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RESUMO 
 

Formigas cortadeiras do gênero Atta, popularmente conhecidas como saúvas, 
são as mais derivadas dentro da tribo Attini. Apresentam grande importância 
ecológica, porém, pelo hábito de cortarem folhas para manutenção do fungo 
simbionte e pelo enorme tamanho das colônias, causam muitos prejuízos às 
lavouras, pastagens e plantações, sendo consideradas pragas agrícolas. Atta 
laevigata Smith, 1858 apresenta vasta distribuição pelo Brasil e é responsável pela 
herbivoria de inúmeras plantas dicotiledôneas, gramíneas e espécies nativas de 
diferentes biomas. O presente trabalho teve como objetivos a caracterização parcial 
do transcriptoma e do genoma mitocondrial de A. laevigata. Foram caracterizadas 
2006 sequências únicas do transcriptoma, a partir de uma biblioteca de cDNA 
preparada com indivíduos inteiros da formiga. Entre essas sequências, 16 
provavelmente representam genes com grande número de transcritos. Esses 16 
genes estão relacionados a três funções celulares: (i) conservação de energia 
através de reações redox na mitocôndria; (ii) estrutural, pelo citoesqueleto e 
músculos; (iii) regulação da expressão gênica e metabolismo. Considerando o estilo 
de vida e processos biológicos chaves para essas formigas, 146 sequências foram 
identificadas com base na sua utilização para o controle de cortadeiras pragas. A 
partir de dados da biblioteca de cDNA e procedimentos envolvendo primer walking, o 
genoma mitocondrial de A. laevigata foi parcialmente caracterizado, apresentando-
se com 17920 pb, maior, portanto, do que outros já descritos em Hymenoptera, 
mesmo considerando-se a impossibilidade de determinação da sequência de uma 
pequena porção do mtDNA, envolvendo a região controle, uma parte do 12S e os 
tRNAs S1, V e M. Como já descrito para outros mitogenomas, o de A. laevigata 
apresentou alto conteúdo AT, os mesmos 13 genes codificadores e as duas 
subunidades ribossomais com tamanho e localização compatíveis com o inferido 
para o mitogenoma hipotético ancestral. Rearranjos foram encontrados para os 
tRNAs, porém a diferença mais marcante refere-se ao grande número e maior 
tamanho de regiões intergênicas presentes no mtDNA. Os dados genômicos obtidos 
pelo presente trabalho representam importante base genética para estudos 
filogenéticos e evolutivos de cortadeiras, além de identificar alvos moleculares 
potenciais para o controle de cortadeiras pragas através de procedimentos mais 
específicos e menos agressivos ao meio ambiente. 
 
Palavras chaves: expressão gênica, biblioteca de cDNA, controle de cortadeiras 
pragas, mitogenoma, primer walking. 
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ABSTRACT 
 
 Leafcutter ants from Atta genus, popularly known as “saúvas”, are the most 
derived of the tribe Attini. They have major ecological importance, but, because of 
their habit of cutting leaves for the maintenance of the symbiotic fungus and the huge 
colony size, they impose severe economic damages to plantations, pastures, and 
agriculture, being considered as agriculture pests. Atta laevigata shows wide 
distribution in Brazil and it is responsible for the herbivory of many dicots, grass, and 
native species from different biomes. The present work aimed to characterize the 
transcriptome and the mitochondrial genome of A. laevigata. 2,006 unique 
sequences of the transcriptome were characterized from a cDNA library constructed 
with whole individuals. Among those sequences, 16 are likely from genes with high 
number of transcripts. Those 16 genes are related with three cellular functions: (i) 
energy conservation through redox reactions in mitochondria; (ii) cytoskeleton and 
muscle structuring; (iii) regulation of gene expression and metabolism. Based on 
lifestyle and key biological processes of these ants, 146 sequences were identified 
with potential use for controlling pest leafcutters. Using data from cDNA library and 
primer walking proceedings, the mitochondrial genome of A. laevigata was partially 
characterized with 17,920 bp, being larger than the others already described for 
Hymenoptera. A small part of the mtDNA was not sequenced, including the control 
region, a portion of 12S and tRNAs S1, V, and M. As described before for other 
mitogenomes, A. laevigata mtDNA displayed high AT contain, the same 13 protein-
coding genes and the two ribosomal subunits with length and location according to 
the hypothetic ancestral mitogenome. Rearrangements were found for the tRNAs, 
but the most remarkable difference were the high number and longer length of 
intergenic regions presented in the mtDNA. The genomic data obtained with the 
present work provided important genetic basis for phylogenetic and evolutionary 
studies of leaf-cutting ants, as well as the identification of potential molecular targets 
for the control of pests leafcutter through more specific and environmentally friendly 
methods. 
 
Key words: gene expression, cDNA library, pest leafcutter control, mitogenome, 
primer walking. 
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INTRODUÇÃO GERAL 

 

Formiga cortadeira Atta laevigata 

 

As formigas Attini são conhecidas pelo hábito de cultivar fungos, em câmaras 

presentes nos ninhos, para sua alimentação (WEBER, 1972; HÖLLDOBLER; 

WILSON, 1990). Compreendem um grupo monofilético (SCHULTZ; MEIER, 1995) 

com mais de 230 espécies descritas, todas obrigatoriamente dependentes do cultivo 

do fungo simbionte, comportamento que teve sua origem entre 45 a 65 milhões de 

anos atrás (WEBER, 1972; MUELLER et al., 2001). 

Dentre estas formigas, Atta e Acromyrmex destacam-se por sua grande 

herbivoria e distribuição pelo Novo Mundo (HÖLLDOBLER; WILSON, 1990), 

cortando e utilizando principalmente folhas como substrato para seu fungo 

mutualista sendo, por isso, conhecidas como formigas cortadeiras (WETTERER et 

al., 1998). 

Schultz e Brady (2008) reconstituíram a evolução da agricultura de Attini, 

relatando cinco sistemas agrícolas conhecidos e seus períodos de surgimento e 

diversificação. Tal estudo mostra a origem recente (8 a 12 milhões de anos) das 

formigas cortadeiras e o maior nível de domesticação do fungo simbionte. Este é 

incapaz de viver livremente longe das formigas e muitas espécies de cortadeiras 

cultivam uma única espécie de fungo, Leucoagaricus gongylophorus (SILVA-

PINHATI et al., 2004). 

As formigas pertencentes a Atta compreendem 19 espécies (BOLTON, 2006) 

com distribuição geográfica que abrange desde o Sul dos Estados Unidos até o 

Norte da Argentina (HÖLLDOBLER; WILSON, 1990).  

Essas formigas são popularmente conhecidas como saúvas, sendo este o 

gênero com posição mais apical em relação a grupos taxonômicos próximos dentro 

da tribo Attini (WETTERER et al., 1998). As operárias possuem três pares de 

espinhos no dorso do tronco e a superfície dorsal do gáster lisa, sem tubérculos 

(ANJOS et al., 1998). 

As formigas desse gênero apresentam grande importância ecológica 

relacionada à associação com diferentes organismos como o fungo simbionte 

(WEBER, 1972; MUELLER et al., 2001) e a bactéria Pseudonocardia, anteriormente 

descrita como Streptomyces (CURRIE et al., 1999). Seus ninhos hospedam répteis e 
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anfíbios (WEBER, 1972), artrópodos (MOSER; NEFF, 1971; STEINER, 2004; 

WALLER; MOSER, 1990) e diferentes microrganismos (BACCI et al., 1995; 

CARREIRO et al., 2004; CURRIE, 2001; RODRIGUES et al., 2005). Atuam na 

criação de clareiras (GARRETTSON et al., 1998), aeração do solo e criação de 

passagens para drenagem e penetração de água (WEBER, 1972), poda da 

vegetação, reciclagem de nutrientes ao levarem matéria orgânica para os ninhos 

subterrâneos escavados em solos úmidos (HÖLLDOBLER; WILSON, 1990) e 

trazerem minerais presentes nas partes mais profundas do solo para a superfície 

(WEBER, 1972). Apresentam ainda papel importante na fixação de nitrogênio nos 

jardins de fungos (PINTO-TOMÁS, 2009) e aumento no número de plantas 

crescendo em volta e sobre os ninhos, contribuindo, também, para a manutenção da 

biodiversidade (GARRETTSON et al., 1998; WIRTH et al., 2003). 

Os ninhos maduros estão entre os maiores construídos por insetos sociais e 

são compostos por até oito milhões de operárias e uma única rainha 

(HÖLLDOBLER; WILSON, 1990). Existe grande polimorfismo dentro da classe 

operária com divisão de tarefas, de forma que as operárias maiores (soldados) são 

especializadas na defesa da colônia, as operárias médias cortam e carregam as 

folhas, removem dejetos e indivíduos mortos e escavam os ninhos, enquanto as 

operárias menores processam as folhas, cuidam dos jardins de fungo e da prole 

(WEBER, 1972; WILSON, 1980). 

As colônias são consideradas “superorganismos” (HÖLLDOBLER; WILSON, 

1990) com sistema digestivo externo composto pelos jardins de fungos que 

secretam enzimas extracelulares para degradação de polissacarídeos vegetais 

(SIQUEIRA et al., 1998), gerando mono e dissacarídeos para as formigas adultas 

(SILVA et al., 2003), enquanto as larvas se alimentam das proteínas do micélio do 

fungo mutualista, o que é importante para o crescimento dessas formas jovens 

(BASS; CHERRET, 1995). 

A manutenção do elevado número de indivíduos na colônia e grande 

quantidade de fungos demanda enorme quantia de matéria vegetal fresca (folhas, 

flores, frutos), superando o que é consumido por outros herbívoros, incluindo 

mamíferos, homópteros e lepidópteros (HÖLLDOBLER; WILSON, 1990). Assim, 

muitas das espécies de Atta são consideradas pragas e causam enormes prejuízos 

à agricultura (WEBER, 1972; FOWLER et al., 1986; CAMERON, 1985). Algumas das 

características que contribuem para o status de praga são a habilidade de explorar 
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grande variedade de espécies de plantas (VASCONCELOS, 1990), alcance de altas 

densidades populacionais (FOWLER et al., 1986) e produção de rainhas longevas 

capazes de botar ovos constantemente por mais de 15 anos (KELLER, 1998). 

Atta laevigata Smith, 1858 (Figura 1), popularmente conhecida como “saúva 

cabeça de vidro”, apresenta soldados com a cabeça e superfície dorsal do gáster 

sem pêlos e brilhantes (ANJOS et al., 1998). 

 

 

Figura 1 – A. laevigata. A – Operária. B – Soldado. (Fotos: Joaquim Martins Júnior, 
retiradas de HTTP://omega.rc.unesp.br/formiga) 

 

Essa formiga apresenta ampla distribuição geográfica podendo ser 

encontrada na Venezuela, Colômbia, Guiana, Bolívia e Paraguai. No Brasil, vive nos 

estados do Pará, Amazonas, Alagoas, Goiás, Minas Gerais, Rio de Janeiro, São 

Paulo, Paraná (BORGMEIER, 1950), Bahia, Sergipe (MARICONI, 1970), Roraima, 

Tocantins, Ceará, Maranhão, Piauí, Pernambuco, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, 

Rondônia (ANJOS et al., 1998) e Acre (FORTI et al., 2003).  

A. laevigata nidifica em terrenos arenosos no litoral, na beira de estradas, em 

lugares com vegetação rasteira ou capoeiras e mesmo na periferia de áreas de 

mata, ocasionando danos a numerosas espécies de plantas cultivadas em fazendas 

(DELABIE et al., 1997). Os ninhos possuem o monte de terra solta arredondado, 

com superfície quase sempre lisa, encontrados tanto em lugares ensolarados quanto 

sombreados. 

Como substrato para o cultivo do fungo são utilizadas folhas de inúmeras 

plantas dicotiledôneas e algumas gramíneas (HÖLLDOBLER; WILSON, 1990). 

Ataca plantações de pinheiros (HERNÁNDEZ; JAFFÉ, 1995), cacau (DELABIE, 

1990) e eucalipto (ZANETTI et al., 2008), bem como uma grande variedade de 

plantas nativas de diferentes biomas como Cerrado ou Floresta Tropical, onde sua 

BA BA
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intensa herbivoria desafia o processo de reflorestamento natural de áreas 

degradadas (VASCONCELOS; CHERRETT, 1977; VIANA et al., 2004).  

 

Transcriptoma 

 

Os insetos sociais são modelos biológicos preferenciais para estudos sobre 

altruísmo, divisão de trabalho e plasticidade demonstrada frente a mudanças 

ambientais (PAGE JR; ERBER, 2002). Representam, portanto, uma oportunidade 

para compreender as bases moleculares da vida social: como evoluiu, como é 

governada e como influencia todos os aspectos da estrutura genômica, expressão 

gênica e desenvolvimento, fisiologia e comportamento do organismo (ROBINSON, 

2002). 

Alguns insetos tiveram determinada a sequência completa de seus genomas, 

incluindo a mosca de fruta (Drosophila melanogaster – ADAMS et al., 2000), abelha 

melífera (Apis mellifera – THE HONEYBEE GENOME SEQUENCING 

CONSORTIUM, 2006), bicho da seda (Bombyx mori – MITA et al., 2004), vespas 

parasitóides (Nasonia – THE Nasonia GENOME WORKING GROUP, 2010) e o 

besouro castanho (Tribolium castaneum), o qual era a única espécie de praga 

agrícola com tal informação genética disponível até o momento (Tribolium GENOME 

SEQUENCING CONSORTIUM, 2008). 

Atta cephalotes, outra formiga cortadeira considerada praga por sua grande 

herbivoria na região neotropical, teve seu genoma publicado muito recentemente 

(SUEN et al., 2011), em fevereiro deste ano. 

Desta forma, para as formigas, tais estudos têm sido limitados devido à falta 

de bancos de sequências e outras ferramentas moleculares (WANG et al., 2007). 

Algumas das sequências existentes para esse grupo foram derivadas de dois 

estudos que geraram centenas de ESTs para Solenopsis invicta (TIAN et al., 2004) e 

Camponotus festinatus (GOODISMAN et al., 2005). 

Em 2007, Wang e colaboradores geraram para S. invicta, a partir de uma 

biblioteca de cDNA normalizada, 21715 ESTs que representam 11864 diferentes 

transcritos com diversas funções moleculares. Tais ESTs foram usadas para 

construção de microarray de cDNA, o qual pode ser uma valiosa fonte para estudos 

moleculares, ecológicos e evolutivos em formigas. 
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Os organismos superiores contêm milhares de genes distintos, dos quais 

somente uma fração é expressa num dado momento em uma célula, controlando 

processos como desenvolvimento e diferenciação celular (MANNIATIS et al., 1987). 

O termo transcriptoma corresponde ao conjunto de mRNA, ou transcritos, expressos 

em um organismo ou grupo de células em um determinado momento. Por refletir a 

população de genes ativamente expressa, o transcriptoma pode variar de acordo 

com as condições ambientais, estágio de desenvolvimento, tecido de origem. 

Uma biblioteca de cDNA é uma coleção de clones contendo regiões 

transcritas do genoma sendo, por isso, menor que uma biblioteca genômica. O 

cDNA, ou DNA complementar, é um DNA sintetizado no laboratório a partir de um 

mRNA molde e, portanto, não apresenta sequências reguladoras nem íntrons. A 

partir da ação da transcriptase reversa, originalmente isolada de retrovírus, mRNA é 

usado como molde para síntese de uma molécula de DNA dupla-fita (GRIFFITHS et 

al., 1998). As moléculas de cDNA são ligadas a vetores, transfectadas em 

Escherichia coli e, de cada clone, determina-se a sequência individualmente. 

A expressão gênica em uma determinada célula ou tecido pode ser estimada 

pela abundância dos diferentes transcritos (BOUCK; VISION, 2007), que está 

relacionada à abundância de clones cDNA correspondentes a cada um destes 

transcritos e presentes em uma biblioteca de cDNA. 

As sequências nucleotídicas das extremidades de cada um dos cDNAs 

presentes em uma biblioteca são chamadas de Expressed Sequence Tags (ESTs). 

Através da determinação de ESTs, é possível identificar o conjunto de genes 

expressos em uma determinada situação, especialmente para organismos que 

possuem genomas muito grandes ou que ainda não foram sequenciados (ADAMS et 

al., 1991; BOUCK; VISION, 2007). Tal procedimento apresenta inúmeras aplicações 

biológicas, biotecnológicas, ecológicas e evolutivas e, por essa razão as ESTs 

constituem um dos tipos mais diversos e abundantes de informações disponíveis em 

bancos de dados moleculares (BOUCK; VISION, 2007). 

 

Genoma mitocondrial 

 

 A mitocôndria é uma organela citoplasmática com dupla membrana, presente 

na maioria das células eucarióticas, em número que pode variar de algumas 

centenas até centenas de milhares por célula. Sua principal função está relacionada 
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com a conservação de energia celular, com síntese de ATP, através do transporte 

de elétrons acoplado à fosforilação oxidativa (LEHNINGER et al., 1995). A 

mitocôndria apresenta outras funções importantes, como produção de espécies 

reativas de oxigênio, regulação da apoptose, do metabolismo intermediário e da 

homeostasia iônica (WALLACE, 2005; SCHEFFLER, 2008). 

 Essa organela é produzida por fissão simples, a partir de mitocôndrias pré-

existentes e possui seu próprio DNA (em várias cópias por organela), ribossomos e 

enzimas necessárias para sintetizar as proteínas codificadas em seu genoma 

(LEHNINGER et al., 1995). Estas e outras evidências levaram à teoria, atualmente 

aceita, de que as mitocôndrias têm uma única origem e surgiram entre 2 e 3 bilhões 

de anos atrás, a partir de uma relação simbiótica entre uma célula proto-eucariótica 

e um procarioto primitivo capaz de realizar fosforilação oxidativa. Os primórdios 

dessa teoria remontam há 120 anos, porém Margulis tornou-se forte defensora e 

popularizadora de tais ideias na década de 80 (WALLACE, 2005; SCHEFFLER 

2008). 

O grande aumento no número de sequências e melhorias nos métodos 

computacionais de inferência filogenética permitiram que em 2006, Embley e Martin 

publicassem uma revisão com dados e análises atualizados de vários laboratórios. 

Esses dados foram utilizados na geração de uma árvore filogenética, descrevendo 

os principais grupos de eucariotos e as relações mais plausíveis entre seus 

genomas, incluindo as espécies que apresentam organelas derivadas de 

mitocôndria (mitossomos e hidrogenossomos). Ainda é difícil estimar os períodos de 

evolução e divergência dos eucariotos, os detalhes de ramos e raízes são ainda 

incertos e a natureza do hospedeiro que adquiriu a mitocôndria é mais obscura do 

que se pensava. 

 O tamanho, conteúdo gênico e a arquitetura do mtDNA podem variar bastante 

entre metazoários, plantas, fungos e protozoários. Todavia, a maioria das proteínas 

da mitocôndria é codificada por genes nucleares, havendo grande interação e co-

evolução entre o genoma nuclear e o mitocondrial (BURGER et al., 2003; 

SCHEFFLER, 2008). Muitos genes bacterianos foram perdidos e muitos outros 

foram transferidos para o núcleo do hospedeiro, culminando no genoma nuclear 

moderno (WALLACE, 2005). 

Animais multicelulares apresentam mitogenomas (sinônimo para mtDNA) com 

tamanho aproximado de 16 Kb, formando uma estrutura circular, normalmente 
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contendo 37 genes: 22 tRNAs, dois RNAs ribossomais (16S RNA e 12S RNA) e 13 

proteínas associadas com fosforilação oxidativa, sendo sete do complexo I (ND1-6, 

ND4L), uma do complexo III (Cytb), três do complexo IV (COI-III) e duas do 

complexo V (ATP6 e 8) (WOLSTENHOLME, 1992; BOORE, 1999; WALLACE, 

2005). 

Além de ser compacto, sem íntrons e com genes separados por poucos ou 

nenhum nucleotídeo, todos os mtDNAs apresentam uma ou duas regiões não-

codificadoras, bastante variáveis, mas que contém elementos regulatórios para 

replicação e transcrição (região controle). Alguns genes são truncados, completando 

seu códon de parada pela poliadenilação. A transcrição ocorre nas duas direções 

formando moléculas de RNA policistrônicas que depois são quebradas e geram os 

mRNAs individuais, tRNAs e rRNAs (SCHEFFLER, 2008). O código de leitura é um 

pouco diferente daquele do DNA nuclear, não sendo interpretado pelo sistema 

presente no citoplasma (WALLACE, 2005). Sendo assim, quando sequências 

mitocondriais são transferidas para o núcleo permanecem como pseudogenes não 

funcionais, ou NUMTs (nuclear mitochondrial-like sequences), primeiramente 

descobertos por Du Buy e Riley (1967). 

O mtDNA apresenta grande número de cópias por célula, pouca 

recombinação, alta taxa mutacional (a substituição de bases é maior do que nos 

genes nucleares), haploidia e herança predominantemente materna (AVISE et al., 

1987; MORITZ et al., 1987; SIMON et al., 2006), características que conferem 

vantagens para seu uso como marcador molecular. De fato, tem sido amplamente 

utilizado em estudos populacionais, evolutivos e filogenéticos (BOORE et al., 1995; 

BOORE et al., 1998; BOORE; BROWN, 1998; CHIOTIS et al., 2000; HU et al., 2004; 

SIMON et al., 2006; LAVROV, 2007; DOWTON et al., 2009; PIGANEAU; EYRE-

WALKER, 2009). 

Até o momento, 2473 mitogenomas completos de distintas espécies foram 

publicados (http://www.ncbi.nlm.nih.gov, acesso em janeiro de 2011) e, apesar da 

predominância das formigas nos ecossistemas terrestres, tanto pela sua constância, 

abundância e riqueza de espécies (HÖLLDOBLER; WILSON, 1990), somente 

Solenopsis (GOTZEK et al., 2010) tem os genomas mitocondriais de três espécies 

descritos e Pristomyrmex punctatus teve dois mitogenomas (gerados a partir de 

formigas de regiões diferentes do Japão) depositados no GenBank recentemente 

(janeiro de 2011). 
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Apresentação dos capítulos 

 

O presente trabalho surgiu da curiosidade e necessidade de se conhecer as 

bases moleculares que governam aspectos da biologia, fisiologia, comportamento e 

vida social de Atta laevigata.  

Desta forma, o estudo do transcriptoma descrito no Capítulo 1 para essa 

formiga conhecida por sua grande herbivoria, fornecerá importantes informações a 

respeito dos genes e proteínas expressos e os papéis fisiológicos, metabólicos e 

regulatórios desempenhados por tais genes. Além disso, abrirá imensas 

possibilidades para a caracterização de proteínas e enzimas novas e para a 

produção heteróloga de proteínas de formigas visando estudos em biologia 

estrutural e funcional. Por ser praga, o controle de A. laevigata é normalmente feito 

por iscas químicas que são tóxicas, afetam também outros animais não alvos e 

acumulam-se no ambiente. Sendo assim, os dados do transcriptoma constituem 

importante base genética para identificação de alvos moleculares e desenvolvimento 

de estratégias de controle mais específicas e menos danosas à natureza. 

Com a caracterização parcial do transcriptoma, um elevado número de 

sequências mitocondriais foi obtido. O Laboratório de Evolução Molecular é 

reconhecido pelo grande número de trabalhos envolvendo filogenia, evolução e 

sistemática de Attini. O uso de sequências mitocondriais como marcadores 

moleculares para inferências filogenéticas e caracterização das espécies é uma das 

abordagens utilizadas em tais estudos. Dessa forma, o Capítulo 2 surgiu como 

complemento ao Capítulo 1 e para suprir uma necessidade do grupo de pesquisa 

relativa ao desenvolvimento de novos marcadores e à caracterização de genomas 

mitocondriais completos que são importantes não só pelos dados de sequência, mas 

também pelos dados de estrutura gênica e organização genômica que permitem o 

estabelecimento e entendimento de relações filogenéticas, processos evolutivos e 

mecanismos moleculares que levam aos rearranjos gênicos, aquisição de 

sequências não codificadoras e diversificação de espécies e grupos taxonômicos. 
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Objetivo geral 

  

Caracterização parcial do transcriptoma e do genoma mitocondrial de Atta 

laevigata. 

 

Objetivos específicos 

 

 Criação de um banco de sequências expressas para A. laevigata. 

 Identificação de genes com potencial para serem alvos de estratégias de 

controle mais específicas e menos danosas ao ambiente. 

 Caracterização do mitogenoma de A. laevigata. 

 Geração de uma base genética para estudos filogenéticos e evolutivos de 

cortadeiras. 
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Abstract 

Background 

Leafcutters are the highest evolved within Neotropical ants in the tribe Attini and model 

systems for studying caste formation, labor division and symbiosis with microorganisms. 

Some species of leafcutters are agricultural pests controlled by chemicals which affect other 

animals and accumulate in the environment. Aiming to provide genetic basis for the study of 

leafcutters and for the development of more specific and environmentally friendly methods 

for the control of pest leafcutters, we generated expressed sequence tag data from Atta 

laevigata, one of the pest ants with broad geographic distribution in South America. 

Results 

The analysis of the expressed sequence tags allowed us to characterize 2,006 unique 

sequences in Atta laevigata. Sixteen of these genes had a high number of transcripts and are 

likely positively selected for high level of gene expression, being responsible for three basic 

biological functions: energy conservation through redox reactions in mitochondria; 

cytoskeleton and muscle structuring; regulation of gene expression and metabolism. Based on 

leafcutters lifestyle and reports of genes involved in key processes of other social insects, we 

identified 146 sequences potential targets for controlling pest leafcutters. The targets are 

responsible for antixenobiosis, development and longevity, immunity, resistance to 

pathogens, pheromone function, cell signaling, behavior, polysaccharide metabolism and 

arginine kynase activity. 

Conclusion 

The generation and analysis of expressed sequence tags from Atta laevigata have provided 

important genetic basis for future studies on the biology of leaf-cutting ants and may 

contribute to the development of a more specific and environmentally friendly method for the 

control of agricultural pest leafcutters. 
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Background 
The tribe Attini comprises over 200 ant species [1] which culture mutualistic fungi for their 

feeding [2]. The most evolutionary derived attines are the leaf-cutting ants in the genera Atta 

and Acromyrmex which are considered major herbivores in the tropics [3]. 

Some Atta species contributes to nutrient cycling, aeration and drainage of water in the soil 

[4], as well as maintenance of plant diversity [5, 6]. Their nests were also found to host 

arthropods [7, 8, 9], reptiles and amphibians [4], and microorganisms [10, 11, 12, 13, 14]. 

However, despite of these ecological roles, many leafcutter species are considered agricultural 

pests which impose severe economic damages to agriculture [15, 16]. Some of the 

characteristics contributing to the pest status of leafcutters are their ability of exploiting a 

great variety of plant species [17], reaching high population density [15] and long life 

spanning queens constantly laying eggs for up to 15 years [18]. 

Atta laevigata is a pest leafcutter distinguished by a very large and shiny head in soldiers, a 

characteristic which has rendered the species with the popular name “cabeça de vidro” 

(meaning glass head). It can be found in Venezuela, Colombia, Guyana, Bolivia, Paraguay 

and, in Brazil, from the Amazonian Rain Forest in the North to the Paraná state in the South 

[19]. It cuts leaves from many plantations, like pine tree [20], cocoa [21] and eucalypts [22], 

as well as wide variety of native plants from different biomes such as the Cerrado or the Rain 

Forest, where its intense herbivory challenges reforestation of degraded areas [23, 24]. 

The control of pest leafcutters in small properties can be done by biological methods [25] or 

even utilizing the waste material generated by the ants [26], but in extensive monocultures 

this control utilizes massive amounts of broad spectrum insecticides which are toxic to other 

animals and persist in the environment [27]. Thus, the development of a more specific and 

environmentally friendly process for controlling the leafcutters is required [28]. 

Genomic studies can contribute with that by characterizing genes involved in key functions 

for the leafcutters, like longevity, fertility and plasticity to exploit different vegetations, 
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raising more specific targets for the ant control. Genomics is also a valuable resource for 

ecological and evolutionary studies of leaf-cutting ants.  

In the present investigation, we carried out a genomic study in the pest leafcutter Atta 

laevigata by generating 3,203 expressed sequence tags (ESTs) which characterized 2,006 

unique sequences (US). We postulate important differences in expression level among the 

transcripts and identified 146 potential target sequences for the control of pest leaf-cutting 

ants. 

Methods 

EST generation 

Two grams of soldiers and major workers of Atta laevigata were macerated under liquid 

nitrogen, total RNA was extracted with the TRIzol method (Invitrogen, UK) and mRNA was 

purified using the PolyATract System (Promega, USA). The CloneMiner cDNA Library 

Construction Kit (Invitrogen, UK) and 2 µg of mRNA were utilized for the synthesis of first 

and second cDNA strands which were then size-fractioned in a 1.0 ml Sephacryl S-500 resin 

column, inserted in a pDONR222 plasmid (Invitrogen, UK) and transformed into DH10B 

Escherichia coli. Cells were plated onto solid Circle Grow medium (QBIO-GENE, Canada) 

containing 25 µg.ml
-1

 kanamicin and individually picked into a permanent culture plate with 

96 wells. After 22 hours growth in liquid Circle Grow medium (25 mg.ml
-1

 kanamicin), 

plasmidial DNA was purified by alkaline lysis [29] and sequenced in reactions containing 300 

ng template DNA, 5 pmol M13 forward primer and the DYEnamic ET Dye Terminator kit 

reactant (GE Healthcare, UK), according to the manufacturer’s protocol. The amplified 

products were resolved in a MEGA-BACE 1000 automated DNA sequence machine (GE 

Healthcare, UK). 
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EST analysis 

The pipeline generation system EGene [30] was used to clean and assemble ESTs in contigs 

and singlets. Sequences were filtered by quality using phred values > 20 and 90 % of 

minimum identity percent in window. Filtered sequences were then masked against vector and 

primer sequences, selected by size (> 100 bp) and assembled using CAP3 [31] with an 

overlap percent identity cutoff (p) of 90 and a minimum overlap length cutoff (o) of 50. 

The program Blast2GO (B2G) [32] was used to associate every Atta laevigata singlet and 

contig to blastx [33] results (nr protein database; E-value ≤ 10
-5

), Gene Ontology (GO) terms 

[34], InterProScan classification [35, 36] including signal peptide [37] and transmembrane 

regions predictions, Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) maps 

(http://www.genome.jp/kegg/), and Enzyme Commission (EC) numbers (IUBMB).  The 

results generated by B2G and those obtained from Conserved Domain Database (CCD) were 

manually inspected, in order to group contigs and singlets in functional categories and to infer 

transcript abundance in Atta laevigata. 

Results and Discussion 

EST generation and assembly 

The 5´ ends of 4,704 clones from the Atta laevigata cDNA library were sequenced, resulting 

4,482 reads. We were able to selected 3,203 of these reads, which presented high-quality with 

average length of 418 bp (Table 1; [GenBank:JG659458 to JG662660, dbEST ID:73713535 

to 73716737, Genome Project ID: 63563]). 

The high-quality sequences were assembled in 340 contigs (619 bp average) and 1,666 

singlets which we assume to represent 2,006 US. It is likely that some of the US came from 

the same gene due to non-overlapping ESTs from a single gene or products of alternative 

splicing [38]. 
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Comparative analysis of Atta laevigata genes 

Using Blastx we found that 1,165 (58 %) of the characterized Atta laevigata US matched 

significantly (E-value ≤ 10
-5

) with GenBank sequences in the non-redundant (nr) database 

(Figure 1A). Most of the best hits (Figure 1B) came from the hymenopterans Apis mellifera 

[39] (677) and Nasonia vitripenis [40] (334) genomes, but only 10 hits came from the ants 

Solenopsis invicta, Lasius niger or Myrmica rubra because ant sequences are relatively poorly 

represented in the nr database. 

We used B2G program and found GO terms (Figure 2) to 865, EC numbers to 250, predicted 

signal peptides in 229, and domain information for 66 Atta laevigata US, as well as KEGG 

information. This bulk of retrieved information and data obtained from CDD were manually 

inspected to annotate Atta laevigata US in 27 functional categories (Figure 3). 

The number of US per category gives us an idea on the diversity of genes existing in each cell 

function. This diversity was found high within transcripts related with signaling pathways, 

membrane or regulation of gene expression, but very low within transcripts related to 

secondary metabolism, cuticular and peritrophic membranes or homeobox. 

Variation of the number of reads per contig 

The number of reads per contig varied from two to 123, with 73 % of the contigs containing 

two or three reads and only 7 % containing 10 or more reads (Figure 4). Therefore few 

contigs concentrated many reads, i.e. 1.1 % (23 out of 2,006) of the contigs contained 18.8 % 

(603 out of 3,203) of the reads. By dividing the number of reads (3,203) by the number of US 

(2,006) it was found the average of 1.6 reads per contig. Some of the contigs exceeding this 

average value are shown in Table 2. Whether the number of reads per contig is related to gene 

expression level, it can be assumed that Atta laevigata contains a set of 23 highly expressed 

genes. Sixteen of these genes are involved with three major cellular processes (Table 2): (i) 

ATP synthesis coupled to redox reactions in mitochondria (273 reads); (ii) muscle or 

cytoskeleton structure (135 reads); (iii) transcription regulatory processes through homeobox 
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or signaling proteins (95 reads). Gene expression is energetically expensive and is 

accompanied by protein synthesis for the translational process which is even more expensive. 

The increasing of the number of transcripts of a given gene, even in a very small extent, is not 

a neutral process but rather strongly constrained by evolution [41], and expected to occur only 

if positively selected. Therefore, our results suggest that high expression levels have been 

positively selected in Atta laevigata for genes responsible for energy conservation, cell 

structure and regulation. 

Identification of candidate genes for the control of pest leafcutters 

Inhibition of the translation of genes which play essential functions in insects by feeding these 

insects with dsRNA [42] or using transgenic plants [43] seems a promising procedure for the 

control of agricultural pests [44]. One of the advantages of this procedure is that it targets 

mRNA molecules which may be species-specific. 

In order to control pest leafcutters by inhibiting gene translation, one needs to identify and 

sequence target candidate genes. Our library was found to contain 146 US which represent 

potential target genes for the control of leafcutters, because these US are likely playing 

essential functions in Atta laevigata (Table 3). These target genes are related to antixenobiosis 

(including insecticide detoxification), queen longevity, larval development, insect immunity 

or resistance to pathogens, communication necessary to social tasks, polysaccharide 

metabolism or insecticide action. 

The function and potential utilization of these 146 US as targets for the control of pest 

leafcutters are considered below. 

Antixenobiotic genes 

Cytochrome P450, carboxylesterases, and glutathione transferases are involved in insecticide 

metabolism [45]. In insects, P450 also participates in the metabolism of many endogenous 
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(including juvenile hormones, ecdysteroids, and pheromones) and exogenous compounds 

(plant allelochemicals and insecticides) [46].  

The enzyme glutathione S-transferase catalyzes the initial conjugation of insecticides with 

glutathione. Both enzyme and glutathione are very abundant in the cells and essential for 

detoxification of electrophiles causing cytotoxic or genotoxic damage [47]. The enzyme may 

play a role in insecticide resistance [48], herbicide resistance in plants [49], resistance of 

cancer cells to chemotherapeutic agents [50], and antibiotic resistance in bacteria [51]. In our 

study we found 25 US in the cytochrome P450 family and 12 US probably related with 

detoxification of xenobiotics, including glutathione S-transferase, glutamate cysteine ligase 

and aldehyde oxidase (Table 3). All these genes may be important targets for the control of 

leafcutters. 

Development and longevity genes 

Of the 18 US we found (Table 3) involved in development, growth and differentiation, four 

are putatively related with nervous system development, two of which contained the 

immunoglobulin domain: the wrapper and lachesin genes. The protein lachesin has a role in 

early neuronal differentiation as well in axon outgrowth, cell recognition events, cell adhesion 

or intercellular communication [52]. The other 14 US in this category (Table 3) may be 

involved in different phases of insect development like egg, or larvae, and development of 

tissues or organs like mesoderma, spermatechae and antennae. 

Queen and worker ants develop from identical eggs, being genetically identical, but the caste 

system produces a long-lived queen and a short-lived worker with up to ten-fold lifespan 

differences [3]. Harman [53] stated that lifespan is determined by the rate at which oxidative 

damage occurs due to the accumulation of by-products of oxidative energy metabolism. 

Harman´s theory implicates that long-lived organisms produce fewer reactive oxygen species 

or have increased antioxidant production [54], although the degree of lifespan extension can 



34 

 

 

 

be sex- or genotype-specific [55] and sometimes poorly correlated with antioxidant levels 

[56]. 

We found 13 US likely involved in organism lifespan by protection from oxidative stress 

(Table 3) and which are directly involved in the degradation of superoxide radicals and 

hydrogen peroxide or neutralization of reactive oxygen species, such as the putative Cu/Zn 

superoxide dismutase, catalase, Rpd3 histone deacetylase, peroxiredoxin 5, thioredoxin 

reductase and phospholipid hydroperoxide glutathione peroxidase. 

Our library contained four US putatively coding for juvenile hormone binding protein (JHBP) 

domain and two for putative proteins that participate in JHBP biosynthesis (Table 3). Juvenile 

hormones (JH) regulate a great number of physiological processes in insect development. 

Larvae requires JH to maintain larval state and JH must be absent in the last larval instar for 

metamorphosis to start [57, 58]. They are also necessary for reproduction in adults [59].  

The characterization of genes which are related to development and longevity in Atta 

laevigata allows future investigation on the effect of the expression of these genes on queen 

maturation and lifespan, which are a key features associated with leafcutter pest ability. 

Genes associated with immunity and resistance to pathogens 

Pathogens, parasites or injury triggers in insects innate immune responses that are in essence 

similar and comprise both cellular and humoral components. Cellular mechanisms include 

phagocytosis by special blood cells and encapsulation of large invaders [60]. Humoral 

responses involve events of proteolytic cascades leading to melanization [60] and the 

production of antimicrobial peptides initiated via two distinct signaling pathways, Toll and 

Immune Deficiency, which depend on the pathogen recognition [61]. There are two types of 

recognition proteins: peptidoglycan recognition proteins and Gram-negative bacteria-binding 

proteins. 
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We found 37 US that are may be involved with immunity or pathogen resistance (Table 3), 

including the putative toll like interacting protein, prophenoloxidase subunit 3 and easter 

CG4920-PA, the last two with role in melanin synthesis. We also found sequences putatively 

coding for the antimicrobial peptides hymenoptaecin and defensin 2, and for the 

peptidoglycan recognition protein precursor, as well as transferrin and transferrin 2 which 

participate in response to microbial infection by sequestering iron that is an essential nutrient 

for some pathogens [62]. 

Leaf-cutting ants and their mutualistic fungus are constantly challenged by pathogenic 

microorganisms [63] which ultimately regulate host population [64]. Therefore, the 37 US we 

found probably involved in resistance to microbial pathogens are important markers for 

understanding antimicrobial mechanisms in leafcutters and putative targets for controlling 

pest leafcutters. 

Communication genes 

Communication plays a central part in social insects necessary for division of labor and task 

partitioning which are essential for harvesting food, nursing the broods and sexual 

reproduction [65]. Thus, targeting genes involved in communication seems a promising 

strategy for the control of leaf-cutting ants. 

Our library contained 11 US probably related to communication, one of them putatively 

coding for the pheromone binding protein (PBP), which is important for chemical recognition 

of insect conspecifics by transporting odorant molecules from cuticular pores to receptors 

[66]. In Solenopsis invicta, the gene Gp-9, which is a PBP homolog, seems to have a role in 

worker ability to recognize queens and regulate their numbers [67]. Other important 

communication gene found putatively codes for fatty acid binding protein involved in 

transport of communication molecules in insects [68]. 
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Four of the communication US we found were in the lipocalin family which is composed of 

secreted proteins binding small hydrophobic molecules or forming macromolecular 

complexes associated with cell surface receptors important for transport, pheromone signaling 

and olfaction [69]. These sequences putatively code for the odorant binding proteins, 

apolipophorin III or PP238. 

We also found three orthologues to the chemosensory protein from Nasonia vitripennis, 

chemosensory protein 2 from Apis mellifera and chemosensory protein 5 from Bombyx mori. 

Chemosensory proteins may be specifically expressed in sensory organs which are important 

in ant behavior [70] and participate in cellular processes that require lipophilic compounds 

[71].  

The putative genes gustatory receptor and dihidrooratate dehydrogenase involved in odorant 

reception in insects were also found. 

Signaling genes 

Tetraspanin is an important signaling membrane protein expressed in antennae of moths and 

honeybees [72], being a molecular facilitator of signal transduction and cell adhesion [73]. In 

our library, six US putatively coding for tetraspanin were present. 

We also found two US corresponding to nicotinic acetylcholine receptor which plays a role in 

visual processing, learning and memory, olfactory signal processing, and mechanosensory 

antennal input in honeybee [74]. These receptors are targets of neonicotinoids insecticides 

used against piercing-sucking pests [75]. 

Behavior genes 

Eleven Atta laevigata US in this category (Table 3) were homologs to genes involved in 

behavior, learning, memory and courtship in Apis mellifera, Drosophila melanogaster or 

Solenopsis invicta. Some of the genes controlling social behavior and complex tasks or 
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abilities may be specific to Hymenoptera [38] and thus may be specific targets for the control 

of pest leafcutters. 

Polysaccharide metabolism genes 

Food sources for worker leafcutters relies mostly on the plant polysaccharides cellulose, 

xylane and starch, which are degraded by extracellular enzymes secreted by the mutualistic 

fungus [76], generating mono and disaccharides readily assimilated by the ants [77]. 

Degradation of cellulose by the mutualistic fungus generates cellobiose [10] and degradation 

of starch generates maltose, both disaccharides being consumed by leafcutters [77] through 

the production of alpha- and beta-glucosidase, respectively. In addition, workers assimilate 

starch at certain extent [77], which demands production of alpha-amylase. 

Our library contained 59 US (Figure 5) corresponding to genes related to carbohydrate 

metabolism, amongst which alpha-glucosidase-like, beta-glucosidase and alpha-amylase 

(Table 3) are promising targets for leafcutters control. 

Arginine kinase gene 

Arginine kinase catalyses the reversible transfer of phosphate between ATP and guanidine 

substrates and acts in cells that need readily available energy sources [78]. This enzyme 

activity in cockroaches was found to be inhibited by nitrates and borates [79] which were then 

used as insecticides. Our library contained two US of putative arginine kinase (Table 3) 

which may also be important for the control of leafcutters. 

Future perspectives 

The 146 US here proposed as targets for the control of leaf-cutting ants can be used for primer 

designing in order to study gene expression through real time PCR. For instance, over-

expression of sequences here proposed as related to immunity or antixenobiosis in A. 

laevigata challenged by pathogens or insecticides should validate the protective role of the 

respective gene products in leafcutters exposed to adverse conditions, helping us to 
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understand the molecular basis of pest ant resistance to hazardous chemicals. A future 

scenario can be envisaged in which inhibition of gene expression, gene translation or the 

related protein activities would make pest leafcutters more susceptible to pathogens, 

insecticides or anti-herbivory chemicals produced by crops. In summary, inhibition of genes 

or gene products related to the processes described in Table 3 may specifically hamper the 

colonization of crop areas by pest leafcutters.  

Conclusion 
Leaf-cutting ants are the major neotropical herbivores, many of which are important 

agricultural pests. We characterized 2,006 US in Atta laevigata, one of the most 

geographically spread pest leaf-cutting ant in South America, and found that 16 of the genes 

are likely under positively selected high expression and responsible for energy conservation 

or cell structuring or regulation. Another set of 146 US which play important part in anti-

xenobiosis, longevity, immunity, development, communication, nutrition or insecticide action 

were identified as putative targets for the control of pest leafcutters. Our findings provided 

genetic background for basic and applied studies on these ants. 
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Tables 

Table 1  - EST processing. 

Sequence Number % 

Reads 4,482 100.00 

Filtered by quality 1,241 27.69 

Filtered by size 38 0.85 

High-quality (after filtering) 3,203 71.46 

Unique Sequences (US) 2,006 100.00 

Singlets 1,666 83.05 

Contigs* 340 16.95 

*Contigs were composed by 1,537 reads. 

Table 2  - Contigs with high read number in the Atta laevigata cDNA library.  

Contig Reads Rate*
 

Best hit (organism) Function
+
 

311 123 76.9 COX I (Myrmica rubra) 1 

235 52 32.5 Similar to paramyosin CG5939-PA (Apis mellifera) 2 

183 47 29.4 ATP synthase F0 subunit 6 (Camponotus sayi) 1 

037 43 26.9 COX III (Bombyx mandarina) 1 

294 40 25.0 Similar to muscle protein 20 CG4696-PA (Apis mellifera) 2 

056 30 18.8 COX II (Atta colombica) 1 

330 30 18.8 Actin-5 (Bactrocera dorsalis) 2 

289 25 15.6 Similar to limpet CG32171-PD (Apis mellifera) 3 

337 20 12.5 Muscle LIM protein (Nasonia vitripennis) 3 

273 19 11.9 Cytochrome b (Formica pratensis) 1 

268 14 8.8 Similar to muscle LIM protein at 84B (Apis mellifera) 3 

046 14 8.8 Similar to CG5023-PA (Apis mellifera) 3 

015 13 8.1 Troponin I (Apis mellifera) 2 

116 12 7.5 Similar to muscle LIM protein at 84B (Apis mellifera) 3 

069 11 6.9 NADH dehydrogenase subunit 4 (Harpiosquilla harpax) 1 

328 10 6.3 AGAP005400-PA (Anopheles gambiae) 3 

* Number of reads divided per 1.6 which is the mean number of reads (3,203) per US (2,006). 
+
1. ATP synthesis coupled to redox reactions in mitochondria (273 reads). 2. Muscle or cytoskeleton 

structure (135 reads). 3. Transcription regulatory processes through homeobox or signaling proteins 
(95 reads). 
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Table 3  - Candidate genes for the control of pest leafcutter ants. 

Process [GenBank Acc*] Description US 

Antixenobiosis 
[JI332418-JI332429,  
JI332686-JI332710] 

Cytochrome P450 activity 
Cell detoxification 

25 
12 

   
Development and longevity 
[JI332430- JI332440, 
JI332711-JI332736] 

Development, growth and differentiation 
Oxidative stress protection 
Juvenile hormone binding and synthesis 

18 
13 

6 
   
Immunity and resistance to 
pathogens 
[JI332441-JI332452,  
JI332737-JI332761] 

Immune response 
Serine protease inhibitor 
Melanization and  pathogen encapsulation 

29 
4 
4 

   
Communication 
[JI332453-JI332457,  
JI332762-JI332767] 

Pheromone / odorant binding and transport 11 

   
Signaling 
[JI332458, JI332459, 
JI332768-JI332773] 

Generation and stability of signaling 
Acetylcholine receptor 

6 
2 

   
Behavior 
[JI332460, JI332461, 
JI332774-JI332782] 

Courtship and behavior  
Learning and memory 
Others 

5 
3 
3 

   
Polysaccharide metabolism 
[JI332462, JI332463, JI332783] 

Glycogen and starch degradation 3 

   
Intermediary metabolism 
[JI332464, JI332465] 
 

Arginine kynase activity 2 

Total  146 

*Transcriptome Shotgun Assembly database. 
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Figures 

 

 

 

 

Figure 1  - Summary of Blastx search results for Atta laevigata gene sequences.  

(A) Percent of Atta laevigata sequences with significant matches (red, Blastx E-value ≤ 10
-5

) 

and non-significant matches (blue) in the GenBank. (B) Number of best hits found in different  

biological species. 
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Figure 2  - Distribution of GO terms. 

The graphic displays the GO terms at level 2 for each category. 
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Figure 3  - Functional classification of Atta laevigata genes. 

The graphic displays the 1,165 US grouped in 27 functional categories. The colors represent 

major functions: blue – metabolism, green – structural, - purple – regulation, orange – other, 

red – control candidates. 
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Figure 4  - Contig amount as function of number of reads per contig.  

The graphic shows the number of reads used in the assembly of the 340 contigs. 
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Genoma mitocondrial da formiga cortadeira Atta laevigata 

(Formicidae: Attini) 

 

INTRODUÇÃO 

 

 A mitocôndria é conhecida como a “fonte de energia celular”, mas sabe-se 

que seu papel vai muito além do suprimento de energia, influenciando e participando 

em vários processos dentro da célula, como manutenção do potencial redox, 

metabolismo intermediário, produção de espécies reativas de oxigênio e disparo do 

processo de apoptose (SCHEFFLER, 2008). 

O papel de mutações no DNA mitocondrial em desordens e doenças 

humanas foi demonstrado a partir dos trabalhos de Wallace e colaboradores (1988) 

e Holt e colaboradores (1988) e o acúmulo dessas alterações nos mitogenomas está 

sendo responsabilizado por processos de envelhecimento e senescência (CRIMI; 

RIGOLIO, 2008). 

Inúmeros trabalhos envolvendo biofísica, biologia celular, genética e fisiologia 

têm sido publicados mostrando que apesar de papéis funcional e biológico 

conservados e da origem única a partir de uma eubactéria simbionte, a organização 

estrutural do genoma mitocondrial é altamente diversa entre eucariotos e sua 

evolução apresenta tendências bem divergentes em algumas linhagens (BURGER 

et al., 2003; SCHEFFLER, 2008). 

O DNA mitocondrial animal tem sido amplamente utilizado em estudos 

populacionais, evolutivos e filogenéticos (BOORE et al., 1995; BOORE et al., 1998; 

BOORE; BROWN, 1998; CHIOTIS et al., 2000; HU et al., 2004; SIMON et al., 2006; 

LAVROV, 2007; DOWTON et al., 2009; PIGANEAU; EYRE-WALKER, 2009), 

provando sua utilidade como marcador para sistemática. As vantagens para esse 

uso relacionam-se ao grande número de cópias por célula, pouca recombinação, 

alta taxa mutacional, haploidia e herança predominantemente materna (AVISE et al., 

1987; MORITZ et al., 1987; SIMON et al., 2006). Além disso, atualmente é mais fácil 

obter sua sequência, apresenta conteúdo gênico conservado e permite 

comparações diretas entre diferentes estudos (SIMON et al., 2006). 

Um grande e rápido aumento no número de mitogenomas sequenciados 

(CUROLE; KOCHER, 1999) foi incentivado por esse interesse crescente em 
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reconstruções filogenéticas utilizando genomas mitocondriais, juntamente com os 

avanços nas tecnologias e diminuição dos custos de sequenciamento de DNA. Até o 

momento, 2473 genomas mitocondriais completos de distintas espécies foram 

publicados, dentre os quais 227 são de insetos, sendo 18 de himenópteros 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov, acesso em janeiro de 2011) e somente três são 

provenientes de espécies de formigas Solenopsis (GOTZEK et al., 2010) e um 

proveniente da formiga Pristomyrmex punctatus (HASEGAWA et al., não publicado). 

Apesar da importância e utilidade do DNA mitocondrial, algumas limitações 

técnicas têm impedido a geração de dados de mitogenomas de alguns grupos de 

organismos e tipos específicos de tecidos (JEX et al., 2010). A superação de muitos 

desses obstáculos, como aplicabilidade para animais bem pequenos e utilização de 

materiais e equipamentos comuns aos laboratórios de biologia molecular (ZHANG; 

HUANG, 2008), tem sido possível utilizando-se amplificação por PCR longo aliada 

ao sequenciamento dos amplicons obtidos por primer walking (JEX et al., 2010). 

O presente trabalho teve como objetivo a descrição do genoma mitocondrial 

de Atta laevigata, primeiro mitogenoma descrito para a tribo Attini, obtido por 

sequenciamento de ESTs e primer walking. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

A partir do sequenciamento de 4704 clones de uma biblioteca de cDNA 

construída de operárias e soldados de A. laevigata (Capítulo 1), as sequências 

parciais dos seguintes genes mitocondriais foram obtidas: COI, COII, ATPase 6, 

COIII, ND5, ND4, Cytb e ND1, totalizando 7576 pb. Essas sequências foram 

alinhadas com o mitogenoma de Apis mellifera (Figura 1), utilizando BioEdit (HALL, 

1999) para verificação das regiões faltantes e montagem de estratégias para 

obtenção do mtDNA completo. 
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Figura 1 – Mapa do genoma mitocondrial de A. mellifera (adaptado de CROZIER; 
CROZIER, 1993), destacando as regiões mitocondriais obtidas por sequenciamento 
de ESTs de A. laevigata (verde, 46% do mitogenoma de A. mellifera). 

 

O restante do mitogenoma foi obtido por primer walking. Um soldado foi 

utilizado para extração de DNA (MARTINS et al., 2007) e amplicons (tamanho 

variando de 200 a 2400 pb) gerados em 23 reações separadas de partes do mtDNA 

foram sequenciados.  

Primers “universais” (SIMON et al., 1994) foram utilizados para obtenção de 

algumas regiões faltantes. Também foram desenhados primers a partir das novas 

sequências obtidas e de sequências de mitogenomas disponíveis para Solenopsis e 

Atta cephalotes. Os primers foram desenhados de forma a permitir sobreposição 

entre os amplicons e varredura de todo o genoma (Tabela 1 e Figura 2). 

Para as amplificações, o kit PureTaq RTG (GE Healthcare) foi utilizado para 

reações com volume final de 25 µL e 5 pmol de cada primer. O DNA foi diluído 1:10 

e 1 µL foi usado em cada reação. O termociclador foi ajustado para uma 

desnaturação inicial de 94° C por 3 min, seguida de 35 ciclos de 94° C por 30 seg, 

temperatura de anelamento variando de 45 a 53° C por 30 seg (dependendo dos 

primers utilizados) e 60° C por 1 min e 30 seg. As amostras foram visualizadas em 

gel de agarose 1 %, purificadas com o kit GFX PCR DNA and Gel Band Purification 

Kit (GE Healthcare) e quantificadas em NanoDrop 2000 (Thermo Scientific). 

 As reações de sequenciamento foram feitas utilizando-se BigDye Terminator 

v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) em volume final de 10 µL, sendo 2 
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µL do premix, 1 µL de tampão de diluição, 3,2 pmol de primer e DNA em quantidade 

recomendada pelo fabricante. O termociclador foi ajustado para uma desnaturação 

inicial de 96° C por 2 min, seguida de 28 ciclos de 96° C por 45 seg, 50° C por 30 

seg e 60° C por 4 min. Os produtos de PCR foram sequenciados em ambas as 

direções, utilizando sequenciador automático ABI 3500 (Applied Biosystems). 

 Os produtos de PCR purificados que não geraram sequências de qualidade 

foram clonados em Escherichia coli DH10B, utilizando-se o kit CloneJET PCR 

Cloning Kit (Fermentas), de acordo com recomendações do fabricante. As reações 

de miniprep foram feitas de acordo com Zhou e colaboradores (1990), visualizadas 

em gel de agarose 1 % e quantificadas em NanoDrop. As reações de 

sequenciamento foram preparadas conforme descrição anterior.  

Todas as sequências obtidas foram limpas utilizando o sistema de geração de 

pipeline EGene (DURHAM et al., 2005). As sequências foram filtradas por qualidade 

usando valores phred > 20 e 90% de percentual de identidade mínima na janela. As 

sequências filtradas obtidas de clones foram mascaradas contra o vetor. Todas 

foram selecionadas por tamanho (> 100 pb) e montadas utilizando o programa CAP3 

(HUANG; MADAN, 1999). 

O genoma foi anotado utilizando DOGMA (WYMAN et al., 2004), um pacote 

de anotação baseado na web que faz buscas BLAST contra banco de dados 

personalizado. Toda anotação gerada foi verificada manualmente. As regiões 

codificadoras foram submetidas ao ORF Finder 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html) e comparadas com o genoma 

mitocondrial de Solenopsis invicta (número de acesso NC_014672) e de outros 

himenópteros. Os rRNAs foram identificados por comparação com sequências 

completas de rRNA de Solenopsis e Pristomyrmex punctatus, usando a ferramenta 

ClustalW presente no BioEdit. 

A identificação dos tRNAs foi validada pelo programa tRNAScan-SE (LOWE; 

EDDY 1997) (especificando como fonte mitochondrial/chloroplast DNA e usando 

como código genético para predição de isotipos de tRNA o mitocondrial de 

invertebrados) e pelo programa ARWEN (LASLETT; CANBÄCK, 2008), utilizando os 

parâmetros com valores default. 

O conteúdo de AT e a composição de bases de cada posição dos códons 

foram obtidos pelo programa MEGA 4 (TAMURA et al., 2007). 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Primer walking 

 

 Todas as 23 combinações de primers apresentadas geraram fragmentos 

(Tabela 2), apesar de nem todos possuírem o tamanho esperado e gerarem 

sequências de boa qualidade, mesmo após clonagem. 

 

Tabela 2 – Relação de primers utilizados e tamanhos obtidos dos amplicons. 
 

Reação Primers pb  Reação Primers pb 

1 
ANTF 
ANTR 

761  
13 

atLRJ 
at12SN 

1798 

2 
C2-J3696  
A8-N3931  

244  
14 

atND5J 
atND4N 

1418 

3 
TL2-J3034 
TK-N3785  

983  
15 

atND2J 
atCOIN126 

1136 

4 
SR-J14941 
TM-N193  

1000*  
16 

atTKJ 
atA6N 

759 

5 
C2-J3400 
COIIIFRC 

2393  
17 

atA8J 
atA6N 

217 

6 
C2-J3696  
COIIIFRC 

2415  
18 

atTGJ 
atND5N-term 

1368 

7 
COIIIF 
atND5N 

2103  
19 

atND4J-beg 
atND6N 

1123 

8 
atND4J 
AtCytBN 

2140  
20 

SR-J14941 
atND2N 

2000* 

9 
AtCytBJ 
atND1N 

1035  
21 

at12SJ 
TM-N193 

1000* 

10 
N1J12595-rev 
LRN13000 

882  
22 

TMJ210-mod 
atND2N 

2000* 

11 
N1J12595-rev 
LRN13889-mod 

1872  
23 

at12SJ 
atTWN 

500* 

12 
LRJ13889-mod 
at12SN 

696  
 

  

*Estes tamanhos são aproximados e foram obtidos por géis de agarose corados com 
GelRed e não pelo sequeciamento do genoma. 
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Composição do genoma mitocondrial 

  

Até o momento um único contig foi obtido e 17920 nucleotídeos (mais de 95% 

do mitogenoma) foram sequenciados e anotados. Provavelmente, apresenta 

tamanho total de 18800 pb, calculado tanto pelas estimativas de tamanho das 

regiões faltantes, como pelo tamanho da sequência mitocondrial de Atta cephalotes 

depositada no GenBank (número de acesso HQ415764, porém ainda não anotada). 

O mitogenoma está incompleto na região controle (região rica em AT), a qual 

apresenta grande dificuldade de amplificação e sequenciamento em Hymenoptera 

(CASTRO et al., 2006; CAMERON et al., 2008; DOWTON et al., 2009). Os mesmos 

13 genes codificadores de proteínas e as duas subunidades ribossomais presentes 

em outros animais (BOORE, 1999; WALLACE, 2005) foram encontrados e seus 

tamanhos e localizações estão mostrados na Figura 3 e na Tabela 3. Dos 22 tRNAs 

comumente presentes em mtDNAs de animais, somente 19 foram identificados. 
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Tabela 3 – Anotação do genoma mitocondrial de Atta laevigata e conteúdo de AT. 

Gene Posição* 
Tamanho 

(pb) 
Códon 

iniciador 
Códon 

finalizador 
% AT IGS** 

COI 1-1533 1533 ATG TAA 70,3 160 
tRNAL2 1694-1764 71 

  
78,9 0 

COII 1765-2431 667 ATT T 72,6 213 
tRNAK 2645-2714 70 

  
82,9 236 

tRNAD 2951-3019 69 
  

88,4 167 
ATP8 3187-3373 187 ATA T 84,2 -2 
ATP6 3372-3909 538 ATG T 76,4 227 
COIII 4137-4928 792 ATG TAA 69,8 215 
tRNAG 5144-5208 65 

  
93,8 -3 

ND3 5206-5562 357 ATA TAA 79,0 56 
tRNAA 5619-5684 66 

  
87,9 85 

tRNAR 5770-5843 74 
  

86,5 207 
tRNAN 6051-6120 70 

  
82,9 57 

tRNAE 6178-6245 68 
  

95,6 -8 
tRNAF (6238-6306) 69 

  
91,3 260 

ND5 (6567-7976) 1410 ATA TAA 78,7 10 
tRNAH (7987-8059) 73 

  
83,6 124 

ND4 (8184-9416) 1233 ATA TAA 79,7 247 
ND4L (9664-9936) 273 ATA TAG 86,8 14 
tRNAT 9951-10020 70 

  
90,0 1 

tRNAP (10022-10094) 73 
  

85,0 84 
ND6 10179-10739 561 ATG TAA 84,0 70 
Cytb 10810-11928 1119 ATG TAA 73,8 257 
tRNAS 12186-12255 70 

  
87,1 324 

ND1 (12580-13527) 948 ATA TAA 78,7 417 
tRNAL1 (13945-14002) 58 

  
79,3 51 

16S (14054-15421) 1368 
  

83,2 95 
12S (15517-15970) 454 

  
82,2 

 
     

 
 

tRNAI 
 

75 
  

84,0 90 
tRNAQ ( ) 70 

  
80,0 189 

ND2 
 

981 ATT TAA 87,2 8 
tRNAW 

 
70 

  
85,7 11 

tRNAC ( ) 70 
  

97,1 118 
tRNAY ( ) 66 

  
84,8 202 

Total*** 
 

17920 
  

80,6 
 

* Números de posição referem-se à fita J. Parênteses indicam genes codificados na fita N. 
** IGS corresponde às sequências não codificadoras entre dois genes adjacentes. Na 
tabela, entretanto, os valores indicam o número de nucleotídeos entre o gene da linha 
correspondente e o próximo gene, podendo ser um valor positivo (presença de IGS) ou 
números negativos (nucleotídeos que se sobrepõem entre genes adjacentes). 
*** Refere-se ao total de nucleotídeos sequenciados e anotados até o momento. 

 

Os três métodos usados para identificação de tRNAs diferiram em 

sensibilidade e acurácia. ARWEN e DOGMA superestimaram o número de tRNAs, 

mesmo utilizando COVE cutoff score = 30. Ao contrário, tRNAScan não identificou 

os tRNAs para leucina1, arginina e serina (presente na junção Cytb-ND1), mas 
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identificou dois tRNAs adicionais para serina na mesma posição, porém em 

orientação oposta de outros tRNAs descritos (tRNAG e tRNAW). Eles foram 

considerados falsos positivos por sobreporem com tRNAs presentes em blocos 

relativamente conservados (junções COIII-ND3 e ND2-COI) de himenópteros em 

relação ao ancestral pancrustáceo (DOWTON et al., 2009; GOTZEK et al., 2010). 

A fita mais (J) conteve a maioria dos genes, codificando 21 genes (nove 

codificadores de proteínas e 12 tRNAs), enquanto a fita menos (N) codifica os 13 

genes restantes (quatro codificadores de proteínas, sete tRNAs e duas subunidades 

ribossomais).  

 O conteúdo de AT foi de 80,6 % (Tabela 2), pouco maior que o de Solenopsis, 

mas dentro do padrão encontrado para Hymenoptera (CAMERON et al., 2008; 

GOTZEK et al., 2010). Diferentes partes do genoma apresentaram seu conteúdo 

variando de 69,8 % (COIII) até 97,1 % (tRNAC). 

O conteúdo de nucleotídeos para os genes codificadores é apresentado na 

Figura 4. A terceira posição do códon foi a que apresentou o maior conteúdo de AT 

(82,5 %), enquanto a primeira e segunda posições possuíram valores mais baixos 

(79,8 e 73,3 %, respectivamente), inclusive do que apresentado pelo mitogenoma 

inteiro. Comparando-se com o mtDNA de Solenopsis (GOTZEK et al., 2010), a 

tendência para T é mantida nas regiões codificadoras, entretanto Solenopsis possui 

maior valor para T na segunda posição do códon, enquanto para A. laevigata isso 

acontece na terceira posição. Outra discrepância refere-se ao conteúdo de G que 

em Atta é menor em todas as posições. 

 

Figura 4 – Média do conteúdo de nucleotídeos em genes codificadores de 
proteínas. Percebe-se uma tendência para T e A em todas as posições do códon. 
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Estrutura gênica e organização do genoma 

 

Consistente com outros mitogenomas de himenópteros publicados, o genoma 

mitocondrial de A. laevigata contém os 13 genes codificadores de proteínas e as 

duas subunidades ribossomais na mesma ordem e direção da sequência hipotética 

do ancestral pancrustáceo (Figura 5). 

Foram identificados 19 tRNAs, sendo que os tRNAS1, tRNAV e tRNAM não se 

encontram na mesma posição descrita para o mitogenoma ancestral (Figura 5). 

Como o sequenciamento da região controle ainda não foi possível, não há como 

afirmar se esses tRNAs migraram para a região flanqueadora da região controle ou 

se foram perdidos. Todavia, com base nos rearranjos ocorridos em P. punctatus e 

Solenopsis, provavelmente os tRNAM e tRNAV encontram-se na mesma posição 

descrita para essas formigas. Apesar das três formigas pertencerem a Myrmicinae, 

somente Solenopsis apresenta a mudança do tRNAN para a junção 12S-ND2, 

envolvendo, inclusive, uma inversão. 

Os rearranjos para os tRNAs S1, V, M e N já foram descritos para outros 

himenópteros (DOWTON et al., 2009) e podem constituir eventos independentes. 

Em muitos casos não se sabe a posição de destino do tRNA translocado, ocorreram 

em taxa distantes de Formicidae, não sendo compartilhadas por outros 

representantes do grupo em que ocorreram. Apesar de convergências serem 

consideradas raras (BOORE; BROWN, 1998), Dowton e colaboradores (2009) 

analisaram 67 rearranjos mitocondriais de Hymenoptera e encontraram que a 

maioria deles é independentemente derivada e três constituem derivações 

convergentes. 

Rearranjos do genoma mitocondrial são eventos mais comuns entre os 

invertebrados do que entre vertebrados, bem como tRNAs são mais móveis do que 

genes codificadores, provavelmente por diferenças de tamanho e diferenças 

seletivas (DOWTON et al., 2009). Há alguns modelos que explicam os diferentes 

tipos de rearranjos, como o modelo de duplicação/perda randômica (MORITZ et al., 

1987).  
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Grande parte dos rearranjos encaixa-se nesse modelo, todavia ele não é 

capaz de explicar todas as translocações, nem inversões. De qualquer forma, dados 

de rearranjos gênicos entre as várias espécies de Hymenoptera, com mitogenomas 

completamente ou parcialmente sequenciados, concordam com a ideia de que 

diferenças de organização dos genomas são seletivamente neutras (DOWTON et 

al., 2009). Os rearranjos descritos para o genoma mitocondrial de A. laevigata, bem 

como os identificados nas outras formigas sequenciadas, corroboram essa 

proposição. 

As estruturas preditas dos 19 tRNAs encontrados são apresentadas na Figura 

6. Todos os tRNAs possuem a estrutura característica de trevo, exceto o tRNAL1 que 

perdeu uma alça por apresentar o menor conteúdo de nucleotídeos (58). Todos os 

demais apresentam entre 65 e 75 pb e os anticódons são idênticos aos de 

Solenopsis, exceto para tRNAN que possui anticódon GTT, enquanto Solenopsis 

possui ATT. 

A região codificadora para 16S possui 1368 pb. Por estar próxima à região 

controle, a subunidade menor 12S não foi completamente sequenciada, devendo 

faltar entre 300 e 350 nucleotídeos. O alinhamento dessas regiões com as 

sequências de Solenopsis e P. punctatus mostrou vários blocos de sequências 

altamente conservados, sugerindo que as estruturas secundárias estão preservadas. 

O conteúdo de AT é de 83,2 % para 16S e de 82,2 % para 12S, porcentagens 

semelhantes às de outros himenópteros que normalmente apresentam o conteúdo 

de AT para as subunidades ribossomais maior do que o mtDNA (CASTRO; 

DOWTON, 2005; CASTRO et al., 2006). 

Os genes codificadores de proteínas são iniciados por ATG, ATA e ATT, 

códons iniciadores comuns para mitocôndrias de invertebrados. A maioria dos genes 

termina em TAA e um gene (ND4L) termina em TAG. COII, ATPase8 e ATPase6 não 

possuem códon de parada completo e terminam em T, de forma que o códon de 

terminação é completado pela cadeia poliA, fenômeno observado em outros 

organismos (SCHEFFLER, 2008; COOK, 2005). 

Houve a sobreposição de dois nucleotídeos entre ATPase8 e ATPase6, de 

três nucleotídeos entre tRNAG e ND3 e de oito nucleotídeos entre tRNAE e tRNAF 

(Tabela 2), fenômeno também comum para outros genomas mitocondriais 

(CROZIER; CROZIER, 1993; CASTRO; DOWTON, 2005; CASTRO et al., 2006). 
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Várias regiões não codificadoras (IGS) foram identificadas ao longo do 

mitogenoma e somam 4195 pb, com conteúdo de AT de 86 %. A maior delas 

apresenta 417 pb e localiza-se entre a junção ND1-tRNAL1. Esta grande quantidade 

de IGS é bem maior do que a encontrada para outros insetos, que normalmente 

apresentam menos de 50 pb não codificadores, além da região controle (CASTRO et 

al., 2006). 

A junção COI-COII apresenta IGS de 160 pb, localizado entre COI-tRNAL2. 

Em Apis, esse espaçador possui 193 pb e encontra-se entre tRNAL-COII. Em outras 

espécies de formigas e abelhas essa região é reduzida ou ausente (CROZIER; 

CROZIER, 1993), porém tem-se mostrado bastante informativa para estudos 

evolutivos e filogenéticos (FRANCK et al., 1998; WETTERER et al., 1998; 

KRONAUER et al., 2004; MARTINS et al., 2007).  

Muitos mitogenomas de vários grupos de organismos estão sendo 

sequenciados e estão mudando alguns conceitos e ideias estabelecidos. Boore 

(1999) destaca em seu trabalho que a visão de seleção para mtDNAs cada vez mais 

compactos é refutada por genomas mitocondriais de alguns artrópodos, moluscos e 

nematódeos contendo grandes quantidades de sequências não codificadoras. A. 

laevigata pertence ao gênero com posição mais apical em relação a grupos 

taxonômicos próximos dentro da tribo Attini (WETTERER et al., 1998; BACCI et al., 

2009) e apresenta grande quantidade de regiões intergênicas não codificadoras, 

muito mais do que o encontrado para os dois gêneros com mitogenomas 

sequenciados pertencentes à mesma subfamília. Além disso, tanto para attines 

(WETTERER et al., 1998), quanto para formigas de mel (KRONAUER et al., 2004), 

essa região IGS é menor nos grupos basais do que nos mais derivados. 

Outra teoria questionada por Boore (1999) refere-se ao modelo de transcrição 

policistrônico. Talvez ele não seja universal, já que sobreposição de genes é um 

evento comum entre os mitogenomas, impossibilitando a quebra e geração dos 

RNAs completos a partir do mesmo transcrito. 

 Os dados apresentados são de grande importância para a geração de uma 

base genética para estudos filogenéticos e evolutivos. A finalização do 

sequenciamento e caracterização do mitogenoma completo serão de grande valia 

não só para estudos dentro de tribo Attini, mas será uma grande contribuição para 

entendimento da estrutura, organização e evolução do DNA mitocondrial. 
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CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 

 

O trabalho realizado permitiu a geração de grande número de sequências 

expressas, descrição do mitogenoma e identificação de genes candidatos para o 

controle da formiga cortadeira Atta laevigata.  

Os dados de transcriptoma permitiram o conhecimento de alguns aspectos da 

expressão gênica dessa formiga: (i) grande parte das sequências ainda não foi 

caracterizada e não apresenta similaridade com outras já descritas e depositadas 

nos bancos de dados; (ii) poucos genes são muito expressos e estão relacionados 

com três processos biológicos básicos; (iii) as sequências foram agrupadas em 27 

categorias bastante divergentes com relação à quantidade de genes e ESTs que 

abrigam e às funções desempenhadas; (iv) alguns desses genes participam de 

processos biológicos chaves e, por isso, foram considerados alvos promissores para 

estratégias de controle. Algumas técnicas e abordagens foram sugeridas para 

estudos mais conclusivos sobre a expressão e comportamento desses genes alvo 

para o controle dessa formiga praga. Além disso, pretende-se utilizar a técnica de 

sequenciamento de segunda geração da Illumina para construção de transcriptomas 

mais completos e abrangentes visando a diferenciação de linhagens e inferências 

filogenéticas, bem como a caracterização inicial de genomas mitocondriais. 

Na caracterização do mitogenoma de A. laevigata foi utilizada uma 

abordagem diferente, na qual sequências obtidas do transcriptoma serviram como 

ponto de partida para aplicação da técnica de primer walking, ao invés do PCR 

longo. Entretanto, tal metodologia será utilizada para validação das sequências 

obtidas, confirmando sua origem a partir do mtDNA e não de pseudogenes.  

As combinações de primers utilizadas serão também testadas em outras 

formigas Attini, buscando novos marcadores moleculares para melhor classificação e 

entendimento dos processos evolutivos dentro da tribo. 

Existem alguns mitogenomas descritos para Hymenoptera, porém muitas 

famílias apresentam poucos ou nenhum representante sequenciado. Além disso, 

existe um déficit de mitogenomas para espécies próximas, impedindo estudos 

evolutivos em níveis taxonômicos mais baixos. Sendo assim, pretende-se o 

sequenciamento de mtDNAs de um maior número de espécies de Attini, visando a 

caracterização de rearranjos genômicos para entendimento e reconstrução de 

relações filogenéticas.  
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