo de ninhos (SCHREMMER, 1979). Representantes dessa espécie
sdo comuns nos cerrados brasileiros e podem beneficiar as plantas através da
predacgéo dos herbivoros (DEL CLARO et al., 1996).

O catalogo elaborado por Kempf (1972) lista Camponotus senex textor
duas vezes: uma descrita por Forel em 1899 com distribuicdo da Costa Rica
até o Brasil (PA) e outra de C. textor ruficylpeus, descrita por Emery em 1920,
também com distribuicdo no Brasil. Bolton (1995) considera nomes validos
Camponotus senex textor e Bolton (2006) se refere a duas subespécies:
Camponotus (Myrmobrachys) senex senex (Smith, 1858) com distribuicdo do
Brasil ao México e Camponotus (Myrmobrachys) senex textor (Forel, 1899)

com ocorréncia na Costa Rica.
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Mackay (observacdes ndo publicadas) relata que Camponotus senex
tem sido identificada erroneamente, quando baseada somente em caracteres
morfologicos e sugere a distribuicdo representada na Figura 1. Uma vez que se
ignora a variagdo com base no tamanho das operarias e na cor, é plausivel se
inferir que exista apenas uma espécie em questdo. Assim, Camponotus
(Myrmobrachys) senex textor, variacdo ruficylpeus Emery, 1920 é tida como um

sinbnimo de Camponotus senex, segundo esse mesmo autor.
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Figura 1- Mapa de distribuicdo de Camponotus senex elaborado por Mackay
(observagbes nado publicadas). Note que a regido cinza representa a
distribuicdo da espécie.

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 ndo foi confirmada como sendo
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formiga teceld, mas sim, uma oportunista moradora em cavidades. Portanto, a
formiga teceld@ encontrada no Brasil é a Camponotus textor (Forel, 1899).

Com o uso de sequenciamento do DNA mitocondrial pode-se obter o
gene codificador da proteina citocromo oxidase Il (COIll), o qual € um dos mais
utilizados para estudos em insetos (SIMON et al., 1994) e o da citocromo
oxidase | (COl), que € a sequéncia mais conservada em termos de evolucao de
aminoacidos. Esta ultima tem sido extensamente estudada para utiliza-la como
um DNA barcoding (cédigo de barras de DNA) na diferenciagéo e identificacao
de espécies de insetos (HERBERT et al., 2003; RATNASINGHAM; HEBERT,
2007; SMITH et al., 2005). A evolucao do COI é agil e o suficiente para permitir
a distincdo de ndo sO apenas espécies relacionadas, mas também de grupos
filogenéticos dentro de uma unica espécie (HEBERT et al., 2003; COX;
HEBERT, 2001; WARES; CUNNINGHAM, 2001).

O objetivo deste trabalho foi sequenciar parcialmente dois genes
mitocondriais parciais, o tRNA (RNA transportador) e seu espacador
intergénico para caracterizagdo molecular de colonias de Camponotus textor,
com intuito de obter mais uma ferramenta de identificacdo da espécie através
do barcode e outros marcadores, assim como verificar a relacdo entre a

distancia geogréfica e a distancia genética dessas colbnias.

2-Material e métodos
2.1 -Coletas e identificacéo

Individualmente, operarias de Camponotus textor foram coletadas de
seis colbnias de diferentes localidades do Brasil em &reas urbanas (Tabela 1 e
Figura 2). O material foi preservado em etanol 80% e mantido a -20° C até a
extracdo individual do DNA total (nGmero amostral entre paréntese na Tabela
1). Os espécimes foram identificados pelo Dr. Jaques Delabie e depositados
em sua colecdo no Laboratério de Mirmecologia - Convénio UESC/CEPLAC
Centro de Pesquisas do Cacau — CEPEC- CEPLAC (Voucher #5692).



Cidade Coordenadas
Rio Claro SP (30) 22°23 42,3 S
47° 32' 334" W
Sao Joao da Boa Vista 21°58° 10’ S
SP (30) 46° 47 56" W
Uberlandia | 18°53'9,7"S
MG (15) 48° 15 39" W
Uberlandia ll 18°53°0,64” S
MG (15) 48° 15’ 34,35" W
Santa Rita Passa do 21° 42’ 3,52 S
Quatro SP (30) 47° 29 22,35" W
IIhéus BA (15) 14° 18’ 45" S
39°53° 13" W
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Tabela 1- Locais de coleta de Camponotus textor para a realizacdo deste
trabalho e sua respectiva coordenada geogréfica. O niumero entre parénteses
refere-se a quantidade de operarias analisadas por colonia.
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Figura 2- Localidades de coleta das colonias estudadas. A Tabela 1 detalha os
locais. Mapa: speciesMapper, 2009.

2.2 - Extragdo do DNA total, Amplificacdo e Sequenciamento

O DNA foi extraido de operérias inteiras (ver tabela 1 para obtengéo do
namero amostral por colénia) preservadas em etanol 80%. Os tecidos apds a
dissociagdo foram incubados em uma solugéo de lise celular (100mM Tris, pH
9.1, 100 mM NacCl, 200 mM sacarose, 50 mM EDTA, 0,5 % SDS) a 55 °C por 3
horas; subsequentemente, residuos proteicos foram precipitados com NaCl 5 M
e centrifugados a 16,000 g por 5 min; o sobrenadante que contém o DNA foi
transferido para um novo tubo de 1,5 mL contendo 600 pL de isopropanol 100
% e entdo misturados por inversao e centrifugados a 16,000 g por 5 min. Apés
remocao do sobrenadante, foram adicionados 600 pL de etanol 70% ao tubo e
invertidos gentilmente por inverséo e entéo centrifugados a 16,000 g por 3 min.

O etanol foi removido e o pelete contendo DNA foi seco por 10 min na DNA 120
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SpeedVac® da Thermo Savant. O DNA foi ressuspendido em 30 pL de TE (10
mM Tris, 1 mM EDTA, pH-8).

A amplificacdo do fragmento foi realizada através dos primers CAMP F
5 — ATCTCCYGATATAGCYTACC - 3 e CAMP R &5 -
GCYCGWGTATCAATATCTA — 3’ baseados em sequéncias de outras espécies
de Camponotus depositadas no GenBank. Através desta técnica foi possivel o
sequenciamento de cerca de 700 pb da regido do COIl. Posteriormente, foi
utilizada  outra  combinacdo de primers: CAMP F2 5 -
TAGATATTGATACWCGAGC - 3’ ( ja desenvolvido através das sequéncias de
Camponotus textor) e ANT R 5 — TTCATAAGTTCAGTATCATTGGTG — 3’
(MARTINS et al., 2007), que foram utilizados para amplificar a regiao terminal
do COIl, tRNA completo e parte da regido COIl , o que possibilitou o
sequenciamento de mais 750 pb. Para a juncdo destas sequéncias, foi
desenvolvido o CAMP COIN 5 — CCTATTGATAGGACATAGTG - 3’ (também
desenvolvido através das sequéncias de C. textor), o qual totalizou um contig
de 1482 pb e permitiu mais confiabilidade dos dados. As sequéncias dos

primers utilizados e o esquema das regides amplificadas estdo representados

na Figura 3.
CAMP F _
—> —>
1103 pb 69 pb 71 pb 238 pb
coll
1€ 1103|1104 €—>1172 (1173 €——> 1243|1244 € > 1482
cave R - [ICANIPICOININ ]

Figura 3- Desenho esquematico dos primers utilizados para este trabalho e
suas regides de amplificacdes em relacdo as sequéncias. Note que Camp F e
Camp R em rosa, foram usados em conjunto, assim como Camp F2 e Ant R
em laranja também.

Para a amplificacdo do fragmento foi usado o Kit da Invitrogen. O
volume da reacdo de PCR foi de 25 pl, contendo 2 ul DNA molde, 5 ul
Tampao, 2,5 ul MgCl,, 1 yl dNTP’s, e 0,13 ul Tag DNA polimerase, e agua Mili-
Q. Os parametros do termociclador foram: denaturacéo inicial de 94°C por 5
min, seguidos de 35 ciclos de 94°C por 1 min, 48°C por 1,4 min, 68°C por 2,5

min, e por ultimo, extensao final a 65°C por 7 min.
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A purificagdo do produto da PCR foi realizada através do kit GFX PCR
and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare), seguindo o protocolo do
fabricante. As amostras foram quantificadas em NanoDrop 2000 Thermo
Scientific — Uniscience e a reacdo de sequenciamento foi realizada fazendo
uso do kit de reagentes denominado BigDye Terminator (v.3.1) da Applied
Biosystems, de acordo com as recomendacOes do fabricante. Todos o0s
amplicons foram sequenciados em ambas as direcbes. A leitura das
sequéncias foi feita pelo sequenciador automatico 3130 Genetic Analyzer

(Applied Biosystems)

2.3 - Andlises das Sequéncias

Para as andlises do presente trabalho somente uma sequéncia
consenso de cada colbnia foi utilizada, uma vez que ndo houve diferencas de
haplétipos entre as formigas do mesma colbnia. As sequéncias consensos em
conjunto com as sequéncias que enraizaram as arvores filogenéticas foram
cortadas no software Bioedit Sequence Aligment Editor Copyright 1997-2011
(HALL,1999) e alinhadas com a ferramenta ClustalW (HIGGINS; BLEASBY;
FUCHS, 1992).

As regides codificadoras (COI e COIl) foram analisadas separadamente
na ferramenta ORF Finder (Open Reading Frame Finder) do NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) para a confirmacdo do sequenciamento do DNA
mitocondrial e ndo de pseudogenes. A regido do IGS (inter-genic spacers) foi
caracterizada através de comparagfes com as sequéncias ja depositadas no
banco de dados, assim como o tRNA-Leu através do software tRNAscan-SE
(LOWE; EDDY, 1997). Numero e posi¢cdo de substituicbes sinbnimas e nédo
sinbnimas, insercbes e delecbes foram identificadas através do programa
DAMBE (XIA; XIE, 2001).

Antes de realizar a analise Baesiana, o] modelo
apropriado de evolucdo de sequéncia foi escolhido através do Akaike
Information Criterion utilizando Modeltest v 3.06 (POSADA; CRANDALL, 1998);
com o0 uso do MrModeltest v2 (NYLANDER, 2004) o modelo apropriado
encontrado foi GTR + G. A reconstrucdo da filogenia baseada na anélise
Baesiana  foi realizada  usando o software MrBayes (HUELSENBECK;
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RONQUIST, 2001). A cadeia de Markov foi executada para 1.000.000 geragbes
e amostradas em cada 100 geracdes. Para sumarizar os valores paramétricos
e as arvores geradas foram descartadas 10% das arvores e os valores de

probabilidade posterior foram calculadas com as arvores restantes.

Com o PAUP 4.0 (SWOFFORD, 1996) foram realizadas as andlises de
distancia genética (uncorr. p-distancia; parametro 2 Kimura ; HKY85; 1000
réplicas- bootstrap) e de maxima parciménia (Busca Heuristica, 1000 réplicas-
bootstrap), com o objetivo de testar a confiabilidade da analise de baesiana.

A correlacdo de distancia genética e geografica das colbnias estudadas
foi testada por meio da correlagédo de Peason. Com os dados do GPS de cada
colbnia, foi possivel calcular o UTM, o qual esta correlacionado com a distancia
genética na Tabela 2.

Pairwise Rio Claro | Sao Joao | Uberlandia | Uberlandia | Sta Rita lhéus
distance/KM Boa Vista [ ] Passa IV
Rio Claro - 90,008 397,263 397,663 77,381 1207,881
Sédo Jododa 0,00611 - 375,161 375,561 77,282 1098,695
Boa Vista
Uberlandia 0,00203 0,00679 - 0,400 323,154 1026,760
|
Uberlandia 0,00135 0,00611 0,00068 - 323,554 1027,160
1
Santa Rita 0,00543 0,00068 0,00611 0,00543 - 1148,916
do Passa
Quatro
[lhéus 0,02134 0,02062 0,02345 0,02275 0,01993 -

Tabela 2- Distancia genética entre cada sequéncia, calculada usando o PAUP
4.0b10 (SWOFFORD, 1998); e distancia geografica em Km de cada sequéncia,
calculada através do UTM.
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Com o programa Network 4510, obteve-se a andlise da rede de
haplétipos usando o método median-joining. (BANDELT; FORSTER; ROHL,
1999).

3-Resultados

3.1 -Caracterizacao dos Loci COI, IGS, tRNA-Leu, e COIl.

Em todas as colénias analisadas foram obtidas sequéncias de 1482
pares de base, sendo que 1103 pb séo referente ao COI, 69 pb 0 IGS, 71 pb o
tRNA-Leu e 238 pb de COIl.

A estrutura do tRNA-Leu foi estabelecida através do software tRNA-Scan
(LOWE; EDDY, 1997), e apresentou-se constante em todas as colonias de C.
textor analisadas neste trabalho. Entretanto, a estrutura apresentou diferencas
em relacdo a sequéncia de Camponotus laevigatus (céd. de acesso
AY334384), que apresenta maior similaridade em relacdo a C. textor,
depositada no GenBank. O tRNA de C. textor apresentou 71 nucleotideos

engquanto que o de C. laevigatus 69 (Figura 4).
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Figura 4- Estrutura gerada pelo TNRA-Scan. A. tRNA Leucina de Camponotus
textor. B. tRNA Leucina de Camponotus laevigatus. As setas indicam
inser¢des de nucleotideos nas estruturas da espécie A em relagéo a B.

3.2 - Correlacdo entre as distancias genética e geogréfica

As coordenadas geograficas da localizacdo das colonias foram
transformadas para distancia métrica UTM e a distancia genética de cada
sequéncia foi calculada com auxilio do PAUP 4.0 (SWOFFORD, 1996) (uncorr.
p-distancia; parametro 2 Kimura; HKY85; 1000 réplicas - bootstrap). O dados
de todas as coldnias foram submetidos a Correlacdo de Pearson, a qual
apresentou-se positiva, com r = 0.93 valor significativo ao nivel de 5%.

3.3 - Analise Baesiana e Maxima Parcimdnia

As andlises baesiana (Figura 5) e de maxima parcimdnia (mp)
apresentaram resultados congruentes. Os valores apresentados nas
ramificacbes da figura representam bootstrap (abaixo dos ramos) e os da
analise de baesiana (acima dos ramos). A arvore foi enraizada com as
sequéncias de Camponotus sansabeanus (cdd. de acesso- AY334382) e

Camponotus laevigatus (céd. de acesso- AY334384) do GenBank sob os
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valores de 100 e 100 (bootstrap e baesiana, respectivamente), apos o
alinhamento as sequéncias foram cortadas para que todas ficassem com o
mesmo tamanho antes da realizacdo das analises. A coldnia de llhéus ficou
separada do restante das colénias de Camponotus textor sob os valores de 97
(bootstrap) e 82 (baesiana). Houve entédo a separacao de mais dois clados: as
colonias de Santa Rita do Passa Quatro e de S&do Joao da Boa Vista juntas sob
os valores de 91(bootstrap) e 88 (baesiana); e Rio Claro e mais as duas
colénias de Uberlandia sob os valores de 97 e 97, para os dois tipos de
andlises. Dentro deste ultimo clado ainda, a colénia de Rio Claro ficou
separada das outras duas colbnias de Uberlandia sob os valores de 62
(bootstrap) e 98 (baesiana). Pela andlise ficou evidente a separacdo da
espécie em trés grandes grupos: a colonia de Ilhéus formando um; as colbnias
de Santa Rita do Passa Quatro e Sado Jodo da Boa Vista formando outro; e

ainda as colonias de Rio Claro e as duas de Uberlandia juntas.

AYI34382

AY334384

Rio Claro

a7

97 Uberldndia 1

Uberlandia 2
7

Sao Jodo da Boa

Vista
100 A%

LT .
100 Santa kita do

Passa Quatro

lIhéus
[ e

Figura 5- Analises filogenéticas Baesiana e de maxima parcimonia com
as colénias de Camponotus textor. A arvore foi enraizada com as sequéncias
de Camponotus sansabeanus (cod. de acesso- AY334382) e Camponotus
laevigatus (cod. de acesso- AY334384) obtidas do GenBank. Valores de
bootstrap abaixo e valores de baesiana acima.
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3.4 -Rede dos haplétipos

As sequéncias obtidas também foram submetidas ao software
NETWORKA4.5 (fluxus-engineering.com) usando o método de median-joining
(BANDELT; FORSTER; ROHL, 1999) para estabelecer a rede de haplotipos
(Figura 6), resultando em 6 hapldtipos diferentes separados pelas regibes. A
sequéncia de Rio Claro formou o H1 (haplétipo), sequéncia de Sao Jodo da
Boa Vista o H2, Uberlandia 1 o H3, Uberlandia 2 o H4, Santa Rita do Passa
Quatro o H5, e llhéus o H6

Figura 6- Rede de haplétipos das col6nias de Camponotus textor pelo método
median- joining. H_1 representa a col6nia de Rio Claro; H_2 a colbnia de S&o
Jodo da Boa Vista; H_3 a primeira colonia de Uberlandia; H_4 a segunda
colénia de Uberlandia; H_5 a coldnia de Santa Rita do Passa Quatro; e H 6 a
colénia de Ilhéus.

3.5- Analise do sinal filogenético

Apds o alinhamento no ClustalWW e a edicdo manual, as sequéncias
foram submetidas ao Dambe (XIA; XIE, 2001) para a verificagdo da quantidade
de transicdo e transversdo. Os resultados indicaram um forte sinal filogenético,

com transigOes excedendo as transversodes (Figura 7).



40

As modificacdes nas sequéncias de aminoacidos das regides
codificantes resultaram em vinte e sete mutacdes silenciosas e sete mutacfes

nao silenciosas.
0.018
0.015
s

0012

0.009

s and v

0.008

0.003

0.000 | | | | | |
0,0008 0,0045 0,00281 0,0118 0,0154 0,0191 0,0227

F84 distance

Figura 7- A analise do sinal filogenético de sequéncias estudadas neste
trabalho. O eixo x indica a divergéncia entre as sequéncias. A linha azul
representa transicbes e a linha verde representa transversdes. O grafico
mostra um sinal filogenético satisfatério onde as transicbes aparecem com
mais frequéncia do que transversoes.

4- Discussao

Existem poucos trabalhos de taxonomia de Camponotus, e devido a
imensa diversidade, muitas dessas espécies foram identificadas erroneamente
(MACKAY, observacdes nao publicadas). Ap6s o trabalho de Longino (2006),
gue formalmente separou Camponotus senex textor em Camponotus senex e
Camponotus textor, afirmando que a formiga-teceld encontrada no Brasil é a
Camponotus textor; o presente trabalho realizou uma abordagem de
caracterizagcdo molecular desta espécie com intuito de obter mais uma
ferramenta de identificacdo da espécie através do barcode e outros
marcadores moleculares encontrados.

Primeiramente, foi realizada a anotacéo de todas colbnias, identificando

cada regidao do COI (que pode ser utilizado como barcode), IGS, tRNA de
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Leucina e COIl. Poucas alteragbes foram verificadas entre as colonias,
entretanto foi possivel uma separacdo em trés grandes grupos. Quanto as
divergéncias, foram identificadas nas regides codificadoras vinte e sete
mutagdes sindnimas e sete mutagdes ndo sinbnimas. A auséncia ou a baixa
guantidade de substituicbes ndo sinbnimas é esperada em regides
codificadoras (MORITZ; DOWLING; BROWN, 1987).

As sequéncias apresentaram em média 65,92% de Ae T e 34,07% de G
e C, segundo 0 software “‘Gene Runner” versao 3.01
(http://www.generunner.net/  Copyright © 1994 Hastings Software, Inc),
corroborando os trabalhos de Simon et al. (1994) e Koulianos; Crozier (1999),
0S quais sugerem uma alta frequéncia nucleotideos de A e T no genoma
mitocondrial dos insetos em geral.

O IGS espacgador em Apis localiza-se em regido diferente da encontrada
neste trabalho, ficando entre tRNA de Leucina e COIl, e possui 193 pb. Tanto
para C. textor, assim como em outras espécies de formigas e abelhas, essa
regido possui um tamanho reduzido ou até mesmo ausente (CROZIER;
CROZIER, 1993), entretanto, tem-se mostrado informativa para estudos
evolutivos e filogenéticos (FRANCK et al.,, 1998, WETTERER; SCHULTZ;
MEIER, 1998; KRONAUER; HOLLDOBLER; GADAU, 2004; MARTINS et al.,
2007).

O tRNA de Leucina quando comparado com o de Camponotus
laevigatus (sequéncia de maior similaridade no “GenBank”) apresentou
algumas divergéncias. Segundo Clary e Wolstenholme (1985), as maiores
alteracOes encontradas estdo presentes nos bracos D e TWC, entretanto, isso
nao foi observado no presente trabalho. A regido D n&o apresentou diferencas.
As demais regides apresentaram diferencas consideraveis: na regido TWC de
C.textor pode-se observar uma insercao de dois nucleotideos (U e A) indicados
pela seta e mais cinco substituicbes na alca (de A para U, A para U, C para U,
U para A, e U para A); na regido variavel ocorreram duas substituicbes (de U
para C e A para U); na regido do anticodon houve uma delecdo de dois
nucleotideos (U e A) indicados pela seta; na alca dessa regido ha também a
insercdo de dois nucleotideos (A e C), totalizando nove, enquanto que na

espécie de C.laevigatus ha sete.
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O estudo de um uUnico tRNA néao é o suficiente para elucidar a filogenia a
nivel da espécie (HIGGS et al., 2003), entretanto, ha uma tendéncia de
géneros estritamente relacionados possuirem um tRNA similar (CHIOTIS;
JERMIIN; CROZIER, 2000).

Todas as amostras de C. textor foram coletadas em areas urbanas
interligadas por rodovias, isto pode indicar a interferéncia do homem na
dispersédo das rainhas, resultando em um possivel isolamento das colbnias
estudadas.

Pela andlise de correlacdo de Pearson entre distancia genética e a
geografica foi verificada que existe a relacdo: - maior distancia geografica-
maior distancia genética. Esta relacdo sugere um padrdo filogenético com
colonizacdo antiga (STREHL; GADAU, 2004). Os polimorfismos de ancestrais
que foram isolados podem originar relacdes filogenéticas distintas (BULGIN et
al., 2003); portanto, ao assumir que a acao antrépica (ex. construcdo de
rodovias e urbanizacdo) pode reduzir o fluxo génico entre as colbnias de C.
textor atuando como uma possivel barreira, isto pode explicar a separagdo em
trés grandes grupos.

A atividade humana até pode reduzir os efeitos de barreiras geograficas
e distancia fisica pelo transporte de formigas, pois pode interferir no fluxo
génico. Por outro lado, esses movimentos ndo devem ser tdo frequentes e
regulares de maneira a prevenir a continua divergéncia genética de populacdes
geograficas (AHRENS; ROSS; SHOEMAKER, 2005).

Ahrens, Ross e Shoemaker (2005) em seu trabalho sobre Solenopis
invicta comentam que diversos fatores isolados ou agindo em conjunto podem
limitar o fluxo génico mediado maternalmente, como por exemplo: a baixa
capacidade de dispersdo das rainhas monoginicas (MARKIN et al., 1971),
assim como a baixa vagilidade das rainhas poliginicas (DEHEER et al., 1999) e
a presenca de populacdes contaminadas com diferentes cepas de Wolbachia
(SHOEMAKER; KELLER; ROSS, 2003), que pode gerar incompatibilidade
entre os individuos reprodutivos de populagdes distintas. Como pouco se
conhece sobre a biologia geral de C. textor, ndo se pode fazer inferéncias
sobre a sua forma de dispersdo, mas € possivel que a bactéria reduza a
performance locomotora de operarias, fato que ja foi observado no parasitéide
Leptopilina heterotoma (FLEURY et al., 2000).
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No presente trabalho ficou evidenciado que hd uma grande diversidade
de haplétipos mitocondriais assim como ocorreu com S. invicta no trabalho de
Ahrens, Ross e Shoemaker (2005). Os autores relatam que isso pode ser
decorrente de alguns fatores, como por exemplo, linhagens divergentes dentro
da mesma espécie. Ross; Shoemaker (2005) e Ross et al. (2007) defendem a
ideia que a deriva genética e a selecdo local podem gerar diferencas que
resultam em linhagens diferentes de haplétipos mitocondriais em S. invicta.

Ramalho et al. (ndo publicado) verificou uma alta incidéncia de infeccéo
de operarias de C. textor com mdltiplas cepas de Wolbachia, o que poderia
contribuir também para aumentar a diversidade de haplotipos mitocondriais,
uma vez que a incompatibilidade citoplasmatica causada por cepas distintas
poderia reduzir o fluxo génico entre as colonias.

A analise filogenética das colbnias e a rede de hapl6tipos revelaram a
existéncia da correlacao entre as distancias geograficas e genéticas evidentes
na arvore e rede geradas, respectivamente.

No trabalho de Berghoff et al. (2008) ficou evidente que as rainhas de
Eciton burchellii ndo possuiam asas e ficavam permanentemente na colbnia,
enquanto que os machos alados conseguiam dispersar longas distancias e
transpor barreiras como rios. Nesse estudo foi utilizado tanto a técnica de
microssatélites nucleares quanto de sequéncias mitocondriais, e por isso que
se obteve o cenario real da dispersédo e a investigacdo do fluxo génico. Se o
estudo em questédo levasse em consideracdo apenas as sequéncias de DNA
mitocondrial (materno), ndo conseguiria verificar que 0s machos eram os
responsaveis pela manutencdo do fluxo génico. Portanto, apesar dos dados
aqui apresentados serem inéditos para a espécie de Camponotus textor, o
atual trabalho levou em consideracao apenas o DNA mitocondrial. Desta forma,
os resultados que sugerem uma limitacdo do fluxo génico entre as colbnias
necessitam de novos estudos, levando em consideracdo o DNA nuclear, pois
nao se sabe ao certo como se da a disperséo desta espécie.

A analise baesiana e a de méaxima parcimfnia apresentaram a mesma
topologia além de altos valores de boostrap e valores de inferéncia baesiana
dos ramos, os quais indicam forte suporte da analise. A resposta foi positiva,
uma vez que a coldnia de llhéus (a mais distante geograficamente) apresentou-

se separada das demais na analise filogenética; as colénias de Sao Jodo da
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Boa Vista e de Santa Rita do Passa Quatro ficaram mais relacionadas,
caracterizando assim um grupo, assim como as duas colénias de Uberlandia,
locais em que a distancia geografica era menor. A colénia de Rio Claro ficou
mais relacionada com o clado das colbnias de Uberlandia, apesar de se
localizar mais proximo a Santa Rita do Passa Quatro e Sdo Jodo da Boa Vista.
Esta juncdo em um uUnico grupo pode ser explicada com um ancestral comum
mais recente do que de todas as outras colbnias amostradas. Entretanto néo
se pode descartar a possibilidade de transporte humano dos ninhos também.

A rede de haplétipos também apresentou o mesmo resultado obtido na
analise baesiana e maxima parcimoOnia, novamente oferecendo mais suporte

aos dados.
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5- Conclusdes

Com as técnicas utilizadas foi possivel a caracterizacdo de dois genes
mitocondriais parciais COIl e COIl, o tRNA-Leu e o IGS de Camponotus textor,
a formiga-tecela do Brasil.

A andlise entre as distancias geografica e genética das colbnias
analisadas revelou correlacdo positiva, sugerindo um padrdo de colonizacao
antiga.

Foi evidenciada também uma ampla diversidade de haplétipos
mitocondriais, e isto pode sugerir uma reducdo do fluxo génico entre as
colénias, decorrentes tanto de uma baixa capacidade de dispersao das rainhas,
da acdo antropica, como também da presenca de mdultiplas cepas de
Wolbachia as quais podem gerar incompatibilidade citoplasmaética.
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“Presenca e distribuicdo dos endossimbiontes Wolbachia
e Blochmannia em col6nias de Camponotus textor Forel, 1899
(Hymenoptera, Formicidae)”.
Resumo:

Ocorréncias de endobactérias sdo comuns nos artropodes. Dentre elas, pode
se destacar a Blochmannia, a qual foi descrita primeiramente em 1887 por
Blochmann em Camponotus ligniperdus (anteriormente Camponotus ligniperda)
e a Wolbachia, cuja primeira observacao se deu no mosquito Culex pipiens. O
presente trabalho aborda um estudo sobre o hospedeiro Camponotus textor,
gue é uma formiga- tecelda comum em matas da América Central e a do Sul.
Embora seja abundante, € uma espécie pouco estudada. O objetivo deste
trabalho foi investigar a presenca e a frequéncia da ocorréncia das
endobactérias Wolbachia e Blochmannia nas colonias de C. textor. Para tal,
foram utilizados os pares de primers do MLST, mais o0 wsp como um marcador
adicional (para Wolbachia), e os primers Bloch 16S-462F e Bloch 16S-1299R
(para evidenciar a Blochmannia) como uma forma de elucidar as possiveis
formas de transferéncias destes endossimbiontes e como eles se comportam
dentro desta mesma espécie hospedeira. Individuos de nove coldnias foram
coletados em municipio dos estados SP, MG e BA e armazenadas no etanol
80% até a extracdo de DNA com TNES. A amplificacdo do fragmento foi
realizada com o volume total de 25uL, contendo DNA molde, Tampéao PCR,
MgCl,, dNTP’s, 2 uL primers e Taq DNA polimerase (Invitrogen). A purificacdo
foi feita com GFX PCR and Gel Band Purification (GE Healthcare), e o
sequenciamento com o BigDye Terminator (v.3.1) da Applied Biosystems, no
sequenciador automatico 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). As
sequéncias foram editadas no BioEdit, e comparadas com outras depositadas
no GenBank, através da ferramenta BLAST. Como ficaram evidentes multiplas
infeccbes de Blochmannia, foi necessaria a clonagem para o isolamento das
cepas. Todos os individuos analisados apresentaram infeccdo por
Blochmannia, e além desse endossimbionte também foi detectado o
Candidatus Sodalis melophagi, porém novos estudos s&do necessarios para
compreender essa relacdo de simbiose. A analise de Wolbachia permitiu a
incorporacdo de uma cepa inédita ao banco de dados pertencente ao
supergrupo A. Em relacdo a forma de dispersdo desses endossimbiontes
através do hospedeiro, ficou claro que tanto para Wolbachia quanto para
Blochmannia podem ter sido transferidas verticalmente como horizontalmente.

Palavras Chaves: Endobactérias. Camponotini. Formiga-tecela.
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" Presence and distribution of Wolbachia and Blochmannia
endosymbionts in colonies of Camponotus textor Forel, 1899

(Hymenoptera, Formicidae)."

Abstract:

Results endobacterium are common in arthropods. Among them, we can point
out the Blochmannia, which was first described in 1887 by Blochmann in
Camponotus ligniperdus (Camponotus ligniperda previously) and Wolbachia,
whose first observation was made in the mosquito Culex pipiens. This paper
discusses a study on the host Camponotus textor, who is a weaver ant common
in the forests of Central America and South. Although abundant, is a little
studied species. The objective of this study was to investigate the presence and
frequency of occurrence of Wolbachia and Blochmannia endobacterium in
colonies of C. textor. For this purpose, we used the primer pairs of MLST, and
additional wsp as a marker (for Wolbachia), and primers 462F and Bloch 16S-
16S Bloch-1299R (to show the Blochmannia) as a means to elucidate the
possible forms transfer of endosymbionts and how they behave within this same
host species. Individuals from nine colonies were collected in the city of states
SP, MG and BA and stored in 80% ethanol until DNA extraction with TNES. The
fragment amplification was performed with a total volume of 25uL containing
template DNA, PCR buffer, MgCI2, dNTP's, 2uL primers and Tagq DNA
polymerase (Invitrogen). Purification was performed using GFX PCR and Gel
Band Purification (GE Healthcare) and sequencing with the BigDye Terminator
(v.3.1) from Applied Biosystems, at 3130 Genetic Analyzer automated
sequencer (Applied Biosystems). Sequences were edited in BioEdit, and
compared with other GenBank through BLAST tool. As became evident
Blochmannia multiple infections, cloning was necessary for the isolation of the
strains. All individuals analyzed presented Blochmannia infection, and beyond
that was also detected the endosymbiont Candidatus Sodalis melophagi, but
further studies are needed to understand this symbiotic relationship. Wolbachia
analysis allowed the incorporation of a novel strain belonging to the database to
supergroup A. Regarding the form of dispersion of these endosymbionts by the
host, it was clear that for both Wolbachia as Blochmannia for may have been
moved vertically and horizontally.

Keys Word: Endobacterium. Camponotini. Weaver-ant.

1-Introducéo
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Relagbes de simbioses entre insetos e bactérias sdo frequentemente
encontrados nas ordens Coleoptera, Blattaria, Homoptera e Hymenoptera
(BUCHNER, 1965; DASCH; WEISS; CHANG, 1984; DOUGLAS, 1989). Os
microorganismos, nessas intera¢des simbioticas, parecem estar envolvidos nos
processos metabodlicos, como por exemplo, disponibilizando aminoacidos
essenciais e vitaminas, ou ainda auxiliando na reciclagem do nitrogénio do
acido arico para seus hospedeiros (BAUMANN et al., 1995; COCHRAN, 1985;
DOUGLAS, 1998; HEDDI et al., 1999; NOGGE, 1982), mas podem também
trazer alguns prejuizos ao hospedeiro, como manipular sua reproducéo
(STOUTHAMER et al., 1993; WERREN, 1997; WERREN.; BALDO; CLARK,
2008).

A ocorréncia de endobactérias, ou seja, bactérias intracelulares sao
comuns nos artropodes, possuindo uma taxa média de infeccdo de 76% de
insetos (JEYAPRAKASH; HOY, 2000). Dentre elas, pode se destacar a
Blochmannia, a qual foi descrita primeiramente em 1887 por Blochmann em
tecidos de ovarios e intestino de Camponotus ligniperdus (anteriormente
Camponotus ligniperda; BOLTON, 1996) (BLOCHMANN, 1887) e a Wolbachia,
cujo primeiro registro foi nos tecidos reprodutivos do mosquito Culex pipiens
(HERTIG; WOLBACH, 1924).

Existem dois tipos de interacdo molecular entre as bactérias simbiontes
e seus hospedeiros: a primaria e a secundaria. A interacdo primaria
caracteriza-se por associacdes especializadas, descendentes de um ancestral,
cujas arvores filogenéticas dos simbiontes sdo congruentes com a dos seus
hospedeiros em periodos longos do processo evolutivo (MUNSON et al., 1991,
LO et al., 2007; BAUMANN, 2005; WU et al., 2006). Também podem ocasionar
alteracbes no genoma bacteriano e o simbionte pode estar localizado em
algum o6rgao especializado no interior do hospedeiro. Um bom exemplo para
formigas é a Blochmannia (GIL et al., 2004; DEGNAN; LAZARUS;
WERNEGREEN, 2005), a qual é considerada uma Gama- Proteobactéria, com
estreitas relacfes filogenéticas com Escherichia coli (GOMEZ — VALERO et
al., 2004).

A Dbactéria Blochmannia foi identificada pela primeira vez em
Camponotus (BLOCHMAN, 1882), ocorrendo no interior de uma célula

especializada denominada de bacteriécito. Acredita-se que a bactéria
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desempenhe um papel nutricional para o hospedeiro ao fornecer alguns
aminoacidos essenciais (FELDHAAR et al., 2007) e isto se d& mais
intensamente no inicio da vida (WOLSCHIN et al., 2004; GIL, 2003; DEGNAN;
LAZARUS; WERNEGREEN, 2005). Contudo, o papel nutricional da
Blochmannia ndo é o Unico aspecto a se destacar da interacdo com o0 seu
hospedeiro, pois ela possui genes necessarios para contribuir para o
metabolismo de nitrogénio, enxofre, e de lipideos (GIL et al., 2003; DEGNAN;
LAZARUS; WERNEGREEN, 2005; WILLIAMS; WERNEGREEN, 2010).

Apesar da reducdo do seu genoma, a Blochmannia mantem os genes
para funcdes celulares basicas como a biossintese de nove aminoacidos
essenciais (exceto Arginina), além de cofatores e enzimas de urease, as quais
permitem que o simbionte recicle o nitrogénio da ureia (FELDHAAR et al.,
2007; DE SOUZA et al., 2009; FAN et al., 2012).

Estudos compararam o perfil de transcricdo de Blochmannia floridanus
em diferentes estagios de desenvolvimento do seu hospedeiro (Camponotus
floridanus), usando as técnicas de genoma completo e PCR Quantitativa “Real
time” (STOLL; FELDHAAR; GROSS, 2009; ZIENTZ et al., 2006). Esses
estudos confirmaram que ocorre variagdo no transcriptoma nas diferentes fases
do desenvolvimento do hospedeiro. Os genes (chamados simbiéticos) que
codificam proteinas envolvidas no metabolismo basico possuem expressao
elevada nas primeiras fases larvais (STOLL; FELDHAAR; GROSS, 2009;
ZIENTZ et al., 2006).

Outras caracteristicas da biologia da Blochmannia sugerem que também
pode ocorrer a transmissao horizontal entre os hospedeiros. Os bacteridcitos
gue possuem a Blochmannia encontram-se entre as células epiteliais do
intestino médio de formigas (BUCHNER, 1965; SCHRODER et al., 1996;
SAUER et al., 2000, 2002). E essa proximidade com intestino médio pode
conferir as bactérias maiores oportunidades para serem transferidas
horizontalmente entre espécies (por exemplo, por meio de secrec¢des corporais)
(DEGNAN et al., 2004).

A interacdo secundaria normalmente é facultativa, podendo ser benéfica

ou nado, ou seja, desde patdgenos até mesmo a prépria Wolbachia.
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SHOEMAKER, KELLER e ROSS (2003) acreditam que ela seja um dos
principais simbiontes de insetos, uma vez que estimativas sugerem que
milhdes de espécies podem estar infectadas. As formigas, por sua vez, tiveram
enorme expansao durante sua evolugéo, propiciando interacdo com diversos
taxons, portanto, elas podem ter adquirido Wolbachia através de diversas
formas de parasitoides (DEDEINE et al., 2005).

Observada pela primeira vez no mosquito Culex pipiens, a cepa de
Wolbachia foi entdo designada como Wolbachia pipiens, (HERTIG, 1924).
Entretanto, devido a variacdo genética ainda nédo interpretada completamente
nas diferentes ordens de insetos onde ocorrem, 0s autores tém optado por nao
adotarem essa nomenclatura, referindo-se a esta apenas como Wolbachia e
quando necessario completar com o taxon do inseto (WERREN; BALDO;
CLARK, 2008).

As diferentes cepas de Wolbachia sdo classificadas de acordo com a
andlise filogenética dos genes 16S rDNA, wsp e ftsZ, definindo supergrupos A,
B, C, D, E, e F, sendo A e B cepas encontradas em artropodes, C e D em
nematéides, e E e F em Collembola, artropodes e nematdides (FENN;
BLAXTER, 2004), G em aranhas (ROWLEY; RAVEN; MCGRAW, 2004) e H
em cupins (BORDENSTEIN; ROSENGAUS, 2005).

Wolbachia é uma endobactéria Gram negativa da classe Alpha
Proteobacteria, ordem Ricckettsiales, n&o cultivavel fora da célula do
hospedeiro, portanto, de dificil estudo. Com o avanco dos métodos
moleculares, principalmente com o uso da PCR (Reacao de Polimerizagcdo em

Cadeia), tornou-se possivel analises aprofundadas dessa bactéria.

Para confirmagéo inicial da Wolbachia foi previamente desenvolvido um
par de primer a partir do gene de uma proteina de superficie, o wsp (ZHOU,;
ROUSSET; O’NEILL, 1998), mas devido a taxa elevada de recombinacao
(BALDO; LO; WERREN, 2005; WERREN et al., 2001) e forte selecdo de
diversificacdo (BALDO et al., 2002; JIGGINS; HURST; YANG, 2002),
atualmente tornou-se inadequado a utilizagdo desse gene marcador sozinho. A
abordagem de “multigene typing” tem sido muito utilizada para cepas de

Wolbachia, conhecido também como MLST- Multilocus Sequence Typing
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(PARASKEVOPOQULOS et al., 2006). Essa ferramenta tem fornecido hipoteses
sobre o movimento global desta bactéria dentro das comunidades de insetos.
Os novos genes analisados no MLST séo ftsZ, coxA, fbpA, gatB e hcpA. E
como um marcador molecular adicional, o wsp tem sido utilizado apds as
andlises com MLST (BALDO et al., 2006a).

A técnica descrita por Baldo et al. (2006a) tem sido uma importante
ferramenta para a caracterizacédo das cepas, mas ainda nao soluciona todas as
questdes: o0 uso de primers especificos de supergrupos e seu sequenciamento
direto sdo impraticaveis em individuos que abrigam mais de uma cepa do
mesmo  supergrupo devido a leitura ambigua das sequéncias
(RAYCHOUDHURY et al., 2009). Mesmo a clonagem para a separacao dos
alelos nao resolveria o problema para a atribuicdo das “sequence type” (ST), a
qual é equivalente a um haplétipo, limitando assim a aplicacdo dos genes
MLST para individuos que abrigam ndo mais do que uma cepa por supergrupo
A e B (RAYCHOUDHURY et al., 2009; BALDO et al., 2006a).

Outras metodologias para resolver essa questdo estdo sendo
abordadas, como por exemplo: a separagdo artificialmente das cepas por
transinfeccdo (ZABALOU et al., 2004; MERCOT,; POINSOT, 1998), tratamento
com antibiético (DEDEINE et al.,, 2001; KOUKOU et al., 2006), cultura de
células (O’NEILL et al., 1997), ou ainda a recente abordagem de Analise de
Interseccdo de Alelo (AIA) (ARTHOFER et al.,, 2011). Contudo o presente
trabalho optou, a principio, em dar continuidade com as analises que
apresentaram infeccdo simples ou ainda infeccdo dupla, se ocorresse uma
cepa pertencente ao supergrupo A e outra ao supergrupo B, como descrito no

protocolo no site http://pubmist.org/wolbachia/.

A transmisséao de Wolbachia quando ocorre verticalmente pode acarretar
diversos efeitos em seus hospedeiros, como: partenogénese, morte dos
machos, feminizagdo, adaptacdo local, especiacdo e incompatibilidade
citoplasmatica (IC) (STOUTHAMER; BREEUWER; HURST, 1999) além de
auxiliar na nutricio de percevejos com suplementacdo de vitamina B
(HOSOKAWA et al., 2010) . A IC tem sido relacionada com alteracbes na
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sincronia das divisdes endomitéticas dos nulcleos masculino e feminino,
resultando na inviabilidade do embrido (TRAM ; SULLIVAN, 2002).

A IC pode causar a inviabilidade dos embrifes a partir de cruzamentos
unidirecional e bidirecional. O cruzamento de macho infectado e fémea néo
infectada ndo gera descendente, entretanto a situacao inversa permite o
desenvolvimento da prole. Quando ocorrem cepas distintas em um individuo o
cruzamento também nédo pode néo gerar prole, mas fémeas com mais de uma
cepa possuem uma maior vantagem, pois conseguem cruzar e gerar
descendente mais facilmente (BARR, 1980; ROUSSET; RAYMOND, 1991).

As alteracOes reprodutivas induzidas nos hospedeiros podem trazer
vantagem para a bactéria, pois o aumento de individuos infectados garantira a
transmissdo da Wolbachia para as geragbes futuras (CASPARI; WATSON,
1959; FINE, 1978; TURELLI, 1994; WERREN; O’ NEILL, 1997).

O rapido aumento de Wolbachia dentro de uma populacdo hospedeira
pode ser promovido pela IC, e pode gerar isolamento reprodutivo, que
posteriormente, pode levar a especiacdo (FENN; BLAXTER, 2004).

A Wolbachia pode interferir nos processos bioldgicos, ecoldgicos e
evolutivos do hospedeiro e por isso tem atraido muitos interesses com o
objetivo de desenvolver novas estratégias para controle de insetos pragas e
vetores de doencas (KAMBRIS et al., 2009; BOURTZIS, 2008). A inducdo de
IC por Wolbachia (naturalmente ou em laboratério) tem sido sugerida como
uma ferramenta para abolir pragas agricolas e vetores de doencas
(STOUTHAMER; BREEUWER; HURST, 1999, XI; KHOO; DOBSON, 2005;
BOURTZIS, 2008; ZABALOU et al., 2009; APOSTOLAKI et al., 2011).

Contudo, a ampla taxa de hospedeiros infectados ndo pode ser
explicada apenas pela transmisséo vertical, levando a hipétese de que ocorra
transferéncia horizontal também, embora os mecanismos deste processo ainda

nao estejam totalmente esclarecidos (WERREN et al., 1995).

Estudos que utilizaram os genes do wsp e do ftsZ para analise de
Wolbachia, tem encontrado incongruéncias entre as filogenia de hospedeiros e

do endossimbionte, fazendo com que o0s pesquisadores assumissem que a
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transmissao horizontal de Wolbachia entre diferentes espécies de hospedeiros
pode ter ocorrido diversas vezes (BOUCHON; RIGAUD; JUCHAULT, 1998;
CORDAUX; MICHEL-SALZAT; BOUCHON, 2001; KITTAYAPONG et al., 2003;
SCHILTHUIZEN; STOUTHAMER, 1997; WERREN; WINDSOR; GUO, 1995;
ZHOU; ROUSSET,; O’NEILL, 1998; MARTINS; SOUZA; BUENO, 2012). Com
uma metodologia mais atual (MLST), estudos realizados com aranhas e
formigas revelaram a mesma topologia, confirmando que a filogenia da
Wolbachia e do hospedeiro apresentou-se incongruente (BALDO et al., 2008;
FROST et al.,, 2010); ou seja, cepas iguais ou ainda relacionadas tem sido
encontradas em diferentes espécies de hospedeiros que compartiham o
mesmo nicho ecoldgico ou ainda possuem interacdes hospedeiro-parasita ou
presa-predador (KITTAYAPONG et al, 2003; STAHLHUT et al., 2010).
Todavia, hd também alguns casos em que as filogenias de Wolbachia e
hospedeiro baseadas em genes MLST concordaram, sugerindo que a
transferéncia vertical de um ancestral comum também pode ocorrer (JAENIKE
et al.,, 2010; KAWASAKI et al., 2010). Watanabe et al. (2012) através dessas
andlises em insetos do género Orius também encontrou evidéncias tanto de

transferéncia vertical como horizontal.

O presente trabalho aborda um estudo sobre o hospedeiro Camponotus
textor que € uma formiga teceld comum em matas da América Central e a do
Sul. Embora sejam abundantes, existem poucos estudos sobre esta espécie no
Brasil. Em geral, os estudos existentes sobre C. textor descrevem o

comportamento de tecelagem e a constru¢céo de ninhos (SCHREMMER, 1979)

Santos e Del-Claro em 2009 abordaram o comportamento e ecologia
dessa formiga evidenciando que C. textor, assim como outras tecelas, utiliza
grande parte do tempo na construcdo e manutencdo de seus ninhos; porém,
realiza maior investimento na producdo do que as demais formigas tecelas. O
fato de serem poliginicas e possuir abundancia no nimero de operarias indica
gue o ninho pode se fragmentar em ninhos satélites, minimizando a taxa de
mortalidade causada por fatores bidticos e abidticos (SANTOS; DEL-CLARO,
20009).
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Estudos recentes revelaram que as larvas produzem seda apenas no
altimo instar. Esta seda € utilizada tanto para a constru¢do do ninho, como do
proprio casulo da pupa. Nesse ultimo evento, a larva ndo se alimenta mais de
dieta sélida, indicando que a necessidade energética para a metamorfose ja foi
estocada. Com auxilio do microscépio eletrénico de varredura foi possivel uma
melhor visualizacdo de caracteristicas morfoldgicas, desta maneira, foi
evidenciado que a espécie em questdo € polimorfica, diferente do que foi
proposto por Wheeler em 1915 (ZARA; BUTION; CAETANO, 2010).

Com excecao desses estudos, ndo ha na literatura dados consistentes
sobre habitos alimentares, biologia e ecologia comportamental deste grupo.
Portanto o objetivo deste trabalho foi investigar a presenca e a frequéncia da
ocorréncia das endobactérias Wolbachia e Blochmannia nas colénas de C.
textor, utilizando os pares de primers do MLST (incluindo os seguintes genes
ftsZ, gatB, coxA, hcpA e fbpA), mais o wsp como um marcador adicional (para
Wolbachia), e os primers Bloch 16S-462F e Bloch 16S-1299R (para
evidenciar a Blochmannia). O intuito é elucidar as possiveis formas de
transferéncias destes endossimbiontes e como eles se comportam dentro desta

mesma espécie hospedeira.

2-Material e métodos
2.1 - Coletas e identificagao

Operarias de Camponotus textor (Forel, 1899) foram coletadas de nove
colbnias de diferentes localidades do Brasil (Tabela 1 e Figura 1). O material foi
preservado em etanol 80% e mantido a -20° C até a extracdo do DNA. Os
espécimes foram identificados pelo Dr. Jaques Delabie e depositados em sua
colecdo no Laboratério de Mirmecologia - Convénio UESC/CEPLAC Centro de
Pesquisas do Cacau — CEPEC- CEPLAC (Voucher #5692).

Cidades Coordenadas

Rio Claro (SP) 22°23°42.3” S
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47° 32’ 33.4” O
S&o Jodo da Boa 21°58°10” S
Vista (SP) 26°47° 56” O
Santa Rita do Passa 21° 42’ 3,52” S
Quatro (SP) 47° 29’ 22.35” O
Araraquara | (SP) 21°43'29.04" S
48°1'7.49" O
Araraquara Il (SP) 21° 48' 47.38" S

48°12'7.11" O

Ribeirdo Preto (SP)

21012 42" S
470 48 24" O

Uberlandia 18°53'9.7” S

| (MG) 48°15’ 39” O
Uberlandia 18° 53' 0,64” S
Il (MG) 48° 15’ 34,35” O

llhéus (BA) 14° 18’ 45” S

39°53°13” O

Tabela 1- Locais de coleta de C. textor para a realizacdo deste trabalho e sua
respectiva coordenada geografica.
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Figura 1- Localidades de coleta das coldnias estudadas. A Tabela 1 detalha os locais.
Mapa: speciesMapper, 2009.

2.2- Extracdo do DNA total, Amplificacdo e Sequenciamento

O DNA foi extraido individualmente de oito operarias de cada colbnia e
preservadas em etanol 80% conforme descrito em FROST et al. (2010). Os
tecidos dissociados foram incubados em uma solucédo de lise celular (100 mM
Tris, pH 9.1, 100 mM NaCl, 200 mM sacarose, 50mM EDTA, 0,5% SDS) a
55°C por 3 horas; subsequentemente, residuos proteicos foram precipitados
com NaCl 5M e centrifugados a 16,000 g por 5 minutos; o sobrenadante que
contém o DNA foi transferido para um novo tubo de 1,5 mL contendo 600 pL de
isopropanol 100% e entdo misturados por inversdo e centrifugados a 16,000 g
por 5 minutos. Apds remoc¢do do sobrenadante, foram adicionados 600 yL de
etanol 70% ao tubo e invertidos gentilmente. O material foi entdo centrifugado a

16,000 g por 3 minutos. O etanol foi removido e o pelete contendo DNA foi
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seco por 10 minutos na DNA 120 SpeedVac® da Thermo Savant. O DNA foi
ressuspendido em 30 uL de TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH-8).

Para a amplificacdo do fragmento foi usado o kit da Invitrogen. O volume
da reacao de PCR foi de 25 ul, contendo 2 ul DNA molde, 5 yl Tampéo, 2,5 ul
MgCl,, 1 pul dNTP’s, e 0,13 pl Tag DNA polimerase, e agua Mili-Q. Todos os
ciclos de PCR para identificacdo da Wolbachia foram 94 ° C durante 2 min, 37
ciclos de 94 ° C por 30 seg, temperatura de anelamento por 45 seg (54°C para
hcpA, gatB, ftsZ e coxA e 59°C para fbpA e wsp), 72 © C durante 1,5 min,
terminando com 10 min a 72 ° C. Os ciclos de PCR para a identifcacdo da
Blochmannia foram 94°C durante 2 min, 30 ciclos de 95°C por 20 seg, 60°C por

50 seg e 72°C por 1,5 min, finalizando com 72°C por 5 min.

2.2.1 - Primers paraidentificagdo de Wolbachia

Primeiramente dois pares de primers foram utilizados para verificar a
presenca de Wolbachia nos individuos e a porcentagem de infec¢do dentro de
cada  colonia. Um deles  foi o  controle: EF1a-532F (5
AGGCAAATGTCTTATTGAAG - 3") e EF10-610R (5 -
GCGGGTGCGAAGGTAACAAC - 3’) (SHOEMAKER et al., 2000) que amplifica
um fragmento de 400 pb do gene nuclear EFla (fator de elongacao). O outro
par é aquele que amplifica um fragmento variavel de um gene que codifica uma
proteina de superficie da bactéria, com cerca de 600 pb, denominado wsp81F
(5 — TGGTCCATTAAGTGATGAAGAAAC - 3) e wsp691R (5 -—
AAAAATTAAACGCTACTCCA - 3) (BRAIG et al., 1998; ZHOU; ROUSSET;
O’NEILL, 1998).

Entretanto, Baldo, Lo, e Werren (2005) e Werren et al. (2001)
evidénciaram recombinacdo deste gene o tornando inadequado para uma
caracterizacdo confiavel da cepa se usado isoladamente. Adicionalmente,
houve também a deteccdo de recombinacdo entre genes de Wolbachia
(BALDO et al., 2006b) sugerindo que uma abordagem de caracterizacdo de um
Gnico l6cus pode ndo revelar a verdade. Uma metodologia multigénica-
Multilocus Sequence Typing (MLST) foi utilizada apdés a confirmagdo da
infeccdo com o wsp para caracterizacao de cepas de Wolbachia, a qual utiliza
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cinco genes: gatB, coxA, hcpA, fbpA e ftsZ. Estes genes tém uma Unica copia
dentro o genoma da Wolbachia e sao estaveis, por isso ndo séo tdo propensos
a recombinacdo. Além disso, eles estdo espalhados por todo o genoma da
Wolbachia o que significa que um evento de recombinacdo € improvavel
(BALDO et al., 2006a).

2.2.2 - Primers paraidentificagdo de Blochmannia

Para a deteccéo de Blochmannia foram utulizados os primers Bloch16S-
462F 5-AAACCCTGATGCAGCTATACCGTGTGTG- 3',e Bloch16S- 1299R 5'-
CCATTGTAGCACGTTTGTAGCCCTACTCA-3' (WERNEGREEN et al., 2009)
que foram desenvolvidos através de sequéncias 16S ja depositadas no
GenBank.

A purificacdo do produto da PCR foi realizada através do kit GFX PCR
and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare), seguindo o protocolo do
fabricante. As amostras foram quantificadas em NanoDrop 2000 Thermo
Scientific — Uniscience e a reacdo de sequenciamento foi realizada fazendo
uso do kit de reagentes denominado BigDye Terminator (v.3.1) da Applied
Biosystems, de acordo com as recomendacOes do fabricante. Todos os
amplicons foram sequenciados em ambas as direcdes. A leitura das
sequéncias foi feita pelo sequenciador automatico 3130 Genetic Analyzer

(Applied Biosystems).

2.3 - Analises das sequéncias —MLST Wolbachia

As sequéncia geradas através dos primers wsp foram editadas e
cortadas no software Bioedit Sequence Aligment Editor Copyright 1997-2011
(HALL,1999) e alinhadas com a ferramenta ClustalW (HIGGINS; BLEASBY;
FUCHS, 1992) para a confirmacao da infeccao de Wolbachia simples ou
multipla de cada colénia.

Uma vez confirmada a infec¢do simples, iniciou-se a abordagem MLST
de Wolbachia de acordo com recomendacdes do protocolo de infecgao simples
disponivel no site http://pubmist.org/wolbachia/. As andlises foram realizadas
sempre em triplicata (trés individuos por col6nia). As coldnias que

apresentaram duplas infeccdes seguiram de acordo com o protocolo diferencial
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também j& descrito mesmo site, para verificar se estas cepas seriam uma do
supergrupo A e outra do supergrupo B, o que possibilitaria o uso do MLST para
dupla infeccdo. As coldnias que apresentaram mais de uma cepa por
supergrupo foram, a principio, excluidas deste trabalho.

Os alelos de cada gene foram separadamente comparados com 0s
depositados no site para a confirmacao posterior da ST (Sequence Type) na
analise concatenada.

As sequéncias geradas pelos primers wsp foram adicionalmente
comparadas com as demais depositadas no banco de dados wsp-Wolbachia

(http://pubmist.org/perl/mistdbnet/agdbnet.pl?file=wo_wsp.xml).

2.3.1 -Bioinformética MLST-Wolbachia

Com o PAUP 4.0 (SWOFFORD, 1996) foi realizada a analise de maxima
parcimonia (Busca Heuristica, 2000 réplicas- bootstrap), com o objetivo de
verificar a filogenia das diferentes “STs” de formigas ja depositadas no banco
de dados assim como compara-las com a ST encontrada neste trabalho.

Com o programa Network 4510, obteve-se a analise da rede de
haplétipos usando o método median-joining. (BANDELT; FORSTER; ROHL,
1999).

Numero e posicdo de substituicbes sinbnimas e nao sinbnimas,
insercdes e delecdes, assim como as transicbes e transversbes foram
identificadas através do programa DAMBE (XIA; XIE, 2001).

2.4 -Analises das sequéncias —Blochmannia

As sequéncias geradas foram editadas e cortadas no software Bioedit
Sequence Aligment Editor Copyright 1997-2011 (HALL,1999) e alinhadas com
a ferramenta ClustalW (HIGGINS; BLEASB; FUCHS, 1992). Verificaram-se
multiplas infeccbes no eletroferograma, sendo necesséria a técnica de

clonagem para o isolamento de cada sequéncia.

2.4.1 -Clonagem - Blochmannia
A presenca de ruidos no eletroferograma da sequéncia exigiu a
clonagem génica dessas amostras. Para tal procedimento foi utilizado um kit

comercial para clonagem de produtos da purificacdo da PCR da Promega
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denominado pGEM- T Vector Sytem |. Foram utilizados os produtos diretos da
purificacdo da PCR, que eram entdo inseridos no vetor de clonagem seguindo
o protocolo fornecido pelo fabricante do Kkit.

As reacgdes de miniprep foram feitas de acordo com Zhou et al. (1990), e

as reacOes de sequenciamento foram preparadas conforme descrigdo anterior.

2.4.2- Bioinformatica- Blochmannia

Com o PAUP 4.0 (SWOFFORD, 1996) foi realizada a analise de maxima
parciménia interespecifica (Busca Heuristica, 2000 réplicas- bootstrap) da cepa
que apareceu com maior frequéncia na clonagem, com o objetivo de testar a
co-evolucdo filogenética do COI do hospedeiro e do endossimbionte
encontrado, conforme ja descrito diversas vezes na literatura (MUNSON et al.,
1991; LO et al., 2007; BAUMANN, 2005; WU et al., 2006).

Com o programa Network 4510, obteve-se a andlise da rede de
haplétipos usando o método median-joining. (BANDELT; FORSTER; ROHL,
1999).

Numero e posicdo de substituicbes sinbnimas e nao sinénimas,
insercdes e delegbes, assim como as transicdes e transversbes foram
identificadas através do programa DAMBE para analises dentro da mesma
espécie (intraespecifica) (XIA; XIE, 2001).

3-Resultados

3.1 - Wolbachia

Todas as colbnias analisadas apresentaram individuos infectados com
Wolbachia de acordo com os primers wsp, variando apenas a porcentagem de
infeccdo dentro da coldnia (Ver Figura 2). Pela analise do eletroferograma foi
possivel a verificacdo da infeccdo simples e da infeccdo dupla. As Unicas
coloénias que obtiveram a infeccdo simples foram a de Santa Rita do Passa
Quatro (SP) e a de S&o Jodo da Boa Vista (SP) nas quais se aplicaram a
metodologia ja descrita para o MLST de infeccdo simples. Para as outras
colénias, posteriormente a analise do MLST para dupla infeccéo, verificamos
que havia mais de uma cepa do supergrupo A, impossibilitando a analise por
esse método a priori.
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Figura 2- Porcentagem de infeccdo de Wolbachia das colbénias
analisadas neste trabalho. Note que todas as coldnias apresentaram a
infeccédo, variando apenas a quantidade.

3.1.1- Identificacdo - Wolbachia
Apébs o sequenciamento de todos os genes do MLST das colbnias que
apresentaram a infeccao simples (em triplicata para verificar se havia variagéo),
foi necessaria a comparacdo com as sequéncias ja depositadas no banco de
dados de MLST de Wolbachia.

Todos os alelos foram identificados para posteriormente designar a ST
equivalente das sequéncias concatenadas. Ndo houve nenhuma variacdo
dentro da espécie (mesmos alelos para Santa Rita do Passa Quatro (SP) e Séo
de Joédo da Boa Vista (Figura 3). Entretanto, houve a incorporagéo de um alelo
ao banco de dados — o0 coxA alelo 185, o que resultou em um inédito ST (ST

347) também obtido neste trabalho.

As sequéncias geradas pelo wsp foram incluidas como analise adicional,
a qual permitiu também a identificacdo das regides hipervariaveis (HVR1 —
alelo 37; HVR2 — alelo 38; HVR3 — alelo 41 e HVR4 — alelo 37). Nao houve
nenhuma variagdo entre as colonias analisadas, garantindo 100% de

similaridade com o alelo 58 - wsp (Figura 3).
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Figura 3- Informacdes obtidas do banco de dados de Wolbachia sobre
as sequéncias
informacOes sobre alelos do gene wsp e do MLST encontrados em

Camponotus textor.

inéditas

identificadas neste trabalho.

Note que possui

Para obtencdo de um panorama geral, todas as sequéncias disponiveis

de formigas ja depositadas no banco de dados MLST-Wolbachia foram

incluidas nas analises posteriores (Ver Tabela 2 com informacdes das

sequéncias obtidas do banco de dados).

Género Espécie do
Haplétipos ID Hospedeiro Hospedeiro Supergrupo ST
H_1 113 Anoplolepis gracillipes A 52
H_1 119 Lophomyrmex - A 52
H 2 125 Pheidole sauberi A 19
H_2 115 Leptomyrmex - A 19
H_2 146 Ocymyrmex picardi A 19
H_2 147 Ocymyrmex picardi A 19
H 2 124 Pheidole plagiara A 19
H 2 111 Technomyrmex albipes A 19
H_ 3 121 Pheidole vallicola A 58
H 4 114 Notoncus - A 53
H5 134 Odontomachus clarus A 111
H 6 139 Pheidole vistana A 116
H_7 108 Metapone madagascaria A 48
H_8 116 Myrmecorhynchus - A 54
H_9 141 Pheidole - A 118
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H_10 105 Stenamma snellingi A 45
H_11 110 Polyergus breviceps A 50
H 12 106 Azteca - A 46
H_13 135 Ochetellus glaber A 112
H_14 129 Dorymyrmex elegans A 63
H_15 138 Pheidole micula A 115
H_16 103 Formica occulta A 43
H_17 122 Rhytidoponera metallica A 59
H_18 104 Pseudomyrmex apache A 44
H_19 137 Pheidole coloradensis A 114
H_20 144 Crematogaster - A 121
H_21 112 Polyrhachis vindex A 51
H_22 120 Camponotus leonardi A 57
H_23 109 Myrmica - A 49
H_24 143 Aenictus - A 120
H_25 4 Camponotus pennsylvanicus A 33
H_26 107 Wasmannia - A 47
H_27 140 Pheidole obtusospinosa A 117
H 28 117 Pheidole minutula A 55
H_29 2 Solenopsis invicta A 29
H_30 127 Pheidole - A 61

H_32 201 Eurema mandarina B 40
H_33 314 Macrosteles fascifrons B 216
H_34 194 Colias elate poliographus B 141
H_35 313 - - B 215
H 36 220 Eurema hecabe B 41
H_37 154 - - B 129
H_38 37 Brugia malayi D 35
H_39 43 Opistophthalmus capensis F 62

" Tabela 2- Sequéncias de Wolbachia e suas informacfes depositadas no
banco de dados que foram incluidas nas analises. No detalhe, a cepa de
Wolbachia encontrada em Camponotus textor, identificada neste trabalho.

3.1.2 — Wolbachia - M&xima Parcimoénia

A andlise de maxima parcimdnia (MP) incluiu sequéncias concatenadas
pertencentes aos Supergrupos A e B para a comparagdo com a ST 347
identificada neste trabalho (Busca Heuristica, 2000 réplicas- bootstrap). A ST
347 ficou mais relacionada com outras STs pertencentes ao supergrupo A,
caracterizando assim a nova cepa (Ver Figura 4). Os valores apresentados nas
ramificacdes da figura representam o bootstrap. A arvore foi enraizada com as
sequéncias pertencentes aos Supergrupos D e F depositados no banco de
dados MLST- Wolbachia. Os clados dos Supergrupos A e B ficaram separados

sob um valor de bootstrap de 100, conforme esperado.
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Figura 4- Analise de Maxima Parcimdnia das sequéncias ja depositadas no
Bando de dados MLST-Wolbachia (Busca Heuristica, 2000 réplicas- bootstrap).
Note que a ST 347 ficou mais relacionada com o clado do supergrupo A,
caracterizando assim a cepa.
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3.1.3 — Rede de Haplétipos — Wolbachia

Foram acrescentadas na rede de haplotipos (Figura 5) as sequéncias
pertencentes aos Supergrupos A, B, D e F para a comparacao com a ST 347
identificada neste trabalho (Ver Tabela 2 com informacfes destas sequéncias e
seus haplétipos). Foi possivel a identificacdo de 39 haplétipos separados de

acordo com o Supergrupo.

Os haplétipos representados em azul pertencem ao Supergrupo B, e os
haplétipos em amarelo, incluindo o ST 347 (H_31) encontrado neste trabalho,
pertencem ao Supergrupo A. Os haplétipos em verde e o rosa pertencem aos

Supergrupos F e D, respectivamente.

Sequéncias que obtém a mesma ST ficaram no mesmo haplétipo apesar

de terem sido identificadas em organismos diferentes (Tabela 2).

Figura 5- Rede de Haplétipos de Wolbachia. Note que os haplétipos ficaram
separados de acordo com o0 Supergrupo pertencente: Azuis pertencem ao
supergrupo B, Amarelos ao Supergrupo A, incluindo o ST347 (H_31), Verde o
Supergrupo F e rosa o supergrupo D.
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3.1.4 - Sinal Filogenético — Wolbachia

Apés o alinhamento no ClustalW e a edicdo manual, as sequéncias
foram submetidas ao Dambe (XIA; XIE, 2001) para a verificacdo da quantidade
de transicao e transversao. Os resultados indicaram um forte sinal filogenético,
com transicbes excedendo as transversdes (Figura 6). O eixo X indica a
divergéncia entre as sequéncias. A linha azul representa transicdes e a linha
verde representa transversdes. O grafico mostra um sinal filogenético
satisfatorio onde as transicbes aparecem com mais frequéncia do que

transversoes.

Figura 6- A andlise do sinal filogenético de sequéncias estudadas neste
trabalho. O eixo x indica a divergéncia entre as sequéncias. A linha azul
representa transicoes e a linha verde representa transversdes. O grafico
mostra um sinal filogenético satisfatério onde as transicbes aparecem com
mais frequéncia do que transversdes.

3.2 -Blochmannia

Foram analisadas tanto operéarias de C. textor que continham infeccéo
por Wolbachia como as que nao continham, para verificar se haveria
modificacdo em algum parametro na infec¢cdo por Blochmannia. Todos os oito
individuos de cada colbnia ( Tabela 1) apresentaram Blochmannia. Entretanto,

foi possivel verificar pela quantificacdo do NanoDrop 2000 Thermo Scientific -
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Uniscience, que 0s espécimes que também possuiam Wolbachia,
apresentavam uma menor quantidade de Blochmannia em comparagéo com 0s
espécimes ndo infectadas. Por exemplo, individuos infectados com Wolbachia,
obtiveram em média 11,30 ng/uL de DNA de Blochmannia; enquanto que
espécimes sem a infeccdo da Wolbachia apresentaram em média 52,25 ng/uL
de DNA de Blochmannia. Mais estudos sdo necessarios para a confirmagao

desta interferéncia.

Como o eletroferograma apresentou multiplas infec¢des foi necessaria a
técnica de clonagem para o isolamento de cada sequéncia. Apos todo o
procedimento, obteve-se 47 clones 0s quais contém amostrados dois ou trés
individuos das col6nias de Rio Claro (SP), llhéus (BA), Sao Joao da Boa Vista
(SP), e Santa Rita do Passa Quatro (SP). Apesar das outras colGnias
apresentarem 100% da infeccdo, nao foi possivel a clonagem no tempo habil
deste trabalho, pois obtivemos problemas com as células competentes. De
gualquer forma, posteriormente, a analise sera finalizada e incluida aos dados
aqui apresentados.

3.2.1- Identificacdo -Blochmannia

As sequéncias dos clones geradas foram editadas no software Bioedit
Sequence Aligment Editor Copyright 1997-2011 (HALL, 1999) e alinhadas na
ferramenta ClustalwW (HIGGINS; BLEASBY; FUCHS, 1992). Finalizada a
edicdo, as sequéncias foram submetidas a ferramenta Blast do NCBI para a
comparacao com as demais ja depositadas no GenBank. Todas as sequéncias,
com excecdo de uma, apresentaram E Value 0,0 e 98% de similaridade com
Candidatus Blochmannia ulcerosus, Candidatus Blochmannia laevigatus e
Candidatis Blochmannia herculeanus. A sequéncia que se revelou excecao
apresentou se com E Value 0,0 e 97% de similaridade com Candidatus Sodalis
melophagi. Confirmando a presenga de mais um endossimbionte encontrado

nesta parte do trabalho.

3.2.2- Rede de Haplotipos Intraespecificos

A rede de haplétipos (Figura 7) revelou um resultado inesperado, foram

encontrados 23 haplétipos diferentes (incluindo o Candidatus Sodalis
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melophagi - H_7), os quais ndo séo congruentes com a localizacdo geografica.
Foi encontrada mais de uma cepa por organismo, e esta é compartilhada por
colonias distantes geograficamente (Ver tabela 3 de haplotipos e também

Figura 8, que separa os haplétipos em cada individuo sequenciado).

Localiza¢ao da Colonia Organismo Clone  Haplétipo
Ilhéus (BA) 1 1 H_1
IIhéus (BA) 1
IIhéus (BA) 1
IIhéus (BA) 1

=

Santa Rita do Passa Quatro (SP)
Santa Rita do Passa Quatro (SP)
Santa Rita do Passa Quatro (SP)
Santa Rita do Passa Quatro (SP)

Sdo Jodo da Boa Vista (SP)

Sdo Jodo da Boa Vista (SP)

Sdo Jodo da Boa Vista (SP)

Sdo Jodo da Boa Vista (SP)

Sdo Jodo da Boa Vista (SP)

S&o Jodo da Boa Vista (SP)

Sdo Jodo da Boa Vista (SP)

Rio Claro (SP)
Rio Claro (SP)
IIhéus (BA)
IIhéus (BA)

Santa Rita do Passa Quatro (SP)
Santa Rita do Passa Quatro (SP)
Santa Rita do Passa Quatro (SP)
Santa Rita do Passa Quatro (SP)
Santa Rita do Passa Quatro (SP)
Santa Rita do Passa Quatro (SP)
Santa Rita do Passa Quatro (SP)

S

R

B

A

S

S

[

[

[

=

=
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Santa Rita do Passa Quatro (SP) 8
IIhéus (BA) 8
IIhéus (BA) 8
IIhéus (BA) 8

Rio Claro (SP)
Santa Rita do Passa Quatro (SP)

(o]

I I I I I I I I I I I I I I I I IT I I ITITITITITITITITTITITITIT
=
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(o)
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Santa Rita do Passa Quatro (SP) H_10
Santa Rita do Passa Quatro (SP) H_11
IIhéus (BA) H 12

Sdo Jodo da Boa Vista (SP) H 13
Sdo Jodo da Boa Vista (SP) H 14
Sdo Jodo da Boa Vista (SP) H 15
Sdo Jodo da Boa Vista (SP) H 16
S&o Jodo da Boa Vista (SP) H 17
S&o Jodo da Boa Vista (SP) H 18
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Continuacao...

S3o Jodo da Boa Vista (SP) 2 1 H 19
S3o Jodo da Boa Vista (SP) 2 2 H 20
S3o Jodo da Boa Vista (SP) 2 4 H 21
S3o Jodo da Boa Vista (SP) 2 5 H 22

Rio Claro (SP) 2 1 H_ 23

Tabela 3- Haplétipos de Blochmannia obtidos por meio da clonagem de
individuos de Camponotus textor com suas respectivas localidades.

Figura 7- Rede de haplotipos gerada através da clonagem de individuos de
Camponotus textor para evidenciar Blochmannia. Note que o haplétipo 7 (H_7)
€ o0 mais distante do montante, confirmando a caracterizacdo do
endossimbionte Sodalis.

Na Figura 8 é possivel notar a divisdo de haplétipos por cada individuo
sequenciado. Observa-se que o hapoétipo 1 (H_1) apareceu com maior

frequéncia, seguido do haplétipo 8 (H_8).
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Figura 8- Esquema representativo de haplétipos gerados através da
clonagem de Camponotus textor para evidenciar Blochmannia separados por
cada individuo analisado.

A sequéncia mais frequente (Haplotipo 1) foi utilizada para dar
continuidade a analise interespecifica comparando com outras sequéncias de

Blochmannia encontradas no banco de dados (Tabela 4 ).

Espécie Especificagdo da Sequéncia Cddigo de Acesso
Camponotus laevigatus Col AY334384.1
Camponotus laevigatus Blochmannia AY334370.1

Camponotus americanus Col AY334395.1
Camponotus americanus Blochmannia AY334379.1
Camponotus castaneus Col AY334393.1
Camponotus castaneus Blochmannia AY334377.1
Camponotus festinatus Col AY334386.1
Camponotus festinatus Blochmannia AY196851.1
Camponotus herculeanus Col AY280591.1
Camponotus herculeanus Blochmannia X92550.1
Camponotus noveboracensis Col AY334394.1

Camponotus noveboracensis Blochmannia AY334378.1



Continuacéo...

Camponotus ocreatus
Camponotus ocreatus
Camponotus pennsylvanicus
Camponotus pennsylvanicus
Camponotus ulcerosus
Camponotus ulcerosus
Camponotus vafer
Camponotus vafer

Col
Blochmannia
Col
Blochmannia
Col
Blochmannia
Col
Blochmannia

AY334387.1
AY334372.1
AY334391.1
AY196850.1
AY334390.1
AY334375.1
AY334383.2
CP002189.2

Tabela 4- Sequéncias de Citocromo Oxidade
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(COIl) e Blochmannia

encontradas em Camponotus e obtidas do GenBank com seus respectivos

cadigos de acesso.

3.2.3- Maxima Parcimonia interespecifica comparando

Citocromo Oxidase subunidade 1 (COI) e Blochmannia

A sequéncia que apareceu com mais frequéncia neste trabalho foi

comparada com outras sequéncias de Blochmannia depositadas no GenBank

que também possuiam a sequéncia do COIl ja estabelecidas para testar a

analise de coevolucdo filogenética do hospedeiro e do endossimbionte

encontrado. Curiosamente a sequéncia de Blochmannia encontrada em

Camponotus textor apresentou-se com uma maior variagdo no inicio em

comparacdo com as outras no GenBank. Para uma confirmacdo e excluir

possiveis erros, o eletroferograma foi novamente analisado e apresentou-se

bem definido (Figura 9), validando o polimorfismo da nova sequéncia

encontrada neste trabalho.
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Figura 9- Eletroferograma da sequéncia de Blochmannia encontrada em
Camponotus textor que apareceu com maior frequéncia neste trabalho. Note
que o0s picos dos nucleotideos estdo bem definidos, confirmando o
polimorfismo da nova sequéncia quando comparada com outras ja depositadas
no GenBank.

Os valores apresentados nas ramificacbes da andlise de Maxima
Parcimbnia (MP) (Figura 10) representam o bootstrap. As éarvores de MP
(Busca Heuristica, 2000 réplicas- bootstrap) do COI de espécies de
Camponotus e a da Blochmannia correspondente apresentaram-se
espelhadas, conforme era esperado. N&o foi necessaria a utilizagcdo de

sequéncias para enraizar.
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Figura 10- Arvores de Maxima Parcimonia (MP) espelhadas de COIl de
Camponotus e suas cepas de Blochmannia equivalente (Busca Heuristica,
2000 reéplicas- bootstrap). A. MP de COI de Camponotus. B. MP de
Blochmannia encontradas nas espécies de Camponotus com o COlI
estabelecido.

3.2.3 - Sinal Filogenético Intraespecifico

Apés o alinhamento no ClustalW e a edicdo manual, as sequéncias de
Blochmannia foram submetidas ao Dambe (XIA; XIE, 2001) para a verificagéo
da quantidade transicdo e transversao. Os resultados indicaram um forte sinal

filogenético, com transic6es excedendo as transversées (Figura 11).
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Figura 11- A andlise do sinal filogenético de sequéncias de Blochmannia
estudadas neste trabalho. O eixo x indica a divergéncia entre as sequéncias. A
linha azul representa transigbes e a linha verde representa transversdes. O
grafico mostra um sinal filogenético satisfatorio onde as transicfes aparecem
com mais frequéncia do que transversodes.

4- Discussao
4.1- Wolbachia

Ficou evidente a ocorréncia de alto indice de infec¢do de Wolbachia
nas colbnias de Camponotus textor quando comparadas com o trabalho de
Martins, Souza e Bueno (2012) que obtiveram a porcentagem de 51% de
colénias de Solenopsis infectadas (Figura 2). Isto evidencia que a bactéria
pode ter se fixado na populagcéo ou esta proxima de ser fixada, como sugerida
por Wenseleers, Sundstrom e Billen (2002), para Formica truncorum. E apesar
deste alto indice de infeccdo, ndo houve variagdo da ST e nem do gene wsp
encontrados nas diferentes coldnias.

De acordo com Watanabe et al. (2012) existem trés possiveis
explicacbes para a presenca de cepas similares de Wolbachia em espécies
relacionadas: transmissao vertical por um ancestral comum (JAENIKE et al.,
2010), transmissdo horizontal (BALDO; WERREN, 2007), e a hibridizacéo
introgrogressiva entre os hospedeiros (JIGGINS, 2003; RAYCHOUDHURY et
al., 2009).
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A enorme diversidade de haplétipos mitocondriais (RAMALHO et al., ndo
publicado) observada indica que a hibridizacdo introgressiva pode ser
descartada, uma vez que se a Wolbachia tivesse sido transferida dessa forma,
haveria compartilhamento dos hapl6tipos mitocondriais entre as colonias dos
hospedeiros como sugerido por Watanabe et al. (2012) .

Desta forma, excluindo a hibridizacdo introgressiva, a distribuicdo de
Wolbachia observada poderia ser devido: A) a Wolbachia foi adquirida por
transmissao vertical de um ancestral comum e vem sendo conservada mesmo
com a separacdo geografica das colénias, ou B) transmissdo horizontal
induzida pelas interagbes hospedeiro-parasitdide, ou predador-presa
(WATANABE et al., 2012).

Essa hipotese também encontra apoio nos resultados obtidos por
Salunke et al. (2012) utilizando MLST para analisar Wolbachia em borboletas.
Segundo esses autores, a Unica explicacdo plausivel para a distribuicdo e
transferéncia do endossimbionte seria, inicialmente, a ocorréncia de infecgéo
no ancestral, portanto antes da diferenciacdo das popula¢cbes, garantindo a
conservacao das cepas (mesmo com multiplas infec¢des) e pela transferéncia
horizontal, ja que as espécies sdo relacionadas, devem interagir com 0s
mesmos predadores, ou presas presentes em ambientes similares.

Filogeneticamente, diversas cepas de Wolbachia tém sido reportadas de
diferentes formigas hospedeiras pela metodologia MLST, e a grande maioria
pertencente ao Supergrupo A, assim como a nova cepa encontrada neste
trabalho (ST 347), a qual foi caracterizada através da analise de maxima
parcimbnia. Em relagcédo ainda a distribuicdo dos supergrupos (A, B, D, e F) na
rede de haplétipos gerada e na filogenia (MP) reconstruida, nota-se uma
completa separacao dos supergrupos.

Cepas de Wolbachia que infectam populacdes nativas e invasoras de
formigas argentinas (Linepithema humile) pertencem a duas linhagens

especializadas em infectar formigas do Novo Mundo (TSUTSUI et al., 2003).

Através do MLST também foi possivel validar que existe uma
similaridade das variantes encontradas na familia Formicidae, indicando que héa

uma diferenca entre cepas encontradas em formigas e outros insetos e
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também ha diferenca nas variantes encontradas no Novo Mundo e Velho
Mundo (RUSSEL et al., 2009).

O haplétipo 31 e o haplétipo 10, (equivalentes a ST 347 identificada
neste trabalho e ST 45, respectivamente) apresentaram-se mais relacionados
tanto na rede como na arvore filogenética, apesar de ainda distantes de todo o
montante das cepas pertencentes ao supergrupo A. A cepa do ST 45 é
referente a Wolbachia identificada na formiga hospedeira Stenamma snellingi
com distribuicdo na costa Oeste dos EUA. Até o presente momento, nenhuma
outra cepa de Wolbachia em formigas da América do Sul foi caracterizada pelo
método MLST, e este fato poderia justificar a distancia genética da ST 31 com
as demais. Com o avanco de estudos de Wolbachia da América do Sul através
do MLST, sera possivel verificar se ha diferencas entre as cepas do Novo
Mundo pertencentes a América do Norte, Central e América do Sul. E também
reavaliar a relacdo de proximidade das duas STs em questéao.

Localidades geogréficas diferentes apresentaram a mesma cepa de
Wolbachia, fato que também foi relatado com populacdes naturais da mosca
tsé-tsé de diferentes locais da Africa que abrigam cepas de Wolbachia
relacionadas, sugerindo que a origem geografica dos hospedeiros nao
influenciou significativamente divergéncia das cepas (DOUDOUMIS et al.,
2012). Resultados semelhantes foram encontrados em trabalhos envolvendo
Diptera associado com cogumelos (STAHLHUT et al., 2010) e também em
aranha da espécie Hylyphantes graminicola (YUN et al., 2010).

Por outro lado, ha um estudo com MLST relacionando mais de 100
géneros de formigas e borboletas da familia Lycaenidae (RUSSEL et al., 2009),
e outro com wsp envolvendo vespas (HAINE; COOK, 2005) Apesar de
metodologias diferentes, os resultados indicam a mesma topologia, nos quais
ambos possuem uma consideravel associacdo entre a geografia e a
similaridade da cepa.

Novos estudos envolvendo Camponotus textor e Wolbachia serao
necessarios para a confirmacdo da teoria da origem geografica nao
influenciando a divergéncia da cepa. A utilizacdo de outras metodologias que
incluissem as duplas infeccbes encontradas neste trabalho poderiam trazer

informacdes inéditas que auxiliariam na elucidacao da questao.
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4.2 - Blochmannia

Existem diversos estudos que demonstram que a Blochmannia
desempenha um papel nutricional para o hospedeiro, fornecendo alguns
aminoacidos essenciais (FELDHAAR et al.,, 2007) e isto se d& mais
intensamente nas fases iniciais do desenvolvimento (WOLSCHIN et al., 2004;
GIL et al.,, 2003; DEGNAN; LAZARUS; WERNEGREEN, 2005). O papel
nutricional da Blochmannia ndo é o Unico aspecto a se destacar da interacao
com o seu hospedeiro, pois ela possui genes necessarios para contribuir para o
metabolismo de nitrogénio, enxofre, e de lipideos (GIL et al., 2003; DEGNAN;
LAZARUS; WERNEGREEN, 2005; WILLIAMS; WERNEGREEN, 2010).

Estudos com formigas pertencentes ao género Camponotus Ssao
frequentemente relacionado com o endossimbionte obrigatério Blochmannia;
contudo essas formigas também podem abrigar outras espécies de micro-
organismos (BOURTZIS; MILLER, 2003; HAYNES et al., 2003) que podem
trazer beneficios individuais ou ainda para a col6énia toda. Feldhar et al. (2007)
isolou um pequeno numero de Serratia marcescens no intestino de
Camponotus floridanus e He et al. (2011) encontraram algumas bactérias no
intestino de Camponotus japonicus baseados em analises com 16S rRNAs:
Candidatus Serratia simbidtica (conhecida como endossimbionte secundario
em afideos); Fructobacillus fructosus; e a bactéria ndo cultivavel,
Burkholderiales; além da dominante Blochmannia. Ainda em Camponotus
japonicus, foi encontrada outra bactéria adicional distribuida no papo, intestino
médio e intestino posterior sendo classificada como Psedomonas sp. (LI et al.,
2012).

No trabalho presente, foi encontrada Blochmannia em todos os
espécimes de Camponotus textor analisados apés a clonagem e
sequenciamento, obtendo similaridade com Candidatus Blochmannia ulcerosus
(Cod. de acesso AY334375.1) (USA), Candidatus Blochmannia laevigatus
(CAd. de acesso AY334370.1) (USA) e Candidatus Blochmannia herculeanus
(Cod. de acesso AJ250715.1) (USA) ja depositadas no GenBank. Contudo,

outro microorganismo que ocorreu em conjunto com a Blochmannia foi
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identificado como Candidatus Sodalis melophagi (Céd. de acesso JN872637.1)
(Republica Checa).

O género Sodalis pertence ao grupo de bactérias que realizam varios
tipos de simbiose, variando de facultativos para obrigatérios (SNYDER et al.,
2011; HEDDI et al.,, 1998). Tem sido encontrado em diversos insetos
hospedeiros incluindo moscas tsé-tsé (DALE; MAUDLIN, 1999) formigas
(SAMESHIMA et al., 1999), afideos (BURKE et al., 2009), percevejos (KAIWA
et al., 2010; KAIWA et al., 2011), besouros (GRUNWALD et al., 2010), além de
relacionar-se filogeneticamente com simbiontes secundarios de psilideos, e
cochonilhas (THAO et al., 2000; THAO et al., 2002).

O género foi primeiramente descrito como Sodalis glossiniduis,
simbionte da mosca tsé-tsé. Seu papel no hospedeiro ainda ndo esta claro,
mas ha uma possivel influéncia na longevidade e na resisténcia ao
Trypanossoma (DALE; WELBURN, 2001). Tem sido empregue em diversas
pesquisas com papel no sistema de secrecao (DALE et al., 2001), aquisi¢ao de
Ferro (RUNYEN-JANECKY et al., 2010), além das pesquisas sobre sua funcéo
como endossimbionte. Mais estudos serdo necessarios para investigar a
funcdo do Sodalis e a distribuicdo na espécie Camponotus textor além da sua

interacdo com a bactéria Blochmannia.

Ao analisar a rede de haplotipos intraespecifica obtida da clonagem de
todas as sequéncias de Blochmannia encontradas em C. textor ficou claro que
nao houve relacdo entre a localizagcdo geografica e a similaridade da cepa
encontrada, ou seja, ocorreram cepas compartilhadas em regiées geogréaficas

distintas.

Acredita-se que endossimbiontes intracelulares que residem em
bacteridcitos sejam transmitidos verticalmente (BUCHNER, 1965). O fato de a
bactéria estar localizada no interior de um 6rgdo especializado em associacao
com tecidos reprodutivos femininos sugere que a especiacao do hospedeiro e
dos endossimbiontes estejam interligadas (SCHRODER et al., 1996; SAUER et
al., 2002).
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A coespeciacdo de associacbes entre insetos e bactérias tem sido
documentada diversas vezes na literatura, como por exemplo, em afideos,
mosca tsé-tse, baratas e seus respectivos simbiontes (BAUMANN et al., 1995;
AKSOQOY, 1995; BANDI et al., 1995). E em formigas também essa associacao
tem apresentado um alto grau de congruéncia das arvores filogenéticas, o que
indica que bactéria e hospedeiro tém diversificado em paralelo e apoia a

transmissao materna (vertical) (SAUER et al., 2000).

Apesar dessa congruéncia entre as arvores filogenéticas de hospedeiro
e bactéria, sua distribuicdo geogréfica pode ser refletida apenas parcialmente
(SAUER et al., 2000), indicando que as longas migragcbes de formiga
aconteceram no passado e que no geral, nenhuma transmissao horizontal de
simbiontes tenha ocorrido desde entdo apesar da sobreposicdo geogréfica de
diversas outras espécies de formigas. Degnan et al. (2004) argumentaram que
essa congruéncia filogenética caracteriza a falta de transferéncia horizontal e
contrasta com a recombinacao recorrente entre cepas de bactérias de vida
livre (DUKHUIZEN; GREEN, 1991; OCHMAN; LAWRENCE; GROISMAN,
2000).

Diversos autores tem descrito que as arvores filogenéticas dos
simbiontes sdo congruentes com a dos seus hospedeiros em periodos longos
no tempo evolutivo, relacdo esta que caracterizaria a interacdo molecular
primaria entre o simbionte e o hospedeiro (MUNSON et al., 1991; LO et al.,
2007; BAUMANN, 2005; WU et al., 2006), e o atual trabalho corroborou esta
teoria quando obteve arvores filogenéticas do gene mitocondrial parcial COI

dos hospedeiros e dos seus endossimbiontes Blochmannia espelhadas.

Andlises das arvores filogenéticas interespecificas de COIl de
Camponotus textor e de Blochmannia, utilizando a cepa mais frequente,
evidenciam a teoria da transmissao vertical do endossimbionte, mas se for
considerada a andlise intraespecifica, com a diversidade de haplétipos de
Blochmannia encontrados em Camponotus textor apos a clonagem, torna
possivel também a aquisicdo de cepas obtidas horizontalmente, como ja foi

descrito por Degnan et al. (2004). Novos estudos, com um maior namero
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amostral, serdo necessarios para comprovar essa teoria de transferéncia
horizontal.

Alguns individuos de Camponotus textor conseguem abrigar mais de
cinco cepas de Blochmannia, o que pode ser justificado pelo alto indice de
infeccdo desses endossimbiontes nas colbnias analisadas, indicando que as
espécies de formiga do género Camponotus apresentam a bactéria fixada na
populagcdo, assim como ocorreu coma formiga Formica truncorum e o
endossimbionte Wolbachia (WENSELEERS; SUNDSTROM; BILLEN, 2002).
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5- Conclusodes

A alta incidéncia de Wolbachia em formigas, j& observada em trabalhos
anteriores, também foi encontrada na espécie Camponotus textor. Isso pode
ser devido as condi¢des favoraveis de invasdo e manutengdo da infeccdo em
hospedeiros sociais haplodipldides quando comparada com insetos

hospedeiros solitarios.

Variantes de cepas de Wolbachia vém sendo caracterizadas em
diferentes formigas hospedeiras com a técnica de MLST, e a maioria €
pertencente ao supergrupo A, assim como a nova cepa encontrada neste

trabalho.

A distribuicdo de Wolbachia observada em individuos de Camponotus
textor pode ter ocorrido tanto pela transmissao vertical de um ancestral comum,
quanto pela transmissdo horizontal induzida pelas interacbes hospedeiro-
parasitoide e predador-presa, ou ainda pelos dois eventos atuando em
conjunto. A utilizacdo de outras metodologias que incluissem as duplas
infeccbes de Wolbachia encontradas neste trabalho poderiam trazer

informacdes inéditas que auxiliariam na elucidacéo da questéo.

Estudos com formigas pertencentes ao género Camponotus Sao
frequentemente relacionados com o endossimbionte Blochmannia; contudo
essas formigas também podem abrigar outras espécies de microorganismos,
como foi o caso do Candidatus Sodalis melophagi encontrado neste trabalho.
Novos estudos serdo necessarios para elucidar o papel desse simbionte nessa
formiga e a sua funcéao.

Analises das arvores filogenéticas interespecificas de COIl de
Camponotus textor e de Blochmannia, evidenciam a teoria da transmissao
vertical do endossimbionte. Contudo se for considerada a andlise
intraespecifica, com a diversidade de haplétipos de Blochmannia encontrados
no hospedeiro apds a clonagem, sugere também a aquisicdo de cepas obtidas

horizontalmente.
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ConsideracgOes gerais

A caracterizacdo molecular parcial de genes mitocondriais de
Camponotus textor forneceu novas informacfes para a realizacdo de novos
estudos sobre a biologia geral da formiga-teceld do Brasil, principalmente com
a caracterizacao do COlI, conhecido também como DNA Barcode.

Pelo estudo do DNA mitocondrial o qual é herdado maternalmente ficou
evidente que col6nias mais distantes geograficamente também possuem maior
divergéncia genética, caracterizando um padrdo de colonizacdo antiga. Foi
evidenciada também uma ampla diversidade de haplétipos mitocondriais, e isto
pode ser explicado pela possivel reducdo do fluxo génico entre as colbnias
decorrentes de uma baixa capacidade de dispersdo das rainhas, da acéo
antrépica, e também da presenca de multiplas cepas de Wolbachia as quais
podem gerar incompatibilidade citoplasmatica.

Existe a possibilidade dos altos indices de infec¢cdo por Wolbachia
encontrada nas colbnias analisadas agirem como um catalisador de processos
evolutivos de especiacdo, devido a caracteristica do endossimbionte de causar
incompatibilidade citoplasmatica entre populacbes infectadas com cepas
divergentes.

Com a técnica de MLST muitas cepas de Wolbachia tém sido
caracterizadas em formigas, e a grande maioria € pertencente ao supergrupo
A, assim como a cepa inédita identificada neste trabalho.

Quanto a distribuicdo de Wolbachia observada em individuos de
Camponotus textor, acredita-se que possa ter ocorrido tanto pela transmissao
vertical quanto pela transmisséao horizontal agindo em conjunto.

A congruéncia das arvores filogenéticas interespecificas de COI de
Camponotus textor e da Blochmannia evidencia a teoria da transmissao vertical
do endossimbionte. Entretanto, se for considerada a analise intraespecifica,
com a diversidade de haplétipos de Blochmannia encontrados no hospedeiro,
torna-se possivel também a aquisicdo de cepas obtidas horizontalmente.
Novos estudos, com maior numero amostral, serdo necessarios para

comprovar essa teoria de transferéncia horizontal.
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A formiga-teceld também pode abrigar outras espécies de
microorganismos que ndo s6 a Blochmannia e a Wolbachia, como foi o caso do
Candidatus Sodalis melophagi, cujo papel € totalmente desconhecido.

De uma maneira geral, os resultados apresentados corroboram citagdes
da literatura e adicionam novas informagOes sobre a filogenia das formigas-
tecelds do Brasil, assim como da presenca e distribuicdo do endossimbionte

Wolbachia e Blochmannia nessas colbnias e sua histéria evolutiva.
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