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RESUMO

O género Nasutitermes contém 257 espécies descritas, sendo considerado o género com a
maior riqueza de espécies e a maior distribuicdo geogréafica, entretanto, sua taxonomia ainda é
bastante confusa. Este género é apontado como dominante no bioma Mata Atlantica e possui
varias espécies que se distribuem por toda a regido, como a espécie Nasutitermes jaraguae, a
qual é morfologicamente muito semelhante a outras espécies que ocorrem nas mesmas
localidades. Dessa forma, este trabalho teve como objetivos diferenciar, por meio de
ferramentas moleculares, espécies do Grupo N. jaraguae; definir 0s processos responsaveis
pelo padrdo de distribuicdo da variabilidade genética da espécie N. jaraguae e entender as
relacOes filogenéticas e os processos de diversificacdo das espécies do género Nasutitermes.
As andlises de delimitacdo de espécies do Grupo N. jaraguae foram realizadas com o gene
mitocondrial COIl e mostraram que o0s caracteres morfologicos, diagnosticos para a
identificacdo das espécies analisadas, tanto reuniram espécimes geneticamente distintos, como
separaram espécimes geneticamente semelhantes. Este cenario reflete a discordancia entre a
separacgdo de linhagens e os critérios utilizados para a delimitacdo de espécies por diferentes
conceitos de espécies, bem como demonstra que estes podem representar a plasticidade
fenotipica de uma mesma linhagem. Evidenciou-se sete unidades evolutivas distintas, as quais
podem ser consideradas espécies com base nos conceitos filogenéticos e evolutivos de
espécies. A andlise filogeografica de N. jaraguae, realizada com o gene COIl, demonstrou a
existéncia de trés grupos haplotipicos bem estruturados, cujos hapl6tipos encontram-se
geograficamente agrupados. A organizacdo na distribuicdo geografica dos haplogrupos pode
ser explicada com base na hipo6tese de reflgios florestais do Plioceno-Pleistoceno, o que
reforca o padrdo de distribuicdo de espécies na Mata Atlantica observado para outros grupos
bioldgicos, enquanto a distribuicdo dos haplotipos dentro dos haplogrupos pode ser explicada
pela hipétese de gradientes ecoldgicos. As analises filogenéticas do género Nasutitermes
foram realizadas com os genes COII, 16S rRNA e 12S rRNA e a regido ITS2. Espécies com
distribuicdo geografica distante apareceram filogeneticamente relacionadas, indicando que a
origem do género Nasutitermes é posterior a separacdo da Gondwana, com episddios de
dispersdo intercontinentais dentro do género, bem como eventos de especia¢do independentes
nas regides zoogeograficas. Foi possivel ainda sugerir novas hipoteses sobre a diversificacéo

de Nasutitermes e, dessa forma, compreender melhor a historia evolutiva deste género.

Palavras-chave: Cupim. Mata Atlantica. COII. 16S rRNA. 12S rRNA. ITS2.



ABSTRACT

The genus Nasutitermes contains 257 described species, being the genus with the greatest
species richness and the broadest geographical distribution, however, its taxonomy is
confused still. This genus is considered as dominant in the Atlantic Forest biome and includes
several species that are distributed throughout the region, such as Nasutitermes jaraguae,
which is morphologically similar to other species that occur in the same localities. This study
aimed to differentiate species of the Group Nasutitermes jaraguae through molecular tools;
to define the processes by distribution pattern of the genetic variability of N. jaraguae, to
understand the phylogenetic relationships and the diversification process of the Nasutitermes
species. The analysis of species delimitation of the Group N. jaraguae was performed with
the mitochondrial COIIl gene. The morphological diagnostic characters for the identification
of the species analyzed both grouped genetically distinct specimens and separated specimens
genetically similar. This scenario reflects the disagreement between the separation of
lineages and the criteria used for the species delimitation by different species concepts, and
demonstrates these may represent the phenotypic plasticity of the same lineage. It was
evidenced seven distinct evolutionary units, which can represent species based on the
phylogenetic and evolutionary concepts of species. The phylogeographic analysis of N.
jaraguae, performed with the COIl gene, demonstrated the existence of three well-structured
haplotypic groups, whose haplotypes are geographically grouped. The organization in the
geographic distribution of haplogroups can be explained based on the Pliocene-Pleistocene
refuge hypothesis, which reinforces the pattern of species distribution in the Atlantic Forest
observed for other biological groups, while the distribution of haplotypes within the
haplogroups can be explained by the ecological gradient hypothesis. Phylogenetic analyzes of
the genus Nasutitermes were performed with mitochondrial genes (COII, 16S rRNA and 12S
rRNA) and a nuclear fragment (ITS2 region). Species with distant geographic distribution
appeared phylogenetically nearly, indicating the origin of the genus Nasutitermes is posterior
to Gondwana separation, with intercontinental dispersion episodes within the genus, as well
as independent speciation events in the zoogeographic regions. It was also possible to suggest
new hypotheses about the diversification of Nasutitermes and, in this way, to better

understand its evolutionary history.

Keywords: Termite. Atlantic Forest. COIl. 16S rRNA. 12S rRNA. ITS2.
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1 INTRODUCAO

1.1 Aspectos gerais de cupins e espécies de estudo

Os cupins séo insetos eussociais, ou seja, apresentam divisdo reprodutiva do
trabalho, sobreposicdo de geragdes e cuidado cooperativo com a prole (WILSON, 1971). As
castas apresentam adaptacdes morfologicas e fungdes distintas dentro da coldnia, sendo os
reprodutores capazes de se dispersar e reproduzir, enquanto os soldados sado responsaveis pela
defesa da colonia e os helpers (operérios verdadeiros ou estagios imaturos) pelo
forrageamento, alimentacdo dos imaturos e construcdo dos ninhos (ROISIN, 2000).

Apresentam grande importancia ecoldgica, pois se alimentam de matéria
organica vegetal em diferentes estdgios de decomposicdo, participam dos processos de
ciclagem de nutrientes e fixacdo de nitrogénio, bem como contribuem com a formagéo e
areacdo do solo (BLACK; OKWAKOL, 1997; LAVELLE et al.,, 1997; DONOVAN;
EGGLETON; BIGNELL, 2001). Apresentam ainda importante papel na base da cadeia
alimentar, sendo consumidos por diversas espécies animais, como formigas, aranhas, aves e
mamiferos (HIGASHI; ABE, 1997). Algumas espécies sdo consideradas pragas agricolas e
urbanas, de modo que apresentam também grande importancia econémica (CONSTANTINO,
2002; FONTES; MILANO, 2002).

Os cupins normalmente constroem ninhos e esta caracteristica de insetos
sociais contribui com o desenvolvimento da colbnia, pois 0s ninhos estdo associados a
protecdo e a formacdo de um microclima adequado para o seu desenvolvimento (NOIROT;
DARLIGTON, 2000). De acordo com o tipo de ninho e o habito de forrageamento, os cupins
podem ser classificados em one-piece, quando a col6nia se alimenta e se desenvolve em um
unico pedaco de madeira, observado nas familias Termopsidae, Kalotermitidae e em alguns
Rhinotermitidae (Prorhinotermes); ou multiple-piece, nos quais 0s ninhos sdo construidos
independentes da fonte de alimento, observado nas familias Mastotermitidae,
Rhinotermitidae, Hodotermitidae, Serritermitidae e Termitidae (KORB, 2008). Os ninhos
podem ser classificados em (i) ninhos dentro de madeira, em que poucos pedacos de madeira
sdo conectados por galerias subterraneas; (ii) ninhos subterraneos, quando construidos
completamente abaixo do nivel do solo; (iii) ninhos epigeos, construidos acima do nivel do
solo; (iv) ninhos arboricolas, construidos em troncos de arvores e ligados ao solo por galerias;
e (v) inquilinos, quando espécies ocupam ninhos construidos por outras espécies (NOIROT,
1970; NOIROT; DARLIGTON, 2000). Esta diversidade de ninhos esta associada a evolugéo
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da vida social, com aspectos relacionados ao aumento da colonia, diversificagdo do alimento e
estratégias de forrageamento (NOIROT; DARLIGTON, 2000).

Os cupins formam um grupo monofilético irmdo ao grupo de baratas
Cryptocercidae, sendo por isso agrupados atualmente ndo mais em uma ordem, mas alocados
na infraordem Isoptera, dentro de Blattodea, a qual, junto de Mantodea, compde 0 grupo
Dictyoptera (LO et al., 2000, 2007; KLASS, 2003; KLASS; MEIER, 2006; INWARD;
BECCALONI; EGGLETON, 2007; LEGENDRE et al., 2015). Em relacdo a diversidade e
distribuicdo dos cupins, estes estdo entre os artrépodes de solo mais abundantes dos
ecossistemas tropicais, representando cerca de 10% da biomassa animal e até 95% da
biomassa de insetos de solo (LAVELLE et al., 1997; BIGNELL, 2006; JOUQUET et al.,
2011).

A infraordem lIsoptera apresenta 3.154 espécies descritas, compreendendo
extintas e atuais, distribuidas em 359 géneros (CONSTANTINO, 2018). Considerando apenas
as espécies atuais, a infraordem Isoptera compreende nove familias, dentre elas a familia
Termitidae Latreille, 1802, na qual esta inserida cerca de 70% das espécies de cupins
(ENGEL, 2011; KRISHNA et al., 2013a). A grande diversificacdo de Termitidae esta
associada a sua capacidade de digerir lignocelulose, a mais abundante molécula organica
dissolvida no solo (NORKRANS, 1963; DIXON et al., 1994). Esta familia encontra-se
distribuida por todas as regides biogeograficas, especialmente florestas tropicais e savanas, as
quais apresentam predominantemente membros da familia Termitidae (EGGLETON, 2011).

A familia Termitidae se divide em oito subfamilias (ENGEL, 2011), dentre
elas estd Nasutitermitinae Hare, 1937. Esta subfamilia ocorre em todas as regibes
biogeograficas e apresenta 619 espécies distribuidas em 81 géneros, sendo a mais abundante
da familia (CONSTANTINO, 2018). Dentre os géneros da subfamilia Nasutitermitinae,
encontra-se Nasutitermes Dudley, 1890, o qual é considerado o género com a maior riqueza
de espécies e a maior distribuicdo geografica, com 257 espécies descritas (JONES;
EGGLETON, 2011; KRISHNA et al., 2013b; CONSTANTINO, 2018). Esta distribuido em
todas as regides biogeograficas e algumas espécies ocorrem em mais de uma regido, sendo 76
espécies encontradas na Regido Neotropical, 19 na Regido Australiana, uma na Regido
Neértica, 19 na Regido da Etiopia, 118 na Regido Oriental, 14 na Regido Paleéartica e 21 na
Regido da Papua-Nova Guiné (CONSTANTINO, 2018).

Nasutitermes ainda é um género de taxonomia bastante confusa,
provavelmente ha vérias sinonimias entre suas espécies (E. Cancello com. pess.) e a

dificuldade na identificacdo morfoldgica de muitas espéecies deste género resulta, em alguns
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casos, em listas de morfoespécies em levantamentos. Também se pode sugerir que a
existéncia de complexos de espécies cripticas seja bem provavel. Além disso, hé espécies que
poderdo ser transferidas para outros géneros, como foi o caso de taxons transferidos
recentemente para 0s géneros Cortaritermes e Sandsitermes (CUEZZO; CARRIO;
CANCELLO, 2015; CUEZZO; CANCELLO; CARRNO, 2017), de modo que as especies
atualmente incluidas no género Nasutitermes ndo representam um grupo monofilético
(INWARD; VOGLER; EGGLETON, 2007). Este fato esta relacionado a histéria taxonémica
do género, uma vez que as espécies que possuiam soldados nasutos (agquelas que apresentam
um prolongamento da cépsula cefélica onde estd inserida a abertura da glandula frontal,
denominado tubo frontal ou naso) foram alocadas inicialmente em um mesmo género, o qual
corresponde ao que € conhecido hoje como a subfamilia Nasutitermitinae (BOULOGNE et
al., 2017).

O género Nasutitermes é apontado ainda como dominante no bioma Mata
Atlantica e possui varias espécies que se distribuem por toda a regido (CONSTANTINO;
ACIOLI, 2006; CANCELLO et al., 2014). Entre elas, encontra-se a espécie Nasutitermes
jaraguae (Holmgren, 1910), que ocorre em todo o Dominio Atlantico sensu lato (sl), ja tendo
sido registrada nos estados de Santa Catarina, Parand, S&o Paulo, Espirito Santo, Bahia
(REIS; CANCELLO, 2007; CANCELLO et al., 2014), Rio de Janeiro (REIS; CANCELLO,
2007; TREVISAN; MARQUES; CARVALHO, 2008; CANCELLO et al., 2014), Minas
Gerais (GALBIATI; DESOUZA; SCHOEREDER, 2005), Pernambuco (BANDEIRA et al.,
2003; BANDEIRA; VASCONCELLOS, 2004), Paraiba (ERNESTO et al., 2014; ARAUJO;
SILVA; VASCONCELLOS, 2015), Rio Grande do Sul (FLORENCIO; DIEHL, 2006;
DIEHL et al., 2014; DIEHL; DIEHL-FLEIG; JUNQUEIRA, 2015) e Goias, onde foi
identificada como Nasutitermes cf. jaraguae (SANTOS, 2008).

Até o momento, ndo se conhece o ninho de N. jaraguae, 0 que sugere que
este seja subterraneo. Esta espécie € encontrada forrageando em madeira ou dentro de galerias
e estudos realizados para avaliar o nivel de consumo de diferentes tipos de madeiras, em
ambientes naturais, demostraram que N. jaraguae tem preferéncia por madeiras mais macias
(PERALTA et al., 2004; TREVISAN; MARQUES; CARVALHO, 2008).

Os soldados de N. jaraguae apresentam cerca de 5 mm, com coloracdo da
cabeca entre amarelada e avermelhada (Figura 1), sendo morfologicamente muito semelhante
a outras espécies que ocorrem nas mesmas localidades, como N. ehrhardti, N. itapocuensis,
N. auriantacus e N. auriantacoides, bem como a algumas espécies ainda ndo nomeadas, tais

como as morfoespécies aqui chamadas de Nasutitermes sp. 1, Nasutitermes sp. 2,
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Nasutitermes sp. 3 e Nasutitermes sp. 4 e que serdo investigadas neste estudo. Todas estas
formam um grupo de espécies denominado Grupo Nasutitermes jaraguae (E. Cancello com.
pess.; “Laboratério de Ortopteroides MZUSP”, 2017).

Figura 1. Visdo dorsal da cabeca de um espécime de Nasutitermes jaraguae, na qual podem ser observados
aspectos morfologicos, como formato da cabeca e do naso e coloragéo.

==

Fonte: Tiago Fernandes Carrijo.

1.2 Historia biogeogréafica da Mata Atlantica

Como relatado anteriormente, a Mata Atlantica abriga varias espécies do
género Nasutitermes, o qual é considerado como dominante neste bioma (CONSTANTINO;
ACIOLI, 2006; CANCELLO et al., 2014). O bioma Mata Atlantica se estende por cerca de
3.300 km da costa brasileira e em pequenas areas no Paraguai e Argentina (GALINDO
LEAL; CAMARA, 2003; TABARELLI et al., 2010). O Dominio Mata Atlantica é composto
por diferentes fitofisionomias, sendo cerca de 79% de sua area coberta por formacoes
florestais e o restante dividido entre zonas de tensdo ecoldgica, encraves de cerrado,
formac0es pioneiras e refagios ecoldgicos (CAPOBIANCO, 2001) (Figura 2).

A Mata Atlantica € um dos 34 hotspots globais, ou seja, uma area de grande
diversidade e endemismo e que apresenta alta vulnerabilidade, além disso, esta entre um dos
cinco hotspots com maior nimero de espécies endémicas (MYERS et al., 2000;
MITTERMEIER et al., 2004; BROOKS et al., 2006). Entretanto, € considerado um dos
biomas mais degradados e ameagados e, atualmente, aparece distribuido em remanescentes
florestais, muitas vezes pequenos e distantes entre si, somando apenas cerca de 12% de sua
extensdo original (RIBEIRO et al., 2009).
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Figura 2. Mapa da distribuigdo das fitofisionomias na Mata Atlantica brasileira.
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Fonte: Digitalizacdo do Mapa de vegetacdo do Brasil, FIBGE, 1993, escala 1.500.000 - Instituto
Socioambiental/Fundagdo SOS Mata Atlantica.

A formagdo da Mata Atlantica iniciou-se no Periodo Cretaceo, quando a
América do Sul ja se encontrava distante da Africa, 0 Oceano Atlantico apresentava
caracteristicas semelhantes as atuais e o clima, antes seco, tornava-se bastante Umido
(MORLEY, 2000). Como aponta o registro fossil, durante este periodo ocorreu a
diversificacdo das angiospermas (a partir de 80 Ma), de modo que a presenga de arvores
préprias de florestas com dossel fechado indica a provavel existéncia de uma floresta tropical
na costa leste da Ameérica do Sul, ou seja, uma Mata Atlantica ancestral (MORLEY, 2000).
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No final do Cretaceo, h4 65 Ma, ocorreu um grande evento de extin¢do da
biota, incluindo os dinossauros e cerca de 40% das espécies de plantas, devido a queda de um
meteorito, entretanto, o clima predominantemente quente e imido no final do Paleoceno e
inicio do Eoceno, ha cerca de 50 Ma, contribuiu com a recuperacdo da diversidade das
angiospermas, assegurando a manutencdo de florestas Umidas na América do Sul (MORLEY,
2000). Estas florestas cobriam todo o territério, do Pacifico ao Atlantico, no entanto, o
esfriamento e ressecamento global e os ciclos glaciais-interglaciais a partir do Plioceno (cerca
de 5 Ma), levaram a expansdo de areas abertas savanicas, como a Diagonal de formacoes
abertas, separando a Mata Atlantica das outras florestas sul-americanas (MORLEY, 2000).

O isolamento da Mata Atlantica resultou em um alto nivel de endemismo
devido a alta diversificacdo que ocorreu dentro de seus limites (DASILVA; PINTO-DA-
ROCHA; SOUZA, 2016). Entretanto, a maioria das espécies animais e vegetais ndo sao
encontradas em toda a extensdo da Mata Atlantica, sendo restritas a porgdes menores que
podem ser delimitadas com base no padrdo de endemismo de diversos grupos bioldgicos
(DASILVA; PINTO-DA-ROCHA; SOUZA, 2016). Estudos filogeograficos tem mostrado a
separacdo de espécies ou populacdes de diferentes grupos de organismos que ocorrem ao
norte e ao sul da Mata Atléantica, tais como insetos (Melipona quadrifasciata, BATALHA-
FILHO et al.,, 2010; Dinoponera lucida, RESENDE et al., 2010; dipteros, AMORIM;
SANTOS, 2017), anfibios (Hypsiboas albomarginatus, H. semilineatus e H. faber,
CARNAVAL et al., 2009; complexo Thoropa miliaris, FITZPATRICK et al., 2009; grupo
Rhinella crucifer, THOME et al., 2010), aves (Xiphorhynchus fuscus, CABANNE; SANTOS;
MIYAKI, 2007; CABANNE et al., 2008), mamiferos (Metachirus nudicaudatus, Micoureus
spp., COSTA, 2003; Bradypus variegatus, MORAES-BARROS et al., 2006; Cerdocyon
thous, TCHAICKA et al., 2007; Desmodus rotundus, MARTINS et al., 2009), répteis
(Gymnodactylus darwinii; PELLEGRINO et al.,, 2005; complexo Bothrops jararaca,
GRAZZIOTIN et al., 2006) e plantas (Dalbergia nigra, RIBEIRO et al., 2011).

Ainda ndo é possivel se determinar um padréo filogeogréafico geral para os
organismos da Mata Atlantica, porém os estudos citados apontam para a existéncia de trés
descontinuidades recorrentes, sendo (i) localizada na regido norte do estado de Sao Paulo, (ii)
observada na regido norte de Minas Gerais e Espirito Santo, proximo ao Vale do Rio Doce e
(iii) situada na regido norte da Bahia e Alagoas (Figura 3) (BATALHA-FILHO; MIYAKI,
2011).
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Figura 3. Localizacdo geografica aproximada das principais descontinuidades filogeograficas na Mata

Atlantica.

)
Fonte: BATALHA-FILHO; MIYAKI (2011). A area em cinza corresponde ao territorio original da Mata

Atlantica e as linhas pontilhadas (i, ii e iii) representam as descontinuidades observadas para diferentes grupos
bioldgicos.

Estas descontinuidades podem ser explicadas pela Hipotese de Reflgios
Florestais do Pliocenos-Pleistoceno (HAFFER, 1969; VANZOLINI; WILLIAMS, 1970;
MAYR; O’HARA, 1986), a qual tem sido a mais utilizada para explicar a existéncia de areas
de endemismo na América do Sul. Segundo esta hipotese, alteracdes climaticas deixaram o
clima mais frio e seco a partir do Plioceno e, especialmente, durante o Pleistoceno, levando a
retracdo das areas florestais e expansdo das areas abertas, o que resultou no isolamento das
manchas florestais e consequente especiacdo das populacdes isoladas (HAFFER, 1969). A
alteracdo do clima para um periodo mais quente e Umido permitiu a expansdo das areas
florestais e a reconexdo dos fragmentos, onde habitavam novas espécies decorrentes da
especiacdo por isolamento ou populacdes geneticamente distintas devido & auséncia de fluxo
génico (HAFFER, 1969). Posteriormente, assumiu-se que as oscilagdes climéticas ocorridas
durante o Terciario também tiveram amplitude e duragdo suficientes para promover
fragmentacéo florestal e especiagédo (HAFFER, 1993).

Embora poucos estudos tenham abordado hipoteses alternativas, os padrdes

de distribuicdo de espécies na Mata Atlantica podem estar relacionados também a outras
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teorias de especiacdo em florestas tropicais (LARA; GEISE; SCHNEIDER, 2005). Dentre as
teorias de especiacdo alopéatrica estd a Hipotese de Isolamento em Montanhas, a qual
pressupde que o isolamento de remanescentes florestais em montanhas durante periodos secos
acarretou em divergéncia e especiacdo (MOREAU, 1966), como por exemplo na Serra do
Espinhaco, Serra da Mantiqueira, Serra do Mar e Serra dos Orgdos (LARA; GEISE;
SCHNEIDER, 2005). Outra teoria de especiacdo alopatrica é a Hipdtese de Rios como
Barreiras, observada principalmente na Amazonia, segundo a qual teria ocorrido especiacao
entre populacGes que se tornaram geograficamente isoladas por rios (WALLACE, 1852), tais
como o Rio Jequitinhonha e o Rio Doce (LARA; GEISE; SCHNEIDER, 2005). Ja a principal
teoria baseada em especiacdo parapatrica é a Hipdtese dos Gradientes Ecolégicos, a qual
assume que a selecdo divergente entre gradientes ambientais é suficiente para que ocorra
diferenciacdo e especiacdo em ambientes transicionais, como ecoOtonos e gradientes
latitudinais, mesmo que ndo haja restricdo completa do fluxo génico (ENDLER, 1977; RICE;
HOSTERT, 1993; SMITH et al. 1997; ORR; SMITH, 1998).

Dessa forma, a utilizacdo de diferentes grupos biolégicos como modelos
para estudos filogeogréaficos permite a melhor compreensdo dos processos responsaveis pelo
padrdo de distribuicdo das espécies. Entretanto, estudos biogeograficos com invertebrados
ainda séo escassos na Mata Atlantica, havendo pesquisas desenvolvidas apenas com abelhas
(BATALHA-FILHO et al., 2010), vespas (SILVA; NOLL, MORALES-CORREA E
CASTRO, 2018), formigas (RESENDE et al., 2010; CARDOSO et al., 2015), dipteros
(AMORIM; SANTOS, 2017) e a espécie de cupim Nasutitermes corniger, a qual nao
apresentou diferencas genéticas que resultassem em estruturacdo entre as populacbes
distribuidas ao longo da Mata Atlantica (SANTOS et al., 2017).

1.3 Estudos genéticos

1.3.1 Delimitacéo de espécies com base em dados moleculares

A espécie é uma unidade fundamental para a biologia, entretanto, existem
diversos conceitos e definicdes, os quais consideram diferentes aspectos (biologicos,
morfologicos, ecoldgicos, entre outros), que podem levar a diferencas na delimitacdo de uma
espécie (MAYDEN, 1997; DE QUEIROZ, 2007). Dentre os muitos conceitos existentes,
alguns levam em consideracdo a relacdo de ancestralidade-descendéncia, como o Conceito

Evolutivo de Espécie, o qual sugere que espécies sdo linhagens que evoluem separadamente
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de outras, com suas préprias tendéncias e histérias evolutivas (SIMPSON, 1951; WILEY,
1978; MAYDEN, 1997) e o Conceito Filogenético de Espécie, que apresenta diferentes
classes, porém todas relacionadas com a sistematica filogenética ou cladistica, de modo que
espeécies seriam resultantes de selecdo natural, sendo as menores entidades biologicas que séo
diagnosticaveis e/ou monofiléticas (ROSEN, 1979; NELSON; PLATNICK, 1981;
CRACRAFT, 1983; DONOGHUE, 1985; MISHLER, 1985; NIXON; WHEELER, 1990).

A biologia molecular tem sido uma ferramenta muito utilizada em estudos
de reconhecimento e delimitacdo de espécies, considerando aspectos genéticos e
filogenéticos. Recentemente, diversos estudos tém permitido a separacdo de espécies cripticas
e a determinacdo da diversidade de espécies de cupins, por meio de genes mitocondriais e
nucleares ou marcadores microssatélites (JENKINS et al., 2001; ROY et al., 2006, 2014;
COPREN, 2007; MONAGHAN et al., 2009; HAUSBERGER et al., 2011; SCICCHITANO et
al., 2017a).

1.3.2 Genética de populacdes e filogeografia

A genética de populacdes é uma area que diz respeito a origem, quantidade
e distribuicdo da variacdo genética presente em populacdes e o destino desta variagdo no
tempo e no espago (TEMPLETON, 2011). Sequéncias variantes de um mesmo segmento de
DNA (cépias homdlogas) sdo denominadas hapl6tipos e podem ser geradas por meio de
mutacgdes ou por recombinacdo, de modo que a variacdo genética pode ser estudada por meio
destes polimorfismos (FUTUYMA, 2005). Ja a interacdo entre o0s eventos de mutacdo, deriva
genética, fluxo génico e selecdo natural determinam as frequéncias alélicas nas populacdes ao
longo do tempo e também no espaco, sendo o agrupamento de populacBes diferenciadas
conhecido como estrutura populacional (HARTL; CLARK, 2010; TEMPLETON, 2011).

A érea de estudos que se preocupa em compreender os principios e explicar
0S processos que norteiam a distribuicdo geografica de linhagens genealdgicas € a
filogeografia (AVISE, 2000). Por meio de estudos filogeograficos é possivel elaborar
hipoteses sobre os processos responsaveis pela formacéo da biota de uma regido, uma vez que
a estrutura populacional de uma espécie revela os eventos histéricos sofridos ndo apenas por
suas populagdes, mas por toda a biota e, desse modo, podem-se ainda detectar possiveis areas
de endemismo (AVISE, 1992; ALLENDORF; LUIKART; AITKEN, 2012). Para tal, grupos

especificos de animais e plantas tém sido utilizados, sendo 0s processos extrapolados para
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outros taxons, entretanto, a analise se torna mais sensivel e eficiente quando incluidos tdxons
n&o relacionados entre si (SIGRIST; CARVALHO, 2008).

As analises filogeograficas eram realizadas inicialmente pela sobreposicao
de redes de haplétipos e mapas, buscando padrdes entre a filogenia e a geografia (AVISE et
al., 1987). Posteriormente, desenvolveu-se a analise de clados filogeograficamente aninhados
(Nested Clade Phylogeographic Analysis - NCPA) (TEMPLETON; ROUTMAN; PHILLIPS,
1995), que foi o primeiro método a utilizar testes estatisticos, embora este nao seja
considerado um método de filogeografia estatistica por muitos autores (KNOWLES;
MADDISON, 2002). A NCPA ¢ uma andlise que permite quantificar as associacdes entre a
geografia, o tempo e a rede de hapl6tipos, com base em uma rede haplotipica aninhada
(TEMPLETON; ROUTMAN; PHILLIPS, 1995). Por meio da NCPA pode-se inferir uma
relacdo de descendéncia entre os hapl6tipos, em que haplétipos ou clados aninhados que se
localizam nas pontas serdo sempre mais recentes que hapl6tipos ou clados que se encontram
no interior da rede haplotipica (TEMPLETON, 2011). Além disso, a distribuicdo espacial
pode ser correlacionada por meio da distancia entre os clados (Dc), que mede quéo
espacialmente disperso um clado é, e da distancia do clado aninhado (Dn), que quantifica
quao distante um haplétipo ou clado estd em relacdo aos haplétipos ou clados aos quais ele
esta evolutivamente mais relacionado (TEMPLETON, 2011). Assim, eventos passados como
isolamento por distancia, fragmentacdo alopatrica ou expansdo de distribuicdo, podem ser
inferidos com base nos valores significantes de Dc e Dn (TEMPLETON, 2011).

Estas inferéncias sdo entdo consideradas hipoteses que deverao ser testadas
por meio de outros métodos (CUNHA; SOLE-CAVA, 2012). A indicacdo de fragmentacio
alopétrica pela NCPA pode corresponder a um evento de especiacdo ou a diferenciacdo das
populacdes com uma descontinuidade geografica abrupta entre elas (CUNHA; SOLE-CAVA,
2012) podendo ser testada por meio de andlises filogenéticas ou da Analise de Variancia
Molecular (AMOVA) (COCKERHAM, 1969, 1973; WEIR; COCKERHAM, 1984; LONG,
1986), a qual separa a variancia molecular em niveis hierarquicos e testa diferentes hipoteses
de estruturacdo com base na estatistica @, andloga a estatistica F (WRIGHT, 1978). A
expansdo da distribuicdo inferida pela NCPA pode refletir um aumento na distribuicdo ou
crescimento populacional (CUNHA; SOLE-CAVA, 2012), podendo ser testada por meio de
uma analise de distribuicdo das diferencas (mismatch distribution analysis), a qual apresenta
uma distribuicdo unimodal do numero de diferencas entre pares de sequéncias para
populacbes que exibirem crescimento populacional subito, enquanto populacfes estaveis
apresentam distribuicbes multimodais (ROGERS; HARPENDING, 1992). Efeitos da
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expansdo populacional também podem ser detectados por meio de testes de neutralidade
(TAJIMA, 1989; FU; LI, 1993; FU, 1997), os quais podem indicar ainda selecdo
balanceadora, selecdo diversificadora ou efeito Walund (RAMOS-ONSINS; ROZAS, 2002;
HARTL; CLARK, 2010). Por sua vez, o isolamento por distancia inferido pela NCPA pode
ser confirmado pelo teste de Mantel (1967), o qual correlaciona a distancia genética e a
distancia geografica a fim de constatar se o fluxo génico entre as populag¢fes diminui com o
aumento da distancia geografica (CUNHA; SOLE-CAVA, 2012).

Analises filogeograficas podem ser realizadas ainda por meio de métodos
estatisticos que utilizam abordagens de Mé&xima Verossimilhanca ou Bayesiana para verificar
a probabilidade de ocorréncia de modelos alternativos, sugeridos com base em hipéteses a
priori sobre o passado demografico e evolutivo de uma espécie, bem como de eventos
biogeograficos que podem ter influenciado estes (CUNHA; SOLE-CAVA, 2012). Desse
modo, a modelagem de cenarios populacionais alternativos é feita com base na teoria da
coalescéncia e na comparagéo entre os dados observados e os padrdes esperados, obtidos com
os modelos (CUNHA; SOLE-CAVA, 2012).

Para os grupos de insetos sociais, as analises de estrutura populacional tém
como unidade basica a coldénia e ndo o individuo (THORNE et al., 1999; LEPAGE;
DARLINGTON, 2000), de modo que, individuos morfologicamente heterogéneos por
pertencerem a castas distintas, mas intimamente relacionados, formam colGnias e estas
compdem as populacdes (VARGO; HUSSENEDER, 2011). As colbnias de cupins sdo
fundadas, em sua maioria, por um par monogamico, ou seja, um rei e uma rainha, sendo estas
coldnias classificadas como familias simples (NUTTING, 1969; VARGO; HUSSENEDER,
2009). Existem também colbnias que apresentam reprodutores secundarios, 0s quais
substituem ou suplementam os reprodutores primarios, sendo as coldnias formadas por
maultiplas rainhas (poliginia) ou por multiplos reis (poliandria) e classificadas em familias
estendidas ou mistas, quando os reprodutores secundarios sao, respectivamente, descendentes
do casal real ou de diferentes casais (THORNE, 1985; ROISIN, 1993; VARGO;
HUSSENEDER, 2011). Colbdnias de uma mesma espécie podem ainda apresentar sistemas de
acasalamento distintos, contudo as raz0es dessa variagcdo ainda ndo sdo bem compreendidas
(VARGO; HUSSENEDER, 2011). Em relacdo ao género Nasutitermes, pesquisas com N.
corniger e N. nigriceps vem demonstrando que a maior parte das col6nias sdo formadas por
um parte monogamico (ATKINSON; ADAMS, 1997; THOMPSON; HEBERT, 1998).

Estudos de genética populacional sdo comuns com espécies de cupins desde

a decada de 80, os quais objetivaram ndo apenas estimar a estrutura genética das populacdes,
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mas também investigar o sistema de acasalamento das espécies e sua capacidade de dispersao,
bem como delimitar o tamanho das colénias (REILLY, 1987; HUSSENEDER et al., 1998,
2005; THORNE et al., 1999; GOODISMAN; CROZIER, 2002; VARGO; HUSSENEDER;
GRACE, 2003; VARGO, 2003; VARGO; CARLSON, 2006; YEAP; OTHMAN; LEE, 2011;
BOOTH et al., 2012; HUANG et al., 2013; LUCHETTI; SCICCHITANO; MANTOVANI,
2013; FOURNIER et al., 2016). Até o momento, foram realizados estudos com trés espécies
do género Nasutitermes. Para N. nigriceps, foi observado fluxo génico restrito entre trés
localidades da Jamaica e a predominancia de colbnias formadas por familias simples
(THOMPSON; HEBERT, 1998). Dois estudos com N. takasagoensis sugerem que esta
espécie apresenta capacidade de se dispersar por alguns quilémetros, como entre ilhas do sul
do Japdo, porém grandes distancias sdo suficientes para restringir o fluxo génico e aumentar a
distancia genética, como observado entre populacbes do Japdo e Taiwan (GARCIA et al.,
2002, 2004). Um estudo conduzido com colbnias de N. corniger coletadas no Panama
mostrou que estas ndo apresentaram associacdo entre grau de relacionamento e agressividade
dos espécimes, sugerindo que erros de reconhecimento, devido a presenca de col6nias com
multiplos reis e rainhas ndo relacionados, poderiam levar a formacdo de coldnias com
estruturas complexas (ADAMS; ATKINSON; BULMER, 2007). Outro estudo realizado com
N. corniger mostrou uma alta estruturacdo genética entre populagdes distribuidas ao longo da
América Central e do Sul, com haplétipos restritos a diferentes biomas (SANTOS et al.,
2017).

Os cupins podem ser considerados como modelos excelentes para estudos
filogeogréficos, devido a forte dependéncia com o local de formacdo das col6nias, e assim
permitem a compreensao dos fatores geogréficos que influenciam no padréo de dispersdo ndo
apenas do grupo, mas de todo o bioma ao qual esta inserido. O padrdo de distribui¢do de
espécies do género Reticulitermes vem sendo amplamente investigado na América do Norte,
Europa e Asia, demonstrando a influéncia de glaciacdes e eventos geoldgicos na distribuicio
atual das espécies ou de suas populacdes (SZALANSKI et al., 2008; KUTNIK et al., 2004;
PARK et al., 2006; TRIPODI et al., 2006; MCKERN et al., 2007; AUSTIN et al., 2008;
LEFEBVRE et al., 2008, 2016; VELONA et al., 2010; DEDEINE et al., 2016;
SCICCHITANO et al., 2017b). Estudos filogeograficos também foram desenvolvidos com
especies de Coptotermes, nos quais foram identificados os centros de origens de populacdes
encontradas nos Estados Unidos, Porto Rico e Australia (JENKINS et al., 2007) e na Asia (LI
et al., 2009), e também com espécies de Heterotermes nas llhas do Caribe (SZALANSKI et
al., 2004), Schedorhinotermes na Africa (WILFERT et al., 2006), Amitermes na Australia
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(OZEKI et al., 2007), Macrotermes na Asia (VEERA SINGHAM; OTHMAN; LEE, 2017) e
Kalotermes na Europa (SCICCHITANO et al., 2017a). J& o género Nasutitermes foi abordado
em um estudo que englobou espécies encontradas na regido tropical do Oceano Pacifico, no
qual nao foi possivel afirmar se a origem do género seria anterior a separacdo de Gondwana
ou se teriam havido eventos de dispersdo para América do Sul e Austrélia a partir do Velho
Mundo (MIURA; ROISIN; MATSUMOTO, 2000). Outro estudo com o género Nasutitermes
demonstrou que a espécie N. corniger originou-se na América Central e se dispersou para a
Ameérica do Sul, com novos haplétipos ocupando distintos biomas, como a Mata Atlantica,
Cerrado e Caatinga (SANTOS et al., 2017).

1.3.3 Reconstrucdo filogenética

As relagOes entre os organismos podem ser inferidas por diferentes
abordagens, tais como a abordagem fenética, a qual utiliza parametros de similaridade entre
0S organismos, como a distancia genética, e ndo é baseada em um modelo evolutivo (PAGE;
HOLMES, 1998). Ja as abordagens cladisticas e estatisticas, por sua vez, estdo pautadas em
modelos evolutivos (PAGE; HOLMES, 1998), sendo Maéaxima Parcimbdnia, Méaxima
Verossimilhanga e Inferéncia Bayesiana as metodologias mais utilizadas para inferéncias
filogenéticas.

A Maxima Parcimbnia foi desenvolvida originalmente para dados
morfologicos (HENNIG, 1966) e seleciona a arvore (ou arvores) que necessita do menor
nimero de mudancas evolutivas, ou seja, a arvore mais parcimoniosa (PAGE; HOLMES,
1998). Nesta analise sdo considerados apenas os sitios informativos, ou seja, sitios que
apresentam pelo menos dois tipos de nucleotideos representados, sendo cada um deles exibido
ao menos duas vezes na amostra (FITCH, 1977). Esta analise é livre de hipdteses pré-
determinadas por modelos de substituicdo de nucleotideos assumidos previamente, o que pode
contribuir para que uma arvore mais proxima da verdadeira seja encontrada, quando a
divergéncia entre as sequéncias é baixa (MIYAMOTO; CRACRAFT, 1991; NEI; KUMAR,
2000). Entretanto, quando o numero de nucleotideos analisados é muito pequeno e as
sequéncias apresentam alta divergéncia ou substituicbes ndo homoplasicas, a andlise de
parcimonia pode gerar uma topologia incorreta (NEI; KUMAR, 2000), devido aos fendbmenos
de atracéo de ramos longos (HENDY; PENNY, 1989) e atracdo de ramos curtos (NEI, 1996).

A Méxima Verossimilhanga analisa a probabilidade de diferentes

topologias, considerando um conjunto de sequéncias e um modelo de substituicdo assumido
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previamente, sendo escolhida a arvore que apresente a probabilidade maxima (NEI; KUMAR,
2000), ou seja, a arvore com maior probabilidade de ter dado origem aos dados analisados
(PAGE; HOLMES, 1998). Dessa forma, uma topologia incorreta pode ser selecionada quando
a taxa de substituicdo nucleotidica varia consideravelmente de um ramo para outro, mesmo
com grandes conjuntos de dados (HUELSENBECK, 1995). Entretanto, a Maxima
Verossimilhanca é uma das metodologias mais robustas para reconstrugdes filogenéticas, uma
vez que a inclusdo de um modelo de substituicdo adequado ao conjunto de dados permite a
correcdo de eventos mutacionais entre sequéncias que foram separadas ha muito tempo ou
estdo evoluindo rapidamente (HOLDER; LEWIS, 2003).

A Inferéncia Bayesiana busca a arvore com maior probabilidade posterior,
ou seja, considera a probabilidade de modo semelhante a Maxima Verossimilhanca
multiplicada pela probabilidade resultante de hipoteses inferidas a priori, como modelo e taxa
de substituicdo de nucleotideos, entre outras (HOLDER; LEWIS, 2003). Este método é
amplamente utilizado nos dias de hoje, uma vez que fornece medidas de suporte mais rapido
gue a Maxima Verossimilhanca (bootstrap) (HOLDER; LEWIS, 2003) bem como permite a
inclusdo de modelos complexos de evolugdo, como a estimativa de tempos de divergéncia
(THORNE; KISHINO; PAINTER, 1998).

Em relagdo a filogenia do género Nasutitermes, até o momento foram
desenvolvidos trabalhos baseados em dados moleculares apenas com grupos de regides
especificas ou contendo alguns representantes do género em trabalhos que abrangeram toda a
familia Termitidae ou a Infraordem Isoptera. Estudos voltados para o género Nasutitermes
foram desenvolvidos com 17 espécies que ocorrem na regido tropical do Oceano Pacifico,
utilizando os genes mitocondriais COIl e 16S (MIURA; ROISIN; MATSUMOTO, 2000) e
com 16 espécies presentes na Guiana Francesa, também por meio dos genes mitocondriais
COll e 16S e do fragmento nuclear ITS2 (Internal Transcribed Spacer) (ROY et al., 2014).

Espécies australianas foram analisadas por meio dos genes mitocondriais
COIll e 16S em um estudo filogenético que englobou quatro espécies de Nasutitermes e trés
de Tumulitermes, os quais ndo foram recuperados como monofiléticos, sugerindo que as
caracteristicas morfologicas utilizadas para estabelecer as relacGes entre estas espécies ndo
correspondem as relacbes filogenéticas (BERGAMASCHI et al., 2007). Posteriormente, 86
especies australianas de Nasutitermitinae, sendo 45 de Nasutitermes, foram analisadas por
meio dos genes mitocondriais COII, 16S e 12S e da regido nuclear ITS1 (ARAB et al., 2017).

Neste estudo foram observados eventos de evolucgdo paralela, em que o habito de construgdo
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de ninhos e tipo de alimentacdo surgiram em diferentes momentos, o que é consistente com
periodos de alteragBes climaticas e provavelmente contribuiram para o sucesso do grupo.

Trinta e um géneros de ocorréncia asiatica das familias Termitidae e
Rhinotermitidae foram utilizados para uma analise filogenética, por meio do gene
mitocondrial COIl, e as 14 espécies de Nasutitermitinae ndo-mandibulados, sendo sete
Nasutitermes, foram agrupadas em um clado monofilético, uma vez que esta subfamilia
abrigava também os mandibulados, pertencentes hoje a subfamilia Syntermitinae (OHKUMA
et al., 2004). A historia evolutiva da familia Termitidae foi inferida em diferentes estudos,
primeiramente, foram analisadas 321 espécies, sendo 28 de Nasutitermes, por meio dos genes
COll, 12S e 28S (INWARD; VOGLER; EGGLETON, 2007). Posteriormente, dois estudos
utilizaram o genoma mitocondrial, sendo que o primeiro englobou sequéncias de 66 espécies
da familia Termitidae, das quais quatro eram do género Nasutitermes, e 0 segundo incluiu 384
amostras de Termitidae, sendo 44 Nasutitermes (BOURGUIGNON et al., 2015, 2017). Por
fim, a andlise filogenética da infraordem Isoptera foi reconstruida por meio dos genes COl,
COIl, Cyt b, 12S, 16S, 18S e 28S, englobando 40 espécies, das quais uma € do género
Nasutitermes (LEGENDRE et al., 2008).

Contudo, a maioria das espécies utilizadas nos estudos citados ndo séo
coincidentes entre estes, 0 que inviabiliza a comparacdo e o entendimento mais amplo das
relacOes filogenéticas entre as espécies do género Nasutitermes e dos eventos que levaram ao
padrdo de distribuicdo observado atualmente para este género, o qual acredita-se que seja
decorrente de processos de diversificacdo, irradiacdo e dispersdo, associados as condicdes
ambientais regionais (EGGLETON; TAYASU, 2001; DAVIES et al., 2003). A principio, foi
proposta a hipétese da origem do género Nasutitermes na América do Sul, anteriormente a
divisdo de Gondwana, sugerindo uma separacdo inicial entre as espécies neotropicais e
australianas, seguida das australianas e da Nova Guiné (MIURA; ROISIN; MATSUMOTO,
2000). Entretanto, trabalhos mais recentes, utilizando uma visdo geral da familia, vem
demonstrando que Termitidae se originou na Africa e sua diversificacdo é posterior a divisdo
de Gondwana (ENGEL; GRIMALDI; KRISHNA, 2009; BOURGUIGNON et al., 2015),
ocorrendo, num primeiro momento, eventos de dispersdo para América do Sul e Asia ha 35-
23 Ma e, posteriormente, eventos de dispersdo da América do Sul para Asia e Austrélia e da
Asia de volta para a Africa ha 23-5 Ma, possivelmente por meio de troncos flutuantes
(BOURGUIGNON et al., 2017). Dessa forma, este trabalho buscou reunir o maior namero
possivel de taxons do género Nasutitermes, a fim de abranger sua amplitude de ocorréncia,

para assim, compreender o processo de diversificacdo geografica de suas espécies.
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6 CONCLUSOES

A partir das analises de delimitacdo de espécies do Grupo Nasutitermes

jaraguae, podemos concluir que:

as espécies N. jaraguae, N. ehrhardti, Nasutitermes sp. 1, Nasutitermes sp. 2,
Nasutitermes sp. 3 e Nasutitermes sp. 4, determinadas com base em caracteres
morfoldgicos, ndo corresponderam a unidades evolutivas distintas;

a hipotese de que redes de haplotipos desconectadas representam unidades evolutivas
distintas ndo foi suportada pela analise filogenética, podendo representar um artificio
da analise em decorréncia do nimero de espécimes amostrados para cada espécie;

a hipotese de delimitacdo de espécies que apresentou a maior sustentacdo e
consequentemente, a que melhor evidenciou as unidades evolutivas, foi a que
considerou a distancia genética entre os haplotipos associada a probabilidade de
conexao entre estes e suas relagdes filogenéticas;

entre as espécies do Grupo Nasutitermes jaraguae analisadas foram determinadas sete
unidades evolutivas distintas, as quais podem ser consideradas como espécies
diferentes com base nos conceitos filogenético e evolutivo de espécies;

a utilizacdo conjunta de aspectos morfologicos e genéticos podem trazer maior
confiabilidade para a resolugéo de questdes fundamentais dentro da biologia, como o
da conceituacdo e delimitacdo de espécies, verificando se espécies determinadas por
morfologia sdo realmente entidades independentes ou ndo, resgatando assim seu
processo evolutivo.

Com as andlises filogeograficas de Nasutitermes jaraguae foi possivel

concluir que:

as populacdes analisadas apresentaram grande diversidade haplotipica e se
encontraram fortemente estruturadas, sendo observado trés grupos de haplotipos, 0s
quais estdo geograficamente agrupados;

0 padrdo de distribuicdo de dois haplogrupos (um distribuido de S&o Paulo ao Rio
Grande do Sul e outro restrito aos estados de Minas Gerais e Espirito Santo) coincidiu
com o ja observado para diferentes grupos bioldgicos e pode ser explicado com base
na hipotese de refugios florestais do Plioceno-Pleistoceno;

outro haplogrupo (distribuido do Rio Grande do Norte a Santa Catarina) ndo teve o

fluxo génico restringido pelas areas de descontinuidade, uma vez que a colonizagéo
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destas areas seria posterior a separacdo dos fragmentos, e decorrente de ancestrais que
ja haviam sofrido os efeitos do isolamento geogréafico anteriormente;

» 0 padrdo de distribuicdo dentro dos grupos de haplotipos pdde ser explicado por
diferenciacbes geradas por selecdo divergente entre gradientes ambientais, como
diferentes fitofisionomias.

A andlise filogenética das espécies do género Nasutitermes nos permitiu
concluir que:

= aorigem do género foi posterior a separacdo da Gondwana;

= 0 padrdo de distribuicdo das espécies de Nasutitermes pode ser explicado por
episodios de dispersdo intercontinentais entre 23 Ma e 0,99 Ma, bem como eventos de
especiacdo independentes nas regides zoogeograficas;

= 0 género Nasutitermes ndo foi recuperado como monofilético, muito provavelmente
devido a sua historia taxondmica, em que inicialmente todas as espécies que possuiam
soldados nasutos foram alocadas em um mesmo género, destacando assim a

necessidade de revisdo deste género.
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