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RESUMO

Formigas do género Linepithema se encontram distribuidas amplamente por todo
0 globo, algumas delas, como Linepithema humile sdo muito conhecidas por sua agédo
invasora, comprometendo fauna e flora dos ambientes que invadem. Devido a
notoriedade dessa espécie, ha uma tendéncia em identificar erroneamente como L.
humile as espécies proximas. Assim ocorreu com outras espécies da regido Sul do Brasil
com caracteristicas proximas a ela. L. micans é a principal espécie que se associa com a
pérola-da-terra Eurhizococcus brasiliensis (Hemiptera: Margarodidae), importante
praga na vinicultura galcha. Andlises preliminares revelaram a existéncia de trés
subtipos de L. micans. No presente estudo foram analisadas diferentes populacdes de L.
micans das vinicolas do Estado do Rio Grande do Sul com a utilizacdo de dois genes
mitocondriais, utilizados para DNA Barcode de animais, com o propoésito de estabelecer
a distribuicdo dos diferentes mitotipos de L. micans. O resultado obtido revelou a
existéncia de 14 haplotipos, sendo 12 novos e a anélise da rede de haplo6tipos sugere a

existéncia de dois possiveis grupos ancestrais.
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1. INTRODUCAO

Os insetos superam o numero de espécies todos 0s outros animais terrestres
existentes e ocorrem praticamente em todos os ambientes do planeta (TRIPLEHORN &
JOHNSON, 2005). As formigas s@o representadas por uma unica familia, Formicidae,
pertencem a Subordem Apocrita, Ordem Hymenoptera, Classe Hexapoda e Filo
Arthropoda (BRANDAO, 1999). A familia Formicidae, por sua vez, esta inserida na
Superfamilia Vespoidea e, filogeneticamente, forma um grupo irmdo com Scoliidae e
Vespidae (BROTHERS, 1999).

As formigas s&o insetos verdadeiramente sociais (WILSON, 1971;
HOLLDOBLER & WILSON, 1990; WILSON & HOLLDOBLER, 2005), pois
apresentam cuidado com a prole, castas estéreis e reprodutivas, divisdo de trabalho, e
sobreposicao de geracbes. As castas sdo compostas por rainhas, soldados e operarias,
onde, os individuos ndo férteis trabalham em prol dos férteis. As fémeas ap6s 0 voo
nupcial perdem as asas e se esforcam no sentido de fundar um novo formigueiro,
enquanto os machos morrem logo ap6s a copula (HOLLDOBLER & WILSON, 1990).

O habito alimentar diversificado das formigas é uma das grandes razbes do
sucesso dessa familia, isso Ihes permitiu explorar a maioria dos habitats terrestres
(HOLLDOBLER & WILSON, 1990). Existem formigas que se alimentam de fungos
(FOREL, 1895; GONCALVES, 1945), exsudatos de nectarios florais e extraflorais
(ALMEIDA & FIGUEIREDO, 2003; DELABIE et al., 2003, DEL VAL & DIZO,
2004), “honeydew” que é uma fonte rica de nutrientes constituido de goticulas de um
liquido rico em acucares de pulgdes, cochonilhas e cigarrinhas (DELABIE &
FERNANDEZ, 2003), sementes (GORDON, 2002), além de outros grupos que sdo
predadores ou onivoros (FOWLER et al., 1991).

A familia Formicidae constitui um grupo monofilético, cujas principais
sinapomorfias possibilitam a distincdo desses animais de qualquer outro himendptero,
sendo elas: a presenca de peciolo e poés-peciolo, glandula metapleural e antenas
divididas em camadas (FERNANDEZ & PALACIO, 2003). Seu inicio na historia
geoldgica da Terra se deu no periodo Cretaceo, a aproximadamente 115 a 135 milhdes
de anos atras (BRADY et al., 2006). As formigas estdo distribuidas por todo o globo,
excetuando-se os polos (HOLLDOBLER & WILSON, 1990; BUENO & CAMPOS-
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FARINHA, 1999), e representam entre 15 a 20% da biomassa animal nas florestas
tropicais, além de exercerem papéis chave em varios ecossistemas (WILSON &
HOLLDOBLER, 2005). Devido a sua enorme diversidade, sdo importantes animais nos
aspectos ecologicos, porém algumas espécies também causam grandes prejuizos
econémicos ao homem (CAMPOS, 2004).

Atualmente, estima-se a existéncia de mais de 24.000 espécies de formigas
agrupadas em 23 subfamilias (BOLTON et al., 2006). Segundo Saux et al., (2004) com
base em estudos moleculares, na familia Formicidae existem cerca de 20 subfamilias,
onde Dolichoderinae esta inserida; nessa subfamilia existem 23 géneros (BOLTON,
2003). O género Linepithema Mayr 1866, pertence a subfamilia Dolichoderinae, Tribo
Dolichoderini, e conta com 19 espécies ha América Neotropical, com base em dados
morfoldgicos, biogeogréficos (WILD, 2007) e moleculares (WILD, 2009).

Segundo Urbani et al., (1992), na Regido Neotropical ha até o presente momento,
oito subfamilias de formigas atuais: Ponerinae, Myrmicinae, Formicinae,
Dolichoderinae, Ecitoninae, Pseudomyrmecinae, Leptanilloidinae e Cerapachyinae,
além de uma apenas por fosseis, Myrmeciinae (BRANDAO, 1991), das 16 subfamilias

reconhecidas atualmente.

Dentro da subfamilia Dolichoderinae, estdo inseridos géneros principalmente
ricos em numero de espécies e abundantes, como Azteca, Dolichoderus, Linepithema,
Dorymyrmex, Tapinoma e Forelius (BRANDAO, 1999).

As formigas do género Linepithema sdo comumente elementos negligenciados da
mirmecofauna Neotropical; elas sdo formigas pequenas, monomorficas e nativas de
florestas, pastagens e habitat de montanha do Caribe, América Central e América do Sul
(WILD, 2007); A maioria das espécies do género Linepithema é polidémica (col6nia
difusa, distribuida em vérios locais), muitas sdo poliginicas (WILD, 2007). De acordo
com Kaspari (2003), espécies que possuem muitos ninhos e muitas rainhas,
frequentemente dominam os diversos habitats, sobretudo pelo seu grande potencial de
expansdo e crescimento, caso de L. humile (DIEHL-FLEIG, 2006) e L. micans agora,
iSsO acarreta muitas vezes grandes impactos nos ambientes em que essas espécies sao
introduzidas (WILD, 2007).
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Em relacdo a construcdo de ninhos, as formigas do género Linepithema os fazem
superficialmente em solos, serrapilheiras, madeira morta ou até mesmo sob pedras, pelo
menos duas espécies L. iniquum e L. leucomelas sdo predominantemente arbéreas e
duas outras espécies pouco estudadas, L. flavescens e L. cryptobioticum indicam uma

vivéncia primariamente subterranea (WILD, 2007).

Pode-se dizer que o comportamento de nidificacdo e alimentacdo das formigas do
género Linepithema é esteriotipado, as colénias maduras sdo populosas, as vezes com
milhares de individuos; o forrageio é condizente com o das dolicoderineas, elas sdo
catadoras generalistas e predadoras de nectarios e honeydew de outros insetos, e
quando detectam uma rica fonte alimentar, recrutam grande ndmero de individuos,

sendo ativas nos periodos diurno e noturno (WILD, 2007).

As caracteristicas morfolégicas marcantes de operarias de Linepithema que
permitem identifica-las de maneira correta sdo: a margem anterior do clipeo que contém
uma grande concavidade, porém pouco profunda; o mesosoma jamais apresenta
espinhos ou tubérculos, além do espirdculo propodeal ser pequeno; e por fim o

tegumento é flexivel, com somente uma escultura visivel (JAIME, 2010).

A formiga Linepithema micans era confundida com a formiga Linepithema
humile, devido a enorme semelhanca morfoldgica (Figura 1) e comportamental entre
elas, mas com a chave proposta por Wild (2007) foi possivel diferencia-las de maneira

correta.

A maioria das formigas que obtiveram um grande sucesso na colonizagdo de
diversas areas é encontrada em regides de grande impacto antrépico (CLARK et al.
1982; PASSERA 1994), um grande exemplo é a espécie L. humile, ela é uma formiga
invasora que causa diversos danos a fauna e flora, nativa da Argentina, elas foram
amplamente distribuidas atraves dos meios de transporte das atividades comerciais e
assim se espalharam por todo o mundo, sendo considerada uma importante praga nos
Estados Unidos, Hawai, Africa do Sul, Europa e parte da Australia; elas sdo grande alvo
de estudo como modelo de invasdo biologica (HOLWAY et al., 2002); j4 L. micans
também tem comportamento invasor (MARTINS et al., 2012) e sua distribuigdo ainda

se encontra restrita ao Sul do Brasil, Argentina e Paraguai.
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Linepithema humile

Linepithema micans

Figura 1: fotos de Linepithema humile (ANTWEB, 2007a) e L. micans (ANTWEB,
2007b), atentar para semelhanca morfoldgica.

As formigas podem ter diversos tipos de interagdes com outros organismos, dentre
elas a trofobiose, nome dado a relacdo mutualistica entre formigas e hemipteros
(FISCHER & SHINGLETON, 2001), nela ambas as partes sdo beneficiadas, as
formigas recebem o honewdew, uma goticula expelida por alguns hemipteros rica em
acucares, constituindo uma rica fonte alimentar (DELABIE, 2001); e os hemipteros, por
sua vez, recebem protecdo contra predadores e a dispersdo de suas ninfas (HICKEL,
1994; SORIA & DAL CONTE, 2000; BOTTON et al., 2000, 2003).

A maior parte das espécies de formigas associadas a hemipteros pertencem as
subfamilias Dolichoderinae, Formicinae e Myrmicinae, algumas poucas pertencem a
Ponerinae (WAY, 1963 apud SACCHETT et al., 2009; SCHULTZ & McGLYN, 2000;
DELABIE, 2001; DELABIE & FERNANDES, 2003). A principal caracteristica que
auxilia a trofobiose é o tamanho do hemiptero, visto que ele tem que ser carregado para
novos lugares tanto devido escassez alimentar, quanto para sua propria protecdo contra
predadores naturais (DELABIE, 2001; DELABIE & FERNANDES, 2003).

A pérola-da-terra, Eurhizococcus brasiliensis, responsavel por cerca de 60% da
perda da producdo vinicola do Brasil (MELLO, 2001), é um hemiptero com vida
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subterranea, em formato de cisto, com reproducdo partenogenética facultativa
(GALLOTTI, 1976 apud SACCHETT et al., 2009), que se alimenta nas raizes das
plantas, sendo considerado uma das maiores pragas das viniculturas; esses animais
sugam a seiva da videira o que desencadeia uma diminuicdo gradual da vitalidade da
planta, 0 que consequentemente gera a diminuicdo da producdo de uvas e eventualmente
pode levar a planta a morte (SORIA & BRAGHINI, 1999; BOTTON et al., 2003).

Segundo um estudo conduzido por Sacchett et al., (2009), foi verificado que
apesar de L. micans ndo ter carregado o maior nimero de cistos de pérolas-da-terra, ela
mostrou dominancia perante as outras formigas e expulsou as operarias das outras
espécies de formigas de seu local de forrageio; dessa maneira, devido a sua natureza
mais agressiva, L. micans pode ser considerada uma importante espécie na

disseminacdo da pérola-da-terra.

A ferramenta molecular Barcode ou Cddigo de Barras € um sistema de
identificacdo que permite a discriminacéo de todas as espécies vivas do planeta através
da utilizacdo de um pequeno segmento padronizado de DNA (TAUTZ et al., 2003),
essa abordagem representa uma estratégia extremamente promissora para o diagnostico
da biodiversidade no planeta. Hebert et al., (2003a) propuseram que o Barcode fosse
baseado na diversidade da sequéncia de aminoacidos do Citocromo Oxidadase 1
(COX1), pois essas diferencas nesse gene mitocondrial seriam suficientes para
acomodar, de forma confidvel, as espécies em categorias taxonémicas de filo a ordem,
com excec¢do de Cnidaria (HEBERT et al., 2003b).

A mitocOndria ¢ uma organela citoplasméatica de membrana dupla presente na
maior parte das células eucaridticas, seu numero pode variar de algumas centenas a
centenas de milhares por célula, sua principal funcdo estd relacionada com a
conservacao de energia celular e sintese de ATP, através do transporte de elétrons na
fosforilacédo oxidativa (LEHNINGER et al., 1995).

Estruturalmente, o DNA mitocondrial € uma molécula de pequeno porte, com 16 a
20 Kb, fita dupla, circular e possui 13 genes codificadores de subunidades de enzimas
envolvidos na sintese de ATP (MORITZ et al., 1987), 2 genes de RNA ribossomal e 22
genes de RNA transportador, totalizando 37 genes, alguns pequenos espacadores
intergénicos (AVISE, 2001), essa molécula tem sido grandemente utilizada em estudos

de analise evolutiva, populacional e demograficos em formigas (ABBOTT et al., 2007;
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DRESCHER et al., 2007; QUEK et al., 2007; SHOEMAKER et al., 2006) pelo fato de
que esse tipo de DNA ndo possui mecanismos de reparo de mutagdes como ocorre no
DNA nuclear, sendo assim as mutagdes podem ser acumuladas (WATSON et al., 1993;
AVISE, 1994).

As mitocondrias em células de eucariotos carregam material genético extranuclear
que sdo transmitidos quase que exclusivamente por meio da linhagem feminina, o
material genético mitocondrial tem alta taxa evolutiva, apresentando uma taxa de
substituicdo de nucleotideos de 5 a 10 vezes maior que a encontrada no DNA nuclear
(BROWN et al., 1979); isso impediria os polimorfismos intraespecificos e a
recombinacdo; dessa maneira, essa molécula pode ser utilizada como um bom marcador
molecular (BEHURA, 2006), sendo eficiente em estudos de sistematica filogenética
(AVISE et al., 1987, GRAZZIOTIN et al., 2006; BACCI JR et al., 2009). Entretanto
problemas com ligacdo paternal, taxa variavel de evolucdo das sequéncias,
heteroplasmia e casos de ndo neutralidade podem ser vistos como fatores que limitam a
aplicacdo do DNA mitocondrial para a finalidade de estudos de ordem evolutiva
(AVISE, 2001; BALLARD & WHITLOCK, 2004).

As provaveis hipoteses que explicam a alta taxa evolutiva do DNA mitocondrial
seriam: relaxamento funcional, visto que ele ndo codifica proteinas diretamente
envolvidas em sua transcricdo e replicacdo, além de tolerar certa falta de precisdo na
traducdo; alta taxa de mutacdo, pois 0s mecanismos de reparo sdo ineficientes, além de
constante exposi¢do a radicais livres dentro da organela; e por ndo se encontrar
associado a histonas, como o DNA nuclear (AVISE, 2001).

Em relacdo aos himendpteros socais, como as abelhas, vespas e formigas, a rainha
mée passa para todos os seus descendentes o seus tipos de genes mitocondriais, a iSso
damos o0 nome de mitétipos (JOHNSON et al., 2011), ou haplotipos, ou subtipos, ou até

mesmo morfoespécies.

Uma boa parte dessa informacdo genética mitocondrial codifica enzimas que
afetam diretamente as redes metabdlicas, e consequentemente, o desempenho energético
de seus portadores (JOHNSON et al., 2011), se mostrando evidente em atividades
como: estratégias de forrageio (PRYS-JONES, 1986), habilidade de suportar os custos
de certas defesas imunologicas (MORET & SCHMID-HEMPEL, 2000; MORET,
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2003), e manutencdo do esperma vivo ao longo de anos dentro do corpo da fémea,

comum em formigas rainhas (BAER et al., 2006).

Populagdes naturais contém certa gama de mitotipos, e isso tem sido utilizado
para diferenciar populagdes distintas e na construcdo e/ou elucidacdo de arvores
filogenéticas (AVISE, 1994).

Genes mitocondriais importantes, como o gene codificador da proteina da
citocromo oxidase | (mais conservado em termos de evolucdo de aminoacidos) e Il se
mostram sendo muito Uteis em estudos evolutivos de varios insetos a nivel especifico
(SIMON et al., 1994), além disso, tem-se estudado profundamente a proposta de
utilizacdo da combinagdo de ambos como DNA Barcoding na identificagdo e
diferenciacdo de espécies animais (HEBERT et al., 2003; RATNASINGHAM &
HEBERT, 2007; SMITH et al., 2005; MARTINS et al., 2012).

Entretanto, varios estudos de andlise e relacBes filogenéticas mostram que as
vezes, juntamente com a amplificacdo de genes mitocondriais, também sdo amplificados
0s pesudogenes, ou numts, esse “falsos genes” por sua vez s3o coOpias Muito
semelhantes de genes que ndo produzem proteinas completamente funcionais, sua
sequéncia é distorcida por mutacdes que aconteceram ao longo do processo evolutivo e
que causaram mudancas na fase de leitura e stop codons prematuros, o que impede a sua
correta expressao génica (BENSASSON et al., 2001; HARRISON et al., 2003;
D’ERRICO et al., 2004; MARTINS JR et al., 2007).

Segundo D’Errico et al., (2004), provavelmente a transferéncia de genes
mitocondriais para 0 nucleo esteja ocorrendo desde a integracdo dos simbiontes que
originaram as mitocondrias e, possivelmente, falhas na fidelidade das cdpias

transferidas possivelmente teriam originado esses pseudogenes no nucleo.

A deteccdo de pseudogenes bem como sua caracterizagdo e documentacéo, séo de
fundamental importancia, uma vez que os pseudogenes e 0 DNA mitocondrial estdo
localizados em diferentes locais da célula e apresentam diferentes graus de
funcionalidade, sendo, portanto, submetidos a pressdes evolutivas distintas (MARTINS
JR, 2011), dessa maneira, quando sequéncias de pseudogenes e de DNA mitocondrial

sdo utilizadas conjuntamente em andlises filogenéticas, falsas relacbes podem ser
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propostas e especies cripticas superestimadas como em estudos utilizando Barcode
(SORENSON & QUINN, 1988; MARTINS JR et al., 2007; SONG et al., 2008).

Em animais, o genoma mitocondrial geralmente comporta dois tRNA"®, um com
anticodon UAG e o outro com UAA (HIGGS et al., 2003), sendo esse Ultimo por sua
vez, localizado entre os genes COX 1 e 2 em Insecta (SIMON et al., 1994).

Estudos recentes (MARTINS, 2007; Martins et al., 2007, 2012) trazem 0s genes
codificadores da proteina citocromo oxidase I e 11 e do tRNA" como bons marcadores
moleculares na distingdo entre os diferentes mitétipos de L. micans. Até o presente
momento, Martins et al., (2012) identificaram através desses marcadores moleculares a
existéncia de pelo menos trés mitétipos ou haplotipos da formiga L. micans no Estado
de Mato Grosso do Sul.

Em formigas da tribo Dolichoderinae, as caracteristicas dos genes de tRNA™"
associadas aos stop codons do citocromo oxidase 1 corroboraram a filogenia molecular
proposta para dessa tribo (CHIOTIS et al., 2000). Entretanto, apesar da quantidade de
informacdo genética presente em um Unico gene de tRNA, isso ndo chega a ser
suficiente para resolver, com confiabilidade, as filogenias ao nivel de espécie (HIGGS
et al., 2003); segundo Chiotis et al., (2000), ha uma certa tendéncia de que géneros
muito proximos entre si possuam a estrutura do tRNA muito semelhantes, o que
também foi observado por Martins et al., (2012) numa analise mais especifica de L.

micans.
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2. OBJETIVOS E JUSTIFICATIVA

Pesquisas filogenéticas sobre a espécie Linepithema micans tém sido muito
limitadas, portanto o objetivo do trabalho foi identificar a distribuigdo dos diferentes
tipos de morfoespécies de L.micans na regido Sul do Brasil, localidade com grande
invasdo por parte dessa espécie, com o auxilio da ferramenta molecular Barcode
utilizando genes mitocondriais universais muito conservados em diversas espécies

animais.

No presente estudo foram analisadas 35 diferentes populacdes de L. micans das
vinicolas do Estado do Rio Grande do Sul com a utilizacdo de dois genes mitocondriais,
utilizados para DNA Barcode de animais, com o propdsito de estabelecer a distribuicédo

dos diferentes mitotipos de L. micans, bem como sua caracterizacdo molecular.

A justificativa para a realizacdo deste estudo se deve ao fato de L. micans ter sido
considerada uma espécie distinta de L. humile ha pouco tempo, existindo poucos
trabalhos sobre a espécie, além de que L. micans recentemente se mostrou de grande
importancia como praga nas vinhas da regido Sul do Brasil, onde ela se associa com
pérola da terra brasileira, Eurhizococcus brasiliensis Hempel (SACCHET et al., 2009),
considerada a praga mais grave das vinhas nesta regido (BOTTON et al., 2004),

causando grande impacto econémico na industria vinicola da regido sul do Brasil.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Material Bioldgico e Pontos de Coleta

A coleta das formigas foi feita pela doutoranda Aline Nondillo e ocorreu no
intervalo dos meses de setembro a dezembro de 2010 em 55 parreirais diferentes
localizados em 11 municipios produtores de uvas onde ocorre infestacdo pela pérola-da-
terra num raio de 70 Km? da cidade de Bento Gongalves, Rio Grande do Sul, sendo
eles: Antdnio Prado, Veranopolis, Monte Belo do Sul, Flores da Cunha, Farroupilha,
Caxias do Sul, Pinto Bandeira, Sarandi, Garibaldi, Dois Lageados e Nova Padua (Figura
2).

As formigas do subsolo foram coletadas com porta iscas de profundidade, ou
“pitfall” subterrdnea, as quais consistiram em um conjunto de dois tubos de filme de
fotografia (3,3 cm de didmetro x 5,0 cm de altura), ligados com um corddo de
aproximadamente 45 cm, com tampa e perfurados lateralmente, segundo o modelo de
Morini et al., (2004) (Figura 3), com iscas atrativas de sardinha e mel; estes ficavam a
30 cm de profundidade, préximos as raizes das plantas por um periodo de 24 horas. A
identificacdo das formigas foi feita através de comparagdes com exemplares presentes
na colecdo do Laboratério de Mirmecologia do Alto Tieté, Universidade de Mogi das
Cruzes, SP.

Legenda:
AP: Antonio Prado b
BG: Bento Gongalves
| CS: Caxias do Sul
DL: Dois Lageados
Far: Farroupilha
8| FC: Flores da Cunha
Gar: Garibaldi ~——
MBS: Monte Belo do Sul
NP: Nova Padua la?eMéZZ;rapher
Sar: Sarandi .

< i R, © 2010, éumpa Technologies
¥ Ver: Veranopolis - e ©;2010 MapLink/Tele Atlas
146 49" °51'18 64" Q  ele
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Figura 2: Mapa do Estado do Rio Grande do Sul com destaque para 0s onze municipios onde
foram realizadas as coletas de formigas em parreirais. (Google Earth, 2010).

Figura 3: Armadilha do tipo “pitfall” utilizada para a coleta de formigas em vinhedos.

Dos 55 parreirais amostrados, a formiga L. micans foi encontrada em 35 deles,
cujas localidades se encontram descritas Tabela 1.

Tabela 1: Descricdo dos locais de coleta da espécie Linepithema micans realizada entre 0s
meses de setembro e dezembro de 2010, utilizando como iscas atrativas Mel e Sardinha.

Cadigo Cidade Propriedade Coordenadas

1LM11 Dois Lageados Luiz Bedin S 29°01' 354"
WO 51° 50' 522"

Elevacdo 453,7 m

1LM15 Dois Lageados Nelson Scunel S 28° 58’ 398”
WO 51° 48’ 358”

Elevacdo 467,2 m

1LM16 Dois Lageados Amélio Déalmas S 28°56” 838”
WO 51°50° 630~

Elevacdo 591,9 m
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Cadigo

Cidade

Propriedade

Coordenadas

1LM21

Pinto Bandeira

Odacir de Toni

S 29° 03' 241"
WO 51° 28' 387"

Elevacdo 571,2 m

1LM23

Pinto Bandeira

Jodo Beluzzo de
Toni

S 29° 04' 893"
WO 51° 27' 831"

Elevacdo 629,6 m

1LM24

Pinto Bandeira

Nelson Comiatto

S29°07' 883"
WO 51° 27" 265"

Elevacdo 629,6 m

1LM25

Pinto Bandeira

Airton Luiz
Giovanini

S 29°08' 818"
WO 51° 26' 276"

Elevacdo 693,8 m

1LM31

Sarandi

Milton Potrich

S27°51' 289"
WO 53° 01' 390"

Elevacdo 442,7 m

1LM32

Sarandi

Edson Cotica

S 27°53' 706"
WO 52° 58' 838"

Elevacdo 503,7 m

1LM33

Sarandi

Jairo Corné

S 27°51° 943~
WO 53°01° 199~

Elevacdo 476,4 m

2LM11

Caxias do Sul

Luiz Klering

S29° 14" 477"
WO 51° 14' 363"

Elevacdo 700,3 m

2LM12

Caxias do Sul

Ivo Arlindo
Marchesini

S 29° 14' 923"
WO 51° 14' 376"

Elevacdo 729,1 m
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Cadigo Cidade Propriedade Coordenadas
2LM13 Caxias do Sul Darci Aloisio S 29°17' 308"
Klering
WO 51° 14' 255"
Elevacdo 526,8 m
2LM14 Caxias do Sul Vilson Valentin S29°17' 838"
Dallegrave
WO 51° 13' 827"
Elevacdo 535,2 m
2LM15 Caxias do Sul Pedro Tonietto S29°13'123"
WO 51° 15' 237"
Elevacdo 640,9 m
2LM23 Farroupilha Luiz Sérgio Robetti S 29°12' 597"
WO 51° 26' 884"
Elevacdo 649,0 m
2LM24 Farroupilha Renor Moroni S 29°07' 682"
WO 51° 24" 394"
Elevacdo 605,9 m
3LM11 Flores do Cunha Orildo Pelizer S 28°57' 910"
WO 51° 13'516"
Elevacdo 705,6 m
3LM12 Flores do Cunha Graciosa Venturini S 29°01' 683"
WO 51° 12' 983"
Elevacdo 724,4 m
3LM13 Flores do Cunha Rineu Smiderle S 29° 04' 505"
WO 51° 14' 246"
Elevacdo 762,8 m
3LM14 Flores do Cunha Vanderlei S 29° 04' 766"
Casagrande

WO 51° 15' 051"

Elevagdo 757,3 m
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Cadigo Cidade Propriedade Coordenadas
3LM15 Flores do Cunha Ivo Mascarello S 28° 59' 552"
WO 51° 13' 308"
Elevacdo 659.3 m
3LM21 Monte Belo do Sul Gabriel S29°09' 743"
Bragagnollo
WO 51° 38' 862"
Elevacdo 618,8 m
4LM21 Verandpolis Roque Mazzarollo S28°57' 122"
WO 51° 31' 559"
Elevacdo 627,2 m
4LM22 Verandpolis Inor Tedesco S 28° 57" 343"
WO 51° 31' 374"
Elevacdo 610,7 m
4LM23 Verandpolis Olimpio Ceppo S 28°57' 224"
WO 51° 31' 292"
Elevacdo 584,7 m
4LM24 Verandpolis Jandir Pertile S 28°58'192"
WO 51° 29' 425"
Elevacdo 617,7 m
4LM25 Verandpolis Moacir Mazzarollo S 28° 58' 616"
WO 51° 30' 044"
Elevacdo 621,5m
5LM11 Antonio Prado Roeni Menon S 28°50' 729"
Lovatel
WO 51°17' 713"
Elevacdo 741,3 m
5LM12 Antodnio Prado Albino Faraon S 28°50' 277"

WO 51° 22' 928"

Elevacdo 737,1 m
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Continuacdo da Tabela 1

Cadigo Cidade Propriedade Coordenadas

5LM13 Antbénio Prado Aldemir Falavigna S28°52'673"
WO 51° 13' 971"

Elevacdo 745,4 m

5LM23 Garibaldi Jaime Agostini S29°14'811"
WO 51° 38' 334"

Elevacdo 533,1 m

5LM31 Nova Padua Lourenco Alessi S$29°01'863"
WO 51°19' 881"

Elevacdo 589,3 m

5LM34 Nova Padua Antdnio Camana S 29° 02' 885"
WO 56° 21' 191"

Elevacdo 505,7 m

SLM35 Nova Padua Ari Tatto S29°01' 723"
WO 51° 16' 160"

Elevacdo 687,4 m

3.2 Extracdo de DNA (Adaptado de SAMBROOK et al., 1989)

Serad considerada como uma Unica populacdo de Linepithema micans todas as
formigas coletadas dentro de cada propriedade, tanto pelo caréater territorialista delas, o
que provavelmente ndo permitiria a aproximacao de outros subtipos da mesma espécie
para o forrageio, quanto pela caracteristica de ser poliddmica, ou seja, ninho do tipo
difuso, que se extende por varios metros, por vezes até quildmetros. Sendo assim foram

analisados um total de 35 populages de Linepithema micans.

Foram feitas extracdes de dez individuos inteiros de cada populacdo selecionados
aleatoriamente, sendo que eles foram mantidos em alcool 80% e refrigerados a uma
temperatura de -20°C do periodo da coleta até a extracdo. A extracdo de DNA foi por
método ndo fenolico, as formigas foram homogeneizadas em uma solugdo tampéo de
lise celular do tipo TNES (250mM Tris, 2M de NaCl, 100mM EDTA, 2,5%SDS), o

homogeneizado foi incubado a 55°C por 3 horas; a degradacdo de RNAs de fita simples
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aconteceu com a incubacdo do material por 30 minutos em RNA-se 4mg/mL; os
residuos de proteina foram subsequentemente precipitados com NaCl 5M; a
precipitacdo de DNA foi feita com alcool isopropilico 100%, seguida de lavagem em
alcool etilico 70%. A ressuspensdo do DNA foi feita em tampao TE (10mM Tris-HClI,
0,5M EDTA, pH=8) overnight em geladeira.

3.3 Reacao da Polimerase em Cadeia (PCR) e PCR Nested

Para a amplificacdo de DNA foi utilizado o kit Go Taq® Hot Start Polymerase

(Promega) e elas foram efetuadas em termociclador Veriti (Applied Biosystem).

O protocolo para cada reacdo de amplificacdo foi ajustado para 5,0uL Go Taq
Flexi Buffer; 1,0uL dNTPs (2mM); 2,5uL MgCl; (25mM); 1,5puL de Primer Foward
(ANT-F), 1,5uL de Primer Reverse (ANT-R), ambos a 6pmol; 0,15uL Go Taq Hot
Start; 3,0uL de DNA resuspendido; e agua Milli Q autoclavada g.s.p. 25pL.

O programa do termociclador foi ajustado para 95°C por 7 minutos (denaturagéo
inicial); 35 ciclos de 94°C por 1minuto e 30 segundos, 43°C por 2 minutos, 70°C por 3
minutos; e por 65°C por 7 minutos (extensdo final), seguido de uma manutencdo da

PCR em 10°C por tempo indeterminado.

Os Primers utilizados produzem um fragmento de cerca de 650pb e compreendem
parte da regido citocromo oxidase I, regido completa do RNA transportador de leucina e
parte da regido citocromo oxidase Il, essas regifes sdo fragmentos de DNA
mitocondrial; as respectivas sequéncias dos primers foram retirados de Martins Jr et al.

(2007) e se encontram na Tabela 2.

Tabela 2: Sequéncias dos Primers utilizados e seu comprimento em pares de base.

Primers Sequéncias Pares de Bases (pb)

ANT-F | 5> ATTCATTCTTATCTTGAAATATTATTTC 28 pb

ANT-R | 5> TTCATAAGTTCAGTATCATTGGTG 24 pb
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O resultado das amplificacdes foi analisado em gel de agarose 1%.

Para algumas populagbes (1ML11, 1LM15, 2LM11, 4LM24, 5LM34), a
quantidade de DNA purificado, mesmo com 50uL de PCR, nédo foi suficiente para o
sequenciamento (pois possuiam um rendimento abaixo de 5,0ng/uL), entdo se fez
necessario fazer uma PCR Nested, PCR da PCR ou PCR aninhado; o protocolo da
reacdo de amplificacdo e do termociclador sdo os mesmos utilizados anteriormente,
salvo que ha a necessidade de se fazer um ajuste na quantidade de DNA. A quantidade
de DNA utilizada para esse tipo de PCR foi 1,0uL de uma diluigdo do DNA purificado
(9 partes de agua Milli Q autoclavada para 1 parte de DNA purificado).

3.4 Purificagéo

Para o processo de purificagdo do DNA foi utilizado o kit GFX PCR DNA (GE
Healthcare) de acordo com especificacfes do fabricante. O processo quantificado em
Nanodrop (Thermo Scientific - NanoDrop™ 2000) e o0 DNA purificado foi armazenado
a-20°C.

3.5 Reacdo de Sequenciamento

Foi utilizado o kit BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems). Ambas as cadeias de DNA foram sequenciadas separadamente de acordo

com especificacdes do fabricante.

O programa do termociclador foi ajustado para 95° por 1 minuto (denaturacéo
inicial); 32 ciclos de 95°C por 15 segundos, 49°C por 35 segundo, 60°C por 4 minutos; e

por fim 10°C por tempo indeterminado de extensao final.

A purificagdo dos produtos da reacdo de sequenciamento foi adaptada da Applied
Biosystems, o DNA foi precipitado com etanol 100% e 70%. As amostras foram
ressuspendidas em 10 pL de formamida HiDi, salvo para um caso especial onde foi
ressuspendido em 5uL de formamida devido a baixa quantidade de DNA (amostra

4L M22 — 6,7ng/uL) e sequenciadas em placas de 96 pogos.
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3.6 Analise das Sequéncias Geradas

As sequéncias geradas pelo sequenciador automatico de capilar 3130 Genetic
Analizer (Applied Biosystems) foram editadas manualmente no programa BioEdit
(HALL, 1999) e alinhadas com o auxilio do programa ClustalW (THOMPSON et al.,
1994). Com o auxilio da ferramenta BLAST (ALTSCHUL et al., 1990) do banco de
dados NCBI foi identificado a quais haplétipos, ou mitétipos de L. micans pertencem as
35 populagdes analisadas nesse trabalho, em seguida foi feita a anotacdo de sequéncias
com a utilizagéo dos softwares ORFinder (ROMBEL et al., 2002), Conserved Domains
Database (MARCHELER-BAUER et al., 2011), e TRNAScan-SE (LOWE & EDDY,
1997). Por fim a anélise filogenética foi realizada com o auxilio dos programas Network
4.5 (fluxus-enginnering.com) utilizando o parametro Median Joining (BANDELT et al.,
1999), Species Mapper (SPECIESMAPPER, 2012), e DAMBE (XIA & XIE, 2001).
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Extragdo de DNA
As extracOes foram verificadas em gel de agarose 1%, um exemplo delas elas se
encontra ilustrado na Figura 4:

1000pb
750pb
500pb

250pb

Figura 4: Exemplo de rendimento do gel da extracdo com 10 individuos. M: Marcador
molecular de 1Kb.

A maioria das extragcGes ndo foi de boa qualidade, isso devido ao arrasto, ndo
uniformidade da banda, em alguns casos grande depdsito de proteina no poco, e também
por remanescente RNA; esses detalhes podem ter acontecido pela degradacdo do DNA
ao longo do tempo, ndo eficiéncia na retirada de proteinas e RNA de fita simples,
principalmente, durante o processo de extragdo e também devido a pequena quantidade
de DNA extraido, fato referente a pequena dimensao da formiga e a dificuldade de se

extrair quantidade razoaveis de material genético de pequenos individuos.

4.2 Reacdo da Polimerase em Cadeia (PCR) e PCR Nested
Assim como as extragdes as amplificacdes foram verificadas em gel de agarose
1% com marcador molecular de 1000pb, tanto as PCRs padrdo quanto as PCRs Nested,

um exemplo delas esta ilustrado na Figura 5.
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1000pb
750pb

500pb
250pb

Figura 5: A — Exemplo de rendimento do gel da PCR padréo; B — Exemplo de rendimento da
PCR Nested, B1: PCR padrao, B2: PCR Nested da purificacdo; M: Marcador molecular de 1Kb.

A maior parte das bandas da PCR padrdo apresentaram resultado satisfatorio, com
bandas razoavelmente definidas, com aparente boa quantidade de material genético,
pouco resquicio de proteina nos pogos e pouco resquicio de dimeros de primers e
dNTP’s ao final da corrida; em comparagdo com o marcador molecular de 1 Kb, as
bandas indicaram um fragmento do tamanho esperado, visto que o fragmento de
interesse a ser amplificado tinha entre 600 e 650 pb; porém, é natural que elas sejam
dispostas no gel de agarose com uma indicagdo de maior quantidade de pares de base,
pois 0 GelRed (corante utilizado), é um intercalante que confere ao material genético a
ser analisado maior peso, o que dificulta a corrida, logo o uso do corante também deve
ser levando em consideracdo na andlise de pares de bases.

Quando a purificacdo da PCR padrdo ndo gerava uma quantidade de DNA
suficiente para o sequenciamento, era feita a PCR Nested, as caracteristicas das bandas

eram semelhantes a das PCRs padréo.

4.3 Purificacgéo
Foi necessario um volume final da PCR de 50uL, para que as purificacdes
pudessem ser feitas com quantidade aceitaveis de DNA para 0 sequenciamento, iSso
ocorreu provavelmente devido a qualidade e a quantidade do DNA da extracdo, bem

como provaveis restos de proteina e de RNAs de fita simples (principalmente).
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As purificagdes foram verificadas em Nanodrop (Thermo Scientific -

NanoDrop™ 2000), os valores estdo dispostos na Tabela 3:

Tabela 3: valores das quantificagdes em Nanodrop. *: amostra ressuspendida para o
sequenciamento em 5ulL de formamida.

Codigo Quantificacdo (ng/pL) 3LMI11 11.8ng/ul
1LM11 8.6ng/uL 3LM12 15.1ng/ul
1LM15 5.8ng/ul 3LM13 5.0ng/uL
1LM16 9.1ng/uL JLM14 17.0ng/uL
1LM21 9.4ng/ul JLM15 12.8ng/ul
1LM23 8.0ng/uL 3LM21 19 3ng/ul
1LM24 10, 1ng/uL 4LM21 5.6ng/uL
1LM25 10.6ng/uL 4LM22* 6.7ng/uL
1LM31 13, Ing/uL 4LM23 20,0ng/uL
1LM32 7.8ng/ulL 4LM24 25 4ng/ul
1LM33 7.8ng/ulL 4LM25 12.5ng/ul
2LM11 8.3ng/ul 5LM11 13.3ng/ul
2LM12 10.5ng/uL 5LM12 10.8ng/ul
2LM13 7.2ng/uL 5LM13 17.1ng/ulL
2LM14 11,7ng/uL 5LM23 13.0ng/ulL
2LM15 12.5ng/ul 5LM31 15.9ng/ul
2LM23 16.7ng/uL 5LM34 8.5ng/uL
2LM24 7.9ng/ulL 5LM35 5.0ng/uL

4.4 Sequenciamento
Das 35 populagdes apenas em uma (1LM23) ndo se obteve um sequenciamento
satisfatorio, e o material remanescente ndo foi suficiente para novas tentativas de
sequenciamento.

Logo, ao final foram obtidas 34 sequéncias dispostas no Anexo 1.

4.5 Anotacao de Sequéncias
Anotacdo de sequéncias é a descricdo ou caracterizacdo bioldgica de uma
sequéncia ou um conjunto de sequéncias, ou seja, € um processo multiplo, pelo qual

uma ou mais sequéncias brutas de DNA ou de aminoécidos sdo analisadas com a
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finalidade de atribuir caracteristicas bioldgicas para o entendimento do contexto
bioldgico em que estas se inserem (STEIN, 2001).

Entretanto, no caso desse trabalho, as sequéncias codificadoras de proteinas j& sdo
bem estudadas e caracterizadas, ndo havendo a necessidade de se repetir esse processo;
a anotacdo de sequéncias foi feita com o intuito de verificar se as sequéncias
amplificadas ndo correspondiam a pseudogenes ou numts, sequéncias nucleares de
origem mitocondrial que causam interpretagcdes equivocadas na construcdo de relagoes
filogenéticas.

Apbs a edicdo manual das sequéncias pelo software BioEdit (HALL, 1999) e o
alinhamento multiplo pelo ClustalW (THOMPSON et al., 1994), foram obtidas as
sequéncias consenso das 34 populacbes com 489pb, todas foram analisadas pelo
software BLASTN (ALTSCHUL et al., 1997), que faz a comparacdo entre sequéncias
nucleotidicas e verifica qual o grau de similaridade entre as sequéncias que se pretende
analisar e as depositadas no Banco de Dados.

Das 34 sequéncias analisadas, todas possuiam hits mais préximos aos trés
diferentes hapldtipos de L. micans encontrados por Martins et al., (2012), seguido por
sequéncias de L. humile e L. oblongum respectivamente, com excecdo da populacédo
2LM23 (Farroupilha) e o haplotipo de Pelotas (HM026684.1) que ficou muito distante
nas comparacOes feitas com a sequéncia nucleoitidica em questdo. Entretanto, nem
todas as 34 sequéncias foram idénticas as sequéncias de L. micans depositadas.

Conclui-se que possivelmente haveria a presenca de 14 haplétipos nas 34
populacbes estudadas (Tabela 4), sendo dois idénticos a haplétipos previamente
analisados por Martins et al., (2012). Portanto, o presente trabalho identificou 12 novos

mitotipos de L. micans.

Tabela 4: Mitétipos encontrados de acordo com analises de sequéncias nucleotidicas e as de
Martins et al., (2012). MBG: mitétipo idéntico ao de Bento Gongalves (HM026683.1); MPB:
mitétipo idéntico ao de Pinto Bandeira (HM026685.1); MP: mit6tipo de Pelotas (HM026684.1).
Total de 15 mit6tipos da espécie L. micans.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/325111356?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=5M2KX2BA014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/325111353?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=5M89VVW401N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/325111359?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5M89VVW401N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/325111356?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=5M89VVW401N
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Populagdes Mitétipos
1LM11, 1L M15, 1LM16, 2LM14, 3LM13, 3LM21, 5LM11, 5LM23 MBG
1L.M33 MPB
Pelotas (MARTINS et al., 2012) MP
1LM21, 2LM24, 4LM23, 4LM24 M1
1LM24, 2L.M12, 5LM13 M2
1LM31, 1LM32, 2LM15 M3
2LM11, 2L.M13, 3LM15 M4
2LM23 M5
3LM11, 3LM14 M6
3LM12 M7
41.M21 M8
1LM25, 4L.M22, 5LM12, 5L M31 M9
41L.M25 M10
5LM34 M1l
S5LM35 M12

Os softwares ORFinder (ROMBEL et al., 2002) e Conserved Domains Database
(MARCHELER-BAUER et al., 2011), foram utilizados para a averiguar a veracidade
das sequéncias amplificadas, se elas condiziam com a amplificacdo das sequéncias
codificadoras de proteinas mitocondriais Citocromo Oxidase 1 e 2 (COX 1 e 2) ou se
eram pseudogenes, ou numts, sequéncias de DNA nuclear que aparentemente ndo sdo
funcionais. Dois frames que codificavam proteinas retornaram como resultado para o
software ORFinder (ROMBEL et al., 2002), sendo eles +3 e +2, nenhum deles
continham stop codons prematuros, caracteristica importante de pseudogenes, além do
fato de que o software Conserved Domains Database (MARCHELER-BAUER et al.,
2011) que faz a busca por dominios proteicos conhecidos dentro desses frames, trouxe
como resultados as proteinas COX 1 e 2 respectivamente; dessa maneira confirmou-se
que as sequéncias amplificadas realmente eram sequéncias mitocondriais.

Por fim foi utilizado o software TRNAScan-SE (LOWE & EDDY, 1997), que

procura na sequéncia nucleotidica se ha possiveis sequéncias que codifiquem um ou
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mais RNAs transportadores e reconstrui sua estrutura secundaria. No caso desses 15
mitétipos de L. micans, todos tem o mesmo tRNA com 67pb, anticbdon TAA que
codifica um aminodcido do tipo Leucina, mesma sequéncia nucleotidica
(TTTAATATGGCAGATAAGTGCAATGAATTTAAACTTCATATAIAAAAATATT
ACTTTTTTATTAAAA) e, consequentemente, a mesma estrutura secundaria (Figura
6A).

Além da comparacdo de sequéncia nucleotidica no BLASTN (ALTSCHUL et al.,
1997), esse software também corrobora o resultado encontrado de que todas as 34
sequéncias pertencem a espécie L. micans e ndo a L. humile, espécie irmd comumente
confundida devido a extrema semelhanca morfoldgica, pois Martins et al., (2012)
verificaram que a estrutura do tRNA"® de L. humile se diferencia da espécie estudada
nesse trabalho por uma substituicdo do nucleotideo adenina em L. micans por uma

uracila em L. humile (AF147050) na al¢ga TWC (Figura 6B).

Uea ues
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Figura 6: A - Estrutura do tRNA"™" de Linepithema micans dos 15 mitétipos; B — Estrutura do
tRNA" de Linepithema humile. Seta indica a substitui¢io dos aminoacidos nas duas espécies.
Figura retirada de Martins et al., 2012.

Sendo assim, a0 menos até o presente momento, é valido dizer que o tRNA é um
bom marcador molecular para diferenciar L. micans de L. humile, entretanto, ndo
podemos extrapolar essa afirmacgéo dizendo que essa € um boa ferramenta para separar

especies do género Linepithema, pois L. oblongum (FJ496352.1) possui 0 mesmo

tRNA" que L. micans.
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4.6 Analise Filogenética
A andlise filogenética foi feita com a utilizacdo de diversos programas, o primeiro
deles foi o Network 4.5 (fluxus-enginnering.com) utilizando o parametro Median
Joining (BANDELT et al., 1999), esse software gera o numero e a frequéncia de
haplotipos, ou mit6tipos no caso desse estudo. Ele confirmou os 14 provaveis mitotipos
das 34 populagdes estudadas de L. micans e dispds a rede de haplétipos como mostra a
Figura 7.

M7C\

M1le—"

Figura 7: Rede de haplétipos do programa Network 4.5 (fluxus-enginnering.com) utilizando o
pardmetro Median Joining (BANDELT et al., 1999).

As 34 sequéncias foram aglomeradas em 14 provaveis haplétipos/mitotipos, de
acordo com a Tabela 4; com a rede de haplétipos gerada, infere-se a existéncia de dois
possiveis grupos principais MBG e MPB, pois eles sdo 0s mais parcimoniosos em
relacdo aos outros haplotipos, e deles os demais mitotipos teriam derivado. Entretanto
ndo se pode afirmar com base apenas nesse estudo que esses dois mitdtipos sejam
realmente 0s ancestrais, pois para que isso fosse verdade eles teriam que possuir uma
alta frequéncia em relacdo aos demais mitotipos, alem de estarem na posicado central,

indicando possivel irradiacdo; para que essa hipdtese fosse confirmada seria necessario
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estudar um ndmero amostral maior de populacdes com varias repeticdes além da
obtencdo de uma maior frequéncia desses mitotipos em questdo frente aos demais.

Sendo assim, do grupo MBG teriam derivado diretamente os mit6tipos M4, M6,
M2, M8, e de um mitdtipo ancestral (ponto em vermelho) dois outros mitétipos, M7 e
M11; é importante ressaltar que o programa aloca haplétipos ancestrais quando
necessario de maneira que a rede de haplotipos fiqgue o mais parcimoniosa possivel, ou
seja, a menor quantidade de passos para a evolugdo. No grupo MPB os mitotipos que
possivelmente derivaram diretamente sdo M3, M9 e M10, M5 de onde teria derivado de
M10 apesar do grande namero de mutacgdes (22 nucleotideos de diferenca em relacéo a
MPB). M12 pode ter derivado tanto de MBG quanto de MPB, visto que esta
praticamente a mesma distancia de ambos o0s grupos principais, e com as informacoes
que esse programa fornece ndo é possivel enquadra-lo de maneira confidvel em um dos
grupos principais.

Com relacdo as cidades/localidades e seus respectivos mitétipos, ndo foi possivel
estabelecer correlagdo, pois, como visto pelo software Species Mapper
(SPECIESMAPPER, 2012), programa onde se plota coordenadas geogréaficas dos
pontos de coleta, ndo had um padrdo na distribuicdo dos diferentes mitétipos, eles nao
estdo restritos a uma determinada regido ou cidade, muitos deles estdo em diferentes
cidades bem proximos a outros mitétipos, sem um padrdo aparente de irradi¢do. Esse
resultado pode ser um indicio de que as muta¢Ges dos mitdtipos atuais aconteceram
varias vezes na evolucdo dessa formiga ou que simplesmente os ninhos sdo bastante
extensos, entretanto essa informacdo ndo corrobora o carater territorialista da espécie,
visto que em localidades muito proximas ha mais de um tipo de mitétipo ocorrendo e
provavelmente deve haver a co-existéncia entre eles. E importante ressaltar que ndo se
defende aqui que os diferentes mit6tipos forrageim juntos ou que haja reprodugéo entre
eles, pois os resultados obtidos nesse estudo ndo oferecem suporte para tamanha
afirmacdo.

Em seguida, todas as 34 sequéncias obtidas foram analisadas pelo software
DAMBE (XIA & XIE, 2001), que faz a analise do sinal filogenético, relacionando as
transicOes e transversdes dos nucleotideos. Os graficos gerados estdo ilustrados na

Figura 8.
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Figura 8: Gréfico de transicles (s — linha azul) versus transversdes (v — linha verde).

A partir da andlise dos graficos gerados verifica-se que hd muito mais transi¢des
do que transversdes, 0 que ja é esperado, pois transi¢cbes raramente geram mutacdes ndo
silenciosas ou deletérias, ou seja, apesar da troca de nucleotideo, o aminoécido
codificado ndo se altera, consequentemente ndo alterando a proteina e sua expressao
génica; isso se da pelo fato do codigo genético ser degenerado, sendo assim, transicdes
permitem que mutacgdes silenciosas sejam acumuladas no cddigo genético, logo elas
serdo maiores em nimero do que as transversdes. Por outro lado, transversdes sdo mais
comuns de gerarem mutacdes ndo silenciosas ou deletérias, ou seja, onde a troca de
nucleotideos altera o aminoacido consequentemente alterando a proteina expressada,
esse tipo de mutacdo rarissima as vezes faz bem ao individuo, mas num geral elas sdo
deletérias, as proteinas codificadas nao funcionam perfeitamente e os individuos que as
apresentam ndo deixam descendentes, logo era esperado que sua frequéncia fosse menor

que a frequéncia das transigdes nas populagdes analisadas.
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5. CONCLUSOES

Com esse trabalho conclui-se que a espécie Linepithema micans estd se
espalhando rapidamente pela regido Sul do Brasil e que possivelmente estd numa
situacdo de especiacdo, frente as diversas pressdes seletivas que essa formiga deve estar
sofrendo e pelo alto nimero de mit6tipos encontrados em relagdo ao pequeno ndmero

amostral de populacdes estudadas.

Por sua vez, a utilizacdo da ferramenta molecular Barcode com o0s genes
mitocondriais Citocromo Oxidase 1, TRNA"® e parte do Citocromo Oxidase 2 se
mostrou um excelente e eficiente mecanismo na diferenciagdo dos mitétipos de L.
micans, dados que podem vir a ser importantes para estudos futuros comparando 0s
diferentes mit6tipos e seus respectivos comportamentos no ambiente em que eles estdo

inseridos.

Por fim, mais estudos sobre essa formiga se fazem necessarios nas diferentes
areas da Biologia, especialmente na area de Biologia Molecular, pois ha pouquissimos
relatos bibliogréficos sobre essa espécie que causa numerosos danos econémicos a
diversas regibes do Brasil, principalmente quando associada a pérola-da-terra
Eurhizococcus brasiliensis, e essa caréncia de informacGes dificulta a adocdo de
politicas de controle sanitario eficientes que venham a reduzir esse grande impacto

econdmico que apenas uma espécie de formiga é capaz de causar.
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7.

ANEXQOS

Anexo 1: Sequéncias consenso das 34 populagdes estudadas com tamanho final de 489pb.
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1LM11 Cons.

TTATAAGATT
TTATTTCTAT
ATCATAGTTA
AAACTTCATA
TCAAAATTCA
AATTTTAATT
ATTAATTGAT
AATATTTATT
AATACATAA

AATCTTATTA
ATTTTTTTTA
TGACGAAATT
TATAAAAATA
AACTCTCCAA
TTTATTACTT
CGATTTTTAC
TTAATCTTTA

1LM15 Cons.

TTATAAGATT
TTATTTCTAT
ATCATAGTTA
AAACTTCATA
TCAAAATTCA
AATTTTAATT
ATTAATTGAT
AATATTTATT
AATACATAA

AATCTTATTA
ATTTTTTTTA
TGACGAAATT
TATAAAAATA
AACTCTCCAA
TTTATTACTT
CGATTTTTAC
TTAATCTTTA

1LM16 Cons.

TTATAAGATT
TTATTTCTAT
ATCATAGTTA
AAACTTCATA
TCAAAATTCA
AATTTTAATT
ATTAATTGAT
AATATTTATT
AATACATAA

AATCTTATTA
ATTTTTTTTA
TGACGAAATT
TATAAAAATA
AACTCTCCAA
TTTATTACTT
CGATTTTTAC
TTAATCTTTA

11LM21 Cons.

TTATAAGATT
TTATTTCTAT
ATCATAGTTA
AAACTTCATA
TCAAAATTCA
AATTTTAATT
ATTAATTGAT
AATATTTATT
AATACATAA

AATCTTATTA
ATTTTTTTTA
TGACGAAATT
TATAAAAATA
AACTCTCCAA
TTTATTACTT
CGATTTTTAC
TTAATCTTTA

11M24 Cons.

TTATAAGATT
TTATTTCTAT
ATCATAGTTA
AAACTTCATA
TCAAAATTCA
AATTTTAATT
ATTAATTGAT

AATCTTATTA
ATTTTTTTTA
TGACGAAATT
TATAAAAATA
AACTCTCCAA
TTTATTACTT
CGATTTTTAC

ATTTTTATTA
AATTCATCTC
CCCTCAATTT
TTACTTTTTT
TTTATGATAT
TAATAATTTC
TTCAAGGACA
TTGCTATCCC

ATTTTTATTA
AATTCATCTC
CCCTCAATTT
TTACTTTTTT
TTTATGATAT
TAATAATTTC
TTCAAGGACA
TTGCTATCCC

ATTTTTATTA
AATTCATCTC
CCCTCAATTT
TTACTTTTTT
TTTATGATAT
TAATAATTTC
TTCAAGGACA
TTGCTATCCC

ATTTTTATTA
AACTCATCTC
CCCTCAATTT
TTACTTTTTT
TTTATGATAT
TAATAATTTC
TTCAAGGACA
TTGCTATCCC

ATTTTTATTA
AATTCATCTC
CCCTCAATTT
TTACTTTTTT
TTTATGATAT
TAATAATTTC
TTCAAGGACA

TTTGAGAAGC
TAGAATGATT
TTTAATATGG
ATTAAAAATC
AATAATTTTT
TTTTATTATA
TACAATTGAA
ATCCATTAAA

TTTGAGAAGC
TAGAATGATT
TTTAATATGG
ATTAAAAATC
AATAATTTTT
TTTTATTATA
TACAATTGAA
ATCCATTAAA

TTTGAGAAGC
TAGAATGATT
TTTAATATGG
ATTAAAAATC
AATAATTTTT
TTTTATTATA
TACAATTGAA
ATCCATTAAA

TTTGAGAAGC
TAGAATGATT
TTTAATATGG
ATTAAAAATC
AATAATTTTT
TTTTATTATA
TACAATTGAA
ATCCATTAAA

TTTGAGAAGC
TAGAATGATT
TTTAATATGG
ATTAAAAATC
AATAATTTTT
TTTTATTATA
TACAATTGAA

TTTATCATCC
AAACTATTAC
CAGATAAGTG
AATACATGAA
TTTCATGACT
TTTAAACTTA
CTAATTTGAA
ATCCTATATC

TTTATCATCC
AAACTATTAC
CAGATAAGTG
AATACATGAA
TTTCATGACT
TTTAAACTTA
CTAATTTGAA
ATCCTATATC

TTTATCATCC
AAACTATTAC
CAGATAAGTG
AATACATGAA
TTTCATGACT
TTTAAACTTA
CTAATTTGAA
ATCCTATATC

TTTATCATCT
AAACTATTAC
CAGATAAGTG
AATACATGAA
TTTCATGACT
TTTAAACTTA
CTAATTTGAA
ATTCTATATC

TTTATCATCC
AAACTATTAC
CAGATAAGTG
AATACATGAA
TTTCATGACT
TTTAAACTTA
CTAATTTGAA

AAACGTAAAA
CCACCAAAAA
CAATGAATTT
CTCTTTCACT
TTACCATAAT
TTAATAATAA
CTATTACCCC
TCACTGATGA

AAACGTAAAA
CCACCAAAAA
CAATGAATTT
CTCTTTCACT
TTACCATAAT
TTAATAATAA
CTATTACCCC
TCACTGATGA

AAACGTAAAA
CCACCAAAAA
CAATGAATTT
CTCTTTCACT
TTACCATAAT
TTAATAATAA
CTATTACCCC
TCACTGATGA

AAACGTAAAA
CCACCAAAAA
CAATGAATTT
CTCTTTCACT
TTACCATAAT
TTAATAATAA
CTATTACCCC
TCACTGATGA

AAACGTAAAA
CCGCCAAAAA
CAATGAATTT
CTCTTTCACT
TTACCATAAT
TTAATAATAA
CTATTACCCC
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AATATTTATT
AATACATAA

TTAATCTTTA

1LM25 Cons.

TTATAAGATT
TTATTTCTAT
ATCATAGTTA
AAACTTCATA
TCAAAATTCA
AATTTTAATT
ATTAATTGAT
AATATTTATT
AATACATAA

AATCTTATTA
ATTTTTTTTA
TGACGAAATT
TATAAAAATA
AACTCTCCAA
TTTATTACTT
CGATTTTTAC
TTAATCTTTA

11LM31 Cons.

TTATAAGATT
TTATTTCTAT
ATCACAGTTA
AAACTTCATA
TCAAAATTCA
AATTTTAATT
ATTAATTGAT
AATATTTATT
AATACATAA

AATCTTATTA
ATTTTTTTTA
TGACGAAATT
TATAAAAATA
AACTCTCCAA
TTTATTACTT
CGATTTTTAC
TTAATCTTTA

11LM32 Cons.

TTATAAGATT
TTATTTCTAT
ATCACAGTTA
AAACTTCATA
TCAAAATTCA
AATTTTAATT
ATTAATTGAT
AATATTTATT
AATACATAA

AATCTTATTA
ATTTTTTTTA
TGACGAAATT
TATAAAAATA
AACTCTCCAA
TTTATTACTT
CGATTTTTAC
TTAATCTTTA

1LM33 Cons.

TTATAAGATT
TTATTTCTAT
ATCATAGTTA
AAACTTCATA
TCAAAATTCA
AATTTTAATT
ATTAATTGAT
AATATTTATT
AATACATAA

AATCTTATTA
ATTTTTTTTA
TGACGAAATT
TATAAAAATA
AACTCTCCAA
TTTATTACTT
CGATTTTTAC
TTAATCTTTA

21M11 Cons.

TTATAAGATT
TTATTTCTAT
ATCATAGTTA
AAACTTCATA
TCAAAATTCA
AATTTTAATT
ATTAATTGAT
AATATTTATT
AATACATAA

AATCTTATTA
ATTTTTTTTA
TGACGAAATT
TATAAAAATA
AACTCTCCAA
TTTATTACTT
CGATTTTTAC
TTAATCTTTA

TTGCTATCCC

ATTTTTATTA
AACTCATCTC
CCCTCAATTT
TTACTTTTTT
TTTATGATAT
TAATAATTTC
TTCAAGGACA
TTGCTATCCC

ATTTTTATTA
AACTCATCTC
CCCTCAATTT
TTACTTTTTT
TTTATGATAT
TAATAATTTC
TTCAAGGACA
TTGCTATCCC

ATTTTTATTA
AACTCATCTC
CCCTCAATTT
TTACTTTTTT
TTTATGATAT
TAATAATTTC
TTCAAGGACA
TTGCTATCCC

ATTTTTATTA
AACTCATCTC
CCCTCAATTT
TTACTTTTTT
TTTATGATAT
TAATAATTTC
TTCAAGGACA
TTGCTATCCC

ATTTTTATTA
AATTCATCTC
CCCTCAATTT
TTACTTTTTT
TTTATGATAT
TAATAATTTC
TTCAAGGACA
TTGCTATCCC

ATCCATTAAA

TTTGAGAAGC
TAGAATGATT
TTTAATATGG
ATTAAAAATC
AATAATTTTT
TTTTATTATA
TACAATTGAA
ATCCATTAAA

TTTGAGAAGC
TAGAATGATT
TTTAATATGG
ATTAAAAATC
AATAATTTTT
TTTTATTATA
TACAATTGAA
ATCCATTAAA

TTTGAGAAGC
TAGAATGATT
TTTAATATGG
ATTAAAAATC
AATAATTTTT
TTTTATTATA
TACAATTGAA
ATCCATTAAA

TTTGAGAAGC
TAGAATGATT
TTTAATATGG
ATTAAAAATC
AATAATTTTT
TTTTATTATA
TACAATTGAA
ATCCATTAAA

TTTGAGAAGC
TAGAATGATT
TTTAATATGG
ATTAAAAATC
AATAATTTTT
TTTTATTATA
TACAATTGAA
ATCCATTAAA

ATCCTATATC

TTTATCATCT
AAACTATTAC
CAGATAAGTG
AATACCTGAA
TTTCATGACT
TTTAAACTTA
CTAATTTGAA
ATTCTATATC

TTTATCATCT
AAACTATTAC
CAGATAAGTG
AATACATGAA
TTTCATGACT
TTTAAACTTA
CTAATTTGAA
ATCTTATATC

TTTATCATCT
AAACTATTAC
CAGATAAGTG
AATACATGAA
TTTCATGACT
TTTAAACTTA
CTAATTTGAA
ATCTTATATC

TTTATCATCT
AAACTATTAC
CAGATAAGTG
AATACATGAA
TTTCATGACT
TTTAAACTTA
CTAATTTGAA
ATCCTATATC

TTTATCATCC
AAACTATTAC
CAGATAAGTG
AATACATGAA
TTTCATGACT
TTTAAACTTA
CTAATTTGAA
ATTCTATATC

TCACTGATGA

AAACGTAAAA
CCACCAAAAA
CAATGAATTT
CTCTTTCACT
TTACCATAAT
TTAATAATAA
CTATTACCCC
TCACTGATGA

AAACGTAAAA
CCACCAAAAA
CAATGAATTT
CTCTTTCACT
TTACCATAAT
TTAATAATAA
CTATTACCCC
TCACTGATGA

AAACGTAAAA
CCACCAAAAA
CAATGAATTT
CTCTTTCACT
TTACCATAAT
TTAATAATAA
CTATTACCCC
TCACTGATGA

AAACGTAAAA
CCACCAAAAA
CAATGAATTT
CTCTTTCACT
TTACCATAAT
TTAATAATAA
CTATTACCCC
TCACTGATGA

AAACGTAAAA
CCACCAAAAA
CAATGAATTT
CTCTTTCACT
TTACCATAAT
TTAATAATAA
CTATTACCCC
TCACTGATGA

46



TITLE

//

TITLE

/7

TITLE

//

TITLE

//

TITLE

//

TITLE

61
121
181
241
301
361
421
481

61
121
181
241
301
361
421
481

61
121
181
241
301
361
421
481

61
121
181
241
301
361
421
481

61
121
181
241
301
361
421
481

2LM12 Cons.

TTATAAGATT
TTATTTCTAT
ATCATAGTTA
AAACTTCATA
TCAAAATTCA
AATTTTAATT
ATTAATTGAT
AATATTTATT
AATACATAA

AATCTTATTA
ATTTTTTTTA
TGACGAAATT
TATAAAAATA
AACTCTCCAA
TTTATTACTT
CGATTTTTAC
TTAATCTTTA

21LM13 Cons.

TTATAAGATT
TTATTTCTAT
ATCATAGTTA
AAACTTCATA
TCAAAATTCA
AATTTTAATT
ATTAATTGAT
AATATTTATT
AATACATAA

AATCTTATTA
ATTTTTTTTA
TGACGAAATT
TATAAAAATA
AACTCTCCAA
TTTATTACTT
CGATTTTTAC
TTAATCTTTA

21M14 Cons.

TTATAAGATT
TTATTTCTAT
ATCATAGTTA
AAACTTCATA
TCAAAATTCA
AATTTTAATT
ATTAATTGAT
AATATTTATT
AATACATAA

AATCTTATTA
ATTTTTTTTA
TGACGAAATT
TATAAAAATA
AACTCTCCAA
TTTATTACTT
CGATTTTTAC
TTAATCTTTA

2LM15 Cons.

TTATAAGATT
TTATTTCTAT
ATCACAGTTA
AAACTTCATA
TCAAAATTCA
AATTTTAATT
ATTAATTGAT
AATATTTATT
AATACATAA

AATCTTATTA
ATTTTTTTTA
TGACGAAATT
TATAAAAATA
AACTCTCCAA
TTTATTACTT
CGATTTTTAC
TTAATCTTTA

2LM23 Cons.

TTATAAGATT
TTATTTCTAT
ATCATAGATA
AAACTTCATA
TCAAAATTCA
AATCTTAATT
ATTAATTGAT
AATATTTATC
AATACATAA

AATCCTATTA
ATTTTTTTTA
CGATGAAATC
TATAAAAATA
AATTCTCCTA
TTTATTACTT
CGTTTTCTTC
TTAATCTTTA

21M24 Cons.

ATTTTTATTA
AATTCATCTC
CCCTCAATTT
TTACTTTTTT
TTTATGATAT
TAATAATTTC
TTCAAGGACA
TTGCTATCCC

ATTTTTATTA
AATTCATCTC
CCCTCAATTT
TTACTTTTTT
TTTATGATAT
TAATAATTTC
TTCAAGGACA
TTGCTATCCC

ATTTTTATTA
AATTCATCTC
CCCTCAATTT
TTACTTTTTT
TTTATGATAT
TAATAATTTC
TTCAAGGACA
TTGCTATCCC

ATTTTTATTA
AACTCATCTC
CCCTCAATTT
TTACTTTTTT
TTTATGATAT
TAATAATTTC
TTCAAGGACA
TTGCTATCCC

ATTTTTATTA
AATTCATCTT
CCTTCAATTT
TTACTTTTTT
TTTATGATAT
TAATAATTTC
TTCAAGGACA
TTGCTATCCC

TTTGAGAAGC
TAGAATGATT
TTTAATATGG
ATTAAAAATC
AATAATTTTT
TTTTATTATA
TACAATTGAA
ATCCATTAAA

TTTGAGAAGC
TAGAATGATT
TTTAATATGG
ATTAAAAATC
AATAATTTTT
TTTTATTATA
TACAATTGAA
ATCCATTAAA

TTTGAGAAGC
TAGAATGATT
TTTAATATGG
ATTAAAAATC
AATAATTTTT
TTTTATTATA
TACAATTGAA
ATCCATTAAA

TTTGAGAAGC
TAGAATGATT
TTTAATATGG
ATTAAAAATC
AATAATTTTT
TTTTATTATA
TACAATTGAA
ATCCATTAAA

TTTGAGAAGC
TAGAATGATT
TTTAATATGG
ATTAAAAATT
AATAATTTTT
TTTTATTATA
TACAATTGAA
ATCCATTAAA

TTTATCATCC
AAACTATTAC
CAGATAAGTG
AATACATGAA
TTTCATGACT
TTTAAACTTA
CTAATTTGAA
ATCCTATATC

TTTATCATCC
AAACTATTAC
CAGATAAGTG
AATACATGAA
TTTCATGACT
TTTAAACTTA
CTAATTTGAA
ATTCTATATC

TTTATCATCC
AAACTATTAC
CAGATAAGTG
AATACATGAA
TTTCATGACT
TTTAAACTTA
CTAATTTGAA
ATCCTATATC

TTTATCATCT
AAACTATTAC
CAGATAAGTG
AATACATGAA
TTTCATGACT
TTTAAACTTA
CTAATTTGAA
ATCTTATATC

TTTATCATCT
AAACTATTAC
CAGATAAGTG
AATACATGAA
TTCCATGACT
TTTAAACTTA
TTAATCTGAA
ATCCTATATC

AAACGTAAAA
CCGCCAAAAA
CAATGAATTT
CTCTTTCACT
TTACCATAAT
TTAATAATAA
CTATTACCCC
TCACTGATGA

AAACGTAAAA
CCACCAAAAA
CAATGAATTT
CTCTTTCACT
TTACCATAAT
TTAATAATAA
CTATTACCCC
TCACTGATGA

AAACGTAAAA
CCACCAAAAA
CAATGAATTT
CTCTTTCACT
TTACCATAAT
TTAATAATAA
CTATTACCCC
TCACTGATGA

AAACGTAAAA
CCACCAAAAA
CAATGAATTT
CTCTTTCACT
TTACCATAAT
TTAATAATAA
CTATTACCCC
TCACTGATGA

AAACGTAAAA
CCCCCAAAAA
CAATGAATTT
CTCTTTCACT
TTACTATAAT
TTAATAATAA
CTATTACCCC
TCACAGATGA
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TTATAAGATT
TTATTTCTAT
ATCATAGTTA
AAACTTCATA
TCAAAATTCA
AATTTTAATT
ATTAATTGAT
AATATTTATT
AATACATAA

AATCTTATTA
ATTTTTTTTA
TGACGAAATT
TATAAAAATA
AACTCTCCAA
TTTATTACTT
CGATTTTTAC
TTAATCTTTA

3LM11 Cons.

TTATAAGATT
TTATTTCTAT
ATCATAGTTA
AAACTTCATA
TCAAAATTCA
AATTTTAATT
ATTAATTGAT
AATATTTATT
AATACATAA

AATCTTATTA
ATTTTTTTTA
TGACGAAATT
TATAAAAATA
AACTCTCCAA
TTTATTACTT
CGATTTTTAC
TTAATCTTTA

3LM12 Cons.

TTATAAGATT
TTATTTCTAT
ATCATAGTTA
AAACTTCATA
TCAAAATTCA
AATTTTAATT
ATTAATTGAT
AATATTTATT
AATACATAA

AATTTTATTA
ATTTTTTTTA
TAACGAAATT
TATAAAAATA
AACTCTCCAA
TTTATTACTT
CGATTTTTAC
TTAATCTTTA

3LM13 Cons.

TTATAAGATT
TTATTTCTAT
ATCATAGTTA
AAACTTCATA
TCAAAATTCA
AATTTTAATT
ATTAATTGAT
AATATTTATT
AATACATAA

AATCTTATTA
ATTTTTTTTA
TGACGAAATT
TATAAAAATA
AACTCTCCAA
TTTATTACTT
CGATTTTTAC
TTAATCTTTA

31LM14 Cons.

TTATAAGATT
TTATTTCTAT
ATCATAGTTA
AAACTTCATA
TCAAAATTCA
AATTTTAATT
ATTAATTGAT
AATATTTATT
AATACATAA

AATCTTATTA
ATTTTTTTTA
TGACGAAATT
TATAAAAATA
AACTCTCCAA
TTTATTACTT
CGATTTTTAC
TTAATCTTTA

3LM15 Cons.

TTATAAGATT
TTATTTCTAT
ATCATAGTTA

AATCTTATTA
ATTTTTTTTA
TGACGAAATT

ATTTTTATTA
AACTCATCTC
CCCTCAATTT
TTACTTTTTT
TTTATGATAT
TAATAATTTC
TTCAAGGACA
TTGCTATCCC

ATTTTTATTA
AATTCATCTC
CCCTCAATTT
TTACTTTTTT
TTTATGATAT
TAATAATTTC
TTCAAGGACA
TTGCTATCCC

ATTTTTATTA
AATTCATCTC
CCCTCAATTT
TTACTTTTTT
TTTATGATAT
TAATAATTTC
TTCAAGGACA
TTGCTATCCC

ATTTTTATTA
AATTCATCTC
CCCTCAATTT
TTACTTTTTT
TTTATGATAT
TAATAATTTC
TTCAAGGACA
TTGCTATCCC

ATTTTTATTA
AATTCATCTC
CCCTCAATTT
TTACTTTTTT
TTTATGATAT
TAATAATTTC
TTCAAGGACA
TTGCTATCCC

ATTTTTATTA
AATTCATCTC
CCCTCAATTT

TTTGAGAAGC
TAGAATGATT
TTTAATATGG
ATTAAAAATC
AATAATTTTT
TTTTATTATA
TACAATTGAA
ATCCATTAAA

TTTGAGAAGC
TAGAATGATT
TTTAATATGG
ATTAAAAATC
AATAATTTTT
TTTTATTATA
TACAATTGAA
ATCCATTAAA

TTTGAGAAGC
TAGAATGATT
TTTAATATGG
ATTAAAAATC
AATAATTTTT
TTTTATTATA
TACAATTGAA
ATCCATTAAA

TTTGAGAAGC
TAGAATGATT
TTTAATATGG
ATTAAAAATC
AATAATTTTT
TTTTATTATA
TACAATTGAA
ATCCATTAAA

TTTGAGAAGC
TAGAATGATT
TTTAATATGG
ATTAAAAATC
AATAATTTTT
TTTTATTATA
TACAATTGAA
ATCCATTAAA

TTTGAGAAGC
TAGAATGATT
TTTAATATGG

TTTATCATCT
AAACTATTAC
CAGATAAGTG
AATACATGAA
TTTCATGACT
TTTAAACTTA
CTAATTTGAA
ATTCTATATC

TTTATCATCC
AAACTATTAC
CAGATAAGTG
AATACATGAA
TTTCATGACT
TTTAAACTTA
CTAATTTGAA
ATCCTATATC

TTTATCATCC
AAACTATTAC
CAGATAAGTG
AATACATGAA
TTCCATGACT
TTTAAACTTA
CTAATTTGAA
ATCCTATATC

TTTATCATCC
AAACTATTAC
CAGATAAGTG
AATACATGAA
TTTCATGACT
TTTAAACTTA
CTAATTTGAA
ATCCTATATC

TTTATCATCC
AAACTATTAC
CAGATAAGTG
AATACATGAA
TTTCATGACT
TTTAAACTTA
CTAATTTGAA
ATCCTATATC

TTTATCATCC
AAACTATTAC
CAGATAAGTG

AAACGTAAAA
CCACCAAAAA
CAATGAATTT
CTCTTTCACT
TTACCATAAT
TTAATAATAA
CTATTACCCC
TCACTGATGA

AAACGTAAAA
CCTCCAAAAA
CAATGAATTT
CTCTTTCACT
TTACCATAAT
TTAATAATAA
CTATTACCCC
TCACTGATGA

AAACGTAAAA
CCACCAAAAA
CAATGAATTT
CTCTTTCACT
TTACCATAAT
TTAATAATAA
CTATTACCCC
TCACTGATGA

AAACGTAAAA
CCACCAAAAA
CAATGAATTT
CTCTTTCACT
TTACCATAAT
TTAATAATAA
CTATTACCCC
TCACTGATGA

AAACGTAAAA
CCTCCAAAAA
CAATGAATTT
CTCTTTCACT
TTACCATAAT
TTAATAATAA
CTATTACCCC
TCACTGATGA

AAACGTAAAA
CCACCAAAAA
CAATGAATTT
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AAACTTCATA
TCAAAATTCA
AATTTTAATT
ATTAATTGAT
AATATTTATT
AATACATAA

TATAAAAATA
AACTCTCCAA
TTTATTACTT
CGATTTTTAC
TTAATCTTTA

3LM21 Cons.

TTATAAGATT
TTATTTCTAT
ATCATAGTTA
AAACTTCATA
TCAAAATTCA
AATTTTAATT
ATTAATTGAT
AATATTTATT
AATACATAA

AATCTTATTA
ATTTTTTTTA
TGACGAAATT
TATAAAAATA
AACTCTCCAA
TTTATTACTT
CGATTTTTAC
TTAATCTTTA

41M21 Cons.

TTATAAGATT
TTATTTCTAT
ATCATAGTTA
AAACTTCATA
TCAAAATTCA
AATTTTAATT
ATTAATTGAT
AATATTTATT
AATACATAA

AATCTTATTA
ATTTTTTTTA
TGACGAAATT
TATAAAAATA
AACTCTCCAA
TTTATTACTT
CGATTTTTAC
TTAATCTTTA

41M22 Cons.

TTATAAGATT
TTATTTCTAT
ATCATAGTTA
AAACTTCATA
TCAAAATTCA
AATTTTAATT
ATTAATTGAT
AATATTTATT
AATACATAA

AATCTTATTA
ATTTTTTTTA
TGACGAAATT
TATAAAAATA
AACTCTCCAA
TTTATTACTT
CGATTTTTAC
TTAATCTTTA

41M23 Cons.

TTATAAGATT
TTATTTCTAT
ATCATAGTTA
AAACTTCATA
TCAAAATTCA
AATTTTAATT
ATTAATTGAT
AATATTTATT
AATACATAA

AATCTTATTA
ATTTTTTTTA
TGACGAAATT
TATAAAAATA
AACTCTCCAA
TTTATTACTT
CGATTTTTAC
TTAATCTTTA

41M24 Cons.

TTATAAGATT
TTATTTCTAT
ATCATAGTTA
AAACTTCATA
TCAAAATTCA
AATTTTAATT

AATCTTATTA
ATTTTTTTTA
TGACGAAATT
TATAAAAATA
AACTCTCCAA
TTTATTACTT

TTACTTTTTT
TTTATGATAT
TAATAATTTC
TTCAAGGACA
TTGCTATCCC

ATTTTTATTA
AATTCATCTC
CCCTCAATTT
TTACTTTTTT
TTTATGATAT
TAATAATTTC
TTCAAGGACA
TTGCTATCCC

ATTTTTATTA
AATTCATCTC
CCCTCAATTT
TTACTTTTTT
TTTATGATAT
TAATAATTTC
TTCAAGGACA
TTGCTATCCC

ATTTTTATTA
AACTCATCTC
CCCTCAATTT
TTACTTTTTT
TTTATGATAT
TAATAATTTC
TTCAAGGACA
TTGCTATCCC

ATTTTTATTA
AACTCATCTC
CCCTCAATTT
TTACTTTTTT
TTTATGATAT
TAATAATTTC
TTCAAGGACA
TTGCTATCCC

ATTTTTATTA
AACTCATCTC
CCCTCAATTT
TTACTTTTTT
TTTATGATAT
TAATAATTTC

ATTAAAAATC
AATAATTTTT
TTTTATTATA
TACAATTGAA
ATCCATTAAA

TTTGAGAAGC
TAGAATGATT
TTTAATATGG
ATTAAAAATC
AATAATTTTT
TTTTATTATA
TACAATTGAA
ATCCATTAAA

TTTGAGAAGC
TAGAATGATT
TTTAATATGG
ATTAAAAATC
AATAATTTTT
TTTTATTATA
TACAATTGAA
ATCCATTAAA

TTTGAGAAGC
TAGAATGATT
TTTAATATGG
ATTAAAAATC
AATAATTTTT
TTTTATTATA
TACAATTGAA
ATCCATTAAA

TTTGAGAAGC
TAGAATGATT
TTTAATATGG
ATTAAAAATC
AATAATTTTT
TTTTATTATA
TACAATTGAA
ATCCATTAAA

TTTGAGAAGC
TAGAATGATT
TTTAATATGG
ATTAAAAATC
AATAATTTTT
TTTTATTATA

AATACATGAA
TTTCATGACT
TTTAAACTTA
CTAATTTGAA
ATTCTATATC

TTTATCATCC
AAACTATTAC
CAGATAAGTG
AATACATGAA
TTTCATGACT
TTTAAACTTA
CTAATTTGAA
ATCCTATATC

TTTATCATCC
AAACTATTAC
CAGATAAGTG
AACACATGAA
TTTCATGACT
TTTAAACTTA
CTAATTTGAA
ATCCTATATC

TTTATCATCT
AAACTATTAC
CAGATAAGTG
AATACCTGAA
TTTCATGACT
TTTAAACTTA
CTAATTTGAA
ATTCTATATC

TTTATCATCT
AAACTATTAC
CAGATAAGTG
AATACATGAA
TTTCATGACT
TTTAAACTTA
CTAATTTGAA
ATTCTATATC

TTTATCATCT
AAACTATTAC
CAGATAAGTG
AATACATGAA
TTTCATGACT
TTTAAACTTA

CTCTTTCACT
TTACCATAAT
TTAATAATAA
CTATTACCCC
TCACTGATGA

AAACGTAAAA
CCACCAAAAA
CAATGAATTT
CTCTTTCACT
TTACCATAAT
TTAATAATAA
CTATTACCCC
TCACTGATGA

AAACGTAAAA
CCACCAAAAA
CAATGAATTT
CTCTTTCACT
TTACCATAAT
TTAATAATAA
CTATTACCCC
TCACTGATGA

AAACGTAAAA
CCACCAAAAA
CAATGAATTT
CTCTTTCACT
TTACCATAAT
TTAATAATAA
CTATTACCCC
TCACTGATGA

AAACGTAAAA
CCACCAAAAA
CAATGAATTT
CTCTTTCACT
TTACCATAAT
TTAATAATAA
CTATTACCCC
TCACTGATGA

AAACGTAAAA
CCACCAAAAA
CAATGAATTT
CTCTTTCACT
TTACCATAAT
TTAATAATAA
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ATTAATTGAT
AATATTTATT
AATACATAA

CGATTTTTAC
TTAATCTTTA

4LM25 Cons.

TTATAAGATT
TTATTTCTAT
ATCATAGTTA
AAACTTCATA
TCAAAATTCA
AATTTTAATT
ATTAATTGAT
AATATTTATT
AATACATAA

AATCTTATTA
ATTTTTTTTA
TGACGAAATT
TATAAAAATA
AACTCTCCAA
TTTATTACTT
CGATTTTTAC
TTAATCTTTA

5LM11 Cons.

TTATAAGATT
TTATTTCTAT
ATCATAGTTA
AAACTTCATA
TCAAAATTCA
AATTTTAATT
ATTAATTGAT
AATATTTATT
AATACATAA

AATCTTATTA
ATTTTTTTTA
TGACGAAATT
TATAAAAATA
AACTCTCCAA
TTTATTACTT
CGATTTTTAC
TTAATCTTTA

5LM12 Cons.

TTATAAGATT
TTATTTCTAT
ATCATAGTTA
AAACTTCATA
TCAAAATTCA
AATTTTAATT
ATTAATTGAT
AATATTTATT
AATACATAA

AATCTTATTA
ATTTTTTTTA
TGACGAAATT
TATAAAAATA
AACTCTCCAA
TTTATTACTT
CGATTTTTAC
TTAATCTTTA

5LM13 Cons.

TTATAAGATT
TTATTTCTAT
ATCATAGTTA
AAACTTCATA
TCAAAATTCA
AATTTTAATT
ATTAATTGAT
AATATTTATT
AATACATAA

AATCTTATTA
ATTTTTTTTA
TGACGAAATT
TATAAAAATA
AACTCTCCAA
TTTATTACTT
CGATTTTTAC
TTAATCTTTA

5LM23 Cons.

TTATAAGATT
TTATTTCTAT
ATCATAGTTA
AAACTTCATA
TCAAAATTCA
AATTTTAATT
ATTAATTGAT
AATATTTATT
AATACATAA

AATCTTATTA
ATTTTTTTTA
TGACGAAATT
TATAAAAATA
AACTCTCCAA
TTTATTACTT
CGATTTTTAC
TTAATCTTTA

TTCAAGGACA
TTGCTATCCC

ATTTTTATTA
AACTCATCTC
CCCTCAATTT
TTACTTTTTT
TTTATGATAT
TAATAATTTC
TTCAAGGACA
TTGCTATCCC

ATTTTTATTA
AATTCATCTC
CCCTCAATTT
TTACTTTTTT
TTTATGATAT
TAATAATTTC
TTCAAGGACA
TTGCTATCCC

ATTTTTATTA
AACTCATCTC
CCCTCAATTT
TTACTTTTTT
TTTATGATAT
TAATAATTTC
TTCAAGGACA
TTGCTATCCC

ATTTTTATTA
AATTCATCTC
CCCTCAATTT
TTACTTTTTT
TTTATGATAT
TAATAATTTC
TTCAAGGACA
TTGCTATCCC

ATTTTTATTA
AATTCATCTC
CCCTCAATTT
TTACTTTTTT
TTTATGATAT
TAATAATTTC
TTCAAGGACA
TTGCTATCCC

TACAATTGAA
ATCCATTAAA

TTTGAGAAGC
TAGAATGATT
TTTAATATGG
ATTAAAAATC
AATAATTTTT
TTTTATTATA
TACAATTGAA
ATCCATTAAA

TTTGAGAAGC
TAGAATGATT
TTTAATATGG
ATTAAAAATC
AATAATTTTT
TTTTATTATA
TACAATTGAA
ATCCATTAAA

TTTGAGAAGC
TAGAATGATT
TTTAATATGG
ATTAAAAATC
AATAATTTTT
TTTTATTATA
TACAATTGAA
ATCCATTAAA

TTTGAGAAGC
TAGAATGATT
TTTAATATGG
ATTAAAAATC
AATAATTTTT
TTTTATTATA
TACAATTGAA
ATCCATTAAA

TTTGAGAAGC
TAGAATGATT
TTTAATATGG
ATTAAAAATC
AATAATTTTT
TTTTATTATA
TACAATTGAA
ATCCATTAAA

CTAATTTGAA
ATTCTATATC

TTTATCATCT
AAACTATTAC
CAGATAAGTG
AATACATGAA
TTTCATGACT
TT