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Resumo

O género Solenopsis tem distribuicdo cosmopolita, mas espécies do grupo S. saevissima, sao
nativas da América do Sul e inclui as conhecidas formigas lava-pés. Elas foram introduzidas
de forma acidental em diversas regides biogeograficas do mundo. No Brasil possuem ampla
distribuicdo, mas tém preferéncia por areas de atividade humana. Sdo formigas altamente
agressivas e sao responsaveis por acidentes que podem levar a choques anafilaticos e a morte.
As formigas apresentam associacOes de diferentes tipos com outros organismos, inclusive
com bactérias endossimbiontes como a Wolbachia, bactéria intracelular que também infecta
as formigas do género Solenopsis. No presente trabalho, procurou-se caracterizar as
populacOes de lava-pés (Solenopsis spp.) de ampla area do territério brasileiro, analisando o
parentesco dessas populacOes e inferindo sobre sua filogenia. Além disso, foi investigada a
presenca, frequéncia e distribuicdo do endossimbionte Wolbachia em populacdes de
Solenopsis spp. no Brasil. A caracterizacdo das lava-pés foi baseada na analise do gene
citocromo oxidase | e em estudos filogenéticos. Observou-se desde completa coeréncia
geogréfica, até polifilia para as espécies S. invicta e S. saevissima, 0 que demonstra
claramente a diversidade desse género de formigas no Brasil. Existe a possibilidade de ocorrer
populacdes isoladas reprodutivamente, tendo como decorréncia processos evolutivos de
especiacdo. Além disso, clados com espécies divergentes agrupadas podem trazer evidéncias
de espécies erroneamente identificadas morfologicamente, presente em bancos de dados. O
levantamento da ocorréncia de Wolbachia foi baseado no gene wsp do endossimbionte e
analises filogenéticas foram realizadas para inferir a histdria evolutiva dessas bactérias nas
populacdes de lava-pés do pais. Foi encontrada uma grande diversidade de Wolbachia no
género Solenopsis, com 51% das colonias analisadas apresentando infeccdo e a maior
incidéncia em populagbes do sul do Brasil. Pequena variabilidade foi encontrada entre as
diferentes cepas de Wolbachia dentro dos supergrupos A e B. Os resultados também sugerem

que transmissdes horizontais podem estar ocorrendo a partir do parasita social S. daguerrei.

Palavras-chave: Solenopsis / formigas lava-pés / endossimbiontes / Wolbachia / DNA
mitocondrial / analise filogenética.



Abstract

The genus Solenopsis has a cosmopolitan distribution, but species of S. saevissima group are
native from South America and include the known fire ant. They were accidentally introduced
in several countries of the world. In Brazil they have wide distribution with preference for
areas of human activity. Ants are highly aggressive and responsible for accidents that can lead
to anaphylactic shock and death. The ants have different associations with other organisms,
including bacteria endosymbionts such as Wolbachia, intracellular bacteria that also infect the
ants of the Solenopsis genus. In this study, we sought to characterize the populations of fire
ants (Solenopsis spp.) in a wide area of Brazil, analyzing the relationship of these populations
and inferring their phylogeny. Furthermore, we investigated the presence, frequency and
distribution of the endosymbiont Wolbachia in those populations of Solenopsis spp. in Brazil.
The characterization of fire ants was based on analysis of the cytochrome oxidase | gene and
on phylogenetic studies. It was observed that there were complete geographical coherence and
polyphyly for the species S. invicta and S.saevissima, which clearly demonstrate the diversity
of this genus of ants in Brazil. There is the possibility to occur reproductively isolated
populations, leading to evolutionary processes of speciation. Furthermore, clustered clades
with divergent species can bring evidences of species wrong morphologically identified,
presents in databases. The survey of the occurrence of Wolbachia was based on the wsp gene
of the endosymbiont and the phylogenetic analyses were performed to infer the evolutionary
history of these bacteria in the populations of fire ants. There was a great diversity of
Wolbachia in the genus Solenopsis, with 51% of the analyzed colonies presenting infection
and the highest incidence was found in populations from southern Brazil. Low variability was
found among the different strains of Wolbachia within the A and B supergroups. The results
also suggest that horizontal transmission may be occurring from the social parasite S.
daguerrei.

Keywords: Solenopsis / fire ants / endosymbionts / Wolbachia / mitochondrial DNA /

phylogenetic analysis.
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Introducéo

As formigas sdo insetos que devido sua alta capacidade adaptativa, ocorrem em
abundancia na maioria dos ambientes terrestres e apresentam enorme diversidade. Muitas
espécies sao de grande importancia para o homem, por sua capacidade em desalojar outras
espécies, dominar varios tipos de habitats, principalmente sob agdo antropica. Nesse grupo
estdo as formigas do género Solenopsis, que inclui as conhecidas formigas lava-pés, com
ampla distribuicdo no territorio brasileiro, inclusive dentro das zonas urbanas. Elas séo
altamente agressivas as perturbagdes da colonia e durante o forrageamento, podendo causar
acidentes provocando alergias que, inclusive podem levar a choques anafilaticos e até a morte
de seres humanos.

Elas sdo formigas onivoras e oportunistas, que podem predar tanto vertebrados e
invertebrados quanto plantas (VINSON, 1994), além de terem o habito de complementar sua
dieta através da protecdo de outros invertebrados sugadores de seiva que secretam gotas
acucaradas, como os afideos (GREEN, 1952).

Os ninhos das formigas lava-pés sdo construidos diretamente no chdo, em areas
abertas e ensolaradas, constituidos basicamente de um monte de terra no interior do qual
mantém a colbnia, de onde irradiam varios taneis de forrageio (PORTER e TSCHINKEL,
1987).

Historicamente, Solenopsis tem sido um grupo taxondmico complicado, pois 0s
trabalhos de revisdes de Wilson (1952), Snelling (1963) e Buren (1972) estavam limitados a
apenas algumas espécies. Esses autores ndo examinaram espécies tipo do taxa Solenopsis
descritas por Forel e Santschi (TRAGER, 1991).

A alta diversidade de Solenopsis na América do Sul dificulta a distin¢do entre espécies
devido a um numero reduzido de caracteres diagnosticos e da dificuldade de serem
distinguidos (PITTS et al., 2005).

Wilson (1952) sugeriu a existéncia de apenas trés espécies de lava-pés, com diversas
sinonimias, e considerou que as lava-pés da América do Sul compreendiam a um grande
formigueiro hibrido, com diversas variantes de hibridiza¢6es regionais em areas de parapatria.

Trager (1991) fez uma revisdo do género Solenopsis Westwood (Formicidae:
Myrmicinae) e catalogou 185 espécies. A maioria dessas espécies € caracterizada por possuir
operarias pequenas e monomorficas, que vivem em pequenas colbnias e varias delas com

ninhos estabelecidos no interior de ninhos de outras espécies de formigas, das quais roubam



comida e cria (THOMPSON, 1989). Estes habitos deram a essas espécies de Solenopsis o
nome de “thief ants” (PITTS et al., 2005).

Outras especies de Solenopsis diferem muito dos aspectos anteriores, por possuirem
operarias polimorficas, formarem enormes coldnias e serem altamente agressivas tanto na
defesa do ninho quanto no forrageamento (PITTS et al., 2005). Devido a ferroada desferida
pelas operarias, tais espécies de Solenopsis receberam o nome de “fire ants” ou formigas de
fogo (PITTS et al., 2005). Elas foram divididas em quatro grupos: S. virulens, S. tridens, S.
geminata e S. saevissima. O grupo de espécies S. saevissima consiste de 13 espécies descritas:
S. interrupta, S. invicta, S. macdonaghi, S. mergergates, S. pythia, S. quingquecuspis, S.
richteri, S. saevissima, S. weyrauchi, S. electra, S. pusillignis, S. daguerrei e S. hostilis
(PITTS et al., 2005).

A espécie Solenopsis invicta Buren, 1972 foi disseminada a partir da América do Sul
para varios locais do mundo pelo comércio de madeira (TABER, 2000). Atualmente, elas sdo
encontradas nos Estados Unidos, Oeste das indias, Nova Zelandia, Porto Rico, Australia,
Hong Kong e China (HENSCHAW et al., 2005; TSCHINKEL, 2006).

As espécies S. richteri e S. invicta foram introduzidas acidentalmente nos Estados
Unidos no inicio do século passado e hoje sdo consideradas como 0s principais inimigos do
povo americano, causando danos a diversidade local pelo desalojamento das espécies nativas,
na agricultura e na saude publica (WOJCIK et al., 2001). Anualmente, sdo gastos milhGes de
dolares na tentativa de controle dessas formigas e mesmo assim, elas continuam a se expandir
para novas areas. Um fator interessante e complicador é que varias espécies na América do
Norte, tanto nativas quanto introduzidas, formam hibridos onde ocorrem zonas de contato
(SHOEMAKER et al., 1996).

Podem ocorrer espécies cripticas de S. invicta e, provavelmente, também em outras
espécies do género. Este fato foi constatado pelas divergéncias observadas nas analises de
DNA mitocondrial (SHOEMAKER et al., 2003b) e pelas diferencas entre frequéncias alélicas
observadas através de aloenzimas, em populacdes geogréaficas distintas (ROSS et al., 1997).
Estudos anteriores com aloenzimas realizados por Ross e Trager (1990) ja tinham revelado a
existéncia de espécies cripticas, morfologicamente indistinguiveis de S. quinquecuspis,
proxima de S. invicta. Essas informacfes levaram Ross e Shoemaker (2005) a realizarem
analises genéticas da delimitacdo de espécies de lava-pés na América do Sul, partindo do
principio que S. invicta e S. richteri estdo isoladas reprodutivamente, contrastando com
resultados anteriores onde verificaram regifes nos EUA de formacdo de hibridos entre as

especies (SHOEMAKER et al., 1996). Alem disso, foi proposta a ocorréncia de espécies



cripticas para S. invicta e S. richteri, que indicam que o grupo esta em um processo de
radiacdo e que divergéncias morfologicas ndo estdo levando ao isolamento reprodutivo e
divergéncia genética neutra nesse processo.

A analise filogenética realizada por Shoemaker et al. (2006) para 0 grupo de espécies
Solenopsis saevissima, baseada em sequéncias do DNA mitocondrial de amostras
provenientes da América do Sul (parte do Brasil e da Argentina) permitiu inferir que o grupo
deve ser monofilético, mas verificaram a ocorréncia de linhagens com DNA mitocondrial
divergente na mesma espécie, como na invasora S. invicta, possivelmente decorrente de uma
recente hibridizacédo interespecifica.

Ross et al. (2009) analisando 68 marcadores genéticos para distinguir diferentes
linhagens de S. saevissima, cujas coletas realizadas no Brasil (94 amostras de S. saevissima e
espécies relacionadas), encontraram uma variedade de niveis de divergéncia e distincao
evolutiva entre populacdes regionais. Diante disso, propuseram que duas populacdes
amplamente distribuidas estdo ligadas por niveis substanciais de fluxo génico recente. Outros
agrupamentos encontrados sdo evolutivamente independentes ou na trajetoria de se tornarem
independentes e que varias dessas linhagens sdo parapéatricas com outras populacGes, 0 que
sugere que barreiras intrinsecas de pré-acasalamento e pos-acasalamento de fluxo génico
estejam ocorrendo. Os dados genéticos sugerem ainda que diferenciacdes regionais de S.
saevissima estejam ocorrendo devido a hibridizacdo interespecifica com outras espécies
regionais que ocorrem em simpatria ou parapatria, incluindo S. geminata.

Considerando-se que a América do Sul € o principal centro de ocorréncia das formigas
lava-pés, dois aspectos importantes devem ser considerados: a regido do Pantanal Sul-
Americano ¢é considerado o nucleo de dispersdo de S. invicta, e as demais regides do Brasil
sdo dominadas pela S. saevissima (AHRENS et al., 2005a; ROSS E SHOEMAKER, 2005;
SHOEMAKER et al., 2006; ROSS et al., 2009).

A ocorréncia de endobactérias, bactérias intracelulares, € comum nos artropodes, pois
analises em 63 espécies revelaram que 76% estavam infectados (JEYAPRAKASH e HOY,
2000). Extrapolacfes dessa estimativa sugerem que milhdes de espécies de insetos podem
estar infectadas por Wolbachia, fazendo dessa bactéria um dos principais simbiontes dos
insetos (SHOEMAKER et al., 2003a). Ela foi detectada em varios géneros de formigas
(JEYAPRAKASH e HOY, 2000; SHOEMAKER et al., 2000; KELLER et al., 2001; VAN
BORM et al., 2003).

A Wolbachia é uma endobactéria gram-negativa da Classe Alphaproteobacteria,

Ordem Ricckettsiales e ndo pode ser cultivada fora das células do hospedeiro, o que torna os



estudos tradicionais de microbiologia um desafio; porém, recentes avangos em métodos
moleculares, particularmente o advento da PCR (Reacédo de Polimerizagcdo em Cadeia) e 0 uso
de sequéncias do DNA, tornaram possivel analises mais aprofundadas dessa bactéria.

A Wolbachia pode causar alteracfes reprodutivas em seus hospedeiros, nas quais se
incluem a incompatibilidade citoplasmatica entre descendentes e espécies relacionadas,
inducdo de partenogénese, feminilidade de machos genéticos e morte de machos (WERREN,
1997; WERREN et al., 2008).

Como elas atuam na reproducdo dos insetos hospedeiros podem aumentar a taxa
relativa de transmissdo de linhagens infectadas (O’NEILL et al., 1992; BANDI et al., 1998;
STOUTHAMER et al., 1999). Sua ocorréncia em populacbes naturais pode ser um fator
importante em termos de controle, existindo grande interesse na possivel utilizacdo desta
endobactéria como controle biolégico (AESCHILIMANN, 1990; BEARD et al., 1993;
STOUTHAMER, 1993; GIRIN, 1995).

A transmissdo de Wolbachia pode ocorrer verticalmente (quando a fémea transmite
para sua prole) através do citoplasma do évulo (WERREN, 1997; STOUTHAMER et al.,
1999); porém, vérias linhas independentes de estudos mostram claramente que a Wolbachia
pode ser transmitida horizontalmente, tanto dentro quanto entre espécies hospedeiras
(O’NEILL et al., 1992; VAVRE et al., 1999; DEDEINE et al., 2005; AHRENS e
SHOEMAKER, 2005).

A Wolbachia pode alterar profundamente os padrdes de reproducdo do hospedeiro, e
provavelmente um dos mais importantes efeitos é o de influenciar a determinag&o do sexo no
hospedeiro, documentado para varios insetos solitarios (HURST et al., 1999; HURST e
JIGGINS, 2000). N&o é conhecido se a Wolbachia possui influéncia similar na reproducéao de
insetos sociais como as formigas, abelhas e vespas (WENSELEERS et al., 1998;
CHAPUISAT e KELLER, 1999; KELLER et al., 2001). Atualmente, ndo existem dados na
literatura sobre os efeitos da Wolbachia na reproducdo de formigas.

Analise de Wolbachia presente na espécie de formiga Formica truncorum revelou que
todas as populac@es estudadas estavam infectadas por Wolbachia, indicando que essa espécie
de formiga esta com a bactéria fixada na populacdo ou proxima de ser fixada
(WENSELEERS et al., 2002). Verificaram que a Wolbachia pode ter um possivel efeito
deletério nessa espécie, alem de uma provavel perda da infeccdo nas operarias adultas, uma
vez que elas possuem baixa taxa de infecgéo (45%) comparada com pupas (87%) e em rainhas
virgens (94%).
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A ocorréncia da endobactéria Wolbachia em populacgdes de lava-pés foi verificada em
populagbes nativas e introduzidas em outros paises (SHOEMAKER et al., 2000;
SHOEMAKER et al., 2003b; BOUWMA et al., 2006). Shoemaker et al. (2000) encontraram
dois tipos de linhagens de Wolbachia (A e B), além de alta taxa de variacdo na frequéncia da
infeccdo entre regiGes diferentes nos locais de origem, e também uma concordancia
filogenética entre 0 DNA mitocondrial de S. invicta e o tipo de infecgdo de Wolbachia (A ou
B).

Na América do Sul foram analisadas populacGes de partes do Brasil e do nordeste da
Argentina (SHOEMAKER et al., 2000; 2003a; AHRENS et al.,, 2005), ndo levando em
consideracdo a completa distribuicdo desse género de formiga no territdrio brasileiro.

Inicialmente, ndo foram encontradas infeccbes por Wolbachia em populacbes de
Solenopsis introduzidas nos EUA (SHOEMAKER et al. 2000, 2003b); porém, Bouwma et al.
(2006) em um extenso estudo de 10 populacGes geograficas introduzidas nos EUA
encontraram Wolbachia em duas populacdes, na regido sul do Mississipi, com diferentes
variantes infectando col6nias poliginicas e monoginicas. A ocorréncia de Wolbachia nessas
populacdes pode ser devido ao fato de ter ocorrido uma ou mais introdugdes recentes de S.
invicta infectadas com Wolbachia.

Infeccbes por Wolbachia sdo comuns em populacGes nativas de S. invicta e S. richteri,
mas aparentemente ausente em populacGes introduzidas nos EUA, permitindo formular a
hipotese de que a auséncia de infeccdo dessas formigas pode ser a causa do sucesso dessas
invasdes (SHOEMAKER et al., 2000; 2003a).

Analises filogenéticas baseadas no gene do ciclo celular (ftsZ) da endobactéria
Wolbachia nos artropodes, revelaram a divisdo da endobactéria em duas linhagens (A e B)
(WERREN et al., 1995). Mais tarde, Zhou et al. (1998) utilizando o gene wsp, que codifica
uma proteina externa de membrana da endobactéria chegaram a mesma divisdo em dois
grupos, mas sugeriram que dentro de cada grupo existem varios clados que ndo tinham sido
observados nas analises anteriores. Sugeriram a existéncia de oito grupos em potencial dentro
do grupo A e quatro dentro do grupo B. Anélises posteriores da presenca de Wolbachia
realizadas em nematoides revelaram dois clados adicionais (C e D) (BANDI et al., 1998).
Esses clados tem sido chamados desde entdo de “supergrupos” (LO et al., 2007).
Recentemente, outros supergrupos foram propostos, incluindo o supergrupo E em Collembola
(CZARNETZKI et al.,, 2004; VANDEKERCKHOVE et al., 1999), F em artrépodes e
nematdides (CASIRAGHI et al., 2005), G em aranhas (ROWLEY et al., 2004) e H em cupins
(BORDENSTEIN et al., 2005).
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Nas ultimas décadas, o uso da PCR e de técnicas de sequenciamento tem revelado um
grande nimero de bactérias com afinidade filogenética com Wolbachia pipientis. Apesar de
formarem um clado monofilético com W. pipientis, muitas dessas linhagens ndo descritas
possuem diferencas significativas no gene 16S, quando comparada com a linhagem tipo (mais
de 3%). Devido as incertezas se essas bactérias podem representar diferentes espécies, a
maioria dos pesquisadores se refere a essas linhagens apenas como Wolbachia. Lo et al.
(2007) baseados em resultados de filogenias e dados sobre recombinagfes, propuseram que
bactérias com afinidades filogenéticas a W. pipientis fossem formalmente incluidas nessa
espécie, desde as bactérias pertencentes aos supergrupos A a H, até aquelas que apresentam
distancia genética similar a linhagem tipo. Essa foi uma decisdo tomada em uma recente
conferéncia internacional sobre W. pipientis (Heron Island, Australia, agosto de 2004); porém,
0s autores ndo adotaram essa nomenclatura, referindo-se a Wolbachia pipientis como apenas
Wolbachia (WERREN et al., 2008).

A relacdo entre os varios supergrupos de Wolbachia ndo é bem compreendida,
basicamente devido a falta de um “outgroup” apropriado para enraizar as arvores inferidas
(LO et al., 2002). O grupo mais relacionado contétm membros de um clado que inclui os
géneros Anaplasma e Ehrlichia, que possuem identidade de 90% do gene 16S rRNA com W.
pipientis. Gupta e Mok (2007) realizaram uma extensiva andlise filogenética do grupo das
alphaproteobactérias e também confirmaram a proximidade de Wolbachia pipientis com
Anaplasma e Ehrlichia.

Esses fatos foram apontados por Shimodaira e Hasegawa (1999), através de anélises
estatisticas especificas para distinguir hipdteses concorrentes, ndo encontrando “outgroup”
mais provavel. Devido a estes fatos, Lo et al. (2007) defendem a idéia de ser mais prudente
considerar todas as cepas como membros de Wolbachia.

O efeito fenotipico mais comum ligado a infeccdo por Wolbachia é a
incompatibilidade citoplasmatica, que se da quando uma fémea ndo infectada cruza com um
macho infectado, ocasionando a producdo de pouca ou nenhuma progénie como resultado de
cariogamia abortiva. Devido aos outros tipos de possiveis cruzamentos produzirem nimero de
progénie normal, o efeito principal da incompatibilidade citoplasmética é de reduzir a
producdo de descendentes fémeas ndo infectadas comparada com fémeas infectadas. Essa
vantagem reprodutiva para producdo de fémeas infectadas resulta na dispersédo da Wolbachia
numa determinada populagdo (TURELLI e HOFFMANN, 1991) e com isso, outros genomas
de heranga materna, incluindo o DNA mitocondrial, espera-se que dispersem junto com ela
(SHOEMAKER et al., 2000; SHOEMAKER et al., 2003b; SHOMAKER et al., 2004).
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Ahrens et al. (2005b) analisaram 138 individuos de 11 populagdes geograficas nativas
de S. invicta, visando inferir os padrdes de transmissdo de Wolbachia. Verificaram que a
historia de infecgbes por Wolbachia em S. invicta é complexa e envolve mdaltiplas invasdes ou
eventos de transmisséo horizontal. Observaram que ndo ha efeitos da infec¢do por Wolbachia
nos padrdes de variagdo e substituicdo do DNA mitocondrial dessas formigas, corroborando
Shoemaker et al., (2003b). Portanto, sugerem que o efeito da endobactéria Wolbachia no
genoma do hospedeiro S. invicta é menos severo do que anteriormente previsto (AHRENS et
al., 2005b).

Wolbachia emergiu como uma das causadoras de especiacao por agentes simbiontes e
a razdo é simples: por ela causar alteracGes reprodutivas que podem afetar diretamente a
compatibilidade entre populacdes e espécies (BORDENSTEIN, 2003). Por exemplo, a
incompatibilidade citoplasmatica pode levar a evolugdo de novas espécies, onde duas
populacdes fixadas para duas cepas de Wolbachia diferentes e incompativeis sao
completamente isoladas reprodutivamente (CLARK, 2007). Estudos tedricos suportam o
papel de Wolbachia na especiacdo (TELSCHOW et al., 2002; TELSCHOW et al., 2005a;
TELSCHOW et al., 2005b; CHAMPION de CRESPIGNY et al., 2005) e estudos empiricos
tem demonstrado que a incompatibilidade citoplasmatica bidirecional é a principal causa da
incompatibilidade reprodutiva entre espécies irmas de Nasonia (BORDENSTEIN et al.,
2001). Em Drosophila recens e D. subquinaria tem demonstrado contribuir na barreira
reprodutiva entre espécies (SHOEMAKER et al., 1999).

Transferéncia lateral de genes de Wolbachia para o genoma do invertebrado
hospedeiro é comum e amplamente distribuida (KONDO et al., 2002; HOTOPP et al., 2007,
NIKOH et al., 2008). Aproximadamente um terco dos genomas de invertebrado sequenciados
possuem insercdes de genes de Wolbachia que podem ser de variados tamanhos, desde
aqueles menores com 600 pares de bases em espécies de Nasonia, até o genoma completo da
bactéria (mais de 1 Mb) encontrado em D. ananassae (HOTOPP et al., 2007). Baixos niveis
de atividade transcricional tém sido encontrados em alguns dos genes de Wolbachia inseridos
no hospedeiro, e uma questdo importante € se tais insercdes podem resultar na aquisicdo de
novas fungdes de genes (WERREN et al., 2008).

Braig et al. (1994) obtiveram sucesso em transferir Wolbachia proveniente de Aedes
albopictus para Drosophila simulans através de técnicas de microinjecdo. A Wolbachia
transferida se comportou como uma infecgdo natural de D. simulans, porém, as moscas com a
nova infeccdo por Wolbachia foram bidirecionalmente incompativeis com todas as outras

populagdes naturais infectadas de D. simulans. O sucesso deste experimento, revelando que



13

foi possivel transferir o simbionte entre hospedeiros distantes, sugere que pode ser possivel
introduzir a Wolbachia experimentalmente em espécies de artropode de importancia médica e
agricola com o intuito de manipular geneticamente populagdes naturais.

Grandes avancos tém ocorrido na utilizacdo da Wolbachia como agente de controle
biologico. Determinadas cepas de Wolbachia quando introduzidas em populacdes de Aedes
aegypti provocam reducdo no tempo de vida dos individuos (SINKINS e O’NEILL, 2000;
BROWNSTEIN et al., 2003; RASGON et al., 2003; COOK et al., 2008). Moreira et al.
(2009) verificaram que essas mesmas cepas de Wolbachia também inibem diretamente a
capacidade de uma variedade de patdgenos infectarem essa espécie de mosquito, dentre eles o
virus da dengue. Sugerem que essas variantes de Wolbachia podem atuar sinergicamente com
a estratégia de diminuicdo do tempo de vida anteriormente proposta e fornecer uma
ferramenta importante para o controle de insetos transmissores de doengas.

Simbiose animal é categorizada em idade evolutiva aparente e na extensdo da
codependéncia obrigatoria entre hospedeiro e simbionte. A simbiose pode ser primaria, nos
casos onde o simbionte reside em células especializadas do hospedeiro (bacteridcitos), sendo
herdados exclusivamente de modo vertical e que descendem de associacOes antigas e
especializadas, onde a arvore filogenética do simbionte é congruente com aquela do
hospedeiro (HYPSA e NOVAKOVA, 2009). J4 na simbiose secundaria, simbiontes podem
colonizar os hospedeiros através de transmissdo horizontal entre individuos hospedeiros
diferentes ou espécies diferentes, além de recombinacdo ocorrer entre os simbiontes. Assim,
esse tipo de simbiose é facultativa, na perspectiva do hospedeiro e nem sempre possui uma
historia evolutiva congruente com a do hospedeiro (DALE e MORAN, 2006). Dentro dos
simbiontes secundarios encontra-se a endobactéria Wolbachia. Porém, com a crescente
diversidade de simbiontes caracterizados, essa concep¢do entre simbiontes secundarios ndo é
de simples definicdo, uma vez que esses organismos formam um grupo heterogéneo com
respeito a locacéo no inseto e possivelmente na sua fungdo (BAUMANN, 2005).

Enquanto alguns parasitas tém seu sucesso dentro do corpo do hospedeiro, outros se
beneficiam do super-organismo que € o ninho de formigas e tém sucesso como parasitas
sociais. Originalmente descrita como Labauchena daguerrei, Solenopsis daguerrei é uma
formiga completamente dependente do parasitismo social, que perdeu a casta de operarias no
curso evolutivo, sendo que seus hospedeiros sdo limitados a espéecies de Solenopsis do grupo
saevissima (S. richteri, S. invicta, S. saevissima, S. quinquecuspis e S. macdonaghi)
(TSCHINKEL, 2006). As rainhas de S. daguerrei de alguma maneira atraem as operarias do

ninho parasitado para que elas cuidem preferencialmente de sua cria. A cria da colbnia se
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transforma em um grande nimero de progénie do parasita, que ird desenvolver somente
individuos sexuais (TSCHINKEL, 2006).

A intima relacdo entre as operarias do ninho infectado e a parasita social, como a
trofalaxia e carregamento de ovos, pode promover oportunidades suficientes para que ocorra a
transferéncia horizontal de microorganismos do hospedeiro para o parasita social e,
possivelmente, do parasita social para o hospedeiro, como a prépria Wolbachia.

Diante das complexas interacbes de hospedeiros e parasitas que possam estar
ocorrendo entre as formigas e as bactérias do género Wolbachia, é interessante e necessario
expor algumas observacOes sobre questdes evolutivas. Inicialmente, é importante distinguir
coevolucdo e coespeciacdo. A coevolucdo € a evolucdo de uma espécie em resposta a selecao
imposta por uma segunda espécie, seguida pela evolucdo na segunda espécie em resposta a
selecdo reciproca imposta pela primeira espécie (CLAYTON et al., 1999). J& a coespeciacdo é
a especiacdo comum de duas ou mais linhagens que sdo ecologicamente associadas, sendo
que a associacdo ndo é necessariamente parasitica; associacdes mutualisticas, simbidticas e de
outros tipos podem também apresentar coespeciacdo (PAGE, 2003). Ainda, se a coespeciacao
€ 0 Unico processo em curso, as arvores filogenéticas do hospedeiro e do parasita devem ser
imagens em espelho, uma da outra (PAGE, 2003).

Se for considerado coevolugdo como a evolugdo de adaptacGes reciprocas em parasita
e hospedeiro, entdo fica claro que linhagens podem coevoluir sem coespeciarem (PAGE,
2003), portanto, é importante a distin¢do entre coevolugdo e coespeciacao.

ReconstrucBes coevolutivas estdo entre as mais precarias operacdes em filogenias. Os
objetivos principais nesses estudos sdo identificar se a congruéncia filogenética entre dois
organismos associados € maior que o esperado ao acaso, e localizar e explicar incongruéncias
observadas (HYPSA e NOVAKOVA, 2009). Um dos grandes problemas em andlises de
coevolucdo apontados por Hypsa e Novakova (2009) é que incongruéncias podem ter origens
fundamentalmente diferentes como, por exemplo, eventos evolutivos reais (como troca de
hospedeiro e ou mdaltiplas colonizacdes) ou artefatos metodoldgicos (topologias
incongruentes, duplicacdo de linhagens). Ainda, frequentes transferéncias horizontais vistas
em muitos microorganismos parasitas (DOUGLAS, 1989) sugerem distribui¢do aleatoria e
normalmente ndo implicam em nenhuma aproximacéo coevolutiva rigorosa.

Provavelmente devido a essas circunstancias, associacdes de insetos-simbiontes foram
apenas raramente enderecadas por métodos coevolutivos rigorosos. Em casos simples, onde
ambas as partes carregam fortes e inequivocos sinais filogenéticos, a congruéncia pode ser
observada apenas pelo exame das arvores (MUNSON et al., 1991; SCHRODER et al., 1996;
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CHEN et al., 1999). Porém, muitas descobertas recentes sugerem que associacdes de insetos-
simbiontes devem ser vistas como sistemas mais dindmicos formados por aquisicGes
maultiplas, perdas, substituices e transferéncias horizontais (HYPSA e NOVAKOVA, 2009).
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Objetivos

Diante da abundancia e da ampla distribuicdo de espécies do género Solenopsis no
territorio brasileiro e pelo fato de algumas regides geograficas do pais ndo terem sido
contempladas em estudos anteriores, tanto para o género de formigas quanto para a presenca
da endobactéria Wolbachia nessas populagcdes nativas, os objetivos do presente trabalho
foram:

1. Caracterizacdo das populacdes de lava-pés (Solenopsis spp.) de ampla area do
territorio brasileiro, pela analise de sequéncias do DNA mitocondrial, que inclui parte do gene
da citocromo oxidase | (utilizando o par de primers C1-J-2195 e DDS-COII-4 ou C1-J-2195 e
JerryGarcia-Cl) e através de estudos filogenéticos, analisar o parentesco dessas populacfes e
inferir a provavel filogenia.

2. Investigacdo da presenga e a frequéncia e ocorréncia da endobactéria Wolbachia nas
populacbes de Solenopsis do pais, pela analise do fragmento do gene wsp amplificado por
reacao de polimerizacdo em cadeia (PCR), a partir de DNA obtido da endobactéria, com o uso
do par de primers wsp81F e wsp691R e quando presente, realizar sequenciamento e analise do
fragmento.

3. Uma vez determinadas as sequéncias do DNA mitocondrial da formiga e do gene
wsp da Wolbachia, verificar a historia evolutiva de Wolbachia nessas populac6es de formigas,
fornecendo informacdes ainda ausentes na literatura sobre a relagdo da endobactéria com as

populacdes geograficas das formigas do género Solenopsis.
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Apresentacao

O tema e os objetivos dessa dissertacdo estdo ligados a pesquisa desenvolvida sobre
especies do género de formiga Solenopsis, popularmente conhecidas como formigas lava-pés,
e a endobactéria Wolbachia, de ampla ocorréncia em artrépodes.

Diante dos resultados obtidos, a maneira mais didatica de apresentagdo foi na forma de
capitulos, com uma introducdo contendo o referencial tedrico, os objetivos gerais e
especificos e os resultados foram divididos em dois artigos cientificos.

O primeiro artigo compreende os resultados do primeiro objetivo, originando o artigo
intitulado “Caracterizacdo molecular de formigas Solenopsis spp. (Hymenoptera: Formicidae)
do Brasil, através da analise do gene mitocondrial citocromo oxidase | (COI)*. Nele sdo
apresentados os resultados da caracterizacdo de populagdes de Solenopsis spp. coletadas em
diversas localidades do Brasil e uma localidade da Argentina, revelando através de estudos
filogenéticos a relacdo de parentesco entre essas populagoes.

O segundo artigo contempla os resultados do segundo e terceiro objetivos, que
resultou em um artigo intitulado “Presenca e distribuicdo do endossimbionte Wolbachia em
populacdes de Solenopsis spp. (Hymenoptera: Formicidae) do Brasil e Argentina e sua
historia evolutiva”. Nesse artigo, discutem-se os resultados obtidos no levantamento da
infeccdo pelo endossimbionte Wolbachia nas populacdes de Solenopsis spp. do Brasil e de
parte da Argentina, diferenciando as cepas encontradas e sua distribuicdo no territorio
brasileiro, relacionando com a filogenia e provaveis causas da distribuicdo variavel

encontrada.
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CARACTERIZACAO MOLECULAR DE FORMIGAS Solenopsis spp.
(HYMENOPTERA: FORMICIDAE) DO BRASIL, ATRAVES DA ANALISE DO
GENE MITOCONDRIAL CITOCROMO OXIDASE I (COl)

Resumo

O género Solenopsis tem distribuicdo cosmopolita, mas especies do grupo S. saevissima,
nativas da América do Sul e popularmente conhecidas como lava-pés, foram introduzidas de
forma acidental em diversos paises do mundo. No Brasil apresentam ampla distribuicdo,
inclusive nas zonas urbanas. Sdo formigas altamente agressivas e sdo responsaveis por
acidentes que podem levar a choques anafilaticos e a morte. No presente trabalho, foi
realizado estudo da caracterizacdo de populacdes do género Solenopsis que ocorrem no Brasil
através de analise do gene mitocondrial da citocromo oxidase | e de estudos filogenéticos,
analisando o parentesco dessas populacdes e inferindo sobre sua filogenia. Nos resultados
obtidos encontrou-se desde completa coeréncia geografica, até polifilia para as espécies S.
invicta e S. saevissima estudadas, o que demonstra claramente a diversidade desse género de
formigas encontrado no Brasil. Existe a possibilidade de ocorrer populagdes isoladas
reprodutivamente, tendo como decorréncia processos evolutivos de especiacdo. Além disso,
clados com espécies divergentes agrupadas podem trazer evidéncias de espécies erroneamente

identificadas morfologicamente, presente em bancos de dados.

Introducgéo

Formigas sdo insetos que possuem alta capacidade adaptativa e estdo distribuidas na
maioria dos ambientes terrestres em grande abundancia e diversidade. Muitas espécies
possuem comportamento agressivo, que por sua vez, podem desalojar outras espécies. As
especies invasoras podem dominar varios tipos de habitats, como areas urbanas e agricolas
que sdo de grande importancia social e econdmica para os seres humanos. Nesse grupo estao
as formigas do género Solenopsis, que inclui as conhecidas popularmente como formigas
lava-pés, que ocorrem em todo 0 mundo e possuem ampla distribuicéo no territério brasileiro,
inclusive dentro das zonas urbanas, sendo altamente agressivas na defesa da col6nia e durante
o forrageamento.

A espécie Solenopsis invicta Buren, 1972 foi disseminada, a partir da América do Sul
para véarios locais do mundo através de exportagdo de madeira (TABER, 2000), sendo

encontradas atualmente nos Estados Unidos da América, Oeste das indias, Nova Zelandia,
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Porto Rico, Australia (HENSCHAW et al., 2005; TSCHINKEL, 2006), Taiwan (CHEN et al.,
2006) e China (YIJUAN et al., 2007).

S. invicta foi introduzida de forma néo intencional nos Estados Unidos ha quase 80
anos atras e tem se expandido por toda a regido sul. Essa espécie é de grande importancia
econbmica, pois estd presente particularmente em ambientes modificados pelo homem,
causando varios incidentes de reagdes alérgicas devido a sua ferroada, além de se alimentarem
de diversas plantas e se associarem com homoptera que também sdo sugadores de seiva das
plantas, além de afetar a diversidade local de formigas nativas e outros animais
(TSCHINKEL, 2006).

Na Ameérica do Sul, local de alta diversidade de espécies, a distin¢do entre espécies de
Solenopsis € dificultada devido a um nimero reduzido de caracteres diagnosticos (PITTS et
al., 2005), além de pouco definidos, o que dificulta o entendimento da sistematica do grupo
(SHOEMAKER et al., 2006).

Wilson (1952) considerou que poderia haver apenas trés espécies de lava-pés, com
diversas sinonimias. Acreditava que as lava-pés da América do Sul compreendiam mais que
um grande formigueiro hibrido, com diversas variantes de hibridizac6es regionais em areas de
parapatria.

A taxonomia das formigas lava-pés foi revisada por Trager (1991), onde o género
Solenopsis Westwood (Formicidae: Myrmicinae) inclui 185 espécies. A maioria dessas
espécies é caracterizada por possuirem operarias pequenas e monomorficas, que formam
pequenas colbnias e que vivem no interior dos ninhos de outras espécies de formigas, das
quais roubam alimento e cria (THOMPSON, 1989). Estes habitos deram a essas espécies de
Solenopsis 0 nome de “thief ants” ou formigas ladras (PITTS et al., 2005).

As demais espécies de Solenopsis diferem em muitos aspectos das anteriores por
possuirem operérias polimdrficas, formarem enormes colénias e serem altamente agressivas
tanto na defesa do ninho quanto no forrageamento (PITTS et al., 2005). Devido a ferroada
desferida pelas operarias, tais espécies de Solenopsis receberam o nome de “fire ants” ou
formigas de fogo. Elas foram divididas em quatro grupos de espécies: S. virulens, S. tridens,
S. geminata e S. saevissima. O grupo de espécies S. saevissima consiste de 13 espécies
descritas: S. interrupta, S. invicta, S. macdonaghi, S. mergergates, S. pythia, S. quingquecuspis,
S. richteri, S. saevissima, S. weyrauchi, S. electra, S. pusillignis, S. daguerrei e S. hostilis
(PITTS et al., 2005).

Analises filogenéticas realizadas por Shoemaker et al. (2006) para o grupo de espécies

Solenopsis saevissima, baseada em sequéncias do DNA mitocondrial de amostras
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provenientes de alguns locais da América do Sul (parte do Brasil e Argentina), permitiram
inferir que o grupo deve ser monofilético. Verificaram a ocorréncia de linhagens com DNA
mitocondrial divergentes em varias especies, como na invasora S. invicta, por exemplo,
sugerindo que esse padrdo polifilético disperso geralmente deriva de delimitacdes
morfoldgicas que possivelmente sobre limita espécies.

Podem ocorrer espécies cripticas de S. invicta e, provavelmente, também em outras
espécies do género. Esse fato foi constatado pelas divergéncias observadas no DNA
mitocondrial (SHOEMAKER et al., 2003b) e diferencas entre frequéncias alélicas observadas
em analises de aloenzimas, em populac6es geogréaficas distintas (ROSS et al., 1997); estudos
com aloenzimas realizados por Ross e Trager (1990) revelaram a existéncia de espécies
cripticas, morfologicamente indistinguiveis de S. quinquecuspis, uma espécie proxima de S.
invicta. Essas informacdes levaram Ross e Shoemaker (2005) a realizarem analises genéticas
da delimitacdo de espécies de lava-pés na América do Sul, partindo do principio que S. invicta
e S. richteri estdo isoladas reprodutivamente nesse local, contrastando com resultados
anteriores onde verificaram regides de formacdo de hibridos entre essas espécies nos EUA
(SHOEMAKER et al., 1996). Além disso, foi proposta a ocorréncia de espécies cripticas em
S. invicta e S. richteri, que indicam que o0 grupo esta em um processo de radiacdo e que
divergéncias morfoldgicas ndo estdo levando ao isolamento reprodutivo e divergéncia
geneética neutra nesse processo.

Ross et al. (2009) utilizando 68 marcadores genéticos para distinguir linhagens de S.
saevissima do Brasil, encontraram uma variedade de niveis de divergéncia e distincdo
evolutiva entre populacdes regionais da espécie. Verificaram que, enquanto duas populacdes
amplamente distribuidas estdo ligadas por niveis substanciais de fluxo génico recente, outros
agrupamentos encontrados sdo evolutivamente independentes ou na trajetéria de se tornarem
independentes. Vérias dessas linhagens sdo parapatricas com outras populagdes, o que sugere
que barreiras intrinsecas de pré-acasalamento e pds-acasalamento de fluxo génico estejam
ocorrendo. As diferenciacfes genéticas localizadas de S. saevissima podem estar ocorrendo
devido a hibridizacdo interespecifica com outras espécies regionais que ocorrem em simpatria
ou parapatria, inclusive S. geminata.

Considerando-se que a America do Sul é o principal centro de ocorréncia das formigas
lava-pes, dois aspectos importantes devem ser considerados, primeiro, a regido do Pantanal
Sul-Americano é considerado o nudcleo de dispersdo da S. invicta, e, segundo, as demais
regibes do Brasil sdo dominadas pela S. saevissima, analisadas por Ahrens et al., (2005a),
Ross e Shoemaker, (2005), Shoemaker et al., (2006), Ross et al., (2009).
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O DNA mitocondrial possui caracteristicas interessantes para estudos evolutivos como
a heranga exclusivamente materna e evolucdo rapida em parte devido a perda de reparo de
mutacdes (AVISE, 1994). Devido a essas caracteristicas trata-se de uma molécula importante
em termos de estudos filogenéticos e principalmente, como uma ferramenta significante de

diferenciacéo de espécies em grupos de dificil identificacdo morfologica.

Objetivos

Caracterizar as populacdes de lava-pés (Solenopsis spp.) provenientes de varias
regides do Brasil, além de algumas amostras de Corrientes (Argentina), através de analises de
sequéncias do DNA mitocondrial, que inclui parte do gene da citocromo oxidase | (utilizando
0 par de primers C1-J-2195 e DDS-COII-4 ou C1-J-2195 e JerryGarcia-Cl) e através de

estudos filogenéticos, analisar o parentesco dessas populac@es e inferir sobre sua filogenia.

Material e métodos

Coleta de espécimes, identificacdo e preservacdo do material

As amostras analisadas foram coletadas em 42 localidades nos Estados do Amapa,
Amazonas, Para, Tocantins, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Parana, Rio Grande do Sul,
Santa Catarina, Sdo Paulo, além de algumas amostras de Corrientes (Argentina), seguindo
transectos Leste-Oeste e outro Norte-Sul do Brasil. A Tabela 1 contém os cddigos de coletas,
localidade, espécie, haplétipo do DNA mitocondrial e coordenadas geogréaficas. Os locais de
coleta estdo representados na Figura 1.

As amostras continham operarias de diversos tamanhos que foram fixadas e mantidas
em alcool 80% sob congelamento, para evitar a degradacdo do DNA, até o momento de uso.

A identificacdo do material utilizado foi realizada segundo a proposta de Paul D. N.
Herbert em utilizar dados do DNA mitocondrial, mais especificamente, da COI (citocromo
oxidase 1), para identificacdo de espécies (HEBERT et al., 2003a, HEBERT et al., 2003b,
RATNASINGHAM e HEBERT, 2007). Portanto, através do sequenciamento de parte da
COl, foram gerados fragmentos de todas as populacGes, e com o uso do aplicativo Blast do
banco NCBI (National Center for Biotechnology Information) foram comparadas com as

sequéncias depositadas no banco génico. A confirmagdo da espécie se deu quando houve
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grande similaridade das sequéncias geradas no presente trabalho, com valores de Score altos e

E-values com valores 0 ou muito proximo, com aquelas depositadas no banco génico.

Extracdo de DNA

A extracdo de DNA foi total, através de método ndo fenodlico. Foram utilizadas cinco
operarias inteiras (pool) em cada extracdo. As amostras foram homogeneizadas em uma
solucgéo para lise celular tamponada, composta de: 100mM Tris, pH 9,1, 100 mM NacCl, 200
mM sacarose, 50 mM de EDTA, 0,5% SDS. O homogeneizado foi incubado a 55 °C, por 3
horas; residuos de proteinas foram subsequentemente precipitados com NaCl 5M. A
precipitacdo do DNA foi realizada com alcool isopropilico 100%, seguida de lavagem em
alcool etilico a 70%. A ressuspensdo do DNA foi feita em tampdo TE (10 mM Tris, 1 mM
EDTA, pH 8).

Reacéo de Polimerizacdo em Cadeia (PCR)

DNA mitocondrial

Através de reacdes de polimerizacdo em cadeia de DNA, fragmentos de cerca de 920
pares de bases do DNA mitocondrial foram amplificados para todas as amostras. Esse
fragmento corresponde a parte do gene da citocromo oxidase | (cerca de 780 pb), RNA
transportador de leucina (de 70 pb) e parte da citocromo oxidase Il (ao redor de 60 pb). As
reagOes foram feitas em tubos apropriados com volume final de 25 pL, contendo de 250 a 500
ng de DNA template, 0,2-0,4 uM (5-10 pmol) de cada primer, utilizando-se um kit comercial
que contém os reagentes necessarios (Taq polimerase, tampdo, MgCl,, dNTP’s, etc) da
Amersham Pharmacia Biotech, denominado Ready-to-go.

O programa do ciclador térmico seguido foi de acordo com Ross e Shoemaker (1997):
1 minuto a 94 °C (denaturacdo inicial) e 35 ciclos de 94 °C por 1 minuto, anelamento por 1
minuto a 48 °C e extensdo a 68 °C por 2 minutos, seguidos por uma extensédo final de 72 °C
por 5 minutos.

Os primers (iniciadores) utilizados foram: C1-J-2195 (COI-RLR) (5° -
TTGATTTTTTGGTCATCCAGAAGT - 3’) e DDS-COlI-4 G -
TAAGATGGTTAATGAAGAGTAG - 3’) (ROSS e SHOEMAKER, 1997; AHRENS et al.;
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2005). Nos casos em que a combinacdo de primers ndo amplificou o fragmento desejado, foi
utilizado um outro primer substituindo o DDS-COII-4, designado JerryGarcia-Cl (5’ —
GGGAATTAGAATTTTGAAGAG - 3’) (SHOEMAKER et al., 2006), que produz
fragmentos de cerca de 780 pb, que incluem apenas a por¢do do gene citocromo oxidase |
(COl).

Sequenciamento do DNA

As reacOes de sequenciamento foram feitas com quimica BigDye Terminator (Applied
Biosystem Inc). Ambas as cadeias de DNA de cada amostra foram sequenciadas
separadamente, usando 0s respectivos primers para a reacdo senso (C1-J-2195) ou anti-senso
(DDS-COII-4 ou JerryGarcia-Cl) (ROSS e SHOEMAKER, 1997; AHRENS et al.; 2005;
SHOEMAKER et al., 2006). Para tal, foi utilizado um sequenciador automatico modelo ABI
Prism 377 (Applied Biosystem Inc.). As reacdes de sequenciamento foram feitas a partir de
protocolo padréo fornecido pelo fabricante e tiveram um volume final de 10 uL. Os produtos
de extensdo de DNA foram precipitados com isopropanol 75%.

Analises dos resultados

As sequéncias obtidas, foram inicialmente analisadas separadamente com o uso do
programa BioEdit e alinhadas por meio do aplicativo Clustal (HIGGINS et al., 1992) e
editadas manualmente. Um segundo alinhamento mais refinado foi realizado com o uso do
programa MUSCLE3.6 (EDGAR, 2004).

O ndmero e a frequéncia de hapl6tipos Unicos foi determinada com o uso dos
programas DnaSP4.90 (ROZAS et al., 2003) e Network4.5 (fluxus-enginnering.com)
utilizando o parametro Median Joining (BANDELT et al., 1999).

Ap0s alinhamento, o conjunto de dados foi submetido a analise do sinal filogenético
no programa DAMBE (XIA e XIE, 2001).

Apols as sequéncias devidamente alinhadas com um conjunto de sequéncias
provenientes do banco génico (Tabela 2), foram excluidas algumas bases do final do
fragmento correspondentes a uma regido com alinhamento insatisfatério, ficando uma matriz
com cerca de 700 pares de bases, compreendendo apenas o gene a citocromo oxidase | (COl).

Posteriormente, os dados foram submetidos aos programas de andlise filogenética.
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A reconstrucdo da filogenia a partir de méxima parcimonia foi realizada com o uso do
programa PAUP, versdo 4.0 (SWOFFORD, 2003). Os dados foram tratados com mesmo peso
tanto para gaps quanto para substituicdo. Para gerar os indices de bootstrap foram utilizadas
1000 réplicas.

A reconstrugdo da filogenia a partir da analise Bayesiana foi realizada com o programa
MrBayes (HUELSENBECK et al., 2001). Foi utilizado o modelo GTR+G com uma
proporcdo de sitios invariaveis e os restantes retirados de uma distribuicdo gama, a cadeia de
Markov foi rodada por 1.000.000 geracGes e amostradas a cada 100 geracdes. Para
sumarizacdo dos valores paramétricos e das arvores geradas foram descartadas 10% das

arvores e os valores de probabilidade posterior foram calculados com o restante das arvores.

Resultados

Foram analisadas amostras provenientes de 114 col6nias de 42 localidades de diversas
espécies de Solenopsis localizadas em todas as regides do Brasil, além de algumas amostras
de Corrientes, na Argentina.

Das 114 colbnias analisadas, foram detectadas 72 sequéncias Unicas da COl do DNA
mitocondrial (haplétipos) ilustrada na rede de haplétipos na Figura 2. A Tabela 1 indica as
espécies identificadas através da COI, as localidades de coleta (georreferenciadas) e os
haplétipos correspondentes.

O resultado obtido na analise do sinal filogenético indicado na forma gréfica na Figura
3 indica que o0 nimero de transi¢Bes esta acima do de transverses em funcdo da divergéncia
entre sequencias nucleotidicas, indicando um 6timo sinal filogenético.

O resultado das anélises filogenéticas das populacdes de Solenopsis, baseadas em uma
porcdo do gene COl, esta representado na Figura 4. Dos 726 caracteres utilizados na anélise
de méaxima parcimonia, 482 eram constantes e 206 eram caracteres informativos (parsimony-
informative). Foram encontradas 48 arvores igualmente parcimoniosas.

Ambas as analises (MP e IB) foram praticamente congruentes e apenas a arvore da
analise Bayesiana esta ilustrada com valores de probabilidade posterior.

A andlise filogenética foi enraizada (outgroup) com um representante da espécie
Monomorium pharaonis proveniente do banco génico. Também foram incorporados na
analise diversas sequéncias de grupos internos de varias espécies de Solenopsis provenientes

do banco génico (Tabela 2).
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A analise da arvore indica a ocorréncia de varios clados, a maioria bem suportados, e
0s seguintes resultados podem ser destacados:

Clado 1. observa-se a presenca de espécies divergentes, agrupadas como espécies
préximas, ndo concordando com a filogenia proposta por outros autores (SHOEMAKER et
al., 2006; TSCHINKEL, 2006). Foram agrupadas neste clado representantes das espécies S.
geminata e S. saevissima.

Clado 2. encontram-se representantes da espécie S. pusillignis provenientes de
Ladario, MS agrupadas com representante proveniente do banco génico (AY950775) da
mesma espécie.

Clado 3. encontram-se representantes da espécie S. saevissima proveniente de
populacOes da regido norte, além de representantes provenientes do banco génico (AY950715,
FJ467557, FJ467537). Pode-se notar a separacdo desse clado de outro de populacbes de S.
saevissima (clado 7), provenientes da regido sudeste do Brasil.

Clado 4. observa-se novamente a presenca de espécies divergentes, sendo estas
representantes das espécies S. saevissima, S. megergates e S. invicta.

Clado 5. encontram-se representantes da espécie S. invicta provenientes de popula¢Ges
dos Estados de S&o Paulo, Parana, Mato Grosso e Mato Grosso do Sul, formando um clado
bem suportado de espécimes de S. invicta, que parece ter ocorréncia apenas nestas regides
geograficas.

Clado 6. como na anterior a presenca de representantes da espécie S. invicta
provenientes de Estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina encontram-se agrupados,
formando um segundo clado de S. invicta.

Clados 8, 9 e 10. encontram-se agrupados representantes das espécies S. invicta e S.
saevissima, formando um agrupamento isolado de representantes dessas espécies que nao se
alocaram nos clados descritos. Ainda, um terminal com representante de S. invicta
proveniente do Rio de Janeiro, aparece basal, juntamente com o clado 10 em relagcdo aos
clados 5,6,7,8e9.

Os resultados encontrados nessas analises demonstram a existéncia de clados bem
suportados de S. invicta e S. saevissima de regifes geogréaficas distintas, ocorrendo uma
separacao entre S. saevissima provenientes da regido Norte daquelas que ocorrem ao Sul no
Brasil, da mesma maneira que S. invicta separa-se entre representantes das Regifes Sul e

Sudeste do pais.
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Discussao

Os resultados obtidos revelam desde completa coeréncia de agrupamento de
populacdes segundo distribuicdo geografica, até polifilia para as espécies S. invicta e S.
saevissima, 0 que demonstra explicitamente a diversidade deste género de formigas
encontrado no Brasil. Além disso, a presenca de clados com espécies divergentes agrupadas
sugere erros de identificacdo morfoldgica das espécies.

A diferenciacdo visual entre espécies distintas de Solenopsis € dificultada devido a
pouca definicdo de caracteres morfoldgicos (PITTS et al., 2005). Nesse sentido, dados
moleculares podem ajudar a esclarecer certas duvidas reveladas pela identificacdo
morfolégica de algumas espécies, ou até mesmo, ser uma das principais ferramentas na
diferenciacdo de espécies através do DNA Barcode (HEBERT et al., 2003a, HEBERT et al.,
2003b, RATNASINGHAM e HEBERT, 2007).

Agrupamentos de espécies divergentes foram observados nos clados 1, 4, 6, 8 e 9
(Figura 4). No caso do clado 1 pode-se admitir que a classificagdo baseada em caracteres
morfolégicos da espécie S. saevissima obtida do banco génico (FJ467529) pode estar
incorreta, pois encontra-se num agrupamento de S. geminata, coerente com a regido de
ocorréncia dessa espécie. Considerando-se ainda que S. geminata é um representante do grupo
de espécies geminata, e S. saevissima representante do grupo de espécie saevissima, eles nao
deveriam se agrupar no mesmo ramo. A mesma sugestdo pode ser dada no clado 6, onde um
representante do banco génico de S. megergates (AY950773), proveniente de Curitiba (PR),
agrupa-se com representantes de S. invicta de populacdes da Regido Sul do Brasil. Apesar de
serem representantes do mesmo grupo de espécies e relativamente proximos (PITTS, 2002),
este agrupamento ndo deveria ser esperado, uma vez que representantes de S. megergates
estdo no clado 4. Ainda no clado 4, agrupamentos divergentes ocorreram com representante
do banco génico de S. saevissima (AY950711) e S. invicta (AY950708) podendo também se
tratarem de espécies erroneamente identificadas pelos caracteres morfologicos e depositadas
no banco de dados.

Os clados 8 e 9, ocorrem como irmdos do clado 7 que possui representantes da espécie
S. saevissima; porém, no clado 8, encontra-se terminais com representantes das espécies S.
invicta e S. saevissima formando grupos irméos e no clado 9, representantes de S. invicta e S.
saevissima. Esses agrupamentos sdo distintos dos clados de S. invicta (clados 5 e 6) e de S.
saevissima (clados 3 e 7), que se destacam por diferentes regides geograficas de ocorréncia,

podendo evidenciar possiveis clados ndo suportados nessa analise. Isto seria possivel por falta
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de coleta em alguma regido onde poderia ocorrer representantes que se agrupariam com esses
e formar novos clados, como encontrado por Shoemaker et al. (2006).

A completa coeréncia da distribuicdo geografica encontrada em algumas populacées
de Solenopsis aqui analisadas pode ser explicada por diversos fatores. Shoemaker et al. (2006)
sugeriram que a polifilia observada no grupo de espécies Solenopsis saevissima pode ser
devido a um resultado de uma antiga hibridizacao interespecifica seguida de introgressdo do
DNAmt. Como genes do DNA mitocondrial sdo menos influenciados pela ligacdo a genes
nucleares menos dominantes, capturas de genomas citoplasmaticos sdo esperadas com maior
frequéncia que introgressdo nuclear (HARRISON, 1990; FUNK e OMLAND, 2003), e 0s
genes nucleares envolvidos em fendtipos espécie especificos podem estar sob acdo direta de
selecdo purificadora. A polifilia também observada no presente trabalho, para algumas
espécies, pode ser devido essa caracteristica dos genes mitocondriais, resultando numa
expansdo de determinados genomas mitocondriais em determinadas regides geogréaficas. Por
outro lado, a polifilia pode ser devido ao sucesso de hibridizacBes entre espécies de
Solenopsis. Esse evento deve ter ocorrido ha muito tempo, porque a presenca de haplétipos
relacionados ocorrendo em diferentes espécies ndo sdo frequentes e a maioria dos clados
possui representantes de uma Gnica espécie nominal.

Funk e Omland (2003) consideraram que a polifilia pode ser um artefato de espécies
erroneamente identificadas, ou devido aos exemplares estarem nos limites entre espécies e do
I6cus de estudo, ou até mesmo informacdo inadequada (como baixa resolucdo filogenética
decorrente de artefatos na reconstrucdo filogenética); mas também, pode refletir aspectos da
historia alélica fornecendo importantes dados para a biologia da espécie.

Ross et al. (2009) consideraram que o grupo de espécies S. saevissima compreende um
complexo de espécies cripticas que, provavelmente, ndo representam o produto de um Unico
evento de especiagdo. Indicaram provisoriamente as regides ocidentais do Brasil e da
Amazonia como sendo constituida de populacdes de S. saevissima sensu stricto e as
populacdes das regides do planalto sul do Brasil, sudeste do Atlantico e central do Atlantico
devem cada uma delas, possuir exemplares de novas espécies ainda ndo descritas. Diversos
autores descreveram as variagdes morfoldgicas de espécies de Solenopsis (WILSON, 1952;
TRAGER, 1991; PITTS, 2002) e, estudos genéticos atuais geralmente suportam a idéia de
distintas populacdes isoladas reprodutivamente que correspondem a especies reconhecidas
(ROSS e TRAGER, 1990; ROSS e SHOEMAKER, 2005). Grupos genéticos divergentes
também ja foram detectados dentro de espécies nominais, trazendo a possibilidade de
ocorréncia de espécies cripticas (ROSS e SHOEMAKER, 2005; SHOEMAKER et al., 2006;
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ROSS et al., 2007). Ross et al. (2009) suportam a idéia de uma baixa resolugdo nas
delimitacGes morfoldgicas no grupo de espécies de Solenopsis saevissima na América do Sul.

As polifilias encontradas em S. invicta (Figura 4), também ja foram observadas por
outros autores (SHOEMAKER et al., 2000; SHOEMAKER et al., 2003; SHOEMAKER et al.,
2006). Shoemaker et al. (2006) encontraram discordancia entre a filogenia reconstruida com
hapl6tipos de DNAmt e aquela baseada na morfologia além de sete clados bem suportados da
espécie S. invicta. Sugerem que a polifilia da sequéncia do DNA mitocondrial dessas espécies
parecem resultar na maioria dos casos do amontoamento de mdltiplos caracteres morfoldgicos
indistinguiveis que representam linhagens genética e evolutivamente indistinguiveis e
independentes (espécies cripticas). Concluiram que delimitacdes morfologicas correntes
sobreestimam a distribuicdo de lava-pés e assumem que a arvore que eles obtiveram do
DNAmt fielmente localiza o desenvolvimento de isolamento reprodutivo e padrbes de
ancestralidade de populacdes de espécies do grupo S. saevissima.

Ross e Shoemaker (2005) revelaram a existéncia de espécies cripticas em S. invicta e
S. richteri. Os dados também revelaram que popula¢des da mesma espécie separadas por até
800km sdo distintas uma da outra entre seus genomas, como sao populacdes heteroespecificas
de varias espécies nominais de lava-pés. Esses dados, juntamente com as informacGes de
Shoemaker et al (2006) confirmam os clados multiplos e divergentes e bem suportados de S.
invicta e S. richteri, implicando que mdltiplas linhagens evolutivas independentes, que podem
eventualmente justificar o reconhecimento como espécies distintas, provavelmente existem
em ambos 0s taxons.

O agrupamento geogréafico observado em S. invicta (clados 5 e 6) e em S. saevissima
(clados 3, 7) pode ser explicado pela hipotese de que populacBes regionais de cada uma
dessas espécies derivaram de reflgios ou grandes &reas isoladas de endemismo anterior, a
partir do qual a expanséo tenha ocorrido (AHRENS et al., 2005; SHOEMAKER et al., 2006).
Ainda, deve-se evidenciar que uma limitacdo para a expansdo de um determinado haplétipo
de DNAmt é a pequena habilidade de rainhas monoginicas de espécies de Solenopsis recém
inseminadas em dispersarem por longas distancias (MARKIN et al., 1971), sendo que em
rainhas poliginicas a distancia de disperséo é ainda menor (DEHEER et al., 1999).

Uma hipotese bastante provavel para a separacdo em clados divergentes de S.
saevissima (clados 3 e 7) sdo os padrdes de habitats, particularmente em relacéo ao clima que
predomina nas diferentes regides que os clados representam. O clado 3 possui representantes
dos estados do Tocantins, Amazonas, Para e Amapéa que se caracterizam por serem regides

quentes, passando do semi-umido (TO) pelo umido (AM, PA, AP), compreendendo o Bioma
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Amazonia. Ja o clado 7 possui representantes dos estados mais ao sul do Brasil, onde o clima
predominante sdo os tipos subquente (SP) e mesotérmico brando (RS, SC).

Uma observacdo adicional que pode suportar o fato de ndo haver fluxo génico é a
existéncia de poucos haplotipos de DNAmt que sdo compartilhados por diferentes
populagbes. Do total de 72 hapldtipos encontrados, apenas 13 sdo compartilhados por
coldnias de localidades diferentes. Isto pode ser visto pelo tamanho dos circulos, indicados na
rede de haplétipos na Figura 2 e Tabela 1 para referéncia das localidades.

Em insetos onde a infeccdo por Wolbachia é frequente, introgressao do DNAmt pode
ocorrer, até com hibridizagdes menos frequentes, porque a Wolbachia pode induzir a selecao
de genomas citoplasmaticos (SHOEMAKER et al., 2003). O envolvimento da Wolbachia
pode estar relacionado com a divergéncia encontrada nos clados das espécies S. invicta e S.
saevissima. Essa divergéncia pode se tratar do rastro deixado a partir do aumento de taxas de
substituicdo no DNAmt, associado com recorrentes infeccdes de Wolbachia em linhagens de
hospedeiros infectados (SHOEMAKER et al., 2004). Para que este cenario seja possivel,
clados separados de espécies correspondentes devem estar totalmente isolados ou com
minimas migrac@es, 0 que deve ser o caso das populacdes estudadas, pois elas se encontram
separadas geograficamente por muitos quildmetros. Além disso, as populacdes de Solenopsis
de ocorréncia no Brasil possuem altas taxas de infeccao por Wolbachia, contrapondo algumas
localidades onde a taxa de infeccdo € baixa ou mesmo ausente (MARTINS et al. ndo
publicado).

Ross et al. (1997) postularam que o rio Parand pode servir como uma principal
barreira para o fluxo génico que tem influenciado a estrutura e a evolucdo de populagdes
nativas de lava-pés, e até 0 momento, ndo existe nenhuma informacdo explicita que suporte
essa hipotese (AHRENS et al., 2005). Da mesma maneira, o presente trabalho também nao
fornece informacgOes para suportar essa hipétese, apesar do clado 5 possuir populagdes de S.
invicta do noroeste do Brasil separadas daquelas do sudeste, no clado 6 a S. invicta de Campo
Grande, MS se agrupa com outras do sul do Brasil, sendo portanto separadas pelo Rio Parana,
podendo ser possivel que fluxo génico mitocondrial entre essas regides possa ocorrer.

O transporte de formigas, consequentemente o fluxo génico, pela atividade humana é
comum o suficiente para reduzir os efeitos de barreiras geogréaficas e distancia fisica. Por
outro lado, esses movimentos ndo devem ser tdo frequentes e regulares de maneira a prevenir
a continua divergéncia genética de populacdes geograficas (AHRENS et al., 2005). E
importante salientar que Solenopsis possui status de inseto invasor e ndo se pode excluir a

possibilidade de populacdes que ocorrem ao noroeste do Rio Parana ou daquelas que ocorrem
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no sul do Brasil, ndo possam estar sendo transportadas através da atividade humana para
outras localidades. Esse fato pode estar ocultando a real distribuicdo e historia evolutiva desse
género na sua regido de origem. Ndo menos importante é o fato de que as coletas realizadas
para esse trabalho foram feitas em locais de interferéncia humana, em &reas urbanizadas ou ao
longo de rodovias.

A hipotese de ocorréncia de transporte de formigas pela atividade humana encontra
apoio nos estudo de Loefgren (1986) e varias vezes enfatizada no livro de Tschinkel (2006)
que relata que a atividade humana facilitou a dispersdo de S. invicta para pontos distantes,
apos sua introducdo nos EUA. Apesar da diversidade de formigas ser maior na América do
Sul, inclusive de Solenopsis, algumas espécies podem estar sendo favorecidas pela reducao
das florestas nativas e implantacdo de monoculturas em detrimento de outras.

Diante dos resultados obtidos, incluindo nas analises informag6es do banco génico, é
evidente a identificacdo morfoldgica errdnea de varios exemplares de Solenopsis, talvez
devido ao fato de um numero reduzido de caracteres diagndsticos ser utilizado na
identificacdo (PITTS et al., 2005).

Considerac0es finais

A grande evidéncia das formigas lava-pés se deve as suas introducGes nos EUA no
inicio do século passado e mais tarde em varios outros paises do ocidente e do oriente. Com
modo de vida generalista e sem inimigos naturais elas se estabeleceram, ocorreu aumento
populacional e rapidamente a area de ocupacéo foi se expandindo.

Devido aos possiveis danos econdmicos causados aos fazendeiros (nem sempre real) e
a sua potente arma de defesa, o ferrdo, com capacidade de inocular veneno, causador de
graves alergias, primeiro os proprios fazendeiros e depois o préprio governo declaram guerra
as formigas lava-pés, que durou cerca de 40 anos, muito bem documentada em dois livros
organizados por Buhs (2004) e Tschinkel (2006).

A guerra foi exclusivamente quimica com a aplicacdo de toda familia de inseticidas
clorados (milhGes de toneladas foram aplicadas). Com o passar do tempo comecaram a
aparecer os danos provocados pelo mau uso dos produtos quimicos clorados, tanto em termos
ambientais como no caso da saude publica.

Verbas vultuosas foram destinadas, inicialmente, ao combate as formigas e depois as
pesquisas académicas, 0 que ocorre até os dias atuais. O resultado desse investimento é o

numero enorme de publicacdes cientificas sobre as formigas lava-pés, realizadas pelos norte
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americanos. Isso incluiu pesquisas na América do Sul, inicialmente para conhecer a biologia
das espécies em seus ambientes naturais e mais tarde seus inimigos naturais. Por isso, sao
raros os trabalhos com formigas lava-pés realizados exclusivamente por pesquisadores
brasileiros.

O eminente mirmecologista Edward O. Wilson, na época da guerra, foi um ferrenho
defensor dos estudos basicos, a histdria natural das formigas lava-pés. Ja na década de 1950,
considerava que as formigas lava-pés na América do Sul compreendiam um enorme
formigueiro hibrido com diversas hibridizages regionais em &reas de parapatria (WILSON,
1952).

Atualmente, com o emprego de técnicas de biologia molecular esse fato vem se
confirmando e real¢ada por Shoemaker et al. (1996) e recentemente por Ross et al. (2009).
Assim os dados obtidos no presente trabalho corroboram essa idéia, como populacdes
regionais isoladas e diferenciadas geneticamente de outras populacdes da mesma espécie, mas
que ocorrem em outras regides do Brasil.

Resolver relagdes interespecificas e limites de espécies é importante para entender
padrbes de diversificacdo na América do Sul, que é o local de dispersdo desse género de
formigas, além dessas questfes serem muito importantes devido ao fato das formigas lava-pés
estarem caminhando para se tornarem uma praga global.

Sabe-se que Solenopsis é um grupo complexo, onde representantes de algumas
espécies podem se cruzar e pode haver formacdo de hibridos nas regifes onde co-ocorrem no
Brasil. Nesses locais, podem ocorrer populagdes isoladas reprodutivamente, tendo como
consequéncia processos evolutivos de especiacdo. Além disso, essa provavel diversificacdo de
espécies pode também ser decorrente da presenca de microorganismos endossimbiontes como
a infeccdo por Wolbachia. Essa bactéria pode atuar como um catalisador da especiagéo,
levando a restricdes de cruzamentos das populacBes, atraves da incompatibilidade
citoplasmatica, e consequentemente especiacdo do tipo simpatrica.

Novos estudos da distribuicdo e grau de parentesco entre as populacdes de Solenopsis
que ocorrem no Brasil devem ser estimulados, principalmente com técnicas de marcadores
moleculares, de maneira a explorar a diversidade que ainda ndo esta devidamente registrada
na literatura especializada sobre essas populac@es naturais.

Outra preocupacao se refere aos dados depositados em bancos genéticos, que
certamente foram informados com identificagdes morfoldgicas inadequadas. Assim, quando

se utiliza desses bancos, cautela deve ser tomada para identificacdo de espécies através do
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Barcode, da mesma forma verificada para Linepithema humile por Wild (2009), pois

identificacGes morfoldgicas inadequadas parecem ser uma constante no género Solenopsis.
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Tabela 1: Codigo de coleta, localidade, espécie, haplotipo do DNA mitocondrial, coordenadas

geograficas.

, . . Localidade -
Espécie da Formiga o Haplotipo DNA mt Coordenadas
Caddigo de coleta

) E1820 S03°06°25”
S. geminata Manaus, AM HE3 W60°01°34”
) E1825 S03°06°25”
S. geminata Manaus, AM He4 W60°01°34”
. E1818 S03°06°25”
S. geminata Manaus, AM H70 W60°01°34”
. E1823 S03°06°25”
S. geminata Manaus, AM H73 W60°01°34”
. E1830 S03°06°25”
S. geminata Manaus, AM H77 W60°01°34”
. E1826 S03°06°25”
S. geminata Manaus, AM HT75 W60°01734”
. E1827 S03°06°25”
S. geminata Manaus, AM HT75 W60°01734”
. E1832 S03°06°25”
S. geminata Manaus, AM H78 W60°01734”
. E1822 S03°06°25”
S. geminata Manaus, AM H78 W60°01734”
. E1710(2) Rio de Janeiro, §22°58°51”
S. invcta RJ H11 \W43016°75"
S invicta E1628 Ha S20°27°59”
) Campo Grande, MS W54°35°33”
S invicta E1648 HE S26°47°06”
' Cacador, SC W50059°27”
S invicta E1652 Ho 520°14°29”
' Miranda, MS W56022°43”
S invicta E1680 H3 529°07°22”
) Bento Gongalves,RS W51°20°58”
S invicta E1683 H8 $23030°21”
' Ubatuba, SP(1) W45°07°55”
S invicta E1684 Ho $23°30°21”
: Ubatuba, SP(2) W45007°55”
S invicta E1685 Ho $23°30°21”
' Ubatuba, SP(2)B W45007°55”
. E1686 $23°19°02”
S. invicta Picinguaba, SP H1l W44°54°04”
. E1704 $19°30°31”
S. Invicta Corumba, MS H30 W57920°05”
. E1705 $18°45°11”
S. Invicta Corumba, MS H31 W57907°09”
. E1706 $18°50°00”
S. Invicta Corumba, MS H32 W57018°55”
. ) $18°50°00”
S. invicta E1707 Corumba, MS H33 W57018°55”
o E1709(1) Rio de Janeiro, §22058°51”
S. invicta RJ H11 \WA43°16°75"
o E1720 Parana §25025°46”
S. invicta H37 W249°16°18"
o ) $19°00°23”
S. invicta E1721 Corumba, MS H31 W57°39°10”
0, 7 7

S. invicta E1722 Corumba, MS H31 519°00°23

W57°39°10”
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Espécie da Formiga Céla%cc?ggig?eta Haplotipo DNA mt Coordenadas
S, invicta E1723 Por'&olTEsperanga, b3l \/Svlf,dg ‘%idé%
S invicta E1724 Por'&olTEsperanga, H40 stlgg%%r%%
S. invicta E1725 Porto Alegre, RS H41 V\S,Si’sggégo
S. invicta E1726 Porto Alegre, RS H41 V\?Ei)sggégo
S. invicta E1727 Porto Alegre, RS H42 V\?Ei)sggégo

- SEICY

S invicta E1737 Rio Claro, SP H36 VSV2427023?;)324;L
SEQET

S. invicta E1739 Rio de Janeiro, RJ H68 VSv2423051%5715
CEQETT

S. invicta E1741 Rio de Janeiro, RJ H11 \/Sv2423°51%5715
TTICIE

S. invicta E1744 Ubatuba, SP H43 sti%(%()?%é
TTeICIE

S. invicta E1748 Ubatuba, SP H46 VS\/2435<%072515
TTeICIE

S. invicta E1749 Ubatuba, SP H9 sti%%()?éé
TTeICIE

S. invicta E1752 Ubatuba, SP H9 sti%(%()?zé
S. invicta El;géi?nog; uézpdo H50 VSV2435°012202423
U

S. invicta E1768 Anastacio, MS H51 VSV25%°24%AE)%
S. invicta E1770 Aquidauana, MS H51 \/Sv25>(§°24874£)23
S. invicta E1771 Aquidauana, MS H53 \/Sv25>(§°24874£)23
S. invicta E1780 Registro, SP H9 \/szzlﬂ;)%lldfzi
S. invicta E1781 Registro, SP H9 stiﬂ;cglld'zi
S invicta E1783 Alfredo Wagner, S27°41°42”
SC H54 W49°19°53”

S, invicta E1786 Beng)SGongalves, H55 V\S/§22224584
. invicta E1788 Pinéos Bandeira, HEB VSV25910‘92762516 i
S_invicta E1789 PinéoS Bandeira, H56 \/Sv25910‘92762516
S. invicta CurEi;Z)S\,AfPR H58 WAL8 25"
Smica | £ Corins S,
S invicta E1807 Corrientes, H59 S27°18°39”
Argentina W58°33°44”

simicn | EkConteries b
simicn | EIl Cortre b
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, . . Localidade L.
Espécie da Formiga _— Haplotipo DNA mt Coordenadas
Cadigo de coleta

L. E1803 Corrientes, S27°18°39”
S. invicta Argentina H59 W58°33°44”
L. E1802 Corrientes, S27°18°39”
S. invicta Argentina H59 W58°33°44”

S invicta E1806 Corrientes, H59 S27°18°39”
' Argentina W58°33°44”
. E1810 Corrientes, $27°18°39”
S. invicta Argentina H59 W58°33°44”
. E1798 508°07°49”
S. Invicta Recife, PE H43 W34954709"
o E1799 $23°25°35”
S. invicta Maringé, PR H37 W51056°46”
o E1800 $23°25°35”
S invicta Maringa, PR H37 W51056746"
o E1784 S27°48°57”
S invicta Lages, SC H61 W50°22°17”
. E1787 $29°07°21”
S. invicta Pinto Bandeira, RS H56 W51°26°56”
. E1790 $28°00723”
S. invicta Capdo Alto, RS H62 W50°32°26"
. E1815 $31°46°33”
S. invicta Pelotas, RS H69 W52°20°33"
. E1816 $31°46°33”
S. Invicta Pelotas, RS HT79 W52°20°33"
iy E1646 $26°46°32”
S. invicta Cacador, SC H85 W51°00°56”
. E1645 526046732
S. invicta Cacador, SC Ha4 W51°00°56”
S. megergates E1782 H68 526°33'53"
- Megerg S&o Francisco, SC W48°43°10"
S. megergates E1793 H68 525%51°45"
- Megerg Areia Branca, PR W19921°45”
E1644 $26°46°32”
S. megergates Cacador, SC Hes W51°00°56”
E1643 $26°46°32”
S. megergates Cacador, SC H68 W51°00°56”
o E1657 $19°01°05”
S. pusillignis Ladario, MS H17 W57933°04”
o . $19°01°03”
S. pusillignis E1708 Ladario, MS H34 W57934°11"

S. saevissima E1608 H16 56°38°55"
' Eirunepé, AM W69°52°32”
S. saevissima E1615 H6 522°23°34"
: Rio Claro, SP W4703344”
S. saevissima E1631 H7 522°26°11°
' Ipetna, SP W47°43°10”
S. saevissima E1640 H15 501°23°28"
: Belém, PA W48028°43"
S. saevissima E1650 H39 S21°45°51”
Juiz de Fora, MG W43°20°56”
S. saevissima E1662 H13 500°00723"
: Macapa, AP UFAP W51°05°06”
S. saevissima E1666 H14 $00°02"19”
: Macapa, AP IEPA W51°05°39”
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Espécie da Formiga ,challdade Haplotipo DNA mt Coordenadas

Cadigo de coleta

S. saevissima E16,71 H12 S00°02°19”

Macapa, AP W51°05°39”

S. saevissima E1682 H1 S29°04°31”

Bento Gongalves,RS W51°14°13”

S. saevissima . El712 H29 S22023°47”

Rio Claro, SP W47°32°51”

S. saevissima E1713 H35 $17°25’20”

Buritizeiro, MG W44°56°54”

S. saevissima El714 H35 $17°25’20”

Buritizeiro, MG W44°56°54”

S. saevissima . El?SE.; H60 S22°58’51"

Rio de Janeiro, RJ W43°16°75”

S. saevissima . E174(_) H60 S22°58’51"

Rio de Janeiro, RJ W43°16°75”

S. saevissima . El742 H7 S23°32’53”

Séo Paulo, SP W46°38°11”

S. saevissima E1743 7 $23°30°21"

Ubatuba, SP WA45°07°55”

S. saevissima E1746 H44 S23°30°21”

Ubatuba, SP WA45°07°55”

S. saevissima Elrar H45 $23°30'21"

Ubatuba, SP WA45°07°55”

issi $23°30°21”

S. saevissima E1750 Ubatuba, SP H47 Wa45°07°55"

i E1751 $23°30°21”

S. saevissima Ubatuba, SP H48 W45°07°55”

S. saevissima E1753 H49 523°30'21"

Ubatuba, SP W45°07°55”

S. saevissima o E1769 H52 S20°47°37”

Trés Lagoas, MS W51°37°59”

S. saevissima ~ . |§1~791 H57 S21°15°32”

S&o Cristovao do Sul, SC W50°26°50”

S. saevissima ~ . I,E1~792 H57 S27°15°32”

S&o Cristovao do Sul, SC W50°26°50”

S. saevissima . E173§ H60 S522°58’51"

Rio de Janeiro, RJ W43°16°75”

S. saevissima . E174Q H60 S22°58°51"

Rio de Janeiro, RJ W43°16°75”

S. saevissima E17,16 H65 S10042°37”

Porto Nacional, TO W48024°34”

S. saevissima E1717 H66 $10°19°07”

Taquarugu, TO W48°09°22”

S. saevissima E1718 H81 S10°19°07”

Palmas, TO W48°09°22”

S. saevissima E1719 H67 S510°19°07”

Palmas. TO W48°09°22”

S. saevissima E1819 H71 S03°06°25”

Manaus, AM W60°01°34”

S. saevissima E1821 H72 S03°06°25”

Manaus, AM W60°01°34”

S. saevissima E1824 H74 S03°06°25”

Manaus, AM W60°01°34”

S. saevissima E1829 H76 S03°06°25”

Manaus, AM W60°01°34”
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Espécie da Formiga ,challdade Haplotipo DNA mt Coordenadas
Cadigo de coleta
S. saevissima E1831 H74 S03°06°25”
' Manaus, AM W60°01°34”
S. saevissima _ El833 H80 S04°01°33”
' Pindoretama, CE W38°18°24”
S. saevissima E1718 H81 S10°12°46”
) Palmas, TO W48021°37”
S. saevissima E1785 H82 S27°48’57”
' Lages, SC W50°22'17"
S. saevissima E1828 H71 S03°06°25”
' Manaus, AM W60001°34”
S. saevissima E1795 H83 S08°07°44”
' Recife, PE W34054°13”
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Tabela 2: Espécies de formigas e respectivos codigos de acesso no GenBank utilizadas como grupos
externos e internos na analise filogenética utilizando o DNA mitocondrial da formiga e localidade de
ocorréncia do haplétipo. A coluna haplétipo mtDNA indica os numeros adotados nas analises
realizadas.

Espécie Cddigo de acesso no Haplo6tipo mtDNA Localidade
GenBank
Monomorium pharaonis DQ023095 H26 -
S. geminata AY 254489 H27 EUA
S. invicta AY950708 H89 Rio Negro: Brasil
S. invicta AY950734 HI91 Céu Azul: Brasil
S. invicta AY950768 H93 Corumba@: Brasil
S. invicta AY950747 H92 Rinco dos Cabrais:
Brasil
S. invicta EU352607 H95 Mississipi: EUA
S. invicta DQ831672 H95 China
S. invicta AY950750 H98 Corrientes:
Argentina
S. invicta EU373819 H97 Louisiana: EUA
S. invicta EU352608 H100 Mississipi: EUA
S. invicta AY 950765 H10 Comodoro: Brasil
S. megergates AY950773 H20 Curitiba: Brasil
S. pusillignis AY950775 H25 Corumba: Brasil
S. saevissima FJ467529 H103 Nordeste: Brasil
S. saevissima AY950715 H86 Paré: Brasil
S. saevissima FJ467557 H88 Nordeste: Brasil
S. saevissima FJ467537 H87 Norte: Brasil
S. saevissima AY950711 H90 Rio Negro: Brasil
S. saevissima FJ467520 H101 Sudeste: Brasil
S. saevissima AY950783 H38 Agua Clara: Brasil
S. saevissima FJ467540 H94 Norte: Brasil
S. saevissima FJ467547 H99 Nordeste: Brasil
S. saevissima FJ467527 H102 Nordeste: Brasil
S. saevissima AY950783 H38 Agua Clara: Brasil
S. saevissima FJ467520 H82 Sudeste: Brasil
Solenopsis sp. AY950784 H22 Santa Fé: Argentina
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Figura 1: Localidades de coleta das populagdes estudadas. A Tabela 1 detalha os locais.
Mapa: speciesMapper, 2009.
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H2600023095 M. pharaonis

(I
50

100

£
il [‘

HE3 3. geminata Manaus. AN

H27AY254489 5. geminata
96  H§3S saevisimaRecife, PE
H103FJ467529 8. sarvissima
HTBHTS § geminata
HT3HTTHG4 5. geminata Manuaus, AN
H70 8. geminata Manaus, Al

9 % H34 5. pusilignis Ladrio, NS
4[[ H17 5. pusilignis Ladrio, NS
H25AYS50775 8. pusilignis
8L 1575, saevissima Palmas, TO
HBBAYO50715 5. sawvissima

97

HEA 5. saevissima Palmas, TO

HB6 §. saeiissima Taguarugu, TO

H81 8. saevissima Palmas, TO

H14 S saevissima Macapd, AP

H728. saevissima Manaus, AN

HT48. saevissima Manaus, AM

H13 5. saziissima Macapa, AP

98128, savissima Macapa, AP

| H16 8. saevissima Einnzpé, Al
H7GH71HABFJAETE57 §. saevissima Manaus, AN

80115 S, saevissima Belém, PA

HBTFJAG7537 8. saevissima

0 H39 8. sasuissima Juiz de Fora, MG
H68 5. megerates Rl PR, SC
HIDAYS30711 5. sawiissima

HB4 S.invicta Cagador, 5C

i

100

HB5 8. inicta Cagadar, 5C
HBSAYS50708 5. nvicta
H36 8. invicta Rio Claro, 8P
100 - HOH50$S. invicta Ubatuda, Sdo Luiz do Paraiinga, 5P
H37 8. invicta Maringd, PR
H43 8. invicta Ubatuba, SP
HABHI1AY50734 8. invicta Curiiba, PR
H2 8. nvicta Miranda, HS
H22AY950784 Solenopsis sp.
7= H32 8. imiicta Corumba, NS
T3 8. inicta Corumba, NS
H31 8. invicta NS, MT

T A0S, invita Parto Esperanga NT
99 | - HA38.invicta Aquidauana, M3
m Ha1 §. invicta Aquidauana, M8
HEOH79 8. invicta Pelotas, MS
% _L HO2AYS50747 8. imvicta
H3 8. imicta Bento Gongalues, RS
9 HE1 S invicta Lages, SC
00| |- HB28.invicta Capéio Alto, RS
H36 S. invicta Pinto Bandeira, RS
HI5EU352607D 08316728, invicta
H20AY350773 5. megergates
H4 S, invicta Campo Grande, MS
10— H5 8. invcta Cagadar, SC
H 8. invicta Bento Gongalves, RS
B2 H42 8. invicta Porto Alegre, RS
HA1 S, invicta Porto Alegre, RS
H54 8. invicta Alfredo Wagner, 8C
HABAYS50750 §. Invicta
HOTEU373819 8. iniicta
100 15 sasissima Beio Gorgahes RS
HA7 . saevissima Sdo Cristovdo do Sul, 5C
HG0 8. saevissima Rio de Janeiro, RJ
HB 5. saevissima Rio Clarg, SP
H48 5. saevissima Ubatuba, SP
HATH29 8. saziissima Ubatuba, Rio Claro, SP
H45 5. saevissima Ubatuba, 5P
HT S sagvissima lpedna, Sio Paulo, Unatuna, SP
10 98 HeHuG S invica Ubatub, SP
7] HE9H100EU352608 5. invicta Corrientes, Argentina
qq~ H44 5. saeiissima Uatuba, P
H49 S, saevissima Uhatuba, 5P
HE2HIDIFJ467520 §. sawissima Lages, SC
[ H10AYS50765 . invicta
HO4FJ4675408. saevissima
H35HI9F J467547 5. saevissima Buritizelro, MG

10

100 [ HOIS siissmaPineana G
m HI02FJ467527 8. saeuissima
[ H3BAYS50783 5. saeiissima
HE2 8. sagvissima Trés Lagoas, MS

H11 8. invicta Rio dz Janeiro, RJ

03 changes per site
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Figura 4: Arvore de inferéncia Bayesiana reconstruida a partir do gene COI de populacdes de
lava-pés provenientes de diversas regides do Brasil e parte da Argentina. Valores de
probabilidade posterior estdo ilustrados acima dos ramos. A arvore foi enraizada com
representante de Monomorium pharaonis.
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PRESENCA E DISTRIBUICAO DO ENDOSSIMBIONTE Wolbachia EM
POPULACOES DE Solenopsis spp. (HYMENOPTERA: FORMICIDAE) DO BRASIL
E ARGENTINA E SUA HISTORIA EVOLUTIVA

Resumo

Wolbachia sdo bactérias intracelulares que comumente infectam artrépodes, com
grande ocorréncia registrada anteriormente em formigas do género Solenopsis. No presente
trabalho, foi realizado estudo da presenca e distribuicdo desses endossimbiontes em
populacdes de Solenopsis spp. no Brasil, fazendo uso do gene wsp. Também foram realizadas
analises filogenéticas para inferir a historia evolutiva dessas bactérias nas populac6es de lava-
pés do pais. Foi encontrada uma grande diversidade de Wolbachia no género Solenopsis, com
51% das coldnias analisadas apresentando infeccdo e a maior incidéncia em populagdes do sul
do Brasil. Por outro lado, foi pequena a variabilidade encontrada entre as diferentes cepas de
Wolbachia dentro dos supergrupos A e B, onde no maximo seis nucleotideos diferiram,
podendo ser evidenciado pelas politomias apresentadas na topologia. Os resultados também
sugerem que transmissdes horizontais podem estar ocorrendo a partir do parasita social S.

daguerrei.

Introducéo

As formigas do género Solenopsis sdo distribuidas mundialmente, porém, pouco se
conhece sobre elas no Brasil, que é uma regido de grande diversidade do género.

Nativas da América do Sul, formigas do género Solenopsis (S. invicta e S. richteri)
foram introduzidas acidentalmente nos Estados Unidos no inicio do século passado e sdo
consideradas como principais inimigas do povo americano, causando danos a diversidade
local pelo desalojamento das espécies nativas, na agricultura e na satde publica (WOJCIK et
al., 2001). Atualmente, sdo gastos milhGes de ddlares anuais na tentativa de controle e mesmo
assim, elas continuam a se expandir para novas areas. Da mesma forma, infestagdes por S.
invicta sdo relatadas em diversos paises, como Porto Rico, Nova Zelandia e Australia
(MORRISON et al., 2004).

O potencial de expansdo de Solenopsis invicta estd relacionado com a variacdo de
temperatura e niveis de precipitagdo, sendo que varia¢fes bruscas entre esses fatores limitam
0 sucesso da expansdo (MORRISON et al., 2004). O baixo nimero de inimigos naturais em

regibes invadidas pela formiga pode ser a causa da abundancia de individuos, uma vez que em
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sua regido nativa este cenario € inversamente observado. Devido a rapida expansdo e a
interacdo com diversos taxons, muitas espécies de formigas podem ter adquirido diversas
formas de parasitoides, entre eles endossimbiontes como a bactéria Wolbachia (DEDEINE et
al., 2005).

As bactérias do género Wolbachia (Classe Alphaproteobacteria, Ordem Rickettsiales)
sdo intracelulares, herdadas através do citoplasma, e sdo encontradas em grande ndmero nos
tecidos reprodutivos de uma ampla variedade de artropodes. A frequéncia da endobactéria,
analisada em 63 espécies de artropodes, foi encontrada em 76% deles (JEYAPRAKASH e
HOY, 2000) e extrapolacdes dessas estimativas sugerem que 10° espécies de insetos podem
estar infectadas por Wolbachia, fazendo dessa bactéria um dos principais parasitas dos insetos
(SHOEMAKER et al., 2003; HILGENBOECKER et al., 2008).

As variantes de Wolbachia encontradas em formigas do Novo Mundo s&o similares
entre si, porém, diferem de outras cepas que ocorrem em outros grupos de insetos, sugerindo
que elas sdo especificas de formigas (TSUTSUI et al., 2003). Elas podem atuar nos insetos
provocando mudangas reprodutivas no hospedeiro, aumentando a taxa relativa de transmisséo
de linhagens infectadas (O’NEILL et al., 1992; BANDI et al., 1998; STOUTHAMER et al.,
1999). Sua ocorréncia em popula¢fes naturais € um fator importante em termos de controle,
existindo grande interesse na possivel utilizacdo dessa endobactéria como agente de controle
biolégico (AESCHILIMANN, 1990; BEARD et al., 1993; STOUTHAMER, 1993; GIRIN,
1995).

As alteracOes reprodutivas que Wolbachia pode causar em seus hospedeiros incluem a
incompatibilidade citoplasmatica, inducdo de partenogénese e feminilidade de machos
genéticos (WERREN, 1997). Em insetos sociais, contudo, € desconhecido se a Wolbachia
possui influéncia na reprodugdo (WENSELEERS et al., 1998; CHAPUISAT e KELLER,
1999; KELLER et al., 2001).

Utilizando um gene do ciclo celular da endobactéria (ftsZ), Werren et al. (1995)
analisaram a evolucéo e filogenia de Wolbachia nos artropodes e propuseram a divisdo em
duas linhagens (A e B). Mais tarde, Zhou et al. (1998) utilizaram o gene wsp, que codifica
uma proteina de membrana da endobactéria, e confirmaram com a divisdo em dois grupos,
mas sugeriram que dentro de cada grupo existem varios clados que ndo tinham sido
observados nas andlises anteriores. Indicaram a existéncia de oito grupos em potencial dentro
do grupo A e quatro dentro do grupo B. Anélises posteriores da presenca de Wolbachia
realizadas em nematoides revelaram dois clados adicionais (C e D) (BANDI et al., 1998).

Esses clados sdo chamados desde entdo de “supergrupos” (LO et al., 2007). Recentemente,
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outros supergrupos foram propostos, incluindo o supergrupo E em Collembola
(VANDERKERCKHOVE et al., 1999; CZARNETZKI et al., 2004), F em artrépodes e
nematoides (CASIRAGHI et al., 2005), G em aranhas (ROWLEY et al., 2004) e H em cupins
(BORDENSTEIN et al., 2005).

A transmissdo de Wolbachia pode ocorrer verticalmente, quando a fémea transmite
para sua prole através do citoplasma do ovo (WERREN, 1997; STOUTHAMER et al., 1999).
Porém, varias linhas independentes de estudos apontam que a Wolbachia pode ser transmitida
horizontalmente, tanto dentro quanto entre espécies hospedeiras (O’NEILL et al. 1992;
VAVRE et al. 1999; AHRENS e SHOEMAKER 2005; DEDEINE et al. 2005).

Diversos estudos ja foram realizados examinando a distribuicdo e prevaléncia de
infeccbes por Wolbachia em populacGes nativas da espécie S. invicta e de outras do género,
assim como os efeitos da Wolbachia na variagdo do DNA mitocondrial dessas espécies
(SHOEMAKER et al., 2000; SHOEMAKER et al., 2003a, b; AHRENS e SHOEMAKER et
al., 2005; DEDEINE et al., 2005; SOUZA et al., 2009) .

Anélises realizadas em populacfes de varias espécies do género Solenopsis nos locais
onde foram introduzidas e de locais de origens indicaram dois tipos de linhagens de
Wolbachia (A e B), além de alta taxa de variacdo na frequéncia da infeccdo entre regides
diferentes (SHOEMAKER et al., 2000). Acrescenta-se forte associacdo entre a variante de
Wolbachia e a linhagem de DNA mitocondrial do hospedeiro, fato também exposto em
Shoemaker et al. (20033, b).

Ahrens e Shoemaker (2005) sugeriram que a historia evolutiva de infec¢bes por
Wolbachia em S. invicta parece ser mais complexa e envolver multiplas invasdes ou eventos
de transmissao horizontal da bactéria nessa espécie. Os autores ainda sugerem que infeccGes
por Wolbachia podem ter sido perdidas secundariamente em diferentes linhagens, e ainda, que
os efeitos de Wolbachia no genoma mitocondrial do hospedeiro parecem ser menos severos
do que anteriormente previsto.

Enquanto alguns parasitas tém seu sucesso dentro do corpo do hospedeiro, outros se
beneficiam do super-organismo que € o ninho de formigas e tém sucesso como parasitas
sociais. Originalmente descrita como Labauchena daguerrei, Solenopsis daguerrei é uma
formiga completamente dependente do parasitismo social, que perdeu a casta de operarias no
curso evolutivo, sendo que seus hospedeiros sao limitados a espécies de Solenopsis do grupo
saevissima (S. richteri, S. invicta, S. saevissima, S. quinquecuspis e S. macdonaghi)
(TSCHINKEL, 2006). As rainhas do parasita de alguma maneira atraem as operarias do ninho

parasitado para que elas cuidem, preferencialmente, de sua cria e negligenciam a rainha do
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ninho parasitado, enquanto a parasita produz ovos, a cria da col6nia se transforma em um
grande numero de progénie da parasita que ira se desenvolver em individuos sexuais
(TSCHINKEL, 2006).

Taxas de parasitismo sdo baixas (CALCATERRA et al., 1999) e as populagdes do
parasita sdo pequenas e localizadas. Um grau maximo de efeito seria o colapso da coldnia
infectada e a morte, mas tipicamente o efeito ndo é extremo (TSCHINKEL, 2006).

A intima relacdo entre as operarias do ninho infectado e a parasita social, como a
trofalaxia e carregamento de ovos, pode promover oportunidades suficientes para que ocorra a
transferéncia horizontal de microorganismos do hospedeiro para o parasita social e,
possivelmente, do parasita social para o hospedeiro, como por exemplo, a Wolbachia.

Os objetivos do presente trabalho foram investigar a presenca e distribuicdo da
endobactéria Wolbachia em populacGes de Solenopsis (S. invicta, S. saevissima, S.
megergates, S. geminata e S. pusillignis) no Brasil, utilizando a porcéo hipervariavel do gene

Wsp.

Material e métodos

Coletas de espécimes, identificacéo e preservacdo do material

Foram analisados exemplares de 114 colbnias de diversas espécies de Solenopsis
coletadas em varias regides do pais, seguindo transectos Norte-Sul e Leste-Oeste (Tabela 1 e
Figura 1).

Operarias de diversos tamanhos foram coletadas diretamente dos ninhos e mantidas
em alcool 80% sob congelamento para evitar a degradacdo do DNA.

A identificacdo do material foi realizada segundo a proposta de Paul D. N. Herbert, em
utilizar dados do DNA mitocondrial, mais especificamente, da citocromo oxidase | (COl),
para identificacdo de espeécies (HEBERT et al., 2003a; HEBERT et al., 2003b;
RATNASINGHAM e HEBERT, 2007). Através do sequenciamento de parte da COl, foram
gerados fragmentos das populacGes analisadas e com o uso do aplicativo Blast do banco
génico NCBI (National Center for Biotechnology Information) foram comparadas as
sequéncias depositadas. A identificacdo se deu quando houve grande similaridade das
sequéncias comparadas com valores de Score altos e E-values com valores 0 ou muito

préximo com as depositadas no banco génico.
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Extracdo de DNA

A extracdo de DNA foi total, utilizando o método n&o fendlico. Foram utilizadas cinco
operérias inteiras (pool) e as amostras foram homogeneizadas em uma solu¢do tamponada
para lise celular, composta de: 100mM Tris, pH 9,1, 100 mM NaCl, 200 mM sacarose, 50
mM de EDTA, 0,5% SDS. O homogeneizado foi incubado a 55 °C, por 3 horas; residuos de
proteinas foram precipitados com NaCl 5M. A precipitacdo do DNA foi realizada com alcool
isopropilico 100%, seguida de lavagem em alcool etilico a 70%. A ressuspensdo do DNA foi
feita em tampédo TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8).

Reacdo de Polimerizacdo em Cadeia (PCR)

DNA mitocondrial

Fragmentos de cerca de 920 pares de bases do DNA mitocondrial foram amplificados
através de reacdes de polimerizacdo em cadeia de DNA. Esse fragmento corresponde a parte
do gene da citocromo oxidase | (cerca de 780 pb), RNA transportador de leucina (de 70 pb) e
parte da citocromo oxidase Il (ao redor de 60 pb). As reacgdes foram realizadas com volume
final de 25 pL, contendo de 250 a 500 ng de DNA “template”, 0,2-0,4 uM (5-10 pmol) de
cada “primer”, utilizando-se um “kit” comercial que contém os reagentes necessarios (Tag
polimerase, tampdo, MgCl,, dNTP’s, etc) da Amersham Pharmacia Biotech, denominado
Ready-to-go.

A programacdo do ciclador térmico foi a proposta por Ross e Shoemaker (1997): 1
minuto a 94 °C (denaturacgdo inicial) e 35 ciclos de 94 °C por 1 minuto, anelamento por 1
minuto a 48 °C e extensdo a 68 °C por 2 minutos, seguidos por uma extensdo final de 72 °C
por 5 minutos.

Os primers utilizados foram: C1-J-2195 (COI-RLR) (5’ -
TTGATTTTTTGGTCATCCAGAAGT - 3’) e DDS-COIlI-4 (5’ -
TAAGATGGTTAATGAAGAGTAG - 3’) (ROSS e SHOEMAKER, 1997; AHRENS et al.;
2005). Nos casos em que a combinacdo de primers ndo amplificou o fragmento desejado, foi
utilizado um segundo primer no lugar do DDS-COII-4, designado JerryGarcia-Cl (5> —
GGGAATTAGAATTTTGAAGAG - 3’) (SHOEMAKER et al., 2006), que produz
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fragmentos de cerca de 780 pb que incluem apenas a por¢do do gene citocromo oxidase |
(COl).

Isolamento de gene da Wolbachia

Dois pares de primers foram utilizados para verificar a presenca de Wolbachia nos
individuos. O primeiro foi o controle: EF1a-532F (5 - AGGCAAATGTCTTATTGAAG -
3’) e EF1a-610R (5 - GCGGGTGCGAAGGTAACAAC - 3’) (SHOEMAKER et al., 2000)
que amplifica um fragmento de 400 pb do gene nuclear EFla (fator de elongagéo). 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 wsp8lF (5° -
TGGTCCATTAAGTGATGAAGAAAC - 3%) e Wsp691R (5’ -
AAAAATTAAACGCTACTCCA - 3’) (BRAIG et al., 1998; ZHOU et al., 1998).

As reacOes foram feitas em tubos apropriados com volume final de 25 L, contendo de
250 a 500 ng de DNA “template”, 0,2-0,4 uM (5-10 pmol) de cada primer, utilizando-se um
kit comercial que contém os reagentes necessarios (Taq polimerase, tampéo, MgCl,, dNTP’s,
etc) da Amersham Pharmacia Biotech, denominado Ready-to-go. O programa do ciclador
térmico seguido foi o0 mesmo de Braig et al. (1998) e Zhou et al. (1998). A confirmacdo da
amplificagéo foi visualizada em gel de agarose 2%.

O controle positivo foi feito de acordo com Shoemaker et al. (2000) onde todas as
reacOes de PCR para o gene wsp da endobactéria foi incluido um segundo par de primers
(EFl0-532F e EF1a-610R), que constitui um controle positivo.

A presenca do fragmento do primer controle (EFla) e a auséncia do fragmento
especifico da Wolbachia (wsp) refletem uma auséncia da bactéria e ndo uma baixa qualidade
(em rendimento de produto de PCR), uma alta concentracdo de DNA genémico ou até mesmo
um erro associado com a configuracdo do programa de PCR. Porém, na auséncia do
fragmento do primer controle (EFla) e do fragmento do gene wsp, ndo se pode concluir pela
auséncia da endobactéria. Neste caso, onde o fragmento EFla falha, o DNA genémico deve
ser diluido e o protocolo de PCR repetido.

Quando confirmada a presenca do gene wsp, com a visualizacdo das duas bandas em
gel de agarose 1,5% (do gene wsp com cerca de 600 pb e do fator de elongacdo ou controle
positivo com 400 pb) foi realizada uma amplificagdo por PCR contendo apenas o par de

primers wsp81F e wsp691R e posterior sequenciamento do fragmento alvo.
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Clonagem

A presenca de ruido no eletroferograma da amostra do gene wsp sequenciado exigiu a
clonagem génica da amostra, o que levou a separagdo das cepas presentes.

Para tal procedimento foi utilizado um kit comercial para clonagem de produtos de
PCR da Fermentas Life Sciences denominado CloneJET PCR Cloning Kit. Foram utilizados
os produtos diretos da PCR, que eram entdo inseridos no vetor de clonagem seguindo o
protocolo fornecido pelo fabricante do kit.

Sequenciamento de DNA

As reacOes de sequenciamento foram feitas com quimica BigDye Terminator (Applied
Biosystem Inc). Ambas as cadeias de DNA de cada amostra foram sequenciadas
separadamente, usando 0s respectivos primers, ou seja, 0 DNA mitocondrial para as formigas
e 0 gene wsp das endobactérias. Para tal, foi utilizado um sequenciador automéatico modelo
ABI Prism 377 (Applied Biosystem Inc.). As reacOes de sequenciamento foram feitas a partir
de protocolo padréo e tiveram um volume final de 10 pL. Os produtos de extensdo de DNA

foram precipitados com isopropanol 75%.

Forma de andlises dos dados

As sequéncias obtidas do gene wsp da endobactéria, foram inicialmente analisadas
separadamente com o uso do programa BioEdit e alinhadas por meio do aplicativo Clustal
(HIGGINS et al., 1992) e editadas manualmente. Um segundo alinhamento mais refinado foi
realizado com o uso do programa MUSCLE3.6 (EDGAR, 2004) sendo que este alinhamento
foi utilizado posteriormente para a construcao da rede de variante de cepas e para a analise do
sinal filogenético.

Como o gene wsp é codificante, foram reconstruidas as proteinas das sequéncias
geradas e estas foram alinhadas no programa BioEdit. Comparando o alinhamento das
proteinas, as sequéncias nucleotidicas foram alinhadas manualmente. Este alinhamento foi
utilizado nas andlises filogenéticas posteriores.

Foram excluidas da anélise as sequéncias denominadas H10, H17, H28 e H38, pois
estas geraram proteinas que ndo eram semelhantes aquelas das outras sequéncias, podendo se

tratar de erros no sequenciamento.



62

A construcgéo da rede de variantes de cepas de Wolbachia foi realizada com o uso dos
programas DnaSP4.90 (ROZAS et al.,, 2003) e Network4.5 (fluxus-enginnering.com)
utilizando o parametro Median Joining (BANDELT et al., 1999).

Ap0s alinhamento, o conjunto de dados do gene wsp foi submetido a analise do sinal
filogenético no programa DAMBE (XIA e XIE, 2001).

Apdbs todas as sequéncias estarem devidamente alinhadas com um conjunto de
sequéncias provenientes do banco génico (Tabela 2), foram excluidas algumas bases do final
do fragmento correspondentes a uma regido com alinhamento insatisfatorio, ficando uma
matriz com cerca de 480 pares de bases.

A reconstrucdo da filogenia a partir de maxima parcimonia foi realizada com o uso do
programa PAUP, versdo 4.0 (SWOFFORD, 2003). Os dados foram tratados com peso 1 para
gap e 3 para substituicBes. Para gerar os indices de bootstrap foram utilizadas 1000 réplicas.

A reconstrucdo da filogenia a partir da analise Bayesiana foi realizada com o programa
MrBayes (HUELSENBECK, 2001). Foi utilizado o modelo GTR com uma proporc¢do de
sitios invariaveis e os restantes retirados de uma distribuicdo gama, a cadeia de Markov foi
rodada por 1.000.000 de geracOes e amostradas a cada 100 geracgdes. Para sumarizacdo dos
valores paramétricos e das arvores geradas foram descartadas 10% das arvores e os valores de
probabilidade posterior foram calculados com o restante das arvores.

Na auséncia de um grupo externo apropriado para enraizar a arvore (ver LO et al.,
2002), pode-se posicionar a raiz assumindo que a taxa de evolucdo foi aproximadamente
uniforme sobre todos os ramos. Partindo deste pressuposto coloca-se a raiz no ponto mediano
do maior caminho entre duas unidades taxonémicas, nomeado enraizamento do tipo

“midpoint”.

Resultados

Das 114 col6nias de Solenopsis (59 de S. invicta, 40 de S. saevissima, 9 de S.
geminata, 4 de S. megergates, 2 de S. pusillignis,), provenientes das regides Sul, Sudeste,
Norte, Nordeste e Centro Oeste, 58 delas (51%) estavam infectadas pelo endossimbionte,
sendo que dessas, 13% possuiam multiplas infeccdes.

A Tabela 1 indica as especies identificadas através da COl, as localidades de coleta, se
a infeccdo por Wolbachia foi encontrada, além de qual variante encontrada do

endossimbionte.
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Distribuicao de Wolbachia no género Solenopsis

Quatro das cinco espécies de Solenopsis analisadas (S. invicta, S. saevissima, S.
geminata e S. megergates) apresentaram infeccdo por Wolbachia, sendo que a maior
ocorréncia se deu na espécie S. invicta. Das espécies infectadas, 33 eram de S. invicta, 19 de
S. saevissima, 4 de S. megergates e 2 de S. geminata.

As Tabelas 2 e 3 ilustram a diversidade de variantes (A ou B) de Wolbachia em cada
espécie de formiga analisada e por regides de ocorréncia da formiga, respectivamente. Na
Tabela 2, evidencia-se a maior ocorréncia da variante B de Wolbachia na espécie S. invicta,
com 27 cepas. As demais espécies apresentaram baixo numero de variantes. Na Tabela 3,
observa-se a maior ocorréncia de infeccdo em populacdes provenientes das regides sul (com
21 cepas) e sudeste (16 cepas) do Brasil, com maior ocorréncia da variante B, no sul com 15
cepas e no sudeste com 10 cepas. As demais regides apresentaram menor taxa de infec¢do. A
regido norte apresentou baixa infec¢do, nas regides centro-oeste e nordeste ndo foi encontrado
nenhum ninho infectado pelo endossimbionte Wolbachia.

A auséncia de infeccdo ou baixa taxa de infeccdo pode ser devido a reduzida
amostragem de algumas espécies, tanto quanto de algumas regides do Brasil.

Rede de variantes de cepas de Wolbachia

Foram geradas no total 91 sequéncias do gene wsp, que em conjunto com algumas
variantes do banco génico (ilustradas na Tabela 4), foram submetidas a analise do programa
NETWORKA4.5 para gerar uma rede de variantes das cepas (ilustrada na Figura 2). Essa rede
indicou que existem 46 variantes do gene wsp nas populacdes analisadas, sendo que dessas,
35 sdo provenientes das populacdes coletadas. Algumas variantes se repetiram em abundancia
nas amostras, sendo as variantes denominadas H1 e H4 (supergrupo A), H23/H26 e H43
(supergrupo B).

Analise do sinal filogenético

Ap6s alinhamento, os conjuntos de dados foram submetidos & anélise do sinal
filogenético no programa DAMBE (XIA e XIE, 2001) e os resultados obtidos estdo ilustrados
no Figura 3 e indica que o conjunto de dados analisados nesse trabalho apresentam um bom

sinal filogenético, com as transi¢cdes aparecendo com maior frequéncia que as transversoes.
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Filogenia de Wolbachia das populactes analisadas

O resultado das analises filogenéticas das cepas de Wolbachia a partir do gene wsp,
estd resumido na Figura 4. Dos 483 caracteres utilizados na analise de maxima parcimonia,
267 eram constantes e 182 eram caracteres informativos (parsimony-informative). Foram
encontradas 3 arvores igualmente parcimoniosas.

Ambas as analises, maxima parcimonia e inferéncia Bayesiana, foram virtualmente
congruentes e apenas a arvore da analise Bayesiana esta ilustrada com probabilidade posterior
e bootstrap correspondente a MP. A forma de enraizamento foi do tipo “midpoint”. Ela foi
baseada em sequéncias do wsp de S. invicta, S. saevissima, S. geminata e S. megergates
(ilustradas na Tabela 1) assim como sequéncias de cepas de Wolbachia de outros hospedeiros
do género Solenopsis, provenientes do banco génico (Tabela 2).

Foram encontradas seis variantes do supergrupo A de Wolbachia de S. invicta e trés de
S. saevissima. Agrupando-se no ramo de Wolbachia obtidas de S. invicta estdo duas variantes
provenientes do banco génico dessa espécie de formiga (AF243435 e AY446997), formando
um cluster mais derivado e politdbmico. Basal a este clado, encontra-se 0 agrupamento de
Wolbachia proveniente de S. saevissima, que forma uma politomia com variantes
provenientes do banco génico dessa espécie (EU251431 e EU251432).

Dentro do supergrupo B, identificou-se quinze variantes de S. invicta, trés de S.
saevissima e duas de S. megergates. Trés variantes (denominadas H23 e H26; e H31) com
ocorréncia respectivamente em S. invicta e S. saevissima também foram encontradas. Dentro
do supergrupo B houve uma separagdo em dois grupos. Um deles apresenta uma politomia na
qual se encontra a amostra de Wolbachia do banco génico de S. daguerrei (AY878102)
juntamente com amostras de variantes de Wolbachia de S. invicta e S. megergates. O segundo
grupo apresenta-se como irméo do primeiro, com amostra proveniente de Wolbachia de S.
invicta (H22) como mais basal, seguida de um ramo com amostra do banco génico de S.
invicta (AF217722) como basal, seguido de uma variante de S. megergates e outra de S.
invicta. Um agrupamento derivado em relagcdo aos anteriores, com S. daguerrei (AY878101,
AY878107) seguido de um agrupamento de variantes de S. invicta, formando uma politomia
com S. invicta e S. daguerrei provenientes do banco génico (AF243436, DQ842483 e
AY878106).

Esses dados indicam claramente uma grande diversidade de Wolbachia no género
Solenopsis distribuido no Brasil. A maior incidéncia de infeccdo por Wolbachia foi
encontrada em populagdes do sul do Brasil. Outro dado importante foi a pequena

variabilidade encontrada entre as diferentes cepas de Wolbachia dentro dos grupos A e B,
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onde no maximo 6 nucleotideos diferiram, podendo ser evidenciada pelas politomias
apresentadas na topologia.

Levando-se em consideracdo a topologia encontrada e as politomias das variantes de
Wolbachia encontradas com as amostras provenientes do banco génico do parasita social S.
daguerrei, pode-se inferir que a transmissdo horizontal a partir de parasitas possa estar

ocorrendo nessas populagdes.

Discussao

A anélise das sequéncias de Wolbachia indica uma ocorréncia maior do supergrupo B,
resultado divergente daqueles obtidos por Ahrens e Shoemaker (2005) para S. invicta, onde
relataram um equilibrio entre a ocorréncia dos dois supergrupos em algumas populacdes da
América do Sul. Em relacdo a distribuicdo destes supergrupos na rede gerada e na filogenia
reconstruida, nota-se uma completa separacdo dos supergrupos, corroborando com as
informacdes de Zhou et al. (1998) e Ahrens e Shoemaker (2005), pois as variantes
denominadas H1 até H16 (ilustradas na Figura 2) correspondem a cepas do grupo A e as
denominadas H17 até H46 correspondem a cepas do grupo B.

Observa-se também que o0 nimero de variantes € muito grande e ndo corresponde com
0 numero de espécies de Solenopsis estudadas (S. invicta, S. saevissima, S. megergates; S.
geminata e S. pusillignis), o que pode suportar um forte indicio de transmissdo horizontal
dentro do género Solenopsis, como sugerido por Ahrens e Shoemaker (2005). Da mesma
forma, Souza et al. (2009) relataram transmissdo horizontal em populacdes brasileiras de
Solenopsis saevissima.

Zhou et al. (1998) descreveram que a divergéncia na sequéncia de diferentes espécies
de insetos encontrada dentro do supergrupo A foi de 14% e no supergrupo B de 22%. No caso
de Solenopsis encontrou-se uma baixa divergéncia, para ambos supergrupos, podendo ser
observado através das politomias observadas na arvore consenso. A similaridade poderia ser
devido a heranga da Wolbachia de um ancestral comum as populac¢Ges estudadas, ou poderia
ter surgido por transmissdo horizontal através de um parasita ou parasitoide especializados
nesse grupo de formigas, como sugerido por Van Borm (2003).

Um forte indicio da ocorréncia de transmiss@o horizontal nos representantes analisados
é a presenca de cepas de Wolbachia de um parasita social, S. daguerrei, se agrupando na
arvore reconstruida com representantes do supergrupo A e B, formando um ramo politémico

no caso do supergrupo B. Se um parasita desempenha papel na transferéncia de Wolbachia,
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espera-se que ambos, parasita social e hospedeiro, possuam cepas de Wolbachia idénticas ou
quase idénticas (DEDEINE et al., 2005). A transferéncia horizontal € a mais provavel
explicacdo para esta congruéncia, pois a interacdo intima do parasita social e seu hospedeiro
(como trofalaxia, carregar ovos, HOLLDOBLER e WILSON, 1990) pode vislumbrar
oportunidades suficientes para Wolbachia ser transferida do hospedeiro para o parasita social
e possivelmente do parasita social para o hospedeiro.

As espécies S. invicta e S. saevissima predominaram nas coletas realizadas, porém a
primeira apresentou maior numero de col6nias infectadas por Wolbachia, e as cepas
encontradas possuem maior diversidade. Além disso, na espécie S. invicta foi encontrado o
maior numero de col6nias com multiplas infeccdes, sendo que a maioria dos ninhos eram
provenientes da regido sul do pais.

Apesar das amostras terem sido coletadas em locais com grande interferéncia humana,
poder-se-ia esperar resultados semelhantes para infeccdo de Wolbachia nos locais onde
Solenopsis foi introduzida; porém, ndo foi detectada infeccdo por Wolbachia (SHOEMAKER
et al., 2000). Isso pode ser devido a um efeito fundador ou por efeitos da pressao seletiva que
poderia eliminar a Wolbachia em populagdes que sofrem fragmentagdes ou pressoes
ambientais. Esse ndo é o caso das populacbes do Brasil, onde se observou altas taxas de
coldnias infectadas, provavelmente com Wolbachia provenientes de transmissdao horizontal,
através da interacdo do hospedeiro com outras populacdes de artropodes, pois essas formigas
séo predadoras generalistas e possuem parasitas sociais.

O ambiente intracelular ocupado pela Wolbachia pode ter pequena influéncia na sua
fisiologia. Braig et al. (1994) obtiveram sucesso em transmitir artificialmente Wolbachia entre
hospedeiros distantes. Wolbachia pode ser apta a estabilizar seu proprio microambiente dentro
do vacuolo que tipicamente a envolve (ZHOU et al., 1998).

Por outro lado, a proteina de superficie de membrana (wsp) demonstra surpreendente
analogia com proteinas antigénicas de patdgenos, com uma variacdo heterogénea
caracterizada por regides hipervariaveis (HVRs) flanqueadas por regides altamente
conservadas (CRs) (BRAIG et al., 1998). Essa proteina pode sofrer forte selecdo positiva
afetando sua regido hipervariavel, além de evidéncias que sugerem existir recombinacéo nesta
sequéncia (JIGGINS, 2002; REUTER e KELLER, 2003; WERREN e BARTOS, 2001). Esses
fatores podem alterar a fungéo dessa proteina em interagdes hospedeiro-Wolbachia (BALDO
et al., 2005).

Especificamente na interacdo patdgeno e hospedeiro, pode-se inferir que, independente

da espeécie infectada, pode haver alteracdes na proteina de superficie de membrana codificada
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pelo gene wsp, causadas por alteragdes nucleotidicas minimas. Essas alteragdes podem ser
viaveis e transmitidas para a proxima geragdo do hospedeiro. A distribuicdo dessa nova
variante em muitos taxons pode ser decorrente da interacdo do hospedeiro “fonte” com
organismos do nicho a qual ele pertence.

Deve ser enfatizado que existe recombinacdo entre variantes de Wolbachia (WERREN
e BARTOS, 2001; REUTER e KELLER, 2003). Portanto, a similaridade entre sequéncias
pode derivar de recombinacdes homdlogas entre linhagens de Wolbachia, fato que demonstra
a possivel troca de material genético entre simbiontes intracelulares.

Segundo Bordenstein et al. (2004) bacteriéfagos influenciam a evolucdo do genoma de
Wolbachia, langando a hipotese da “arena intracelular”, onde material genético movimenta-se
horizontalmente entre bactérias que coinfectam o mesmo ambiente intracelular.

O fato da infeccdo néo ser uniforme, corrobora os resultados de Ahrens e Shoemaker
(2005), onde 51% dos ninhos analisados apresentaram infeccdo pelo endossimbionte,
podendo ter ocorrido perda do simbionte durante a histéria evolutiva dessas espécies de
Solenopsis, ou até mesmo expansdo de populagdes que ndo estavam infectadas, explicada pelo
efeito fundador.

A baixa infeccdo por Wolbachia encontrada em populacbes de Manaus, AM,
evidenciada pelas bandas menos intensas do gene wsp, impossibilitando o sequenciamento
destas amostras, pode ser explicada por uma dessas hipoteses: i. provavel adaptacdo
estratégica para reduzir a carga da col6nia; ii. perda da infeccdo em operérias adultas por
fatores ndo adaptativos, como a regressao ovariana; iii. exposi¢do a condigdes ambientais
estressantes.

Pode-se considerar a terceira hipotese como a mais provavel para as populacfes da
regido Norte. Primeiro, ja foi considerado que a Wolbachia pode ser eliminada de operérias
devido a exposi¢do a condigdes mais estressantes do ambiente, como altas temperaturas
(WENSELEERS et al., 2002), que pode afetar a densidade de Wolbachia em outros insetos
(O’NEILL et al., 1997). Segundo, foi encontrada alta taxa de infec¢do pelo endossimbionte
em populacdes de regibes com temperaturas mais amenas, além de muitos desses ninhos
apresentarem mdltiplas infeccBes de Wolbachia, evidenciando o sucesso da infec¢do sobre
condi¢des ambientais ditas mais favoraveis ao endossimbionte.

Uma relacdo positiva também foi verificada entre a ocorréncia de Wolbachia e a
distribuicéo latitudinal. As populacgdes das Regifes Norte, Centro Oeste e Nordeste do Brasil
apresentam pouca ou nenhuma infeccdo pelo endossimbionte, indicando que sua presenca é

aparentemente menor em locais onde existe uma longa estacdo seca ou temperatura média
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diéria alta. Essa relagdo ja foi observada em besouros da espécie Chelymorpha alternans e em
formigas do género Solenopsis (KELLER et al., 2004; AHRENS e SHOEMAKER, 2005). A
distribuicdo de Wolbachia em S. invicta pode ser influenciada por diferengas nas condicGes
ambientais, com prevaléncias de Wolbachia nas populacGes de temperaturas amenas
(AHRENS e SHOEMAKER, 2005).

Uma provavel adaptacdo estratégica para reduzir a carga da colénia ndo deve ser o fato
que ocorre nas colbnias de Solenopsis. De acordo com Wenseleers et al. (2002) coldnias de
Formica truncorum com muitos individuos infectados possuem uma baixa produtividade
sexual per capita. Isto sugere que a Wolbachia pode possuir efeito deletério sobre a coldnia,
onde é possivel que a bactéria reduza a performance locomotora de operarias, fato que ja foi
demonstrado no parasitdéide Leptopilina heterotoma (FLEURY et al., 2000). Em estudo
realizado por Souza et al. (2009) a infeccdo por Wolbachia aumentou de 44% para 90%, em
um ano de observacao, em uma colénia de Solenopsis saevissima, evidenciando que 0 sucesso
da infeccdo nas operéarias foi grande e provavelmente ndo deve ocorrer efeito deletério nesse
grupo.

Existe a possibilidade de infeccbes por Wolbachia serem perdidas em operarias
adultas devido a fatores ndo adaptativos, como por exemplo, a perda de infeccdo como um
produto da regressdo ovariana (WENSELEERS et al., 2002), o que geralmente ocorre durante
a vida de operarias de formigas (HOLLDOBLER e WILSON, 1990). Wenseleers et al. (2002)
predizem que simbiontes herdaveis ndo possuem interesse em se manterem em adultos
estéreis, pois a transmissdo para geracOes futuras ndo depende deles. Considerando que o
endossimbionte Wolbachia ocorre com abundancia em outros tecidos (MIN e BENZER 1997;
DOBSON et al., 1999; JICHI et al., 2002), e que dados evidenciarem sua presenca em todas
as castas, estagios de vida, além de cabeca térax e gaster de S. invicta (SHOEMAKER et al.,
2000), apenas a regressao ovariana ndo explica esta perda ou baixa infec¢do encontrada em
Solenopsis.

Para garantir se a infeccdo € realmente baixa nas colbnias estudadas, seria ideal a
realizacdo de um experimento com PCR quantitativa em tempo real, como descrito em ljichi
et al. (2002). Com esta metodologia poder-se-ia obter a densidade de Wolbachia em um
determinado individuo ou verificar qual regido do corpo possui maior abundancia.

A maior frequéncia de algumas variantes de Wolbachia nas Regides Sul e Sudeste
podem ser devido a infeccdo de uma variante em muitas populagdes locais, ou até mesmo
uma variante em varias populagdes de duas ou mais espécie. As politomias encontradas na

filogenia reforcam esta hipotese. A alta frequéncia de poucas variantes pode ser consequéncia
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também da fundacdo por populagdes infectadas e sua expansdo nessas regides. As variantes
“satélites” (Figura 2), que estdo ligadas as variantes mais frequentes, podem ser resultados de
pequenas diferencas na sequéncia do gene devido a mutagdes, como descrito por Ahrens e
Shoemaker (2005) ou as recombinaces a partir da mais frequente.

Todas as populacGes provenientes de Corrientes, Argentina apresentaram infecgéo por
Wolbachia, com apenas trés variantes, sendo duas delas pertencentes ao supergrupo B (uma
delas foi encontrada na maioria das colbnias analisadas, H26) e uma pertencente ao
supergrupo A. As variantes do grupo B sdo muito proximas, fazendo parte de uma politomia
ilustrada na filogenia (Figura 4). Esses dados reforcam os resultados encontrados nas
populacdes do sul do Brasil, onde infeccdes por Wolbachia revelaram ter mais sucesso e

serem mais abundantes diante das condi¢Ges ambientais dessa regiéo.

Considerac6es Finais

A partir das analises realizadas pode-se observar que a alta incidéncia de Wolbachia
em formigas, j& observada em trabalhos anteriores, também foi encontrada no género
Solenopsis no Brasil e Argentina. Esta alta incidéncia pode ser devido as condi¢fes mais
favoraveis de invasdo e manutencdo da infeccdo por Wolbachia em hospedeiros sociais
haplodipléides quando comparada com hospedeiros solitarios (WENSELEERS et al., 1998).
Além disso, as ocorréncias de mudltiplas infec¢fes em alguns ninhos analisados podem
influenciar conflitos reprodutivos e juntamente com outras barreiras reprodutivas pode
acelerar o processo de especiacdo (WERREN, 1997).

De uma maneira geral, nossas observacGes corroboram Ahrens e Shoemaker (2005)
sobre a possibilidade de varias introdugdes de Wolbachia em S. invicta e a diversificacdo da
bactéria dentro do género. Nas espécies analisadas podem ter ocorrido vérias transmissdes
horizontais, seguida de provavel efeito fundador e expanséo de algumas variantes em algumas
regides.

O fato da presenca de Wolbachia da espécie parasita, Solenopsis daguerrei, se
agrupando com aquelas tanto do grupo A como de B, é um indicio de sua participacdo na

transmisséo horizontal.
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Tabela 1. Espécie da formiga, localidade de coleta, coordenadas geograficas e cepa de

Wolbachia.

. Localidade
Espécie da - Cepa de
) Cadigo de Coordenadas i
Formiga coleta Wolbachia
. geminata E1820 S03°06°25” ]
Manaus, AM W60°01°34”
5. geminata E1825 S03°06°25” ]
Manaus, AM W60°01°34”
) E1818 S03°06°25”
S. geminata Manaus, AM W60°01°34” H17
. geminata E1823 S03°06°25” ]
Manaus, AM W60°01°34”
. geminata E1830 S03°06°25” ]
Manaus, AM W60°01°34”
5. geminata E1826 S03°06°25” ]
Manaus, AM W60°01°34”
5. geminata E1827 S03°06°25” ]
Manaus, AM W60°01°34”
5. geminata E1832 S03°06°25” ]
Manaus, AM W60°01°34”
. E1822 S03°06°25”
S. geminata Manaus, AM W60°01734” H26
. E1710(2) Rio de §22058°51”
S inveta Janeiro, RJ W43°16°75” H32 H40
S invicta E1628 Campo $20027°59” -
' Grande, MS W54°35°33”
S invicta E1648 S26°47°06” ]
Cagador, SC W50059°27”
. - $20010°40”
S. invicta Colémbia, SP \W48°41°38" H45
S invicta _E1652 $20°14°29” ]
Miranda, MS W56°22°43”
S invicta E1680 Bento $29°07°22” ]
Gongalves,RS W51°20°58”
S invicta E1683 $23°30°21” ]
Ubatuba, SP(1) W45007°55”
S invicta E1684 $23°30°21” ]
Ubatuba, SP(2) W45007°55”
S invicta E1685 $23°30°21” ]
Ubatuba, SP(2)B W45007°55”
. E1686 $23°19°02”
S. invicta Picinguaba, SP WA4954°04” H46
S invicta E1704 $19°30°31” ]
Corumba, MS W57°20°05”
S invicta E1705 $18°45°11” ]
Corumba, MS W57°07°09”
S invicta E1706 $18°50°00” ]
Corumba, MS W57°18°55”
S invicta E1707 Corumbaé, $18°50°00” -
' MS W57°18°55”
. E1709(1) Rio de §22058°51”
S. invicta Janeiro, R] WA43016775" H10 H26 H44
. E1720 Parana $25025°46”
S. invicta -

W49°16°18”




Continuacao.

- Localidade
Espécie da - Cepa de
) Cadigo de Coordenadas i
Formiga Wolbachia
coleta
S invicta E1721 Corumba, 519°00°23” )
) MS W57°39°10”
S invicta E1722 Corumba, 519°00°23” )
) MS W57°39°10”
S invicta E1723 Porto 514°09°40” )
Esperanca, MT W56°04°38”
S invicta E1724 Porto $14°09°40” )
Esperanca, MT W56°04°38”
S invicta E1725 Porto S29°59°14” H1
Alegre, RS W51°09°580”
S invicta E1726 Porto S$29°59°14” H1
Alegre, RS W51°09°580”
S invicta E1727 Porto S$29°59°14” H1
Alegre, RS W51°09°580”
S invicta E1737 Rio Claro, S22023°34” H1
SP WA47°33°21”
S invicta E1739_) Rio de S522°58°51” H44
Janeiro, RJ WA43°16°75”
- E1741 Rio de S522°58°51”
S Invicta Janeiro, RJ W43°16°75” H35 H36
S invicta E1744 Ubatuba, 523°30°21” _
SP W45°07°55”
S invicta E1748 Ubatuba, 523°30°21” _
SP WA45°07°55”
S invicta E1749 Ubatuba, 523°30°21” H1
SP W45°07°55”
S invicta E1752 Ubatuba, $23°30°21” )
SP WA45°07°55”
S, invicta E1754 §510 Luiz S23012°22” )
do Paraitinga, SP W45°20°43”
S invicta E1768 Anastacio, $20°28°46” i
MS W55°48°08”
S, invicta _E1770 S520028°42” )
Aquidauana, MS W55°47°03”
S, invicta 'E1771 S20028°42” )
Aquidauana, MS W55°47°03”
L E1780 Registro, S24°31°46”
S. invicta Sp WAT951724” H1 H7 H39
L E1781 Registro, S524°31°46”
S. invicta sp \WAT795124" H1 H2 H6
L E1783 Alfredo S27°41°42”
S. invicta Wagner, SC \WA49019°53" H1 H22 H27 H29
L E1786 Bento 529°0948”
S.Invicta Goncalves, RS W51031°54” H30 Hal
L E1788 Pinto S29°07°21”
S Invicta Bandeira, RS W51°26°56” H1H28
S invicta E1789 Pinto S529°07°21” H1
Bandeira, RS W51°26°56”
- E1794 S525025°42”
S. invicta Curitiba, PR WA9°16°25" H25 H26 H38
- E1808 Corrientes, S27°18°39”
S. invicta Argentina W58033°44” H23
- E1807 Corrientes, S27°18°39”
S. invicta Argentina W58033°44” H26
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Continuagéo.

L . Localidade
Espécie da - Cepa de
) Cadigo de Coordenadas i
Formiga coleta Wolbachia
.. E1805 Corrientes, 527°18°39”
S. invicta Argentina W58°33°44” H26
.. E1801 Corrientes, 527°18°39”
S. invicta Argentina W58°33°44” H26
S invicta E1803 Corrientes, 527°18°39” H2
Argentina W58°33°44”
S invicta E1802 Corfientes, S27°18°39” H26
Argentina W58°33°44”
S invicta E1806 Corfientes, S$27°18°39” H26
Argentina W58°33°44”
S invicta E1810 Corfientes, S$27°18°39” H31
Argentina W58°33°44”
S invicta E}798 S08°07°49” i
Recife, PE W34°54°09”
S. invicta E.1799 $23°25'35" -
Maringa, PR W51°56°46”
S. invicta E_1890 523°25'35" -
Maringa, PR W51°56°46”
S invicta E1784 S27°48°57” H1
Lages, SC W50022°17”
E1787
. . . 529°07°21”
S. invicta Pinto I?Sndelra, W51926°56” H26 H37 H44
. E1790 528°00°23”
S invicta Capio Alto, RS W50°3226" H1H9
S invicta E1815 531°46°33” H8
Pelotas, RS W52°20°33”
S invicta E1816 S31°46°33” Hs
Pelotas, RS W52°20°33”
S. invicta E1646 526°46°32” H44
Cacador, SC W51°00°56”
L E1645 S26°46°32”
S. invicta Cacador, SC W51°00°56” Had
S. megergates ) E17§32 526°33°53” H44
Séo Francisco, SC W48°43°10”
E1793 S§525°51°45”
S.Megergates | aoia Branca, PR |  W19°21°45” H24 Ha2
S. megergates E1644 526°46°32” H44
Cacador, SC W51°00°’56”
E1643 526°46°32”
S. megergates Cacador, SC W51°00756” Ha4
S. pusillignis E,1§S7 519°01°05” -
Ladario, MS W57°33°04”
s. pusillignis E17Q8_ Hotel, 519°01°03” -
Ladario, MS W57°34°11”
S. saevissima . E16(,)8 S6°38"55" -
) Eirunepée, AM W69°52°32”
S. saevissima _E1615 522°23'34 H4
Rio Claro, SP W47°33’44”
S. saevissima E,1631 522°26'11" H4
Ipelna, SP W47°43°10”
S. saevissima E,1640 S01°23728" -
Belém, PA W48°28°43”
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Continuagéo.

, . Localidade
Espécie da - Cepa de
) Cadigo de Coordenadas i
Formiga coleta Wolbachia
S, saevissima _ E1650 S21°45°51” H26 H43
Juiz de Fora, MG W43°20°56”
E1662 oMM
S. saevissima Maﬁzla:[j&ébAP \,SV%(;(%%%% -
S. saevissima E,1666 500°02"19" -
Macapa, AP IEPA W51°05°39”
S. saevissima E16,7l 500°02"19" -
Macapé, AP W51°05°39”
S. saevissima E1682 Bento S$29°04°31” H4
Gongalves,RS W51°14°13”
S. saevissima . E1712 522°23'47" -
Rio Claro, SP W47°32°51”
S. saevissima . 517.13 517°25'20 H26
Buritizeiro, MG W44°56°54”
S. saevissima . '.517.14 517°25°20" H26
Buritizeiro, MG W44°56°54”
S. saevissima . E173$ 522°58"51" H26
Rio de Janeiro, RJ W43°16°75”
S. saevissima . E174Q 522°58"51" H26
Rio de Janeiro, RJ W43°16°75”
S. saevissima x E1742 523°32753" H4
Sé&o Paulo, SP W46°38°11”
S. saevissima E1743 523°30°21" H4
Ubatuba, SP W45°07°55”
S. saevissima E1746 523°30°21" H26
Ubatuba, SP W45°07°55”
S. saevissima El7ar 523°30°21" -
Ubatuba, SP W45°07°55”
S. saevissima E1750 Ubatuba, S23°30°21” i
SP W45°07°55”
S. saevissima E1751 523°30°21" H4
Ubatuba, SP W45°07°55”
S. saevissima E1753 S$23°30°21” H26
Ubatuba, SP W45°07°55”
S. saevissima R E1769 S20°47°37” -
Trés Lagoas, MS W51°37°59”
E1791 012199
S. saevissima Séo Cristovao do \,Sv2570012%3520 H3 H5
Sul, SC
E1792 01199
S. saevissima Séo Cristovao do \,Sv2570012%3520 H4
Sul, SC
S. saevissima . E173§ 522°58'51" H26
Rio de Janeiro, RJ W43°16°75”
S. saevissima . E174Q 522°58'51" H26
Rio de Janeiro, RJ W43°16°75”
S. saevissima Port(l)E ll\lgi?onal S10%2'37" -
TO ' W48°24°34”
S. saevissima E1717 S10°019°07” i
Taquarugu, TO WA48°09°22”
S. saevissima E1718 510°19°07” -
Palmas, TO W48°09°22”




Continuagéo.

Espécie da Localidade
PECIE Cadigo de Coordenadas i

Formiga coleta Wolbachia
S, saevissima E1719 S10°19°07”
Palmas. TO W48°09°22”
S, saevissima E1819 S03°06°25”
Manaus, AM W60°01°34”
S. saevissima E1821 S03°06°25”
Manaus, AM W60°01°34”
S saevissima E1824 S03°06°25”
Manaus, AM W60°01°34”
S saevissima E1829 S03°06°25”
Manaus, AM W60°01°34”
S saevissima E1831 S03°06°25”
Manaus, AM W60°01°34”
S. saevissima . E1833 S04°01°33”
Pindoretama, CE W38°18724"
S saevissima E1718 S10°12°46”
Palmas, TO W48°21°37”
.. E1785 S27°48°57”

S. saevissima Lages, SC W50022'17" H26 H31 H34
S, saevissima E1828 S03°06°25”
Manaus, AM W60°01°34”
S. saevissima E1795 S08°07°44”
Recife, PE W34°54°13”
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Tabela 2: Diversidade de variantes (A ou B) de Wolbachia em cada espécie de formiga
analisada. A tabela ndo ilustra a quantidade de vezes que uma determinada cepa ocorre na
espécie e sim a variante que ocorre.

Espécie Variante A Variante B Total
S. geminata - H17, H26 2
S. invicta H1, H2, H6, H7, H8, | H22, H23, H25, H26, 27
H9, H10 H27, H28, H29, H30,
H31, H32, H35, H36,
H37, H38, H39, H40,
H41, H44, H45, H46
S. megergates - H24, H42, H44 3
S. pusillignis - - -
S. saevissima H3, H4, H5 H26, H31, H34 6
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Tabela 3: Diversidade de variantes (A ou B) de Wolbachia por regido analisada. Novamente,
a tabela ndo ilustra a quantidade de vezes que uma determinada cepa ocorre na espécie e sim a

variante que ocorre.

Regiéo de Variante A Variante B Total
ocorréncia
Norte - H17, H26 2
Nordeste - - -
Sul H1, H3, H4, H5, H8, | H22, H24, H25, H26, 21
H9 H27, H28, H29, H30,
H31, H34, H37, H38,
H41,H42, H44
Sudeste H1, H2, H4, H6, H7, | H26, H32, H35, H36, 16
H10 H39, H40, H43, H44,
H45, H46
Centro-Oeste - - -
Argentina H2 H23, H26, H31 4

Tabela 4: Género e linhagem da endobactéria ou espécie do hospedeiro e respectivos codigos

de acesso no GenBank.

Género e linhagem da Codigo de acesso no GenBank Haplétipo wsp
endobactéria ou espécie do
hospedeiro

Wolbachia sp. winv-B1 AF217722 H18
Wolbachia sp. S. invicta DQ842483 H33
Wolbachia sp. Sdag-B4 AY878106 H26
Wolbachia sp. SinvictaB AF243436 H26
Wolbachia sp. SdagB1 AY878102 H19
Wolbachia sp. SdagB3 AY878101 H20
Wolbachia sp. SdagB2 AY878107 H21
Wolbachia sp. SdagA5 AY878104 H15
Wolbachia sp. SdagA4 AY878099 H16
Wolbachia sp. SdagA3 AY878105 H13
Wolbachia sp. SdagA2 AY878100 H14
Wolbachia sp. SdagAl AY878103 H11
Wolbachia sp. S. richteri AY755414 H12
Wolbachia sp. WrichteriA AF243437 H8
Wolbachia sp. wSinvictaA AF243435 H1
Wolbachia sp. S. saevissima EU251432 H4
Wolbachia sp. SS1A EU251431 H4
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Figura 1: Localidades de coleta das populacgdes estudadas. A Tabela 1 detalha os locais.

Mapa: speciesMapper, 2009.
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Figura 3: Andlise do sinal filogenético das sequéncias do gene wsp do endossimbionte
Wolbachia das amostras estudadas no presente trabalho. O eixo x indica uma
divergéncia em torno de 39% entre as sequéncias. Os pontos azuis representam
transices e os verdes transversGes. O grafico representa um sinal filogenético
satisfatorio, onde as transi¢cGes aparecem com maior frequéncia que as transversdes na
maior parte do grafico. Provavelmente a regido onde as transversfes e transigcdes se
sobrepdem seja devido a uma das 4 (quatro) regides altamente varidveis (HVR) que
ocorrem no gene wsp e que ndo possui um bom sinal filogenético (BALDO et al.,
2005), porém o restante do grafico esta regular e portanto com um bom sinal
filogenético.



"IN "BWISSIAGES 'S (DS 'dS ‘SYH ‘T BIAUL'S (9FH GFH YVH EFH OFH xxxx "INV €YRUILSD
'S IOIN 'OS NV T BWISSIASES 'S ‘eunushiy ‘SY BIOIAUL 'S 9ZH BUNUBHIY BIOIAUL S EZH xxx ‘OS 'dS ‘SH BIOIAUL 'S ‘THxx OS ‘SYH ‘dS BUWISSIASES 'S yH » "SOPEIIPUI OBlS3
OBU 09 ap oxlege de.sio0q ap SaiojeA\ “eluQwidsed BwIXewWw ap asijeur ep sopesadnoal del1siooq ap SaI0[eA OBS SOWRI SOP OXIede SOJSWNN "euelsaAeg asijeue ep Joliaisod
apepljigeqosd ap S3I0[RA WEIIPUI SOWe) SO 31q0s SoJawnN ‘seAegiiy ewelbold ou epelab 104 epensn|l a10Ale 7 "e160]0do] eu Sed1Iugp! SlUBWI[BNLIA SaI0AIR Weleladnoal
euelsaAeg @ elugwiosed ewixew sp sesijeue sy ‘jiseig op dds sisdousjos otsugb op sefiwioy sp dsm sush op serougnbas ws epesseq eongusholly aioAly ¥ einbiy

aus Jad sabueyd o0

(nd) serefissfiaw g gvH —
(s} eoauf 5 LPH —
sapefisabaw 's epagaus *s 9vH SPH FH SPH OFH -
(ds) emmur s BEH —
1aiienfep 'S Z0L8ISAY 6LH 6
(ry) ermur s 9gH —
(sy) @mur 'S JgH 09
(ry) ewpmur s ﬁn:4 08 3
(7s) ewssimses 'S FEH —
(75) AU S TTH — 00t

arnr

(25) eramur s 6zH
(4d) seebisbaw 'S yzH — €9
g EIAUL 'S £3YZYRDA £5H
(ry) erasaur s ZgH &
(ry) Ewrssiees g ('Biy) e12iAur°S LEH 96
(sy) @241 °S gy 00k 7
(28) epmur-s JzH €5 <6
(d) es2raur s ggH —2
xs BUNSSIABES °S EJIIAUL S 9EPEYZAY 90LBIBAY 9ZH £ZH
fouIBNNEP *S J0L8IBAY LZH
1auisnfiep s L0L2ISAY 0ZH
eiaur 'S ZZHIEAY 8LH

(Y21 °S) PLYSSIAV ZIH

eIAUL S GEPEVEAY (Bep "5) £0LBIBAY LIH
WAULLGEITEAT
(su) e2aur s 6H |
(5u) ePmu s gH €9
(ds) Esapaur s JH 16

(ds) eo1aur s 9H
(-Bay ‘gs) emur's ¢H
- EDIAULS LY
v BLUISS|ABES § ZLVLGZ NI ook

(os) ewissizes g mzu 0oL

. Bwissmses ' LEVLSZNI FH
(ng) ewrssmoes 'S €H

001
iauenbep *5 YOLELBAY GLH 18

0oL
tauonfiep 'S 060828AV 9LH —
jawenBep 'S 00L2LBAY VIH

H_ 00k 0ok
1aaanbep 5 GOLBIBAV £LH 0ok

8



85

Considerac0es gerais

O género de formigas Solenopsis mostrou-se um grupo muito diversificado no Brasil,
pois verificou-se desde completa coeréncia geogréafica de populacGes da mesma espécie, até
polifilia para as espécies S. invicta e S. saevissima, corroborando trabalhos anteriores.

A anadlise dos resultados indicou também a existéncia de espécies morfoldgicas
depositadas em bancos de dados mundiais incorretamente identificadas, dado a dificuldade de
diferenciacdo morfoldgica existente entre as espécies do género Solenopsis e 0s agrupamentos
divergentes encontrados nesse trabalho.

Existe a possibilidade dos altos niveis de infeccdo por Wolbachia encontrado nas
populacdes analisadas agirem como um catalisador de processos evolutivos de especiacao,
devido a caracteristica do endossimbionte de causar incompatibilidade citoplasmética entre
populacdes infectadas com cepas divergentes e que ocorram em simpatria.

Altos niveis de infeccdo por Wolbachia foram encontrados principalmente nas
populacbes de Solenopsis, que podem estar relacionados a condi¢cBes mais favoraveis de
invasdo e manutencdo da Wolbachia em hospedeiros sociais haplodiploides devido a
interacdes intimas que sdo mantidas dentro da sociedade. Ainda, foi encontrada maior
incidéncia de Wolbachia em populac@es do sul do Brasil e aparente auséncia e baixa infec¢do
em populacdes das regiGes norte, nordeste e centro-oeste, 0 que indica a prevaléncia de
Wolbachia em populagdes de formigas de regides climaticas mais amenas.

As multiplas infeccbes por Wolbachia encontradas em algumas colnias podem
influenciar conflitos reprodutivos e juntamente com outras barreiras reprodutivas acelerar o
processo de especiacdo. Ainda, os dados sugerem que nas espécies analisadas possam ter
ocorrido Vvérias transmissfes horizontais, seguida de provavel efeito fundador e expansdo de
variantes em algumas regides.

Diante dos resultados obtidos, pode-se inferir que processos de coevolucdo ndo devem
ter ocorrido nas populacdes analisadas, devido tanto ao agrupamento das cepas de Wolbachia
encontradas nas populacdes amostradas com a do parasita social S. daguerrei, quanto a
ocorréncia de cepas de Wolbachia iguais em espécies de formigas diferentes.

De uma maneira geral, os resultados apresentados corroboram informacdes presentes
na literatura e adicionam novas informac6es na literatura especializada sobre a filogenia e
distribuicdo das formigas do género Solenopsis do Brasil, assim como da presenca e

distribuicdo do endossimbionte Wolbachia nessas populacfes e sua historia evolutiva.
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