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RESUMO

Cupins sdo insetos eussociais da infraordem Isoptera, que, atualmente, é composta por nove
familias com representantes vivos. Ecologicamente, os cupins desempenham um importante
papel na ciclagem de nutrientes do solo, e sdo conhecidos como "super decompositores”. A
regido Neotropical € a terceira em numero de espécies de cupins conhecidas, com
aproximadamente 600 descritas, que sdo divididas em cinco familias, incluindo Termitidae,
que abriga a espécie deste trabalho, Nasutitermes corniger. O presente trabalho se propés a
estudar as populacGes de N. corniger sob a perspectiva da genética de populacdes e da
filogeografia. Essas duas areas de estudo, aliadas, permitem que se trace a historia evolutiva
dos processos responsaveis pelo surgimento de padrfes encontrados atualmente. De modo
geral, esse foi 0 objetivo deste trabalho: encontrar e compreender os padrdes e 0S processos
que permitem tracar a historia evolutiva da espécie N. corniger, distribuida ao longo da regiao
Neotropical, utilizando-se o marcador molecular mitocondrial 16S rDNA. Foram utilizados
230 espécimes de N. corniger, provenientes de mais de 15 estados brasileiros, de paises da
América do Sul, América Central e Ilhas do Caribe. Apds sequenciamento dos fragmentos de
16S rDNA, obteve-se 45 hapl6tipos, que puderam ser divididos em 6 agrupamentos. Com
excec¢do de alguns haplétipos do agrupamento 1, considerado o mais antigo, os agrupamentos
estdo distribuidos de modo a relacionar areas geogréficas proximamente localizadas. A
observacdo desse padrdo, junto aos resultados da Andlise de Variancia Molecular (AMOVA),
permitiu que se inferisse que as populacdes analisadas estdo estruturadas ao longo da area
amostrada. Os resultados da Nested Clade Phylogeografic Analysis (NCPA) frequentemente
indicaram isolamento por distancia como causa do padrdo de distribuicdo de haplétipos
encontrado, inferéncia corroborada pelo teste de Mantel. A partir dos agrupamentos
observados na rede haplotipica e do padrdo de distribuicdo dos haplétipos ao longo da regido
Neotropical, ainda foi possivel inferir uma provavel rota de dispersdo para a espécie, que
parte da América Central em direcdo a América do Sul, adentrando o territério brasileiro.
Além disso, foi possivel observar que a distribuicdo dos haplotipos ao longo da area
amostrada esta associada a eventos biogeograficos que ocorreram na Ameérica do Sul e a
distribuicdo das biotas encontradas no continente, como é o caso dos hapldtipos encontrados

na Mata Atlantica, e nas regides de vegetacao aberta do Cerrado, Caatinga e Chaco.

Palavras-chave: Cupins. Genética de Populagbes. DNA mitocondrial. Haplotipos. 16S
rDNA.



ABSTRACT

Termites are eusocial insects of the infraorder Isoptera, which is currently composed of nine
families with living representatives. Ecologically, termites have an important role in nutrient
cycling of the soil, and are known as "super decomposers"”. The Neotropical region is the third
in number of known species, with about 600 described species, that are divided in five
families, including Termitidae, which involving the specie of this work, Nasutitermes
corniger. This work proposed to study the populations of N. corniger by the approach of
Populations Genetics and Phylogeography. Both study areas, together, allow to trace the
evolutionary history of the processes responsible for the origin of currently found patterns.
Overall, this was the aim of this work: to find and understand the patterns and processes
which allow to trace the evolutionary history of the specie N. corniger, distributed along the
Neotropics, using the mitochondrial molecular marker 16S rDNA. Have been used 230
specimens of N. corniger, from more than 15 Brazilian states, South and Central America
countries and Caribbean Islands. After sequencing of 16S rDNA fragments, 45 haplotypes
were obtained, which could be divided into six groupings. Except some haplotypes of
grouping 1, considered oldest, the groupings are distributed to relate geographical areas most
closely located. The observation of this pattern, together with the results of Analysis of
Molecular Variance (AMOVA), allowed it to be deduced that populations are structured along
sampled area. The results of Nested Clade Phylogeografic Analysis (NCPA) indicate,
frequently, isolation by distance as cause of distribution pattern found, inference supported by
Mantel’s test. From the groupings which were observed at haplotypic network and the
haplotype distribution pattern throughout the sampled region, it was still possible to infer a
probable expansion route for the specie, which goes from Central America in direction to
South America, entering in the Brazilian territory. Furthermore, it was possible to observe that
the haplotype distribution along sampled area is associated with biogeographic events which
occurred in South America and with the biotas’ distribution found in the continent, as the case
of haplotypes found in Atlantic Forest, and in the regions of opened vegetation of Cerrado and

Caatinga.

Key-words: Termites. Population Genetics. Mitochondrial DNA. Haplotypes. 16S rDNA.
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1 INTRODUCAO

Cupins sdo insetos eussociais da infraordem Isoptera, que, atualmente, € composta por
nove familias com representantes vivos. Possuem castas diferenciadas e apresentam divisao
reprodutiva do trabalho na colbnia, sobreposi¢céo de geracgdes e cuidado cooperativo com a
prole. Ecologicamente, os cupins desempenham um importante papel na ciclagem de
nutrientes do solo, e sdo conhecidos como "super decompositores”. Seus ninhos constituem
um microambiente particular e podem envolver inimeros inquilinos, como vermes, outros
artrépodes e até mesmo alguns vertebrados.

A regido Neotropical, area de abrangéncia deste estudo, é a terceira em nimero de
espécies de cupins conhecidas, com aproximadamente 600 descritas, que sao divididas em
cinco familias, incluindo Termitidae, que abriga a espécie deste trabalho, Nasutitermes
corniger. Essa espécie possui uma distribuicdo exclusivamente Neotropical, abrangendo mais
de 6000 km de distancia no sentido Norte-Sul. Nessa regido, N. corniger é a espécie do
género Nasutitermes com maior distribui¢do. Seus ninhos, cartonados e arboreos, apresentam
uma superficie marrom escura com pequenos solavancos cobrindo seu exterior. Internamente,
0s ninhos sdo fortemente reforcados em torno da cdmara da rainha, que, geralmente, se
localiza no centro do ninho. O presente trabalho se propds a estudar as populagdes de N.
corniger sob a perspectiva da genética de populacdes e da filogeografia.

Através de diversas ferramentas moleculares, a genética de populacbes busca
compreender os padrfes de variacdes genéticas para esclarecer 0s processos responsaveis por
tal variabilidade. Dentre elas, o DNA mitocondrial (mtDNA) — devido a algumas
caracteristicas peculiares, como heranga materna, ritmo rdpido de evolugdo e alto
polimorfismo intraespecifico — tem sido extensamente utilizado em estudos de diferentes
tdxons envolvendo estrutura populacional, relagdes filogenéticas e diversos outros aspectos
bioldgicos e evolutivos. Em relagédo a filogeografia, Avise et al. (1987), utilizando dados de
mtDNA, propuseram as questdes centrais dessa area de estudo: encontrar e compreender as
inter-relacdes filogenéticas entre as moléculas de mtDNA, e elucidar o padréo de distribuicdo
geografica dos agrupamentos filogenéticos. Esses autores ainda propuseram que filogenias
intraespecificas sobrepostas em mapas geograficos podem produzir diversas interpretacoes a
respeito da histdria evolutiva das popula¢fes em questao.

A partir dos padrbes obtidos nas analises genéticas populacionais e dos processos
inferidos pela filogeografia, € possivel que se trace a historia evolutiva da espécie, ou seja, 0s

processos responsaveis pelo surgimento de tais padrdes. De modo geral, é exatamente este o
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objetivo deste trabalho: estimar e analisar os padrdes e 0s processos que permitem tracar a
historia evolutiva da espécie N. corniger, distribuida ao longo da regido Neotropical,

utilizando-se, para isto, 0 marcador molecular mitocondrial 16S rDNA.

1.1 Objetivos

O presente trabalho teve como objetivo geral avaliar, através do marcador molecular
mitocondrial 16S rDNA, variantes populacionais de Nasutitermes corniger que ocorrem na

regido Neotropical. Para tanto, foram objetivos especificos deste trabalho:

i) obtencéo das sequéncias nucleotidicas do gene mitocondrial 16S rDNA das amostras

de N. corniger de diferentes localidades estudadas;

ii) determinar as variantes genéticas existentes nas populacdes através da identificacdo e
quantificacdo de sitios polimdrficos, diversidade e diferencas nucleotidicas, bem como a

diversidade haplotipica;

iii) determinar a distancia genética e grau de estruturacdo das populagdes amostradas;

iv) verificar se eventos recorrentes, como fluxo génico ou eventos historicos,

contribuem para a estrutura genética das populagdes de N. corniger estudadas;

v) estabelecer inferéncias filogeograficas para auxiliar na compreensdo da evolugédo da

espécie;

vi) estimar o tempo de divergéncia das populacdes amostradas e inferir possiveis

eventos geograficos associados aos padrdes encontrados;

vii) utilizar as inferéncias levantadas para diagnosticar um modelo de distribuicéo
biogeografica para a espécie na regido Neotropical, bem como utiliza-las junto a outras
pesquisas para ajudar na compreensdo dos processos biogeograficos dos biomas que

permeiam a regido Neotropical.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos bioldgicos e diversidade dos cupins

Cupins sdo insetos eussociais da ordem Blattaria, infraordem Isoptera, composta
atualmente por aproximadamente 3170 espécies (CONSTANTINO, 2016). Isoptera, junto a
Blattodea e Mantodea, compde 0 grupo Dictyoptera, reconhecido como monofilético.
Recentemente esse grupo foi alvo de diversos estudos filogenéticos (KLASS, 2003; KLASS;
MEIER, 2006; WARE et al., 2008) e, atualmente, pouca duvida existe sobre o
posicionamento filogenético dos cupins dentro do grupo das baratas (INWARD et al.,
2007a,b; LO et al., 2007; BECCALONI; EGGLETON, 2013; ENGEL, 2011). Ou seja, apesar
de ser um grupo monofilético, Isoptera é considerado grupo irmdo da familia de baratas
Cryptocercidae, o que torna Blattodea um grupo parafilético (DJERNAES et al., 2012).

Dentro de Isoptera, a classificagdo mais aceita, atualmente, de cupins com
representantes vivos reconhece nove familias (ENGEL, 2011; KRISHNA et al., 2013).
Recentemente foram publicadas algumas propostas de filogenia de Isoptera com o objetivo de
se compreender as relacOes de parentesco entre grupos dessa infraordem, bem como
estabelecer os grupos basais, como pode ser visto nos trabalhos de Donovan et al. (2000),
Inward et al. (2007), Legendre et al. (2008) e Engel et al. (2009). Também foi realizada uma
proposta filogenética de Isoptera como um todo, com énfase nos grupos basais
Mastotermitidae e Kalotermitidae, a fim de se responder questdes a respeito de determinados
comportamentos e da existéncia de algumas das castas (operarios e/ou pseudergates) dentro
de um contexto evolutivo, baseada em dados moleculares (LEGENDRE et al., 2008).
Legendre et al. (2008) ainda compararam as propostas de relacdes filogenéticas entre familias
de cupins levantadas por diferentes autores.

Quanto aos aspectos da biologia dos cupins, esses insetos eussociais possuem castas
diferenciadas e apresentam divisdo reprodutiva do trabalho na colbnia, sobreposicdo de
geragdes e cuidado cooperativo com a prole (WILSON, 1971), além de comportamentos de
grupo complexos e coordenados para construgdo de ninho e forrageamento (LEGENDRE et
al., 2008). Mais conhecidos como pragas de madeira e outros materiais celulosicos, os cupins
desempenham importantes papéis no ecossistema, como o de “super decompositores” e
auxiliares no balango Carbono-Nitrogénio (HIGASHI; ABE, 1997). Os cupins estdo entre 0s
mais abundantes artrépodes de solo de ecossistemas tropicais (BLACK; OKWAKOL, 1997,

JOUQUET et al., 2011), e representam cerca de 10% da biomassa animal dos tropicos
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(BIGNELL, 2006). Além disso, participam do processo de ciclagem de nutrientes e formacéao
e aeracdo do solo, sendo considerados “engenheiros do ecossistema” (LAWTON, 1994;
LAVELLE et al., 1997).

Os cupinzeiros, em particular, sdo estruturas rigidas construidas para abrigar e proteger
as colonias. Em algumas regides os cupinzeiros dominam a paisagem local devido a
densidade elevada de ninhos presentes (SANTOS et al., 2007). Cada cupinzeiro constitui um
microambiente particular, podendo envolver incontaveis nimeros de inquilinos, que vao de
vermes (planarias terrestres e lesmas) e artropodes (formigas, abelhas, vespas, miriapodes,
aranhas, opilides, escorpiGes, hemipteros, coledpteros, etc.) a vertebrados (sapos, cobras,
lagartos e roedores) (FONTES; ARAUJO, 1999). Alguns ninhos construidos por cupins sdo
como “catedrais de barro”, que podem chegar a seis ou sete metros de altura em espécies
africanas do género Macrotermes, por exemplo, o que corresponde a aproximadamente 600
vezes 0 tamanho de um cupim operario (THERAULAZ et al., 1998).

A regido Neotropical, &rea de amostragem deste trabalho, é a terceira em nimero de
espécies conhecidas de cupins, ficando atras das regides Etiopica e Oriental. Nessa regiao ha,
atualmente, aproximadamente 600 espécies descritas (CONSTANTINO, 2016), que se
dividem em cinco familias: Stolotermitidae, Kalotermitidae, Rhinotermitidae, Serritermitidae
e Termitidae, a mais diversa — aproximadamente 2165 espécies descritas (CONSTATINO,
2016) — e que abriga a espécie deste trabalho, Nasutitermes corniger (MOTSCHULSKY,
1855). Dentro de Termitidae, Nasutitermes € o género mais amplamente distribuido,
abrangendo todas as regiGes tropicais, e com a maior riqueza de espécies — 260,
aproximadamente (CONSTATINO, 2016).

A espécie Nasutitermes corniger, assim como as outras da subfamilia
Nasutitermitinae, é caracterizada por soldados que possuem uma estrutura conica na regido
anterior da cabeca, chamada de tubo frontal ou nasus, onde hd uma glandula exocrina
responsavel por secretar substancias que atuam como defesa quimica dos individuos (EISNER
et al., 1976). Foi originalmente descrita por Motschulsky (1855) a partir de soldados coletados
no Panama. Banks (1918) modificou a descricdo de soldado de Motschulsky e adicionou a
primeira descricdo de alados, também do Panama.

A distribuicdo de N. corniger é Neotropical e bastante ampla nessa regido,
abrangendo, do sul do Mexico ao norte da Argentina, mais de 6000 km de distancia no
sentindo norte-sul (SCHEFFRAHN et al., 2005b), incluindo muitas outras regiées, como
Colémbia, Venezuela, Guiana, Brasil, Equador, Bolivia e Argentina (SNYDER, 1926; 1949;
ARAUJO, 1977; TORALES; ARMUA, 1986; CONSTANTINO, 1998). Scheffrahn et al.
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(2005a, 2005b) realizaram a sinonimia entre N. corniger e N. costalis, assim como de N.
corniger e N. polygynus, baseadas em evidéncias morfoldgicas, genéticas e biogeogréficas. Os
espécimes obtidos para o trabalho de sinonimia entre N. corniger e N. costalis foram
coletados no sul da América do Norte, ao longo da Ameérica Central, incluindo suas ilhas, e
América do Sul (Figura 1). J& para o trabalho de sinonimia entre N. corniger e N. polyginus,
os espécimes foram coletados em Nova Guiné (Figura 2). A nomenclatura Nasutitermes
corniger foi mantida, como estabelece o “Principio da Prioridade” (Artigo 23 da Comissdo
Internacional de Nomenclatura Zoologica, de 1999), que afirma que o sindbnimo mais antigo

permanece como nome valido da espécie (SZALANSKI et al., 2004).

Nasutitermes corniger/costalis:
© Locality Records
O Country Records
O UF collection
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Figura 1 — Locais de coleta de N. corniger para o trabalho de Scheffrahn et al. (2005a). Fonte: SCHEFFRAHN
etal., 2005a, p. 277.
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Figura 2 — Locais de coleta (marcados com 0s pontos pretos) de N. corniger para o trabalho de Scheffrahn et
al.(2005b). Fonte: SCHEFFRAHN et al., 2005b, p. 30.



26

Na regido Neotropical, Nasutitermes corniger € a espécie do género Nasutitermes de
maior dominéncia e distribuicdo. Scheffrahn et al. (2005a) ainda descreveram algumas
variacdes entre soldados e operarios de N. corniger em caracteres como coloracdo, dimenséo
e morfologia (Figura 3). As variacdes de tamanho da cabeca dos soldados foram de 60% entre
a menor e a maior, de 40% no tamanho do nasus, 50% no tamanho da tibia e de 84% no
tamanho total (SCHEFFRAHN et al., 2005a). Encontrou-se variacdo, também, da pilosidade
da cabeca e dos tergitos abdominais. Neste trabalho, Scheffrahn et al. também descreveram
variacdes genéticas utilizando o gene mitocondrial 16S rDNA. Entre os 421 nucleotideos
analisados, 26% foram varidveis e 15% foram filogeneticamente informativos
(SCHEFFRAHN et al., 2005a).

Figura 3 — Fotomicrografia das vistas dorsal (A-D) e lateral (E-H) da cabeca de soldados de N. corniger da
Republica Dominicana, México, Venezuela e Trindade, respectivamente. Fonte: SCHEFFRAHN et al., 2005a, p.
277.

O ninho de N. corniger, cartonado e arbdreo, apresenta uma superficie marrom escura
grosseira (Figura 4.A), com pequenos solavancos cobrindo todo o exterior, e tendem a ser
mais esféricos quando pequenos e com forma elipsoidal quando maiores. Quando vistos de
longe, esses ninhos podem ser confundidos com ninhos da espécie N. ephratae, que € marrom
mais suave e possui uma superficie que cria uma aparéncia coriacea (Figura 4.B) (THORNE,
1980). Internamente, 0s ninhos de ambas as espécies sdo fortemente reforcados em torno da
camara da rainha, que geralmente se localiza em uma por¢do mais central do ninho, mais
préximo ao tronco da arvore ou ramo que o abriga. As galerias de N. corniger sdo
relativamente pequenas ao longo de cada coldnia, embora possam aumentar de tamanho perto
da borda externa do ninho. Além das semelhangas entre seus ninhos, N. corniger e N.
ephratae ainda possuem é&reas de ocorréncia similares, e sdo morfologicamente bastante

parecidas — as maiores diferencas morfolGgicas entre essas espécies ocorrem entre 0S
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individuos alados ou reprodutores, e sdo mais sutis quando se comparam seus soldados
(THORNE, 1980).

S
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Figura 4 — (A) Ninho de Nasutitermes corniger; (B) Ninho de Nasutitermes ephratae. Fonte: Figura A — acervo

pessoal; Figura B — imagem cedida pelo Dr. Tiago Fernandes Carrijo.

2.2 Genética de Populagdes e Filogeografia

O estudo da genética de populacdes busca analisar os padroes de variagdes genéticas em
populacBes naturais, a fim de que se compreendam 0S pProcessos responsaveis por essa
variabilidade. Atualmente, hd& um grande nimero de ferramentas moleculares capazes de
avaliar tais variagdes em todos os niveis taxonémicos. Junto aos avan¢os nos modelos
genéticos de populacdes e analise de dados, essas técnicas proporcionaram métodos
poderosos pra inferir a estrutura genética da colénia e sistemas de reproducdo, determinar
niveis de endogamia, estimar distancias de dispersédo, caracterizar o grau de diferenciacdo nas
varias escalas espaciais e reconstruir padrdes histéricos de distribuicio (VARGO;
HUSSENEDER, 2011).

Dentre essas ferramentas moleculares, a molécula de DNA mitocondrial (mtDNA)
passou a fazer parte de varios estudos envolvendo estrutura populacional, relacfes
filogenéticas e o entendimento de diversos aspectos bioldgicos e evolutivos de uma grande
variedade de organismos (WILSON et al., 1985; AVISE et al., 1987; MORITZ et al., 1987;
AVISE, 1994), inclusive de cupins, como pode ser visto nos trabalhos com Coptotermes spp.
de Li et al. (2009) e Jenkins et al. (2007), e nos trabalhos com Reticulitermes spp. de Austin et
al. (2008), Kutnik et al. (2004), Tripodi et al. (2006) e Park et al. (2005).
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Uma vez que cupins sao insetos sociais, a unidade bésica da populacao é a col6nia em
vez do individuo (THORNE et al., 1999; LEPAGE; DARLINGTON, 2000), e a estrutura
genetica dessas populacdes esta intimamente ligada a estrutura genética da coldnia. Assim,
populacdes de insetos sociais estdo hierarquicamente estruturados, com individuos formando
coldnias e coldnias compondo populagdes (ROSS, 2001). Nesse contexto, Garcia et al. (2004)
investigaram a estrutura populacional e as distancias genéticas existentes entre as populagdes
de Nasutitermes takasagoensis, localizadas ao sul de Taiwan e nas llhas Yaeyama, no Japéo,
utilizando marcadores genéticos. Nesse trabalho foram calculados parametros como
diversidade genética, média de heterozigose e porcentagem de sitios polimorficos em
espécimes de ambas as populagfes. Segundo os resultados encontrados, as populagdes se
mostraram muito bem estruturadas, indicando que a distancia geografica entre as duas
localidades €, portanto, grande o suficiente para prevenir o fluxo génico entre elas (GARCIA
et al., 2004).

Em taxons de importancia econdmica, dados moleculares, junto a dados
morfoldgicos, tém sido utilizados para investigar a variabilidade genética das populactes
(AUSTIN et al., 2002, 2004a,b), assim como a identidade especifica, para espécies de
Rhinotermitidae, como Heterotermes sp. e Reticulitermes sp. (SZLANSKI et al., 2004).
Ainda, para investigacdes sobre identidade de espécies morfologicamente muito préximas, ha
os trabalhos de Scheffrahn et al. (2005a, 2005b).

O mtDNA possui algumas caracteristicas peculiares que sdo essenciais para estudos
populacionais, tais como heranca materna, ritmo rapido de evolucdo e alto polimorfismo
intraespecifico. Dentre 0s poucos genes que essa molécula apresenta (37, no total), 13 genes
codificam proteinas, 22 codificam RNAs transportadores e dois codificam subunidades
ribossdémicas. Possui uma regido ndo codificadora rica em A-T nos invertebrados, que parece
exercer o controle da replicacdo e transcricio do mtDNA. O conteudo génico é bem
conservado, assim como a ordem em que 0S genes encontram-se organizados (AVISE et al.,
1987). O mtDNA de invertebrados bilaterais possui uma taxa de substituicdes nucleotidicas
muito alta, aproximadamente oito vezes maior que o0 DNA nuclear (LYNCH; KOSKELLA;
SCHAACK, 2006), o que faz dele uma ferramenta extremamente importante para estudos de
genetica de populacbes. Alem dessas caracteristicas, 0 genoma mitocondrial ndo possui
introns e apresenta multiplas copias dentro de uma mesma célula, o que aumenta a facilidade
de acesso a informagao genética.

No campo da filogeografia, Avise et al. (1987), com base nos resultados de analises

utilizando mtDNA como marcador molecular, propuseram questdes centrais da chamada
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filogeografia intraespecifica: encontrar e compreender as inter-relagfes filogenéticas entre as
moléculas de mtDNA, e elucidar o padrdo de distribuicdo geografica dos agrupamentos
filogenéticos. Avise et al. (1987) afirmaram que filogenias intraespecificas, geradas através de
mtDNA, sobrepostas em mapas geograficos podem produzir diversas interpretacdes a respeito
da histéria evolutiva das populacdes em questdo. Os autores, entdo, estabeleceram cinco
grandes categorias de interpretagcbes, como ser visto na Figura 5. Se, em uma determinada
analise de filogenia intraespecifica, um agrupamento de gendtipos relacionados diferir de
outro por muitos passos mutacionais, pode-se inferir que tais agrupamentos ocorrem em
regides separadas dentro da area de ocorréncia da espécie (padrdo correspondente a Categoria
| da Figura 5), ou que coocorrem nas regies geograficas em questdo (padréo correspondente
a Categoria Il da Figura 5), gerando um padrdo de divergéncia genética descontinuo. Por
outro lado, quando se observam poucos passos mutacionais entre um agrupamento de
genotipos e outro, podem ser encontrados padrdes que sejam mais ou menos continuos
geneticamente, além de espacialmente separados (padrdo correspondente a Categoria Il da
Figura 5), totalmente sobrepostos (padrdo correspondente a Categoria 1V da Figura 5) ou

aninhados (padréo correspondente a Categoria V da Figura 5) (AVISE et al., 1987).

CATEGORY GENETIC DIVERGENCE GEOGRAPHIC DISTRIBUTION LIKELY EVOLUTIONARY
PATTERN CIRCUMSTANCE
REGION 1 REGION 2 REGION 3
&) LonG-TERM EXTRINSIC (.G, ZDOGEDGRAPHIC) BARRIERS
Y discontinuous B+ B+C L+ M—+N ¥ 2 | e e | e
B] EXTINCTIONS OF [NTERMEDIATE GENOTYPES [N
SPECIES WITH LIMITED GENE FLOW.
g A ——B —+—¢C 1)
é &) RECENT, SECONDARY ADHIXTURE ZOMES: OR
I discontinuous C L——M——N D] B) INTRINSIC (E.G. REPRODUCTIVE 1SOLATION) BARRIERS
% AMONG SYMPATRIC SIELING SPECIES,
l: X ——Y ——2 D]
. LIMITED GENE FLOW IN & SPECIES NOT SUEDIVIDED BY
o continuous (LI (I, g AMIE D LoNG-TERH ZO0GEOGRAPHIC BARRIERS,
C J; )]
o VERY EXTENSIVE GEME FLOW IN A SFECIES MOT SUB~
E Con11nuuus C ‘JF ) DIVIDED BY LOMG-TERM ZDOGEDGRAPHIC BARRIERS.
(I N )
! INTERMEDIATE GEME FLOW [N A SPECIES WOT SUBDIVIDED
v continuous (8 —— L LT vt @'J BY LONG-TERM POOGEDGRAPHIC BARRIERS.

Figura 5 — Categorias de padrles gerais filogeograficos (determinados a partir de pesquisas com mtDNA)
propostos por Avise et al. (1987). Fonte: AVISE et al., 1987, p.501.
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Além de tal categorizacdo dos padrdes de divergéncia genética, Avise et al. (1987),
considerando a distribuicdo geogréfica de determinada espécie, também estabeleceram
algumas premissas importantes para estudos filogeograficos, as quais eles chamaram de
“hipoteses filogeograficas”. A primeira hipotese afirma que a maioria das espécies € composta
por populacBes geogréficas cujos membros ocupam diferentes ramos em uma filogenia
intraespecifica. Tal separacdo geografica dos ramos pode ser chamada de “estrutura
populacional filogeografica”. Ja a segunda hipdtese afirma que espécies que apresentam
estruturas populacionais filogeogréaficas limitadas provavelmente ocupam extensdes de areas
livres de fortes barreiras ao fluxo génico, e tendem a ter histérias de vida que conduzem a
dispersdo. Além disso, tais espécies provavelmente tiveram uma circulacdo geografica fluida
ao longo do tempo evolutivo recente. A terceira hipotese afirma que grupos monofiléticos
diferenciados por grandes ramos filogenéticos possivelmente surgiram a partir de barreiras de
longo prazo ao fluxo génico. Considerando que a reproducgdo leva a uma geracdo continua de
linhagens, populacdes isoladas evoluem através do tempo em condi¢fes de monofilia
reciproca, e o tempo de isolamento, portanto, deve ser positivamente correlacionado a
dimenséo da diferenciacao genealdgica (AVISE et al., 1987).

Tendo em vista 0 exposto acerca da genética de populacdes e da filogeografia, esses
dois campos de pesquisa, aliados, permitem que se compreenda, de fato, o que se entende por
evolucdo intraespecifica. Em outras palavras, a partir dos padrdes obtidos nas andlises
genéticas populacionais, é possivel que se trace a historia evolutiva da espécie, ou seja, 0s

processos responsaveis pelo surgimento de tais padroes.

2.3 Biogeografia da regido Neotropical

Em decorréncia da formacdo geoldgica e biogeograficamente hibrida do continente
americano, inumeras teorias foram propostas para explicar a formacao e a evolucao da biota
Neotropical (CARVALHO; COURI, 2010). Os tropicos americanos sdo conhecidos por sua
notavel diversidade, que teria surgido devido a heterogeneidade de habitats e a sua complexa
historia geoldgica. Além disso, esses fatores também teriam sido responsaveis pela formagéo
dos padrbes de distribuicdo geografica das espécies encontradas nesta regido (MORRONE,
2014). Quanto aos biomas, as florestas estdo entre os mais comuns da regido Neotropical, mas
também sdo encontrados extensos biomas de vegetagdo aberta, como a Diagonal de
Formagdes Abertas Secas da América do Sul, composta pelas regides dos Pampas, Chaco,

Cerrado e Caatinga.
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A definicdo de “regido Neotropical” se iniciou com De Candole (1820 apud
CARVALHO; COURI, 2010) ainda no século XIX, que listou cinco grandes regides que,
hoje, correspondem a regido Neotropical. S&o elas: México, América Tropical, Chile, Sul do
Brasil e Argentina e Terra do Fogo. Sclater (1858) e, posteriormente, Walace (1876)
estabeleceram que a regido Neotropical corresponde as Américas do Sul e Central, e, mais ao
norte, at¢ o México central. Essa definicdo foi bastante aceita por pesquisadores que
trabalnam com vertebrados. Porém, muitos biogedgrafos de plantas e invertebrados tém
adotado uma definicdo mais restrita a respeito da area de abrangéncia da regido Neotropical,
que corresponderia & maior parte da América do Sul, América Central, sul do México, indias
Ocidentais e o sul da Florida, excluindo a por¢do Andina e o norte do México (que seria
abrangido pela regido Neartica). Essa defini¢cdo mais restrita € chamada de regido Neotropical
sensu stricto, enquanto que a outra definicdo, mais abrangente, é chamada de sensu lato
(Figura 6) (MORRONE, 2014).
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Figura 6 — Area de abrangéncia da regido Neotropical. As areas de transi¢do do México e da América do Sul
estdo representadas pelas linhas pontilhadas. A definicdo de regido Neotropical sensu stricto ndo inclui essas
regides, que sdo consideradas apenas na definicdo Neotropical sensu lato. Fonte: MORRONE, 2014, p. 203.
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Morrone, em 2014, publicou um trabalho sobre a biogeografia da regido Neotropical
sob a perspectiva da cladistica, isto €, uma analise baseada na correspondéncia entre as
relagdes filogenéticas dos clados analisados e as relagdes de areas biogeograficas. Visto isso,
um cladograma de area geral, produzido por tal analise cladistica, representa hipoteses sobre a
histéria biogeografica dos taxons analisados e as areas nas quais eles estdo distribuidos
(MORRONE, 2009 apud MORRONE, 2014). Nesse trabalho, Morrone prop0s esclarecer e
estabelecer subdivisGes da regido Neotropical, além de relacionar a existéncia de tais sub-
regies a eventos geoldgicos e tectdnicos ocorridos ao longo da histéria dessa area. Para isso,
foram gerados cladogramas de area geral para a regido Neotropical, utilizando-se dados de
géneros de insetos, aranhas, vertebrados e plantas — selecionados levando-se em consideragéo
a existéncia de estudos filogenéticos disponiveis e a distribuicdo desses géneros nas areas
analisadas no trabalho.

O cladograma de area geral resultante do trabalho de Morrone (2014) mostrou que as
areas Neotropicais sensu stricto constituem uma unidade filogenética, e as zonas de transicao
dos Andes e do México se posicionam como ‘“areas irmas” das regides Andina e Neartica,
respectivamente. Tendo em vista a analise geral desse cladograma, Morrone (2014) propds a
seguinte regionalizacdo da regido Neotropical: sub-regido Antilha, sub-regido Amazonica
(que abrange os Dominios Amazonico Norte, Sudoeste, Mesoamericano e Noroeste Sul-
Americano) e sub-regido Chacoana (que abrange os Dominios Sudeste-Amazénico, Chaco e
Parana). Morrone ainda associou a formacdo dessas sub-regifes a eventos tectdnicos e
geoldgicos (Figura 7) que ocorreram na regido, tais como:

i) a antiga conex&o entre as massas continentais da América do Sul e do Norte entre o
inicio do periodo Jurassico e o inicio do Cretaceo (aproximadamente de 190 Ma a 148 Ma),
que permitiu a dispersdo da biota Neotropical para a América do Norte — fato que pode
explicar a presenca de caracteristicas Neotropicais antigas no norte do Mexico (Figura 7.a)
(HALFFTER, 1987; MORRONE, 2005b apud MORRONE, 2014);

i) a vicariancia entre as Antilhas e o restante da regido Neotropical, que possivelmente
esta ligada ao rompimento da conexéo da placa do Caribe durante sua deriva na dire¢cdo norte-
leste. Essa placa esteve reconectada a América do Norte e do Sul entre meados e fim do
Cretaceo, quando comecgou sua separacdo (Figura 7.b) — o rompimento dessa conexdo foi
finalizado entre o Mioceno e Plioceno Médio (PITMAN et al., 1993 apud MORRONE, 2014);

iii) a vicariancia entre o norte da Amazonia e as areas remanescentes da porcao

noroeste, que pode estar associada a Zona de Falha Romeral e/ou a elevacdo do norte da
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Cordilheira dos Andes, que se iniciou no Creticeo, foi intensificada no Mioceno e finalizada
no Plioceno (Figura 7.d) (LUNDBERG et al., 1998; KENNAN, 2000; CORTES-ORTIZ et
al., 2003; GARZIONE et al., 2008; HOORN et al., 2010 apud MORRONE, 2014);

iv) a vicariancia entre o Chaco e o Parand, que pode estar relacionada a conexdo das
bacias do Parnaiba e Parand durante o Paleoceno (Figura 7.g) (AMORIM, 2001; NIHEI;
CARVALHO, 2004 apud MORRONE, 2014).

(a) (b)

(d) ; : (e)
fi; (h)

(9)

Figura 7 — Sequéncia de eventos biogeogréaficos sugeridos pelo cladograma de area geral de Morrone (2014). (a)
Geodispersdo da biota Neotropical da América do Sul para a América do Norte; (b) vicariancia entre as Antilhas
e a massa continental sudeste; (c) vicaridncia entre as por¢fes noroeste e sudeste da América do Sul; (d)
vicariancia entre o norte da Amaz6nia e o restante da porcdo noroeste; (e) vicaridncia entre o sudoeste da
Amazénia e o noroeste da América do Sul e Mesoamérica; (f) vicaridncia entre o noroeste da América do Sul e
Mesoamérica; (g) vicariancia entre o sul da Amazonia e o Chaco-Parand; (h) vicariancia entre o Chaco e o
Parana. Fonte: MORRONE, 2014, p. 209.

Diversos autores, trabalhando com diferentes taxons, corroboram a dispersdo das
biotas entre a América do Sul e América do Norte, e, além disso, reconhecem dois
cenocrons®, um chamado de “Velho Sul” ou “Neotropical antigo” (que teria dispersado entre
o Cretaceo e o Paleoceno), e outro, mais recente, que teria dispersado entre o Plioceno e o

Pleistoceno, depois do estabelecimento do istmo do Panamda, h& aproximadamente 4,6

! Conjuntos de taxons que dividem a mesma histéria biogeografica.
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milhdes de anos (MORRONE, 2014). Hennig (1965), um dos primeiros a propor hipoteses a
respeito da presenga de algumas espécies no continente sul-americano, afirma que houve
intercambio faunistico entre as Américas em diversas ocasifes — a América do Sul, isolada
desde o inicio do Terciario, foi reconectada ao restante do continente no Plioceno pela
elevacdo do istmo do Panam4, o que permitiu a dispersdo continental de diversos grupos de
espécies.

Ainda para tentar esclarecer aspectos a respeito da biogeografia da regido Neotropical,
Carvalho e Couri (2010) utilizaram espécies da familia Muscidae (Insecta: Diptera) como
organismos modelos em sua pesquisa — como os dipteros estdo entre os td&xons mais bem
catalogados em todas as regides biogeograficas, a ordem Diptera, no geral, é considerada um
bom modelo para estudos biogeograficos (CARVALHO; COURI, 2010). Em relacdo a esse
grupo de organismos, Michelsens (1991) propds que o processo de dispersdo de espécies dos
géneros Coenosopsia e Phaonantho (Diptera: Muscidae) teria ocorrido da América do Norte
para o Sul através de conexdes terrestres. Para cupins, entretanto, sdo bastante incipientes o0s
estudos biogeogréaficos e filogeograficos que abrangem a regido Neotropical. Além disso,
como mostra a Figura 8, o numero de publicacdes envolvendo filogeografia para essa regido €
muito pouco expressivo se comparado a outras regides (MARTINS, DOMINGUES, 2010) —
aproximadamente 75 para a regido Neotropical e 775 para o restante do mundo no periodo de
1987 a 2008.
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Figura 8 — Grafico representando o nimero de publicacfes em filogeografia para a regido Neotropical (linha cor
de rosa) e para o restante do mundo (linha preta), de 1987 a meados de 2008. Fonte: MARTINS; DOMINGUES,
2010, p. 149.
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Diversos autores afirmam que ndo é possivel levantar somente uma hipo6tese para
esclarecer aspectos da distribuicdo da biota Neotropical. Pires e Marinoni (2010), por
exemplo, sugerem que, diante da auséncia de informacdes temporais (inferidas através de
filogenias moleculares), ndo se pode afirmar com absoluta certeza que um determinado
padrdo geral surgiu a partir de uma unica histéria comum de diversificacdo bidtica. Nesse
sentido, analises filogenéticas moleculares, calibradas temporalmente, permitem compreender
com mais clareza uma sequéncia de eventos histéricos e biogeograficos que levaram a

diversificacdo da biota da regido Neotropical.

2.3.1 Biogeografia da Mata Atlantica

Ha aproximadamente 500 anos, anterior a chegada dos colonizadores europeus ao
territdrio brasileiro, a Mata Atlantica cobria toda a extensdo da costa leste brasileira, desde o
Rio Grande do Norte até o Rio Grande do Sul, limitando-se, nas bordas a oeste, pelo Cerrado
e pela Caatinga. Devido a essa grande extensdo, € possivel observar ampla variagdo nas
caracteristicas dessa floresta, que € bastante Umida proxima ao litoral e mais seca no interior,
além de ser mais quente em baixas latitudes e com invernos rigorosos nos limites ao sul. Toda
essa variacao climatica faz com que a Mata Atlantica possa ser dividida em diferentes tipos de
florestas, o que influencia, consequentemente, 0s processos que determinam a composicao e
diversificacdo dos taxons encontrados nessas regides (DASILVA; PINTO-DA-ROCHA,
2010).

E consenso entre diversos autores que a Mata Atlantica surgiu entre o final do
Paleoceno e inicio do Eoceno (aproximadamente 50 Ma), quando o clima predominantemente
quente e umido favoreceu a diversificacdo das angiospermas, 0 que garantiu a manutencao
das florestas umidas da América do Sul — nessa época, as florestas provavelmente cobriam
toda a extensdo longitudinal do continente, do oceano Pacifico ao Atlantico. A partir do
Plioceno, porém, a expansao de grandes areas abertas savanicas (que, hoje, correspondem a
Diagonal de Formacdes Abertas da América do Sul) isolou a Mata Atléntica das outras
florestas sul-americanas, o que resultou, ao longo do tempo, em um alto nivel de
diversificacdo de espécies dentro de seus limites (DASILVA; PINTO-DA-ROCHA, 2010).

Alguns estudos apontam, porém, que a biota da Mata Atlantica é composta por taxons
de diferentes origens biogeogréficas, e indicam relagcBes proximas entre essa biota e a da
porcdo sudeste da Floresta Amazonia. A respeito disso, Costa (2003) realizou uma analise

filogeografica comparativa de pequenos mamiferos distribuidos tanto na Mata Atlantica
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quanto na Floresta Amazonica. Os resultados desse trabalho indicaram que a similaridade das
sequéncias nucleotidicas analisadas foi, muitas vezes, maior entre as amostras das duas
florestas do que entre as amostras de um mesmo bioma. Além disso, os clados da Mata
Atlantica se posicionaram como grupos irmaos de todos os outros clados analisados.

A grande questdo central a respeito da grande diversificagdo e do alto nivel de
endemismo observados na Mata Atlantica se refere a quais processos teriam sido responsaveis
por esse padrdo. A respeito disso, ressalta-se a importancia de se analisar a historia
filogenética dos taxons encontrados na Mata Atlantica. Visto isso, DaSilva e Pinto-da-Rocha
(2010) desenvolveram um trabalho utilizando, como modelo, opilides (Arachnida) da familia
Gonyleptidae — bastante diversa e endémica da Mata Atlantica — com o objetivo de procurar
padrdes comuns de distribuicdo que podem indicar eventos historicos que ocorreram na
histéria biogeografica desse bioma. De acordo com os resultados dessa pesquisa, a
diversificacdo na floresta Atlantica parece ter sido impulsionada por processos ciclicos de
restricdo e vicariancia, alternados com simpatria e dispersdo. Porém, os autores consideram
que processos propostos por modelos diferentes podem se complementar para explicar
padrdes de especiacdo e diversidade, como, por exemplo, informacgdes sobre a histéria

geomorfoldgica da regido. Assim,

[...] o tectonismo que abre o vale e forma a serra teria influenciado a formacéo de
reflgios florestais em momentos diferentes e alternados, que, por sua vez, teriam
sido influenciados por escarpas e vales, alternados por transgressdes marinhas e
influéncia sedimentar-marinha. Esses processos funcionam de forma dindmica e
conjunta e ndo impedem a formacdo de um padrdo geral [...]. Pelo, contrario, ele
sugere que o entendimento detalhado das relacbes biogeogréaficas entre as areas de
Mata Atlantica e de seu proprio passado depende da compreensdo de uma histéria
geomorfoldgica e climéatica bastante complexa (DASILVA; PINTO-DA-ROCHA,
2010, p. 237).

2.3.2 Biogeografia da Diagonal de Formagdes Abertas Secas da América do Sul

A éarea de abrangéncia da Diagonal de Formagdes Abertas Secas da América do Sul se
estende do Nordeste do Brasil ao Noroeste da Argentina, incluindo as provincias
biogeograficas da Caatinga, Chaco e Cerrado. Essa regido tem como caracteristicas
predominantes o clima sazonal e a restricdo hidrica em determinada parte do ano, e apresenta
uma grande variedade de formagbes de vegetacdo aberta (ZANELLA, 2010). Das trés
provincias, o Cerrado é a que apresenta maiores volumes de chuva, o que torna a Caatinga
(isolada entre areas mais chuvosas) e 0 Chaco (vizinho de areas mais Umidas a leste e a oeste)

dois polos de maior aridez. A maior parte do Cerrado esta localizada sobre o Planalto Central
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Brasileiro (com altitude variando entre 500 e 1200m), e apresenta solos bastante acidos e
pobres em nutrientes. A Caatinga estd localizada em terras baixas, com depressdes
interplandlticas de solos rasos. O Chaco também esta localizado em terras baixas, porém em
uma ampla planicie bastante uniforme. A Caatinga e o Cerrado séo tipicamente tropicais,
enquanto que o Chaco, localizado em posicdo subtropical, apresenta grande variacdo sazonal,
mas com um verao tipicamente quente — apresentando temperaturas que podem chegar a 49°C
— e chuvoso (ZANELLA, 2010).

Quanto a origem de cada uma dessas provincias, Zanella (2010) afirma que os
extensos planaltos que compdem o Cerrado provavelmente foram formados durante o periodo
Terciario. A partir da metade do Oligoceno, quando o clima se tornou mais frio e seco, houve
uma intensificacdo na formacdo de solos sedimentares mais profundos. A origem do Chaco,
por sua vez, esta relacionada ao soerguimento da Cordilheira dos Andes (entre o Plioceno e o
Pleistoceno), que deu origem a extensa planicie sedimentar, que abriga essa provincia, e que
afetou a América do Sul como um todo, elevando, também, o Planalto Central Brasileiro. A
elevacdo desse Planalto causou grande desnudacdo do Nordeste brasileiro, originando, assim,
a Caatinga, que, segundo Gottsberger e Silberbauer-Gottsberger (2006), surgiu
concomitantemente ao Cerrado.

A respeito da origem e diversificacdo da biota encontrada nas areas da Diagonal de
Formacdes Abertas Secas, Zanella (2010) ressalta a importancia do soerguimento do istmo do
Panaméa, que permitiu o intercambio de diversos tdxons que ocuparam essa regido e se
diversificaram ao longo do tempo, como grupos de cervos, felinos, canideos, porcos-do-mato,
abelhas mamangavas sociais e abelhas solitarias. Os eventos que levaram a diversificacdo
desses grupos, porém, ainda ndo estdo bem esclarecidos. Entretanto, sabe-se que existiram
duas rotas para essa ocupagédo: uma pelas terras altas dos Andes e outra pelas terras baixas do
leste do continente sul-americano (ZANELLA, 2010).

Considerando que o surgimento da Diagonal de Formag6es Abertas Secas separou as
florestas tropicais da América do Sul (Floresta Amazbnia e Mata Atlantica), Sigrist e
Carvalho (2009) — utilizando a Analise de Parciménia de Brooks (BPA — Brooks parsimony
analysis) — analisaram as relagcdes historicas entre esses biomas, a fim de analisar as
influéncias da Diagonal nas historias evolutivas das biotas das florestas adjacentes. Nessa
analise, os autores encontraram uma divisdo basal entre a Amazé6nia e a Mata Atlantica,
sugerindo que elas tem estado isoladas por um longo periodo de tempo. Porém, quando 0s
autores adicionaram o Cerrado e a Caatinga as analises, as relacdes internas dentro dos clados

da Amazonia mudaram, sugerindo que uma classificacdo biogeografica que compreenda
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ambas as florestas e as areas de vegetacdo aberta deve ser considerada, observando-se suas
historias complementares.

Henderson (1991 apud ZANELLA, 2010) ressalta que o objetivo da biogeografia deve
ser 0 estudo da historia das biotas que compdem as areas, e ndo o estudo da historia das areas,
por si sO. Sendo assim, o autor ressalta que o reconhecimento das biotas ancestrais, junto a
informag@es historicas e geoldgicas da &rea em questdo, é essencial para o esclarecimento da

histdria biogeografica das regides.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencdo do material bioldgico

No presente trabalho foram utilizados 230 individuos de Nasutitermes corniger,
provenientes de diversas localidades ao longo da area de distribuicdo da espécie (Tabela 1).
Parte desse material foi gentilmente cedida pela Profa. Dra. Eliana Marques Cancello,
curadora da colecdo de Isoptera do Museu de Zoologia da Universidade de Sdo Paulo
(MZUSP). Os individuos provenientes dos paises da América Central e América do Sul
(exceto Brasil) foram cedidos pelo Prof. Dr. Rudolf Scheffrahn, da Universidade da Florida —
Estados Unidos. Também foram utilizadas sequéncias nucleotidicas disponiveis no GenBank,
(Tabela 1). Outra parte do material foi coletada entre os meses de novembro de 2014 e julho
de 2015. Todas as amostras estdo armazenadas em alcool absoluto na Colecdo de Isoptera do
Laboratdrio de Biologia Evolutiva (LaBE) da Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterinarias
(FCAV) — UNESP — Céampus de Jaboticabal. As sequéncias nucleotidicas de todos 0s
individuos estdo armazenadas no banco de dados moleculares do LaBE, cujo nimero de

acesso corresponde ao nimero voucher apresentado na Tabela 1.

Tabela 1 — Ndmero voucher, codigo de localidade, localidade de procedéncia e coordenadas geograficas dos
espécimes de Nasutitermes corniger utilizados neste trabalho.

Cddigo de Coordenadas

N®voucher localidade Local de procedéncia Latitude Longitude
88-95 JAB Jaboticabal - SP -21.25472 -48.32222
156 RO Porto Velho - RO -9.14664 -64.50953
158 RO Porto Velho - RO -9.45261 -64.39004
159 RO Porto Velho - RO -9.45205 -64.38508
161 RO Porto Velho - RO -9.45022 -64.36745
162 RO Porto Velho - RO -9.44910 -64.35772
163 RO Porto Velho - RO -8.84126 -64.06220
164 RO Porto Velho - RO -8.83823 -64.06554
165 RO Porto Velho - RO -9.60888 -65.37693
166 RO Porto Velho - RO -9.61876 -65.44740
167 RO Porto Velho - RO -9.61162 -65.45280
168 RO Porto Velho - RO -9.43718 -64.83201
170 RO Porto Velho - RO -9.59153 -65.05023
171 RO Porto Velho - RO -9.57909 -65.05786
172 RO Porto Velho - RO -9.57274 -65.06102
173 RO Porto Velho - RO -9.59837 -65.04759
174 RO Porto Velho - RO -9.61621 -65.04501
175 RO Porto Velho - RO -9.59471 -65.06456
176 RO Porto Velho - RO -9.57405 -65.07168
177 RO Porto Velho - RO -9.60185 -65.05691
178 RO Porto Velho - RO -9.60185 -65.05691
179-180 MS Corumba - MS -19.57680 -57.01800
181-182 MS Corumba - MS -19.30605 -57.05536

183 MS Corumbé - MS -19.46908 -57.02810
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184-185
194
195
197
198
199
200
201
202
203

267-269

270-274

275-279
280
281
282
283

297-298
299
300
301

302-303
304
306
307
309
310
311

347-348
349
350
351
352
353
354
355
356
357
358
359
360
361
362
363
364
365
366
367
368
369
370

371-372
373
374
375
376
377
378
379
380

MS
RDOM
PRICO
MEX
GUA
SKN
SUR
DOM
EQUA
WIND
PR
MT
MT
PB
PB
PB
MG
PB
CE
GO
MA
MA
MA
PA
PA
TO
TO
TO
MG
AL
SE
sp
PGUAI
PGUAI
PGUAI
PGUAI
PGUAI
PGUAI
PMA
PMA
PMA
PMA
PMA
PMA
PMA
PRU
PRU
PRU
PRU
PRU
PRU
PRU
BOL
BOL
BOL
BOL
BOL
BOL
VEN
VEN

Corumba - MS
Republica Dominicana (AY623100.1%)
Porto Rico (AY623098.1*)
México (AY623094.1%)
Guadalupe (AY623099.1%)
Saint Kiss e Nevis (AY623097.1%)
Suriname (AY623095.1%)
Dominica (AY623093.1%)
Equador (AY623085.1%)
West Indies (AY486438.1%)
Castro - PR
Céceres - MT
Céaceres - MT
Jodo Pessoa - PB
Jodo Pessoa - PB
Jodo Pessoa - PB
Uberlandia - MG
Santa Rita - PB
Taua - CE
Avelinépolis - GO
Bom Jesus das Selvas - MA
Lago Verde - MA
Codé6 - MA
S&o Jodo do Araguaia - PA
Abel Figueiredo - PA
Brejinho de Nazaré - TO
Ponte Alta do Tocantins - TO
Colinas do Tocantins - TO
Sacramento - MG
Macei6 - AL
Acaraju - SE
Tanabi - SP
Caacupé — Paraguai
Guayaibi — Paraguai
Tacuati — Paraguai
Concepcion — Paraguai
Asuncion — Paraguai
Yaguaro6n — Paraguai
Santiago — Panama
Las Lajas — Panama
Punta Robalo — Panaméa
Canas Gordas — Panama
Santa Marta — Panama
Lajas de Tole — Panamé
Los Piedras — Panama
Satipo — Peru
Rio Negro — Peru
Rio Negro — Peru
Bajo Pichanaqui - Peru
Pto. Inca - Peru
Pucallpa — Peru
Von Humbolt - Peru
Flora & Fauna Hotel - Bolivia
Villa Tunari - Bolivia
San Pedro - Bolivia
Limoncito - Bolivia
Yacuces - Bolivia
Los Volcanes - Bolivia
Tucacas - Venezuela
Churaguara - Venezuela

-19.48230
19.221
18.283
17.449
16.167

17.13422
5.86
15.58
-1.90
17.0000

-24.79430

-16.02350

-16.00293

-7.13445
-7.13445
-7.13445
-18.9113
-7.11631
-6.1144
-16.5133
-4.3133
-4.022
-4.4575
-5.4739
-4.8625
-11.0164
-10.7436
-7.815
-20.2019444
-0.8586111
-10.929166
-20.619777

-25.38044

-24.44771

-23.42052

-23.05027

-25.27856

-25.56204

8.15942
8.17263
9.04350
8.63203
8.33266
8.18740
8.62902

-11.28681

-11.18070

-11.18987

-11.06414

-9.46759
-8.36714
-8.85449

-17.49893

-16.97043

-14.42390

-18.24663

-18.98723

-18.10037

10.86081
10.67215

-56.99310
-69.529
-67.167
-92.104
-61.664

-62.60183

-55.15

-61.32

-77.83
-76.0000

-50.01594

-57.66110

-57.71705

-34.84602

-34.84602

-34.84602

-48.2622
-34.9812
-40.4477
-49.7372
-46.5289
-45.0164
-44.1329
-48.7946
-48.5467
-48.5689
-47.5378
-48.4529
-47.122222

-35903888

-370475
-49.649185

-57.20014

-56.43303

-56.49494

-56.72764

-57.63545

-57.28416

-81.05536

-81.86517

-82.29374

-82.82654

-82.67223

-81.72511

-80.48495

-74.67691

-74.68987

-74.66985

-74.71955

-75.02367

-14.71778

-75.11904

-63.65244

-65.21001

-64.86053

-59.91882

-58.24453

-63.59343

-68.33140

-69.24857
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381
382
383
384
385
387
388
389
390
391
392
393
394
395
396
397
398
399
400
401
402
403
405
406
407
408
409
410
411
412
413
415
416
417
418
419
420
437-438
439-440
441-442
443-444; 455
445
446
447
448
449
450
451
452
453
454
456
469
470
471
472-473
474
475
476
477

VEN
VEN
VEN
JAM
JAM
JAM
JAM
HON
HON
HON
HON
BLZ
BLZ
BLZ
NIC
NIC
NIC
GTM
GTM
GTM
MEX
MEX
TT
TT
BRW
BRW
BHM
BHM
STL
SKN
DOM
UST
CRICA
CAY
RDOM
GRAN
GUA
MG
MG
MG
MG
MG
ES
ES
ES
ES
ES
ES
ES
ES
MG
GO
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
SP

San Filipi - Venezuela
Yurubi - Venezuela
San Sabastian - Venezuela
Windsor Forest - Jamaica
Ginger House - Jamaica
School of Agric. Port Antonio - Jamaica
St. Ann's - Jamaica
Lancetilla Botanical - Honduras
San Juan Bosque - Honduras
Coyolito - Honduras
Santa Barbara - Honduras
Punta Gorda - Belize
Jaguar Reef Lodge - Belize
Mayflower Natl Park - Belize
Ometepe - Nicaragua
Road to Cardenas - Nicaragua
Lake Masaya - Nicaragua
San Carlos - Guatemala
Livingston beach - Guatemala
Cerro San Gil Protected Area - Guatemala
Mexico
Coba — Mexico
PAX upper trail - Trinidad e Tobago
Grand Riviere - Trinidad e Tobago
Dania — Broward
Dania Beach - Broward
Treasure Cay resort - Bahamas
Treasure Cay resort - Bahamas
Coconut Bay Resort - St. Lucia
Church Grounds - St Kitts-Nevis
Crompton Point - Dominica
Highway 902 - U.S. Terr.
La Selva Biological Station - Costa Rica
Fountain Court - Ilhas Cayman
Enriquillo - Rep. Dominicana
Jessamine Vale - Granada
Highway D23 - Guadalupe
Ipaba - MG
Caratinga - MG
Ipanema - MG
Ipanema - MG
Penha do Capim - MG
Itapina - ES
Colatina - ES
Sooretama - ES
Sooretama - ES
Aracruz - ES
Fundao - ES
Sdo José do Calcado - ES
Séao José do Calgado - ES
S&o Geraldo - MG
Goiania - GO
Céu Azul - PR
Ivailandia - PR
Floresta - PR
Maringa - PR
Maringa - PR
Santa Fé - PR
Nossa Senhora das Gragas - PR
Itoror6 - SP

10.59770
10.36432
10.40245
18.11114
18.05814
18.19923
18.38411
15.74626
15.64030
13.31492
12.46915
16.09112
16.83997
16.93243
11.52188
11.23548
11.97336
15.78895
15.82811
15.68554
19.23112
20.48872
10.66400
10.83000
26.06902
26.06403
26.67635
26.67643
13.73000
17.13422
15.58333
18.10167
10.42540
19.28423
18.00078
12.09006
16.18393
-19.4623
-19.4562
-19.7245
-19.6985
-19.6284
-19.5118
-19.5099
-18.9897
-18.9967
-19.821
-20.0372
-21.0575
-21.5
-21.8315
-16.5843
-25.175126
-23.710449
-23.598891
-23.497496
-23.279694
-23.056231
-22.882321
-22.580632

-68.64485
-68.74982
-68.00039
-76.34124
-76.41414
-76.48380
-77.27663
-87.45343
-87.17666
-87.62271
-87.58688
-88.80841
-88.27174
-88.38291
-85.71052
-85.59799
-86.12502
-88.84182
-88.74756
-88.64486
-90.84244
-87.73501
-61.40400
-61.04400
-80.16941
-80.17375
-77.28432
-77.28560
-60.94000
-62.60183
-61.31667
-65.91272
-84.00220
-81.38697
-71.35010
-61.73523
-61.77020
-42.43
-42.3004
-41.8028
-41.8241
-41.2483
-40.8472
-40.5591
-40.038
-40.1267
-40.1537
-40.1769
-41.657
-42.083333
-42.6069
-49.1614
-53.913901
-52.160627
-52.07929
-52.014919
-51.888869
-51.82309
-51.790357
-51.707383
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478 SP Tarabai - SP -22.3660206 -51.583056
479 SP Pirapozinho - SP -22.271347  -51.484303
480 SP Presidente Prudente - SP -22.173129  -51.344981
481 SP Martindpolis - SP -22.081654 -51.12027
482 SP Osvaldo Cruz - SP -21.874343 -50.8583
483 SP Olimpia - SP -20.72184 -48.869361
487-495; 502-509 BA Entre Rios - BA -11.9419444  -38.08444
496-501 BA Alagoinhas - BA -12.13555 -38.419166
511 ES Colatina - ES -19.5099 -40.5591
512 ES Sooretama - ES -18.9897 -40.038
513 SP Ribeirdo Preto - SP -21.225277 -47.8272222
515 SP Ribeirdo Preto - SP -21.178055 -47.78
583 GO Ivolandia - GO -16.6101 -50.9525
584 MG Paracatu - MG -17.2108 -46.8956
585 MT Araguainha - MT -16.7994 -52.9446
586 GO Firminépolis - GO -16.5697 -50.3082
587 MG Paracatu - MG -16.8409 -53.027
588 MS Paraiso das Aguas - MS -19.0462 -53.0096
589 GO Ivolandia - GO -16.6068 -50.9086
590 MT Pedra Preta - MT -16.6068 -54.4709
591 MG Paracatu - MG -17.1896 -46.9226
592 GO Piranhas - GO -16.4256 -51.8316
593 MS Coxim - MS -18.495 -54.6354
594 MS Campo Grande - MS -20.4877 -54.8131
595 MS Antdnio Jodo - MS -22.2159 -55.9236
596 MS Perdido - MS -21.7419 -57.1254
597 MS Camapud - MS -19.5211 -54.0406
598 MS Bandeirantes - MS -19.8639 -54.3688
599 MS Costa Rica - MS -18.5641 -53.121
600 MT Pedra Preta - MT -16.549 -54.5748
601 MS Dourados - MS -22.2334 -54.5815
602 MS Ivinheima - MS -22.3337 -53.7695
603 MS Anastacio - MS -20.7137 -55.9087
604 GO Diorama - GO -16.3947 -51.2571
605 PB Jodo Pessoa - PB -7.13445 -34.84602
606 PB Mamanguape - PB -6.7416 -35.1405
_Tot_aI,. 230 - 180 localidades - -
individuos

* NUmero de acesso da sequéncia no GenBank.

3.2 Obtencéo das sequéncias de 16S rDNA

Extracdo do DNA total: Para obtencdo do DNA total foi utilizada a metodologia de

Liu e Beckenbach (1992). As cabecas dos insetos foram retiradas, colocadas em tubo com
60uL de tampao com proteinase (0,1M Tris-OH, pH 8.0, 0,05M EDTA, 0,2M NaCl, 1% SDS,

com 20 mg/uL de proteinase K), maceradas e imediatamente colocadas em banho-maria a

65°C por, aproximadamente, 2 horas. A solucgéo resultante foi extraida com Fenol (saturado
com 10mM Tris, ImM EDTA, pH 8.0) e cloroférmio/alcool-isoamilico (24/1). Ap6s o
sobrenadante ser extraido, adicionou-se 2 volumes de etanol absoluto para a precipitacdo do

DNA. A suspensao foi centrifugada a 12000 rpm a 4°C por 15 minutos, lavada duas vezes

com etanol 70%, secada naturalmente e dissolvida em 30uL de agua estéril bidestilada.
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Amplificacdo do gene 16S rDNA: Para amplificacdo parcial do gene mitocondrial 16S
rDNA foram utilizados os oligonucleotideos LR-J-13007 (KAMBHAMPATI, 1995) e LR-N-
1398 (XIONG; KOSHER, 1991), em uma reacdo de PCR com volume total igual a 25uL
(3pL de cada um dos oligonucleotideos a 5 pmol; 4L de agua deionizada; 12,5uL de PCR
master mix Promega®; e 2,5uL de amostra de DNA total). Esta reacdo foi submetida a
amplificacdo nas seguintes condicdes: 94°C por 2 minutos para desnaturacdo inicial; seguida
de 35 ciclos a 94°C por 1 minuto para desnaturacdo, 50°C por 1 minuto para anelamento, 72°C
por 1 minuto e 15 segundos para extenséo; e, por fim, 72°C por 7 minutos para extensao final
(LEGENDRE et al., 2008). O produto da PCR foi submetido a eletroforese em gel de agarose
1% com brometo de etideo, e visualizado em luz ultravioleta para checagem da especificidade

do fragmento e monitoramento de contaminacao.

Purificacdo do produto de PCR: O produto da PCR foi tratado com o conjunto de
reagentes NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up, seguindo as instruces do fabricante. Foram
adicionados 20 pL de produto de PCR e 40 pL de “Binding Buffer NTI” em um mesmo tubo.
A solucdo resultante foi transferida para uma coluna de purificacdo acoplada a um tubo
coletor, e foi submetida a sucessivas lavagens com “Wash Buffer NT3”, alcool absoluto e
alcool 70%, seguidas de centrifugacdes a 14000 rpm. A Ultima etapa consistiu na lavagem do

DNA, ligado a coluna de purificagdo, com “Elution Buffer NE”.

Reacdo de Sequenciamento do gene 16S rDNA: A amostras foram sequenciadas
através do conjunto de reagentes “Big Dye” (Perkin-Elmer) no sequenciador automético ABI
3730 XL DNA Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, Califérnia (CA)), seguindo-se as
instrucdes do fabricante. A reacdo de sequenciamento foi submetida aos mesmos ciclos da

reacao de amplificacdo do fragmento do gene mitocondrial.
3.3 Analise dos dados

Analise das sequéncias nucleotidicas: As sequéncias nucleotidicas foram lidas
através do software Chromas Lite v. 2.01 (Technelysium Ltd., 2005) e alinhadas com o
auxilio do programa BioEdit v. 7.0.9.0 (HALL, 1999), através da ferramenta ClustalW,

seguida de inspe¢do manual.
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Estatistica descritiva: Através do programa DnaSP v. 5.10.01 (LIBRADO; ROZAS,
2009), foram realizadas as analises de estatistica descritiva, que visam quantificar a variacdo
presente nas sequéncias de DNA. Para tal, foram estimados 0s seguintes parametros:
quantidade de sitios polimorficos ou segregantes (S) — nimero de sitios que mostram variacdo
entre as sequéncias amostradas e os sitios monomorficos; diversidade nucleotidica (m) —
numero médio de diferencas nucleotidicas por sitio entre duas sequéncias; numero médio de
diferencas nucleotidicas (k) — médias das diferencas nucleotidicas entre pares de sequéncias
tomadas ao acaso na populacdo amostrada; e diversidade haplotipica (Hd) — medida de
variagdo genética considerando o numero real de mudangas de base entre as sequéncias.
Através do programa MEGA v.6 (TAMURA et al., 2013) foi estimada a porcentagem media
de cada uma das bases nitrogenadas (A, T, C e G) na composicdo das sequéncias de mtDNA

dos individuos amostrados, bem como os valores de distancia genética entre as sequéncias.

Testes de neutralidade e Mismatch Distribution: Foram realizados os testes de Fs de
Fu e D de Tajima por meio do programa DnaSP v. 5.10.01 (LIBRADO; ROZAS, 2009). Os
testes de neutralidade avaliam se os polimorfismos observados nas sequéncias seguem o
modelo de variagdo neutra, entretanto os calculos para cada teste sdo baseados em parametros
distintos. O teste Fs de Fu é baseado na distribuicdo de frequéncia dos haplétipos em funcgéo
de 0 (“teta”) (6=4Np, em que N corresponde ao tamanho efetivo da populagdo e p a taxa de
mutacdo por sequéncia por geracdo). Valores negativos e significativos para Fs sdo
indicativos de expansdo populacional (FU, 1997). O teste D de Tajima baseia-se nas
diferencas entre 0 nimero de sitios segregantes (polimdrficos) e o numero de diferencas
nucleotidicas. Valores negativos e significativos para o D de Tajima sugerem selecdo
purificadora, efeito carona ou expansdo populacional; enquanto que os valores positivos séo
indicativos de selecdo estabilizadora ou contracdo populacional (TAJIMA, 1989). A
Mismatch Distribution, também realizada por meio do programa DnaSP v. 5.10.01, avalia a
distribuicdo das diferencas nucleotidicas pareadas entre individuos, investigando a historia
demografica das populagdes. Ela permite discriminar entre popula¢fes que permaneceram
estaveis ao longo do tempo (curvas multimodais) e populagGes que sofreram expanséo
demogréafica a partir de uma populacdo fundadora pequena (curva unimodal) (ROGERS;
HARPENDING, 1992; MOUSSET et al., 2004; LOPES, 2006; AOKI et al., 2008).

Analise de similaridade genética: A analise de similaridade genética Neighbor-
joining e a distancia genética entre as populacdes foram obtidas com o auxilio do programa
MEGA v.6 (TAMURA et al., 2013). A distancia genética pode variar entre 0 e 1, sendo que
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quanto mais proximo de 1, mais distante geneticamente sdo as populagdes analisadas. O
método de andlise de similaridade genética Neighbor-joining tem como premissa encontrar
pares de unidades taxondmicas operacionais (operational taxonomic units — OTU
[=neighbors]) que minimizem o comprimento total do ramo em cada estagio do agrupamento
das OTUs. Para essa anélise foi utilizado o modelo de correcdo Kimura-2-parametros (K2P).
Uma sequéncia nucleotidica do gene 16S rDNA de Nasutitermes guayanae foi utilizada como

grupo externo para polarizar a arvore.

Andlises Filogeogréaficas: Para as analises filogeogréficas foi utilizada a NCPA
(Nested Clade Phylogeografic Analysis), que propde a investigacdo dos processos historicos
que determinaram a evolucdo das populacdes. Para esta analise, uma rede haplotipica foi
obtida com o auxilio do programa TCS v.1.21 (CLEMENT et al., 2000), que baseia-se na
parcimonia estatistica, e aninhada manualmente de acordo com a metodologia proposta por
Templeton et al. (1987). Por meio do programa GeoDis v.2.5 (POSADA et al., 2000) foram
calculados os valores de Dc (distancia do clado), Dn (distancia do clado agrupado) e I-T
(interior-extremidade) para os clados formados na rede haplotipica. A analise combinada dos
indices Dc, que mede a amplitude da distribuicdo geografica de um determinado haplétipo, e
Dn, que mede a distancia média de hapl6tipos do clado de interesse, em relacdo ao centro
geogréfico de distribuicdo dos haplétipos do clado no nivel superior da categoria aninhada,
possibilitou que fosse testada a hipdtese nula de ndo associagdo entre a distribuicdo geografica
da espécie e sua genealogia (TEMPLETON et al., 1995; TEMPLETON, 1998). Em cada
categoria aninhada também foi realizado o teste estatistico interior-extremidade (I-T). Ao
final do processo, os indices calculados (Dc, Dn e I-T) e sua significancia foram testados na
chave de inferéncias filogeograficas de Templeton (2004). Para verificagdo do resultado
obtido a partir dessa chave, foi realizado o teste de Mantel através do programa Alleles in
Space (AIS) v.1.0 (MILLER, 2005), um teste estatistico que avalia a correlacdo entre duas
matrizes de dissimilaridade: uma matriz de distancia genética e uma matriz de distancia
geografica (gerada a partir das coordenadas geograficas das localidades de coleta) para todos
os individuos amostrados. O teste de Mantel mede o grau de associacao entre as duas matrizes
a partir do valor e da significancia do coeficiente de correlacdo de Pearson (r) resultante, que
varia de -1 a 1. Valores de r significativos e mais proximos de 1 indicam forte correlagédo
positiva entre as duas variaveis, enquanto que valores significativos mais proximos de -1
indicam forte correlacdo negativa entre as variaveis (isto €, se uma aumenta, a outra diminui).

Valores iguais a 0 indicam que nédo ha correlacéo linear entre as matrizes.
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Andlise de Variancia Molecular (AMOVA): Através do programa Arlequim v. 3.11
(EXCOFFIER, 2005) foi realizada a AMOVA, construida a partir da analise hierarquica da
variancia, que estabelece uma particdo da variacdo total em componentes de covariancia
devido a diferenga entre individuos dentro de populagdes (Fst), entre populagcdes do mesmo
grupo (Fsc) e entre grupos (Fct) (EXCOFFIER et al.,, 1992). Quando a analise € feita
utilizando-se apenas dois niveis hierarquicos (dentro de populacGes e entre populacdes), o
valor de Fst indica a variacdo entre populagdes. Os grupos utilizados para essa analise foram

estabelecidos de acordo com os agrupamentos observados na rede haplotipica gerada.

Analises Filogenéticas: Para se entender as relacGes evolutivas entre as populacoes e
possiveis linhagens de acordo com o grau de estruturacdo encontrado, foi realizada a analise
de inferéncia Bayesiana. O melhor modelo de substituicdo nucleotidica para essa analise foi
selecionado através do programa Mega v.6 (TAMURA et al., 2013), utilizando-se o Bayesian
Information Criterion (DARRIBA et al., 2012). A reconstrucdo filogenética por inferéncia
Bayesiana, assim como as estimativas do tempo de divergéncia entre as linhagens, foram
realizadas através do programa BEAST 1.8.0 (DRUMMOND et al., 2013), utilizando-se
Lognormal Relaxed Clock como tipo de reldgio molecular — calibrado com um valor de taxa
de mutacdo (mean) igual a 0,00000000187 e desvio padrdo (stdev) igual a 0,0000000000105,
valores apresentados por Velona (2010) para o gene mitocondrial COIl — e Coalescent:
Constant size como tipo de arvore a ser gerada. Uma sequéncia de 16S rDNA de Spinitermes
longiceps e uma de Spinitermes robustus, espécies da familia Termitidae, subfamilia

Termitinae, foram usadas para polarizar a arvore.
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4 RESULTADOS

4.1 Estatistica descritiva

No total, foram obtidas 230 sequéncias parciais do gene 16S rDNA de amostras de
Nasutitermes corniger, provenientes de diversas localidades da regido Neotropical (Tabela 1).
Apds alinhamento de todas as sequéncias e inspecdo manual, obtiveram-se sequéncias
contendo 401 pares de base. Dentre as 230 sequéncias, foram encontrados 33 sitios
polimorficos (S) e 45 haplétipos, com diversidade haplotipica (Hd) igual a 0,880, considerada
bastante elevada. A diversidade nucleotidica (n) encontrada foi de 0,00505 e 0 nimero médio
de diferencas nucleotidicas (k) foi de 1,988. Quanto a composicdo nucleotidica das sequéncias
de mtDNA obtidas, observou-se que, em media, 25,2% correspondem a base timina (T),
21,1% correspondem a base citosina (C), 42,7% correspondem a base adenina (A) e 11,0%
correspondem a base guanina (G). Como pode ser observado, a porcentagem de bases A-T é

superior a porcentagem de base C-G, caracteristica esperada para genomas de insetos.

4.2 Rede haplotipica e anélises filogeograficas

A rede haplotipica gerada (Figura 9) agrupou todos os individuos de N. corniger de
acordo com seu respectivo haplotipo (Tabela 2). Na rede também foi possivel observar as
relacBes de proximidade entre os haplétipos encontrados, a partir das linhas que indicam 0s
passos mutacionais entre um haplétipo e outro. Além disso, a rede haplotipica gerada
evidenciou seis grandes agrupamentos de haplotipos (Figura 9). Os haplétipos obtidos estdo
plotados ao longo da regido Neotropical, como mostra a Figura 10.

Para a Nested Clade Phylogeografic Analysis (NCPA) a rede foi aninhada
manualmente (Figura 11), obtendo-se um total de 31 clados. Para a matriz da NCPA, porém,
foram desconsiderados os clados que ndo apresentavam variacbes geograficas entre seus
haplotipos relacionados e os clados com apenas um haplétipo agrupado, o que resultou num
total de 19 clados a serem analisados. Entre os 19 clados, 11 geraram resultados

significativos, incluindo todos os de alto nivel (niveis trés e quatro) (Tabela 3).
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Figura 9 — Rede de hapl6tipos ndo enraizada para N. corniger, gerada através das sequéncias do gene mitocondrial 16S rDNA. Cada linha da rede representa um simples passo
mutacional; haplétipos séo representados por nimeros romanos dentro das elipses (exceto o haplotipo mais central da rede, representado por retangulo) e os pequenos circulos
indicam haplétipos hipotéticos que sdo intermediarios necessarios entre os haplétipos amostrados, mas que ndo foram observados na amostra. O retangulo preenchido em azul escuro
indica o agrupamento 1, em roxo o0 agrupamento 2, em azul claro o agrupamento 3, em laranja o agrupamento 4, em vermelho o agrupamento 5, e em verde o agrupamento 6.
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Tabela 2 — Relacdo entre os hapl6tipos, sua frequéncia, compartilhamento com os individuos de N. corniger e
alocacdo no respectivo agrupamento na rede haplotipica (Figura 9). As letras antes dos nimeros voucher de cada
individuo (Ultima coluna) correspondem ao seu respectivo codigo de localidade.

.................................... Agrupamento Haploétipo Frequéncia Individuos que contém o haplétipo
RDOM194, DOM201, CE299, GO300, MA301, MA303,
| 21 MA304, TO309, PMA361, PMA362, PMA363, HON389,
HON390, HON391, HON392, NIC396, NIC397, NI1C398,
DOM413, GO456, GO589
I 1 PRU371
" 2 PRICO195, UST415
v 1 SUR200
\Y 1 TT405
1 VI 1 MS593
Vil 1 GRAN419
Vil 1 TT406
IX 4 JAM384, JAM385, JAM387, JAM388
X 4 VEN379, VEN380, VEN381, VEN383
Xl 1 VEN382
XIi 2 PA306, BA506
X 3 WIND203, BRW407, BRW408
XV 4 GUA198, SKN199, SKN412, GUA420
MEX197, EQUA202, MA302, BLZ393, BLZ394,
XV 11 BLZ395, GTM399, GTM400, GTM401, MEX402,
MEX403
XVI 1 STL411
2 XVII 4 PMAS360, BHM409, BHM410, CRICA416
XVIII 3 PMAZ358, PMA359, CAY417
XIX 1 PMA364
XX 1 RDOM418
PR267, PR268, PR269, MT270, MT271, MT272, MT273,
XXI 19 MT274, MT275, MT276, MT277, MT278, MT279,
PRU370, PRU372, BOL373, BOL374, BOL375, BOL376
XX 9 RO165, RO170, RO171, RO173, RO174, RO175, RO176,
RO177, RO178
XX 1 RO172
3 XXIV 2 RO166, RO167
XXV 1 RO168
XXVI 1 BOL378
XXVII 4 PGUAI352, PGUAI353, PGUAI354, PGUAI357
XXVII 5 MS180, MS182, BOL377, MS596, MS603
XXIX 4 MS179, MS181, MS184, MS185
XXX 4 PRU365, PRU366, PRU367, PRU368
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RO156, RO158, RO159, RO162, RO163, RO164, TO310,

XXX 8 TO311
XXXII 1 PRU369
XXX 1 RO161
PGUAI355, PGUAI356, PR469, PR470, PR471, PRA4T72,
NXXIV o5 PRA473, PR474, PRATS5, PR476, SPA77, SPAT8, SP4T79,
SP480, SP481, MT585, MS588, MS594, MS595, MS597,
MS598, MS599, MT600, MS601, MS602
XXXV 1 MS183
XXXVI 1 MT590
JABS8S, JAB89, JAB90, JAB91, JAB92, JAB93, JABY4,
XXXV 29 JABY5, PB281, PB282, MG283, PB298, MG347,
MG348, SE350, TAN351, SP482, SP483, SP513, SP515,
MG587, PB606
XXXV 5 GO583, MG584, GO586, MG591, GO604
XXXIX 1 PA307
XL 1 PB280
XLI 1 AL349
MG437, MG438, MG439, MG440, MG441, MG442,
MG443, MG444, MG445, ES446, ES447, ES448, ES449,
XLII 36 ES450, ES451, ES452, RJ453, MG454, MG455, BA487,
BA490, BA491, BA492, BA493, BA494, BA495, BA498,
BAS502, BA503, BA504, BA505, BA507, ES511, ES512,
G0592, PB605
XLII 6 BA496, BA499, BA500, BA501, BA508, BA509
XLIV 2 BA488, BA489
XLV 1 PB297
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Figura 10 — Mapas evidenciando a distribuicdo dos hapl6tipos obtidos neste trabalho. (A) Todos os haplotipos
alocados em suas respectivas localidades. As cores dos marcadores de ponto correspondem as cores dos
agrupamentos observados na rede haplotipica (Figura 9); (B) localidades correspondentes ao agrupamento
nimero 1 da rede de hapl6tipos; (C) localidades correspondentes ao agrupamento 2 da rede de haplétipos; (D)
localidades correspondentes ao agrupamento 3 da rede de haplotipos; (E) localidades correspondentes ao
agrupamento nimero 4 da rede de haploétipos; (F) localidades correspondentes ao agrupamento ndmero 5 da rede
de haplétipos; (G) localidades correspondentes ao agrupamento nimero 6 da rede de haplétipos. Fonte: Imagens

geradas pela autora com o auxilio do Google Maps.



¢S

X

e -

/
/
Vs

gy Sy

Figura 11 — Rede de haplétipos evidenciando os clados aninhados utilizados na NCPA. Cada linha da rede representa um simples passo mutacional; haplétipos séo representados por
nlmeros romanos € os pequenos circulos indicam haplétipos hipotéticos que sdo intermediarios necessarios entre os hapl6tipos amostrados, mas que ndo foram observados na amostra.
Linhas pontilhadas indicam clados de nivel 1; linhas tracejadas indicam clados de nivel 2; linhas inteiras e claras indicam clados de nivel 3; e linhas inteiras e escuras indicam o clado de
nivel 4.
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Tabela 3 — Resultados da NCPA gerados através do software GeoDis e interpretados a partir da chave de
inferéncias de Templeton (2004).

Subconjuntos Parametros Parametros I-T N fg
Clado e o L Inferéncia filogeogréfica
significativos significativos significativos
I (interior) Dc>; Dn> | ) ]
) ) uxo génico restrito com
1= IX (ponta) Dc< De>; D> isolamento por distancia
X1V (ponta) Dc<
XXI1I (ponta) Dc<
19 XXVII (ponta) Dc< Dc> Eluxo génico restrltg com
isolamento por distancia
XXX (ponta) Dc<
Fluxo génico restrito com
1-19 XLII (ponta) De< Nenhum isolamento por distancia
2-1 1-1 (interior) De>; bn> Dc>: Dn> Fluxo génico restrito com
1-3 (ponta) Dc<: Dn< ' isolamento por disténcia
9.5 1-12 (ponta) Dc< Dc> F_quo génico restrltg com
isolamento por distancia
2-7 1-13 (interior) De>; bn> Dc>: Dn> Fluxo génico restrito com
1-14 (ponta) Dc<: Dn< ' isolamento por disténcia
. . Fluxo génico restrito com
2-8 1-19 (ponta) De<; Dn< De>; Dn> isolamento por distancia
31 2-1 (interior) De< De> Fluxo génico restrito com
2-8 (ponta) Dc< isolamento por disténcia
3-2 2-4 (ponta) Dn< Dn> F.IUXO genico re“?“ﬁ’ com
isolamento por distancia
Fluxo génico restrito com
3-3 2-7 (ponta) De< Nenhum isolamento por distancia
3-2 (ponta) Dc<; Dn> Fluxo génico restrito ou Dispersao
4-1 Dc>; Dn> com alguma dispersdo a longa
3-3 (ponta) Dc<; Dn< distancia

Segundo a interpretacdo dos dados obtidos na NCPA através da chave de inferéncias
de Templeton (2004), os resultados frequentemente indicaram “Fluxo génico restrito com
isolamento por distancia” (Tabela 3) como causa do padrdo de distribuicdo de haplotipos
encontrado. Esta inferéncia foi corroborada pelo teste de Mantel, que resultou em um valor de
correlagdo R positivo e significativo, igual a 0,252090 (p=0,0009). O teste de Mantel,
portanto, confirmou a inferéncia de que ha correlacdo entre os haplétipos e as localidades, ou
seja, 0 numero de diferencas observadas entre os haplotipos provenientes de localidades mais
proximas entre si € menor do que entre os haplotipos encontrados em localidades mais

distantes.
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4.3 Testes de neutralidade e Mismatch Distribution

Os valores dos testes de neutralidade — D e F e Fu e Li, Fs de Fu e D de Tajima — estdo
relacionados na Tabela 4. Primeiramente, os testes foram realizados considerando-se todos 0s
individuos de N. corniger amostrados. Nessa analise, os valores de Fs de Fu e D de Tajima
foram significativos e negativos, o que é indicativo de expansdo populacional. Porém, para
uma analise mais detalhada, os testes também foram realizados considerando-se 0s
agrupamentos da rede de hapldtipos separadamente. Para todos os agrupamentos encontrou-se
valor negativo e significativo para Fs de Fu, o que indica, novamente, expansdo populacional.
Quanto ao parametro D de Tajima, o valor foi significativo e negativo apenas para o
agrupamento namero 1.

Tabela 4 — Valores dos testes de neutralidade (gerados pelo software DnaSP v.5) considerando-se,

primeiramente, todas as amostras de N. corniger em uma mesma andlise. Posteriormente, foram realizadas
andlises separadas para cada agrupamento observado na rede haplotipica.

coAnZ:thr;ijsas DdeFuelLi F de FueLi Fs de Fu D de Tajima
Todas -3,31153* -3,24939* -31,673* -3,3115*
Agrupamento 1 N&o significativo -2,55659* -9,162* -1,96222*
Agrupamento 2 Né&o significativo Néo significativo -1,282* Né&o significativo
Agrupamento 3 N&o significativo N&o significativo -2,787* N&o significativo
Agrupamento 4 N&o significativo N&o significativo -0,986* N&o significativo
Agrupamento 5 Né&o significativo Né&o significativo -0,883* Né&o significativo
Agrupamento 6 N&o significativo N&o significativo -1,691* N&o significativo

*Valores significativos (p<0,05)

Para a anélise de Mismatch Distribution também foram considerados, em um primeiro
momento, todos os individuos de N. corniger amostrados e, depois, as analises foram
realizadas separadamente para cada agrupamento haplotipico (Figura 12), a fim de que se
pudesse investigar mais detalhadamente a histéria demografica das populagdes. Para a anélise
de todos os individuos obteve-se uma curva unimodal (Figura 12.A), que € indicativo de que
as populagbes podem ter sofrido um processo recente de expansdo populacional. Esse
resultado também foi obtido para todos os seis agrupamentos analisados individualmente

(Figuras 12.B a 12.G, respectivamente).
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Figura 12 — Representac@es graficas das diferengas par a par (Mismatch Distribution) das sequéncias do gene
mitocondrial 16S rDNA (A) para todas populagBes de N. corniger amostradas; (B) para os individuos do
agrupamento 1 da rede de haplétipos; (C) para os individuos do agrupamento 2 da rede de haplétipos; (D) para
os individuos do agrupamento 3 da rede de haplétipos; (E) para os individuos do agrupamento 4 da rede de
haplétipos; (F) para os individuos do agrupamento 5 da rede de hapl6tipos; (G) para os individuos do

agrupamento 6 da rede de haplotipos.
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4.4  Analise de Variancia Molecular (AMOVA)

A AMOVA foi aplicada a fim de se testar o grau de particdo da variacdo genética entre
as populacdes de N. corniger amostradas. Foram testadas duas construcdes de hierarquia. Na
primeira, considerou-se cada um dos agrupamentos como uma populagédo, todas alocadas
dentro de um mesmo grupo. Os resultados desta analise foram todos significativos (p<0,05) e
evidenciaram elevada diferenciacdo genética entre os individuos dentro das populacdes e
entre as populacdes (Tabela 5). A porcentagem de variacdo, porém, foi consideravelmente
maior para a analise entre populacdes (ou seja, entre 0s agrupamentos), com um valor de
65,46%. O alto valor de Fst resultante (0,65457) indica um elevado grau de estruturagéo

genética entre 0s agrupamentos amostrados.

Tabela 5 — Primeira construcdo para o teste de AMOVA. Nesse teste, cada um dos agrupamentos foi
considerado uma populacdo, que, por sua vez, estdo contidas dentro de um mesmo grupo.

Tipo de Variagdo Componen:ces da Porcen'gaggm da indice de fixagao
variacao variacao
Entre populagdes 0,99576 (Va) 65,46% Fs1=0,65457*
Dentro das populagdes 0,52547 (Vb) 34,54% -

*Valor significativo (p=0,00000).

Na segunda construcdo também se considerou cada um dos agrupamentos como uma
populacdo. Porém, nesse teste, cada agrupamento foi alocado dentro de um grupo, de acordo
com seu posicionamento geografico. Como o agrupamento 1 esta distribuido de maneira
bastante ampla, ele foi desconsiderado nessa andlise, levando-se em conta que se busca
avaliar o grau de estruturacdo dos agrupamentos com distribui¢cdo mais restrita. Sendo assim,
foram construidos trés grupos: o primeiro contendo todas as sequéncias presentes no
agrupamento 2 (praticamente exclusivas da América Central); o segundo contendo todas as
sequéncias presentes nos agrupamentos 3 e 4 (localizadas, predominantemente, na por¢ao
centro-oeste da América do Sul); e o terceiro contendo todas as sequéncias presentes nos
agrupamentos 5 e 6 (predominantemente localizadas na porgédo centro-leste da América do
Sul). Todos os resultados desse teste foram significativos (p<0,05), e também indicaram
estruturagdo populacional (evidenciada pelos altos valores dos indices F) para 0s grupos
estabelecidos (Tabela 6). Além disso, o alto valor de Fst (0,71436) é indicativo de alta

variabilidade genética dentro das populaces.
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Tabela 6 — Segunda construcdo para o teste de AMOVA. Nesse teste, cada um dos agrupamentos foi
considerado uma populagdo, que, por sua vez, estdo contidas dentro de trés grupos distintos, estabelecidos de
acordo com o posicionamento geografico dos agrupamentos.

Tipo de Variacdo Compopen}es da Porcen'gaggm da Indice de fixacéo
variacao variacao
Entre grupos 0,57593 (Va) 32,72% Fcr=0,32721*
Entre populac¢des dentro dos 0,68143 (Vh) 38.71% Foc=0,57544*
grupos
Dentro das populacgdes 0,50277 (Vc) 28,56% Fsr=0,71436*

*Valor significativo (p=0,00000).

45 Andlise de Similaridade Genética

O dendrograma de similaridade genética Neighbor-joining (Figura 13) foi construido a
partir das distancias genéticas entre os haplétipos de N. corniger obtidos neste trabalho. Sua
topologia evidenciou que os grandes ramos gerados corroboram, em grande parte, 0S
agrupamentos observados na rede haplotipica, com excecao dos haplétipos I, X, XI e XXVII,
que ndo apareceram posicionados junto aos ramos dos outros haplo6tipos de seu respectivo
agrupamento. Esta subdivisdo dos ramos observada no dendrograma, e que evidencia 0s
agrupamentos haplotipicos, € um forte indicio de estruturacdo populacional destes grupos
amostrados. As cores dos ramos correspondem as cores estabelecidas para cada agrupamento

da rede haplotipica (Figura 9).
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Figura 13 — Dendrograma de similaridade genética Neighbor-joining obtido a partir do célculo das distancias
genéticas entre os hapldtipos de N. corniger obtidos, gerado com o auxilio do programa MEGA v.4 (TAMURA
etal., 2007). As cores dos ramos correspondem as cores dos agrupamentos observados na Figura 9.
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4.6 Andlise Filogenética e de Tempo de Divergéncia

Foi realizada uma analise Bayesiana (Figura 14) para se analisar o tempo de divergéncia
entre os agrupamentos das populacdes amostradas, utilizando-se as 45 sequéncias haplotipicas
obtidas neste trabalho. Para essa analise, 0 melhor modelo de substitui¢des nucleotidicas
encontrado foi 0 HKY+G+l (HASEGAWA; KISHINO; YANO, 1985). A topologia da arvore
gerada também corroborou os agrupamentos observados na rede haplotipica (Figura 9), sendo
gue, novamente, as cores dos ramos correspondem as cores estabelecidas para cada
agrupamento da rede.

De acordo com a topologia da arvore e os tempos de divergéncia gerados, os hapl6tipos
dos agrupamentos 1 e 2 sdo 0s mais antigos, com pouco mais de 3,76 e 3,66 milhdes de anos
(Ma), respectivamente. Os haplétipos dos agrupamentos 3, 4 e 5 apresentaram tempos de
divergéncia de pouco mais de 3,17 Ma, 2,29 Ma e 2,88 Ma, respectivamente. Para 0
agrupamento nimero 6 o tempo de divergéncia encontrado foi de aproximadamente 2,04 Ma,

0 mais recente, portanto.
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5 DISCUSSAO

5.1 Abordagem genética populacional

A partir dos resultados obtidos, foi possivel observar grande variabilidade genética entre
as populacdes de N. corniger amostradas, evidenciada pelo alto nimero de haplotipos (45) e
elevada diversidade haplotipica (0,880). Dentre os 45 haplotipos, cinco se mostraram
consideravelmente mais frequentes: hapl6tipo |, presente em 21 individuos, provenientes,
principalmente, de populacfes da Nicaragua, Dominica, Honduras, Panam4, até os estados do
Maranhdo e Goiéas; haplétipo XXI, presente em 19 individuos, provenientes de populacfes do
Parana, Mato Grosso, Peru e Bolivia; haplotipo XXXIV, presente em 25 individuos,
provenientes de populacdes do Paraguai, Parana, Sdo Paulo e Mato Grosso do Sul; haplétipo
XXXVII, presente em 22 individuos, provenientes de populacdes de Minas Gerais e Sao
Paulo, predominantemente; e, por fim, haplétipo XLII, presente em 36 individuos,
provenientes dos estados de Minas Gerais, Espirito Santo e Bahia.

Essa variabilidade observada pode ser subdividida em agrupamentos de haplotipos,
onde os menos frequentes e posicionados nas extremidades da rede estdo ligados a um
hapl6tipo mais central e frequente. Com exce¢do do agrupamento 1, que tem seus hapl6tipos
distribuidos de forma mais ampla, cada um dos agrupamentos abrangem, de maenira geral,
individuos provenientes de regibes geograficas adjacentes ou mais proximamente
relacionadas, como pode ser observado na Figura 10. Esse resultado levantou um primeiro
indicio de estruturacdo populacional entre as localidades amostradas.

Além disso, os grandes ramos das arvores, tanto no dendrograma de Neighbor-joining
guanto na arvore de inferéncia Bayesiana, correspondem, em sua maioria, aos agrupamentos
da rede haplotipica, fato que corrobora a delimitagdo de tais agrupamentos na rede — com
excecao do haplotipo 11, que aparece distante dos outros haplotipos de seu agrupamento em
ambas as arvores, e dos haplotipos X, XI e XXVII na arvore de Neighbor-joining. Vale
ressaltar que, devido ao carater populacional do presente trabalho, a rede haplotipica esclarece
de maneira mais fiel os relacionamentos entre os hapl6tipos. Tal fato se deve a sua
caracteristica reticulada de apresentar as relacdes, e ndo bifurcada, como em uma arvore
filogenética, considerando que um mesmo haplétipo pode dar origem a varios outros a partir

de um mesmo numero de passos mutacionais.
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O teste de AMOVA, realizado de modo a relacionar as populagdes de acordo com seu
agrupamento na rede haplotipica, resultou em alto valor de Fst (0,65457) na primeira
construcdo hierarquica, indicando, novamente, a inferéncia de estruturacdo populacional
observada anteriormente. Os resultados da segunda construcdo da AMOVA reforcaram a
hipotese de estruturacdo populacional, evidenciada pelo alto valor de Fcr da andlise entre
grupos — apesar desse valor ser mais baixo que o valor de Fst da primeira construgéo, o valor
de Fcr gerado (0,32721) ainda é considerado elevado e, portanto, reafirma a hipotese de
estruturacdo populacional. Além disso, observando-se o alto valor de Fst (0,71436) resultante
da anélise dentro das populacdes da segunda construcdo, pode-se dizer que essas populacdes
apresentam uma alta variabilidade genética, que ndo esta, portanto, sendo extensamente
compartilhada entre regibes geograficas muito distantes.

Partindo da inferéncia de que as populacdes estdo estruturadas, e observando a
distribuicdo dos agrupamentos de haplétipos ao longo de toda a area amostrada, foi possivel
perceber que algumas regides sdo caracterizadas pelos hapldtipos que possuem. Esse padrao
pode ser observado na regido a leste dos Andes, onde se encontram, predominantemente,
hapld6tipos do agrupamento 3 (Figura 10.D); na porcédo leste do sudeste brasileiro, onde sdo
observados apenas hapl6tipos do agrupamento 6 (Figura 10.G); na regido sudoeste do Brasil,
onde ha predominancia de haplétipos do agrupamento 4 (Figura 10.E); e na porcao centro-sul
do Brasil, onde, apesar de serem encontrados alguns haplétipos do agrupamento 1 (mais
amplamente distribuidos), ha predominancia de haplétipos do agrupamento 5 (Figura 10.F).
Ja na América Central e llhas do Caribe sdo encontrados exclusivamente haplotipos dos
agrupamentos 1 e 2 (Figura 10.A), sendo que esse Ultimo é praticamente exclusivo dessas

regides.

5.2 Abordagem filogeografica e biogeografica

Na rede de haplotipos (Figura 9) observou-se que o haplotipo I, contido no agrupamento
1, aparece em posicdo mais centralizada na rede, de forma bastante frequente e mais
amplamente distribuida ao longo da area amostrada, abrangendo os paises da América Central
e llhas do Caribe, chegando a Venezuela, Suriname e as areas de vegetacdo aberta no
territorio brasileiro (Figura 10.B). Levando-se em conta a teoria da coalescéncia, inferiu-se,
entdo, que o haplotipo | seja, também, o hapl6tipo mais antigo. Assim, foi possivel
estabelecer um provavel centro de dispersdo para a espécie, localizado na América Central

(onde haplotipos do agrupamento 1 sdo mais frequentes). As estimativas de tempo de
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divergéncia dos nds que sustentam os agrupamentos na arvore de inferéncia Bayesiana
corroboram a hipétese de que o agrupamento 1 contém, de fato, hapl6tipos mais antigos.

Na arvore de inferéncia Bayesiana, ainda notou-se que as estimativas de tempo de
divergéncia dos agrupamentos 1 e 2 sdo bastante proximos (aproximadamente 3,76 Ma e 3,66
Ma, respectivamente), menos de 100 mil anos. A disperséo das populagbes contendo
hapl6tipos dos dois agrupamentos pela América Central e llhas de Caribe provavelmente
ocorreu anteriormente ao processo de vicariancia que ocorreu entre essas regides — a
separacdo completa ocorreu entre o fim do Mioceno e o Plioceno Médio (entre 5,5 Ma e 3
Ma, aproximadamente). Tal inferéncia é proposta considerando-se que haplo6tipos de ambos
0s agrupamentos sdo encontrados tanto nas llhas quanto na massa continental da América
Central. Os haplotipos do agrupamento 2, porém, se mantiveram praticamente restritos a essas
regides, enquanto que as populacdes que continham haplo6tipos do agrupamento 1 podem ser
encontrados na Ameérica do Sul, principalmente na regido central do Brasil e na porcdo norte
do nordeste brasileiro.

Devido ao padréo de dispersdo encontrado, e considerando que o haplétipo | (centro do
agrupamento 1) é significativamente frequente, infere-se que esse haplétipo — dentre os
amostrados — tenha, de fato, sido ancestral dos haplétipos dos outros agrupamentos
observados ao longo da América do Sul, hipétese fortemente suportada pelos padrBes de
reticulacdo da rede haplotipica (Figura 9). Visto isso, foi possivel propor um modelo de rota
de dispersdo, que teria ocorrido da América Central em direcdo a América do Sul. Tal
hipdtese de rota sera discutida mais detalhadamente a seguir.

A observacdo da rede haplotipica, aliada as estimativas dos tempos de divergéncia da
arvore de inferéncia Bayesiana, em especial as datacbes dos nds que sustentam 0s
agrupamentos (mostrados na Figura 14), possibilitaram a proposicdo de uma clara rota de
dispersdo para as populacOes de N. corniger. Considera-se, ainda, que a elevacdo completa do
istmo do Panama, h& aproximadamente 4,6 Ma (durante o Plioceno), foi o evento geoldgico
que possibilitou a dispersdo das populacdes de N. corniger em direcdo a América do Sul,
assim como possibilitou o intercdmbio faunistico de diversos outros tdxons. E importante
ressaltar que a datacdo de cada um dos agrupamentos encontrados somente na América do Sul
(agrupamentos 3, 4, 5 e 6) € posterior a data estimada de elevacdo total do istmo do Panama,
corroborando a hipoOtese de que esse evento geografico possibilitou a dispersdo das
populacdes de N. corniger para a América do Sul. Michelsens (1991) j& havia proposto que 0s
processos de dispersdo de espécies dos géneros Coenosopsia e Phaonantho (Diptera:
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Muscidae) teriam ocorrido da América do Norte para o Sul através de conexdes terrestres.
Ressalta-se que, apesar de ser a nivel intraespecifico, tal padrdo também foi encontrado para
as populacdes de Nasutitermes corniger amostradas no presente trabalho, corroborando,
assim, as hipoteses propostas anteriormente para grupos de Diptera.

Zanella (2010) ja havia afirmado que se admite um modelo de rota de disperséo para a
América do Sul através das terras altas a leste dos Andes. Considerando essa informagéo, e
observando a disposi¢do dos agrupamentos da rede (Figura 9), a distribuicdo dos haplétipos
ao longo das regibes amostradas (Figura 10) e os tempos de divergéncia gerados para 0s
ramos dos agrupamentos na arvore de inferéncia Bayesiana (Figura 14), propde-se, aqui, 0S
seguintes eventos e processos que compdem a histéria da rota de dispersdo das populacGes de
N. corniger pela América do Sul:

i) Ap6s adentrar o continente sul-americano, as populacbes foram se dispersando na
direcdo sul a leste dos Andes, originando os hapl6tipos do agrupamento 3, ha
aproximadamente 3,17 Ma (Figura 15.A);

ii) Populagdes que continham haplétipos do agrupamento 3 se dispersaram na direcéo
leste do continente, originando os haplotipos do agrupamento 4, localizados, em sua grande
maioria, nas fronteiras a oeste do Brasil, nos Estados de Rond6nia, Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul e Parana. Alguns desses hapl6tipos chegaram até a por¢do sudoeste do Estado
de S&o Paulo. O estabelecimento do agrupamento 4 se deu ha, aproximadamente, 2,29 Ma
(Figura 15.B);

iii) Nota-se que alguns haplétipos do agrupamento 1 abrangem regides localizadas bem
ao centro do territorio brasileiro. E bastante provavel que populagdes dessa regido contendo
esses haplétipos tenham dado origem aos hapl6tipos do agrupamento 5, que séo
predominantes em regides também bastante centrais do territorio brasileiro, como o Estado de
Goiés, a por¢do noroeste de Sao Paulo e as porcdes sudoeste e oeste de Minas Gerais. Alguns
haplotipos do agrupamento 5 se dispersaram até o leste do nordeste brasileiro. Segundo a
andlise de tempo de divergéncia, o estabelecimento do agrupamento 5 se deu ha,
aproximadamente, 2,88 Ma (Figura 15.C);

iv) Populagbes que continham haplétipos do agrupamento 5 se dispersaram,
principalmente, na direcdo leste do territorio brasileiro, dando origem as populaces que
contem os haplétipos do agrupamento 6. O estabelecimento desse agrupamento se deu ha
cerca de 2,04 Ma. Na porcdo leste da regido sudeste do Brasil encontrou-se exclusivamente
haplotipos do agrupamento 6. Na porcdo leste da regido nordeste os haplétipos desse

agrupamento dividem espaco com haplétipos do agrupamento 5 (Figura 15.D).
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amarelas indicam o sentido da dispersdo e os circulos evidenciam a regido onde predominam os haplétipos
originados. Os tempos de divergéncia para o estabelecimento de cada um dos agrupamentos estdo indicados no
interior dos reldgios. (A) Processo de origem e estabelecimento dos haplétipos do agrupamento 3; (B) processo
de origem e estabelecimento dos hapl6tipos do agrupamento 4; (C) processo de origem e estabelecimento dos
hapl6tipos do agrupamento 5; (D) processo de origem e estabelecimento dos hapldtipos do agrupamento 6.
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A respeito dos processos de disperséo, Croizat (1982) levantou a ideia de que 0s
organismos se dispersam naturalmente e somente depois se tornam geograficamente isolados
em decorréncia de eventos historicos, tais como a vicariancia. Explicacdo semelhante pode ser
utilizada para a compreensao dos padrdes encontrados para as populacdes de N. corniger. Ao
longo dos trajetos de dispersdo das populagdes de N. corniger, alguns hapl6tipos podem ter se
se diferenciado e permanecido relativamente isolados, o que pode ter causado um padréo de
estruturacdo populacional consequente de um processo de isolamento por distancia (como foi
discutido no tdpico anterior, a partir dos resultados da AMOVA e da NCPA). Ao passo que se
associa esses padres de estruturacdo, ao posicionamento geografico dos agrupamentos da
rede e aos biomas encontrados na América do Sul (Figura 16), observa-se a sobreposi¢do de

algumas caracteristicas, como sera explicado a seguir.

Reqgido Neo-tropical
[Jsub-regido Caribenha
Il sub-regido Amazédnica
[ sub-regiso Chaguenha
Il sub-regi&o Paranaense

Regido Andina
[Jsub-regido Chilena Central
[ sub-regido Subantatica
[l sub-regido Patagdnica

Il Zona de transig3o sul-americana

Figura 16 — Mapa evidenciando as subdivis6es dos biomas da regido Neotropical propostas por Morrone (2013).

Quando se observa a localizacdo dos hapldtipos do agrupamento 6, percebe-se que
esse agrupamento é praticamente exclusivo de regides de Mata Atlantica do sudeste e
nordeste brasileiros. Esse padrdo pode indicar que processos biogeogréaficos de formacéo e

evolucdo do bioma atlantico levaram a estruturacdo genética de tais populagcdes, como a
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expansdo da Diagonal de Formagdes Abertas (Chaco, Cerrado e Caatinga), que ocorreu a
partir do Plioceno e isolou a Mata Atlantica das outras florestas sul-americanas. Sabendo que
esse isolamento resultou, ao longo do tempo, em um alto nivel de endemismo e diversificagdo
de espécies dentro de seus limites (DASILVA; PINTO-DA-ROCHA, 2010), pode-se inferir
que tal processo de isolamento também causou a estruturacdo das popula¢es de N. corniger
nessa area.

Além desse padrdo obtido para a Mata Atlantica, também foi possivel associar a
localizacdo geogréafica dos haplotipos do agrupamento 5 as areas de Cerrado e Caatinga,
biomas tipicamente mais secos do territdrio brasileiro. Nessas areas também pode ser
observada a presenca de haplétipos do agrupamento 1, o que indica que tais regides ainda
preservam resquicios de popula¢des ancestrais que continham haplo6tipos desse agrupamento e
que teriam dado origem aos haplotipos do agrupamento 5. O fato de que haplétipos, tanto do
agrupamento 5 quanto do 6, séo encontrados no nordeste brasileiro pode ser explicado pelas
presenca de areas de transicao entre o bioma Atlantico (onde o agrupamento 6 é praticamente
exclusivo) e a Caatinga (onde sdo encontrados hapl6tipos do agrupamento 5).

Ainda se tratando de areas da Diagonal de Formacdes Abertas da América do Sul,
pode-se observar que na regido do Chaco h& predominancia dos agrupamentos 3 e 4. O
agrupamento 3 abrange, em seus limites a noroeste, a Zona de Transicdo entre a regido
Andina e a regido Neotropical stricto senso, atingindo, em seus limites ao sul, a regido do
Chaco na Bolivia e no Paraguai. O agrupamento 4 abrange, em seus limites a oeste, uma parte
do bioma Amazonico localizado em Ronddnia, no sentido sudeste também abrange o Chaco,
chegando, a leste, em regides de Florestas Mistas (que fazem parte da Mata Atlantica de
interior) localizadas no Parana.

A respeito da afirmacdo de Pires e Marinoni (2010), de que n&o se pode associar
seguramente os processo de formacgédo de determinados padrfes a uma histéria biogeografica
comum de diversificacdo bidtica sem informacOes temporais (fornecidas por filogenias
moleculares), € possivel propor que o presente trabalho, ao passo que utiliza tais informacoes,
pode auxiliar substancialmente na compreensdo dos processos biogeograficos de dispersédo de
espécies na regido Neotropical, além de esclarecer, de maneira bem sustentada, a evolucao
filogeografica de N. corniger. Também se pode afirmar que essa espécie se mostrou um
excelente modelo para estudos biogeograficos na regido Neotropical. Ainda, vale ressaltar que
processos propostos por modelos diferentes podem se complementar para explicar padrdes de
especiacdo e diversidade (DASILVA; PINTO-DA-ROCHA, 2010).
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6 CONCLUSAO

A partir dos resultados levantados e discutidos por esse trabalho, foi possivel concluir que
as populacdes de Nasutitermes corniger amostradas apresentam alta variabilidade genética e
que estdo estruturadas ao longo da regido Neotropical. Na rede haplotipica encontrou-se seis
grandes agrupamentos, que serviram de base para andlises mais refinadas a respeito da
historia evolutiva das populacGes ao longo de sua area de abrangéncia. A partir dessas
analises, foi possivel propor uma rota de dispersdo para a espécie N. corniger, que teria
partido da América Central em direcdo a América do Sul pelo istmo do Panamé, se
dispersando pelas terras altas a leste do Andes, e ocupando regides na diregdo leste do
continente. Durante esse trajeto de dispersdo, novos hapldtipos foram sendo originados e
notou-se que grande parte deles ficou restrita a regides proximamente relacionadas, que
correspondem a regides de ocorréncia de alguns biomas, como é o caso das populacdes
encontradas na Mata Atlantica e nas regides de vegetacdo aberta do Cerrado e Caatinga. Além
disso, foi possivel propor que a espécie N. corniger € um Otimo modelo para estudos
biogeogréaficos e filogeograficos na regido Neotropical, contribuindo para o entendimento dos

processos que levaram a formacdo dos padrées de distribuicdo encontrados atualmente.
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APENDICE

Sequéncias nucleotidicas dos sitios variaveis dos haplotipos obtidos neste trabalho.

[ 10 20 30 ]

[ * * * ]
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