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Resumo

A formiga Atta sexdens possui ampla distribuicdo no continente Americano e € praga de
varias culturas como citrus e cana-de-acUcar. Devido aos aspectos divergentes das
ltimas revisdes morfoldgicas, ainda existem duvidas se Atta sexdens € uma Unica
espécie ou um grupo de espécies cripticas. Estudos baseados em caracteres moleculares
sdo mais precisos para avaliar a filogenia de popula¢des ou linhagens ainda préximas.
Entretanto, esses estudos sdo comumente atrapalhados no seu curso pela co-
amplificacdo de numts, que sdo pseudogenes nucleares de origem mitocondrial e que
podem levar a interpretacdo equivocada de relagbes filogenética se analisados
conjuntamente com o seu homélogo mitocondrial. Por isso, no presente trabalho, nos
apresentamos dois capitulos, em que no primeiro nds analisamos 100 ninhos de A.
sexdens coletados ao longo do continente Americano, a fim de verificar a existéncia de
espécies cripticas, bem com o tempo de divergéncia entre elas, avaliando a utilidade de
marcadores nucleares e mitocondriais em estudos desta natureza; e no segundo capitulo
nos investigamos a presenca dos numts N1 e N2 em formigas de diversos géneros da
tribo Attini e caracterizamos um terceiro tipo de numt, que denominamos N3. Os
resultados do primeiro capitulo, a partir de anélises filogenéticas, utilizando genes
nucleares e genes mitocondriais mostram que Atta sexdens pode ser divida em trés
espécies distintas corroborando Gongalves (1965). As topologias das arvores
filogenéticas obtidas apresentaram bom suporte para seus ramos, mas divergiram em
relacdo a qual evento cladogenético ocorreu primeiro dentro de A. sexdens. A regido
IGS mitocondrial, devido a sua caracteristica hipervariavel, parece trazer ruido a analise
filogenética. As analises de divergéncia indicam uma origem de A. sexdens por volta de
10 milhGes de anos atras, relativamente precoce em relacdo a origem das formigas

cortadeiras.Os resultados do segundo capitulo confirmaram nossa hipotese de que N1



teve uma origem mais antiga, por volta de 10 milhdes de anos, e que N2 e N3
originaram-se mais recentemente, ha cerca de 5,5 e 7 milhdes de anos, respectivamente.
N2 e N3 parecem nédo estar submetidos a fortes pressdes seletivas, pois o teste para
selecdo purificadora ndo foi significativo. Ao contrério, N1 pode ter adquirido alguma
funcdo importante, como modulacdo de algum gene, apds sua transferéncia para o
nucleo, pois os resultados de selecdo purificadora foram significatidos. N1 esta presente
em 8 espécies, sendo 7 do género Atta e outra do género Acromyrmex, enquanto N2 e
N3 parecem ser exclusivos de A. cephalotes e A. sexdens. Nossos resultados ainda
fornecem evidéncias sobre a origem do género Atta e sugerem que N1 possa se utilizado

como fonte de calibragdo como um marcador molecular féssil.

Palavras-chave: Atta sexdens, filogenia, tempo de divergéncia, numts, DNA nuclear e

mitocondrial



Abstract

The ant Atta sexdens is widely spread in the Americas and is a pest of several crops like
citrus and cane sugar. Due to the divergent aspects of the last morphological revisions,
there are still doubts whether Atta sexdens is a single species or a group of cryptic
species. Studies based on molecular characters are more accurate for assessing the
phylogeny of populations or lineages even close. However, these studies are often
hampered in their course by co-amplification of numts, which are nuclear pseudogenes
of mitochondrial origin and that can lead to misinterpretation of phylogenetic
relationships were analyzed together with its counterpart in mitochondria. Therefore, in
this paper, we present two chapters, where we looked first at 100 nests of A. sexdens
collected throughout the American continent in order to verify the existence of cryptic
species, together with the time of divergence between them, assessing the utility of
nuclear and mitochondrial markers in studies of this nature, and in the second chapter
we investigated the presence of numts N1 and N2 in various ant genera of the attine
tribe and characterized a third type of numt, we called N3. The results of the first
chapter, from phylogenetic analysis, using nuclear genes and mitochondrial genes show
that Atta sexdens can be divided into three distinct species corroborating Gongalves
(1965). The topologies of phylogenetic trees obtained showed good support for their
branches, but they differed as to which event occurred first within cladogenetic A.
sexdens. The IGS region mitochondrial hypervariable due to its characteristic, seems to
bring noise to the phylogenetic analysis. Analyses indicate a source of divergence of A.
sexdens around 10 million years ago, relatively early in relation to the origin of the
leaf-cutter ants results of the second chapter. The results confirmed our hypothesis that
N1 had a more ancient origin, around 10 million years, and N2 and N3 originated most

recently, an estimated 5.5 million and 7 years respectively. N2 and N3 do not seem to



be under strong selective pressures, because the test for purifying selection was not
significant. In contrast, N1 may have acquired some important function, such as
modulation of a gene transcription after its transfer to the nucleus, because the results
indicated significant purifying selection. N1 is present in eight species, seven of the
genus Atta and another of the genus Acromyrmex, while N2 and N3 seem to be unique
to A. cephalotes and A. sexdens, respectively. Our results also provide evidence about
the origin of the genus Atta and suggest that N1 can be used as a calibration source such
as a molecular fossil.

Keywords: Atta sexdens, phylogeny, divergence time, numts, nuclear and
mitochondrial DNA
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Capitulo 1: Introducéo Geral

As formigas
As formigas (Hymenoptera: Formicidae) sdo insetos verdadeiramente sociais

(Wilson, 1971; Holldobler &Wilson, 1990; Wilson & Holldobler, 2005), pois
apresentam (i) cuidado com a prole, (ii) castas estéreis e reprodutivas, (iii) divisdo de
trabalho e (iv) sobreposicdo de geracfes. Atualmente, estima-se que existam mais de
24.000 espécies de formigas agrupadas em 23 subfamilias (Bolton, 2005), das quais
12.627 ja haviam sido descritas até Janeiro de 2011 (Agosti, 2005 - consultado em
15/01/2011). Esses insetos constituem um grupo monofilético cujas principais
sinapomorfias sdo a (i) presenca de peciolo e pés-peciolo, (ii) glandula metapleural e
(iii) antenas divididas em camadas (Fernandez & Palacio, 2003), o que possibilita
distingui-las de qualquer outro himendptero. Elas surgiram no periodo Cretaceo entre
115 e 135 milhdes de anos atrds (Brady et al., 2006) e estdo distribuidas por todo
planeta, exceto os polos (Holldobler &Wilson, 1990), séo capazes de nidificar no solo,
entre rochas, arvores, folhas e ambientes urbanos (Diehl-Fleig, 1995), constituem de 15
a 20% da biomassa animal nas florestas tropicais e desempenham papeis chaves em
varios ecossistemas (Wilson & Holldobler, 2005). As formigas sdo os principais
predadores de outros invertebrados em diversos ecossistemas e herbivoros em varias
comunidades em regiBes neotropicais. Varias espécies participam de simbioses com
plantas, com outros artropodes e também fungos e outros microrganismos (Holldobler
& Wilson, 1990; Mueller et al., 2005; Brady et al., 2006). Algumas linhagens de
formigas desenvolveram a capacidade de cultivar fungos, coletar sementes, parasitar
outras formigas e também escraviza-las (Holldobler & Wilson, 1990; Rabeling & Bacci
Jr, 2010), o que aguca a curiosidade dos cientistas e do publico em geral. Estes Ultimos
dois casos, assim com o inquilinismo, caracterizam-se pela perda secundaria da
condicdo eussocial em que muitas espécies tém uma reducdo drastica da casta operaria
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ou sua completa eliminagdo (Buschinger, 1986, 2009; Rabeling & Bacci Jr, 2010).
Outras peculiaridades de algumas formigas € o habito de praticar agricultura. Esta
pratica surgiu mais de uma vez no decorrer da evolucdo dos animais de forma
independente e podemos citar como exemplo, além das formigas cultivadoras de fungo,
0s cupins, alguns grupos de besouros e a propria espécie humana (Mueller et al., 2005;

Schultz & Brady, 2008).

Tribo Attini
As formigas cultivadoras de fungos (Formicidae: Myrmicinae) pertencem a tribo

Attini, que reune formigas com a habilidade de cultivar fungos e utilizad-los como
alimento para suas larvas (Silva et al., 2003). Estima-se que a origem do habito de
cultivar fungos ocorreu ha cerca de 50 milhGes de anos, periodo no qual o ancestral da
tribo mudou de um comportamento cagador para o de cultivador de fungos (Mueller et
al., 2001; Schultz & Brady, 2008). Atualmente, a tribo Attini compreende 13 géneros
com aproximadamente 230 espécies descritas (Branddo & Mayhé-Nunes, 2001; Schultz
& Brady, 2008). A tribo é encontrada somente no continente americano, porém
abrangendo uma ampla area geografica, desde o norte da Argentina até o sul dos
Estados Unidos. Dentro dessa faixa, as formigas Attini ocorrem nos mais diversos
biomas, como, por exemplo, a floresta amazonica (Solomon et al., 2008) e em

ambientes extremos, como o deserto (Weber et al., 1972).

O trabalho de Weber (1972) indica a Regido Amazdnica como o provavel centro
de origem das atineas e das primeiras especiacOes resultantes da dispersdo ou
isolamento geografico, de modo que a presenca dessas formigas na Argentina e em
paises vizinhos sugere que tenha havido o surgimento precoce de alguns géneros que
dispuseram de tempo suficiente para se ajustar as condicdes climaticas dos habitats

secundarios.



As rotas de migracao sugeridas para as Attini a partir de seu centro de origem na
Regido Amazobnica sdo (i) para o Norte da Ameérica do Sul, através do litoral, onde a
Bacia Amazodnica se comunica com o litoral do Caribe ou através do interior da Bacia
Amazonica; (ii) para o Sul através da Bacia do Rio Parang; e (iii) para América Central
apos o fechamento do istmo do Panama, por onde as formigas atingiram a América do
Norte (Weber, 1972). Estas rotas supostamente levaram o género Atta a expandir sua
ocupacdo para o Sul dos Estados Unidos, para o Nordeste, Sudeste e Sul do Brasil,
Argentina, Leste do Paraguai e todo o Uruguai, sendo algumas destas regides no Sul
propostas como centros secundarios de evolucdo da tribo na América do Sul (Kusnezov,

1963).

As formigas cultivadoras de fungos foram anteriormente classificadas em dois
grandes grupos filogenéticos (Attini basais e Attini derivadas) definidos segundo
caracteristicas do DNA mitocondrial e da morfologia das larvas (Schultz & Meier,
1995; Wetterer et al., 1998). Recentemente, Schultz e Brady (2008) reconstruiram a
histdria evolutiva das formigas Attini utilizando dados de sequenciamento de quatro
genes nucleares bem como dados de fdsseis preservados em ambar. Com base nesse
estudo, cinco novos agrupamentos foram definidos, os quais representam os diferentes
tipos de agricultura dessas formigas. Os assim chamados sistemas de agricultura
incluem: (i) a agricultura das formigas Attini primitivas (géneros Apterostigma,
Cyphomyrmex, Mycocepurus e Myrmicocrypta, entre outros); (ii) agricultura de
algumas espécies do género Apterostigma que cultivam fungos filogeneticamente
diferentes das demais formigas; (iiif) um grupo de formigas que cultivam leveduras (ex:
formigas do grupo Cyphomyrmex rimosus); (iv) a agricultura das formigas Attini

derivadas (géneros Sericomyrmex e Trachymyrmex) e, finalmente (v) um grupo dentro



das formigas derivadas que se adaptaram ao cultivo de fungos especializados (géneros

de formigas cortadeiras, Atta e Acromyrmex).

Dentre as diferencas morfoldgicas, comportamentais e de arquitetura dos ninhos
que também auxiliam na divisdo em grupos, o que chama a atencdo dos pesquisadores €
0 tipo de substrato que as formigas utilizam para cultivar o fungo simbionte (Weber et
al., 1972). As Attini primitivas utilizam carcacgas e fezes secas de insetos, além de
matéria vegetal morta, como fonte de alimento para o fungo enquanto que as Attini
derivadas e principalmente as formigas cortadeiras, cortam folhas e flores frescas para
servir de substrato para o fungo; nesse caso, essas formigas podem se tornar pragas
agricolas quando presentes em areas de culturas. Em ambos os casos a matriz de
substrato juntamente com o micélio do fungo forma uma estrutura denominada “jardins
de fungos”. Tal estrutura € construida pelas formigas em camaras subterraneas (nas
espécies que constroem ninhos profundos) ou podem ser encontradas bem proximas a

superficie do solo (Holldobler & Wilson, 1990; Schultz & Brady, 2008).

Além do fornecimento de nutrientes, as formigas estimulam o desenvolvimento
do fungo, tanto pela continua implantagdo de fragmentos de micélio no substrato
vegetal, quanto pela secrecdo de enzimas provenientes do fluido fecal das operéarias
(Weber, 1972; Pousen & Boosmma, 2005). Recentemente, Licht et al (2010)
demonstraram que durante os 50 milhdes de anos de parceria entre o fungo simbionte e
as formigas houve uma transi¢do no perfil de atividade enzimatica no jardim de fungos,
passando de um aparato enzimatico especializado na digestdo de parede celular da
material vegetal nas atineas basais para um aparato especializado na digestdo de
proteinas e amido nas atineas derivadas e nas cortadeiras, respectivamente. Ha ainda

trabalhos que mostram que existem outros fungos e bactérias presentes nessa relacéo



simbidtica além da formiga e o fungo cultivado por ela (Rodrigues et al., 2008; Mueller

et al., 2010, 2010b).

Atineas Derivadas: Atta Fabricius
O grupo das atineas derivadas compreende 0s géneros Atta e Acromyrmex,

conhecidas como formigas cortadeiras, que juntos somam 40 espécies (Bolton, 2005) e
cultivam uma mesma espécie de fungo (Leucoagaricus gongylophorus) (Silva-Pinhati et
al., 2004; Mueller et al., 2010) que serve como fonte primaria de alimento para as larvas

e fonte de enzimas para os individuos adultos (Silva et al., 2003).

Ap6s 50 anos desde a ultima revisdo do género Atta baseada puramente em
morfologia, feita por Borgmeier (1959) e Gongalves (1942), estudo recente baseado em
genes nucleares e mitocondriais aponta que as formigas do género Atta compreendem
quatro subgéneros (ATTA, EPIATTA, NEOATTA e ARCHEATTA) e 15 espécies:
Atta sexdens, Atta opaciceps, A. robusta, A. capiguara, A. laevigata, A. cephalotes, A.
insularis, A. mexicana, A. texana, A. saltensis, A. colombica, A. bisphaerica, A.
vollenweideri, A. cubana e A. goiana (Bacci Jr et al., 2009). Algumas dessas espécies
ocorrem regionalmente, enquanto outras tém uma distribuicdo mais abrangente. Neste
Gltimo caso, Atta laevigata (F. Smith, 1858), Atta sexdens (Forel, 1908) e Atta
cephalotes (L., 1758) destacam-se por atingirem grandes extensdes da América do Sul.
Por esta razdo estas espécies sdéo modelos importantes para estudos sobre a evolucéo das
atineas (Weber, 1972) e origem da biodiversidade no bioma amazdnico (Solomon et al.,

2008).

As formigas do género Atta sdo consideradas pragas em varias regifes do Brasil
e do mundo (Cherrett, 1986a,b,c; Robinson & Fowler, 1982; Hernandez et al., 1999;
Varon et al., 2007, Bacci Jr, 2009). Os prejuizos econdmicos causados por essas
formigas chegam a milhdes de ddlares por ano no Texas (Cameron & Riggs, 1985) e
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cerca de US$130 milhGes por ano no estado de S&o Paulo (Fowler et al., 1986). Apesar
de serem consideradas pragas, as formigas do género Atta sdo importantes para 0s
ecossistemas em que ocorrem e desempenham importante papel na ciclagem de
nutrientes por trazerem matéria organica para os ninhos (Holldobler & Wilson, 1990;
Moutinho et al., 2003; Silva et al., 2003; Wirth et al., 2003; Sternberg et al., 2007).
Embora o trabalho de Bacci Jr et al (2009) tenha comprovado a monofilia do género
Atta e elucidado a filogenia e o posicionamento das espécies dentro do género, as
relagdes filogenéticas das subespécies de A. sexdens e também de A. robusta com estas
permanece sem esclarecimento.
Filogeografia, Sistematica Filogenética, DNA mitocondrial e DNA nuclear
Desde as viagens de Darwin e Wallace a publicacdo de seus trabalhos é clara a
preocupacdo em entender como o0s eventos biogeograficos desempenham seu papel na
evolucdo, surgimento e/ou desaparecimento das espécies (Futuyma, 2005). Um ramo da
Biogeografia, a Filogeografia se preocupa em entender e interpretar o modo pelo qual os
processos e eventos histéricos relacionados a demografia populacional influenciaram a
distribuicdo atual dos organismos num escopo baseado em perfis genéticos e analise de
evidéncias fosseis (Avise, 2001). Disperséo, vicariancia e extin¢ao sao os trés principais
processos histdricos responséaveis pela distribuicdo atual dos organismos. Alguns
autores consideram que existam dois tipos de dispersdo: continua em que as espécies
migram ao longo de um habitat mais ou menos continuo e favoravel e a dispersdo que
ocorre subsequentemente a transposi¢do de uma barreira. J& vicariancia € a separacao de
uma populacdo ou populagdes de determinada espécie pelo surgimento de uma barreira
devido a alteracdes geoldgicas, climéticas ou no prdprio habitat (Avise, 2001; Futuyma,
2005). E importante salientar que a principio a distribuicio de uma espécie ndo pode ser

atribuida isoladamente a um desses eventos apenas, mas a uma combinacéo deles.



A partir do trabalho de Hennig (1966), que revolucionou a classificacdo dos
organismos a luz da sistematica filogenética, inimeros métodos baseados nessa teoria
foram e vém sendo criados. Os métodos filogenéticos sdo a base para os estudos
filogeograficos e é cada vez mais crescente o nimero de estudos que visam reconstruir a
evolugdo e explicar a distribuicdo atual das espécies bem como entender como a
diversidade atual surgiu e quais os pontos de sua origem (Avise, 2001; Futuyma, 2005;
Brady et al., 2006; Grazziotin et al., 2006; Aguiar-Jr et al.,2007; Schultz & Brady,
2008; Solomon et al., 2008; Njabo et al., 2008; Bacci Jr et al., 2009; Weiss et al.,
2011). Estes trabalhos utilizam diferentes métodos de reconstrucdo filogenética,
modelagem espacial, predicdo e datacdo de eventos cladogenéticos passados a partir de

observacdes do cenério atual.

O DNA mitocondrial animal apresenta caracteristicas interessantes do ponto de
vista de estudos evolutivos. Possui heranca exclusivamente maternal, o que impede a
recombinacdo, além de alta taxa evolutiva e polimorfismos intraespecificos, tornando-o
uma molécula eficaz em estudos de filogeografia entre populagdes de uma espécie ou
espécies proximas (Avise et al., 1987, Grazziotin et al., 2006; Bacci Jr et al., 2009).
Algumas hipdteses foram lancadas para tentar explicar a alta taxa evolutiva do DNA
mitocondrial: (i) relaxamento funcional, uma vez que néo codifica proteinas diretamente
envolvidas em sua propria replicacdo e transcricdo e por codificar apenas 13
polipeptideos, é capaz de tolerar certa falta de precisdo durante a traducdo; (ii) a alta
taxa de mutacdo devido a ineficiéncia dos mecanismos de reparo, exposicao a radicais
livres no interior da mitocdndria e (iii) ndo estar associado a proteinas histénicas como
0 DNA nuclear (Avise, 2001). Por outro lado, problemas como heteroplasmia, ligagcdo

paternal, casos de ndo neutralidade e uma taxa variavel de evolucdo de suas sequéncias



podem ser considerados fatores que limitam aplicacdo do mtDNA para fins de estudos

evolutivos (Avise, 2001; Ballard & Whitlock, 2004).

Estruturalmente, 0 mtDNA € uma pequena molécula de DNA (16 — 20kb) de fita
dupla e fechada circularmente através de ligagdes covalentes, que possui 13 genes
codificadores de subunidades de enzimas envolvidas na cadeia transportadora de
elétrons ou sintese de ATP (Moritz et al., 1987), 2 de RNA ribossomal e 22 de RNA
transportador, totalizando 37 genes, alguns pequenos espacadores intergénicos (IGS)
(Avise, 2001), além de uma regido controladora de replicacdo e transcri¢do, conhecida
com D-loop (em vertebrados e equinodermos) ou Regido rica em A+T nos
invertebrados (Avise et al, 1987). Estudos recentes baseados em cédigos de barra de
DNA a partir de genes mitocondriais demonstraram a existéncia de espécies cripticas
em ratos (Robbins et al., 2007), anchovas (Borsa, 2002), oligoquetos (Sturmbauer et al.,
1999), ascidias (Tarjuelo et al., 2001) e lepidopteros (Hebert et al., 2004; Behere et al.,
2007), o que reafirma este marcador como boa ferramenta para os estudos desta

natureza.

A filogenia se tornou uma ferramenta essencial para a compreensdo de variagéo
de sequéncias moleculares. Na Gltima década, grande progresso tem sido feito no
desenvolvimento de métodos para inferir filogenias e estimar datas de divergéncia entre
espécies, populacdes e genes. Esta evolucao tem sido caracterizada pelo aumento, tanto
na complexidade dos modelos utilizados para descrever a evolugdo de sequéncias de
DNA, quanto na sofisticacdo dos métodos para analisar estes novos modelos. No
entanto, um problema bem conhecido neste tipo de abordagem, e que causa dificuldades
nos estudos desta natureza é que variacdo da taxa de substituicdo entre as
linhagens. Para inferir as datas de divergéncia, € conveniente assumir uma taxa
constante de evolucdo para a arvore com um todo (Zuckerhandl & Pauling,

10



1962). Porém, esta premissa tem sido constantemente desafiada por varios conjuntos de
dados que apresentam consideraveis desvios da evolucgdo por relégio molecular (Britten,
1986; Ayala, 1997; Hasegawa & Kishino, 1989), e variacdes da taxa entre as linhagens
podem levar a erros de interpretacdo dos tempos de divergéncias como da propria
inferéncia filogenética. Devido a tais problemas, as abordagens utilizando relégio
molecular foram abandonadas por algum tempo, perdendo espago para abordagens
baseadas em evolucdo molecular dos ramos independente. Assim, o problema para
inferir filogenias com maior confianca foi resolvido, mas permanecia quando se
desejava inferir taxas de variagdo molecular e tempos de divergéncia (Drummond et al.,
2006).

Uma alternativa que vem sendo empregada recentemente é o relégio molecular
relaxado. Uma de suas variantes € reldgio molecular local em que as taxas de variacao
molecular sdo estimadas separadamente para os ramos desejados. Mas ainda hd o
inconveniente de se delimitar esses ramos quando o conjunto de dados é grade e nédo
existe certeza sobre a filogenia do grupo (Rambaut & Bromham, 1998; Yoder & Zang,
2000; Drummond et al., 2006).

Recentemente, varios estudos tém aplicado abordagens Bayesianas baseadas na
teoria do relégio molecular relaxado para inferir o tempo de divergéncia entre espécies,
linhagens génicas e populacbes (Grazziotin, et al., 2006; Brady et al., 2006; Schultz &
Brady, 2008; Rabeling et al., em prep.) e suprir as deficiéncias e dificuldades das
abordagens tradicionais. Esse modelo assume uma autocorrelacdo entre as taxas de
variacao de cada ramo da arvore, de forma que é possivel inferir a priori a taxa de cada
ramo a partir de uma distribuicdo paramétrica em funcdo da taxa do ramo principal.
Assim, aplica-se uma distribuicdo lognormal com a variancia escalonada relativamente

ao comprimento dos ramos, em unidades de tempo, 0 que implica que a taxa evolutiva
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muda de forma continua ao longo do ramo. Ou ainda, utiliza-se uma distribuicdo
exponencial, o que implicaria em mudancas ocorrendo nos nés dos ramos, sendo o

tamanho dessas alteracdes independente do tamanho do ramo.

Visto que os modelos Bayesianos de relégio molecular relaxado se mostraram
Uteis em inmeros estudos recentes, incluindo formigas (Brady et al. 2006; Schultz &
Brady, 2008), nds empregamos esta abordagem para (i) estimar o tempo de divergéncia
entre as populacgdes de A. sexdens e (ii) as diferentes linhagens de pseudogenes.
Pseudogenes

Como primeira definicdo, pseudogenes sdo copias de genes que ndo produzem
uma cadeia de proteinas completamente funcional. Sua sequéncia aparentemente
codificadora €, na verdade, distorcida por mutagdes, no decorrer do processo evolutivo,
que causam mudancas de fase de leitura e codons de terminagao prematuros, impedindo
sua expressdo (Harrison et al, 2003; D’Errico et al., 2004). Entretanto, essa definicdo
vem sendo revisada e reformulada, o0 que traz novas evidéncias sobre a possibilidade de
pseudogenes adquirirem novas fun¢des durante o processo evolutivo (D’Errico et al,

2004).

Atualmente sdo considerados trés tipos de pseudogenes, definidos assim devido
a forma como séo formados e ao local na célula onde estdo presentes. Os pseudogenes
ndo processados sdo aqueles que encontrados no cromossomo juntamente com outros
genes funcionais. Eles ainda contém seus introns e sequéncias regulatérias, que 0s
flanqueiam, assim como 0s genes funcionais. S&o originados por um mecanismo de
duplicagdo que produz uma clpia extra do gene que, se ndo for necesséria, pode
acumular muta¢des sem danos ao organismo, embora também sejam gerados durante o
mecanismo processo de permutagcdo cromossomica (crossing-over). Um segundo grupo
é aquele formado por pseudogenes processados, originados por retro transposi¢ao, em
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trés estdgios. O RNA ¢é sintetizado a partir de um DNA molde e processado (perde
introns), dando origem ao mRNA. Por fim, esse mRNA vai funcionar como um novo
molde para a fase de transcricdo reversa, produzindo um DNA dupla hélice que é
inserido em outro cromossomo. O terceiro e Ultimo grupo é o dos pseudogenes
nucleares de origem mitoconodrial, do inglés numts (Nuclear mitochondrial-like
sequences), que sdo genes mitocondriais foram tansferidos para o ndcleo e vém
perdendo sua funcdo ao longo da evolucdo, embora apresentem uma similaridade alta
em relagdo ao gene de origem. Acredita-se que essa transferéncia de genes
mitocondriais para o ndcleo seja algo que ocorre desde a integracdo dos simbiontes que
deram origem as mitocondrias e falhas na fidelidade das copias transferidas é que

originam esses pseudogenes no nucleo (D’Errico et al, 2004).

Os Numts sdo sequéncias nucleares de origem mitocondrial, que apresentam um
alto grau de similaridade com as sequéncias de mtDNA, que podem ter migrado para o
nucleo por transferéncia direta de DNA (Lopez et al., 1994) ou mediada por RNA
(Nugent & Palmer, 1991) em que, possivelmente, elementos transponiveis ou virais
estdo envolvidos (Farrely & Butow, 1983; Zullo et al., 1991; Ossario et al., 1991,
D’Errico et al.,, 2004). A maioria dos Numts vem sendo descrita em vertebrados,
particularmente em mamiferos e aves e relatos sobre sua presenga em peixes S&o
praticamente inexistentes (D’Errico et al., 2004), embora isso provavelmente seja
devido a atencdo desproporcionalmente maior dispensada a esses dois primeiros taxons
em relagdo aos demais grupos. Mesmo o0s organismos largamente estudados como a
Drosophila melanogaster e o nematédeo Caenorhabditis elegans, aparentemente
apresentavam poucos Numts (Bensasson et al., 2001). Recentemente, Harrison et al.
(2003) identificaram aproximadamente 100 pseudogenes em Drosophila melanogaster,

dos quais pelo menos seis seriam pseudogenes processados (originados por
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transferéncia de RNA). Martins et al (2007) caracterizaram 0s primeiros pseudogenes
em formigas. Seus resultados mostraram que formigas cortadeiras da espécie Atta
cephalotes (Myrmicinae: Attini) apresentam dois numts: N1 e N2. Utilizando
sequéncias mitocondriais e destes numts, esses pesquisadores reconstruiram a filogenia
desses genes e demonstraram que possivelmente N1se originou primeiro, talvez antes
do surgimento do préprio género Atta enquanto N2 parece ser fruto de uma
transferéncia recente para o0 nudcleo, pois ele esta restrito a espécie A. cephalotes. Nos
altimos anos, uma grande diversidade de numts (Lopez et al., 1994) vem sendo
observada em um nimero cada vez maior de organismos como aves, bactérias, peixes,
vertebrados e insetos (Bensasson et al., 2001; Song et al., 2008; Sawamura et al., 2008;

Hlaing et al., 2009; Li et al., 2009; Wattam et al., 2009; Thibuad-Nissen et al., 2009).

A documentacdo e caracterizagdo desses pseudogenes sdo de fundamental
importancia para a comunidade cientifica em geral, uma vez que os Numts e 0 mtDNA
apresentam diferentes graus de funcionalidade e estdo localizados em locais diferentes
na célula, sendo, portanto, submetidos a pressdes evolutivas distintas. Logo, se
sequéncias de Numts e de DNA mitocondrial forem utilizadas simultaneamente em
andlises filogenéticas, relacdes errbneas podem ser propostas e espécies cripticas
superestimadas como em estudos utilizando cddigos de barra de DNA (Sorenson &
Quinn, 1998; Martins et al., 2007; Song et al., 2008). Entretanto, embora causem ruidos
em alguns estudos filogenéticos, os numts sdo sugeridos e até utilizados como fosseis
moleculares em estudos de filogeografia e marcadores importantes para indicar o tempo
em que linhagens ou até mesmo espécies surgiram ou divergiram (Bensasson, 2001; Li

et al., 2009).

Assim, nos dois proximos capitulos tivemos como objetivos elucidar se (i) A.

sexdens corresponde a uma Unica espécie ou a um complexo de espécies ou linhagens
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cripticas e (ii) determinar a prevaléncia em outras formigas da tribo Attini e o tempo de

transferéncia dos pseudogenes citados para o nucleo.
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Capitulo 2: Filogenia Molecular de Atta sexdens (Myrmicinae: Attini)
baseada em genes mitocondriais e nucleares

Resumo
As formigas do género Atta sdo conhecidas pelo seu habito de cortar folhas e

flores frescas para servir de substrato para cultivar seu fungo simbionte. Devido a este
habito acabam se tornando pragas em ambientes urbanos e culturas cultivadas gerando
graves prejuizos econdmicos. A espécie Atta sexdens € uma das que possui maior
distribuicdo no Continente Americano e é praga de varias culturas como citrus e cana-
de-agUcar. Ainda existem ddvidas se Atta sexdens é uma unica espécie ou um grupo de
espécies cripticas e ha poucos trabalhos tratando dos aspectos que levaram a seu sucesso
em colonizar varias ambientes. No presente trabalho, nos analisamos 100 ninhos
coletados ao longo das areas de ocorréncia da espécie no Continente Americano, a fim
de verificar a existéncia de espécies cripticas, bem com o tempo de divergéncia entre
elas, avaliando a utilidade de marcadores nucleares (rodopsina) e mitocondriais
(citocromo oxidase |, espacador intergénico, RNA transportador de Leucina e citocromo
oxidase II) em estudos desta natureza. Os resultados de inferéncia filogenética
utilizando genes nucleares e genes mitocondriais mostram que Atta sexdens pode ser
divida em trés linhagens distintas, denominadas Norte, Central e Sul em. As topologias
das arvores filogenéticas obtidas apresentaram bom suporte para seus ramos, mas
divergiram em relacdo a qual evento cladogenético ocorreu primeiro dentro de A.
sexdens. A regido IGS mitocondrial, devido a sua caracteristica hipervariavel, parece
trazer ruido a andlise filogenética. As analises de divergéncia indicam uma origem de A.
sexdens por volta de 10 milhGes de anos atrés, relativamente precoce em relagcdo a

origem das formigas cortadeiras.

Palavras chaves: Atta sexdens, mtDNA, nDNA, Tempo de divergéncia, Filogenia.
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Introducéo
Atta sexdens L. (1758) (Myrmicinae: Attini) é uma espécie de formiga

pertencente ao grupo das formigas cortadeiras, conhecidas pelo seu habito de cortar
material vegetal fresco, que elas utilizam como substrato para cultivar uma Unica e
especializada espécie de fungo simbionte (Weber, 1972; Hoélldobler & Wilson, 1990;
Silva-Pinhati det al., 2004; Schultz & Brady, 2008; Mueller et al., 2010). Devido a este
habito peculiar de contar folhas frescas e a sua extensa distribuicdo desde o Sul da
América Central até o Norte da Argentina (Weber, 1972; Hoélldobler & Wilson, 1990;
Solomon et al., 2008), estas formigas sédo de relevante importancia econdémica por
atuarem como pragas de varias culturas agricolas em ambientes rurais e plantas
ornamentais em ambientes urbanos (Mariconi, 1970; Cherrett, 1986a,b,c; Fowler et al.,
1986; Moutinho et al., 2003), causando prejuizos da ordem de milhdes de dolares.
Apesar de terem a fama de insetos pragas, essas formigas desempenham importante
papel nos diversos ecossistemas em que habitam, principalmente na ciclagem de
nutrientes em ambientes florestais, por trazerem material organico para o interior de

seus ninhos no subsolo (Moutinho et al., 2003).

Devido a sua importancia ecoldgica e econémica, juntamente com sua larga
distribuicéo, A. sexdens é uma das espécies mais estudadas da tribo Attini, sobretudo em
aspectos relacionados a controle bioldgico, aspectos comportamentais, fisioldgicos e
morfometricos (Silva et al., 2003; Carlos et al., 2010; Castilho et al., 2010). Durante
muito tempo a taxonomia e sistematica de A. sexdens foi motivo de controvérsias,
principalmente devido a subjetividade dos caracteres morfoldgicos e alto grau de
polimorfismo entre individuos de um mesmo ninho. Borgmeier (1950) propds que A.
sexdens fosse dividida em 6 subespécies (Atta sexdens sexdens Linnaeus 1758, A.

sexdens rubropilosa Forel 1908, A. sexdens piriventris Santschi 1919, A. sexdens tristis
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Santschi 1919, A. sexdens fuscata Santschi 1922, e A. sexdens autuori) e, nove anos
depois, tornou sinénimas todas as subespécies e agrupou-as como A. sexdens
(Borgmeier, 1959). Gongalves (1965) se baseou em arquitetura dos ninhos, morfologia
dos soldados e dividiu A. sexdens em 3 subespécies [Atta sexdens sexdens L. 1758 (= A.
sexdens fuscata Santschi 1922), A. sexdens rubropilosa Forel 1908, e A. sexdens
piriventris Santschi 1919 (= A. vollenweideri tristis Santschi 1919 e A. sexdens autuorii
Borgmeier 1950)]. Esta ultima classificacdo, embora ndo seguida por Bolton (2005),
ainda é empregada por varios autores em seus estudos (Delabie, 1997; Loeck et al.,
2001; Solomon et al., 2008; Bacci Jr et al., 2009; Myiashira et al., 2010; Carlos et al.,

2010; Larcerda et al., 2010; Bezerra et al., em prep.).

A. sexdens sexdens (L, 1758) ou Formiga da Mandioca, ocorre na Amazonia, nos
estados do Nordeste até o Sul da Bahia e no Norte dos estados de Minas Gerais, Goiés e
Mato Grosso; A. sexdens rubropilosa Forel, 1908 ou Salva Liméo, ocorre no Sul dos
Estados de Minas Gerais, Goias e Mato Grosso e também nos estados do Espirito Santo,
Rio de Janeiro Distrito Federal, Sdo Paulo, Norte, Nordeste e Oeste do Parand; A.
sexdens piriventris Santschi, 1919 ou Salva Liméo Sulina, ocorre no Rio Grande do

Sul, Santa Catarina e no Sul do Parana (Mariconi, 1970).

Em seu estudo da biogeografia de formigas cortadeiras nos estados do Sergipe,
Leste da Bahia e Minas Gerais e Norte do Espirito Santo, Delabie et al. (1997)
verificaram a ocorréncia de Atta sexdens sexdens e Atta sexdens rubropilosa. A primeira
ocorre na parte Norte da regido estudada, sendo excluida ao Sul desde Canavieiras até a
divisa Norte do Estado de Minas Gerais. A segunda é frequente em toda parte sul da
regido de estudo, sendo aparentemente excluida ao norte de uma linha que passa no
Recdncavo Baiano. Estes mesmo autores verificaram que se trata de duas subespécies

com distribui¢do parapétrica, podendo ser encontradas simultaneamente numa faixa de
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aproximadamente 300 km de largura, 0 que corrobora o estado de semi-espécies para
ambas e, assim, Atta sexdens podendo ser considerada uma superespécie (Delabie,
1997). J& Atta sexdens piriventris é encontrada na regido Sul do Brasil. Em seu trabalho
sobre a distribuicdo geografica desta subespécie, Loeck, et al. (2001) verificaram que
ela estd presente nas sete regides estudadas do estado do Rio Grande do Sul, sendo a
Unica espécie de saliva na maior parte dessa regido, ocorrendo com maior frequéncia

nas regides do Planalto, Alto Uruguai e Noroeste.

Como relacdo aos caracteres morfoldgicos, A. sexdens sexdens e A. sexdens
rubropilosa se diferenciam principalmente a partir da pilosidade da cabeca e do gaster
do soldado (Borgmeier, 1959), enquanto A. sexdens piriventris possui o térax e cabeca
dos soldados vermelhos pardacentos, gaster piriforme brilhante dos lados e fosco
superiormente (Gongalves, 1942). Entretanto, esses caracteres se mostram por vezes
dubios e subjetivos, ndo sendo uma tarefa facil utiliza-lo na caracterizacdo de cada uma
das subespécies. Solomon et al. (2008) demonstraram que A. sexdens teve sua origem e
expansdo entre 1,8-2 milhdes de anos e Bacci Jr et al. (2009) trouxeram evidéncias de

que A. sexdens fosse um complexo de espécies cripticas.

Entender a biologia e 0s processos que levaram ao grande sucesso em ocupar
praticamente todo o territério brasileiro é fundamental para o desenvolvimento de
estratégias de controle bioldgico desse complexo de espécies. E importante ressaltar que
em ambientes florestais ndo perturbados, a densidade de ninhos de Atta sexdens é 20
vezes menor do que &reas de agricultura ou floresta secundéria, o que indica um estado
de equilibrio entre a formiga e a vegetacdo nativa (Moutinho et al., 2003). Isso sugere
que a ampliacéo das areas de cultivo ao longo das ultimas décadas favoreceu a expansao
dessa formiga pelo territorio brasileiro, como uma praga agricola. Neste contexto,

algumas questdes importantes permanecem ainda sem resposta: (i) A sexdens representa
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uma Unica espécie ou um complexo de espécies ou subespécies cripticas? (ii) quando
teria havido a possivel diversificacdo em subespécies? (iii) a expansdo das lavouras

facilitou a rapida expansdo de A. sexdens ao longo do territdrio brasileiro?

No presente trabalho, empregando abordagens filogenéticas, nos tivemos por
objetivos (i) testar se A. sexdens compreende um complexo de espécies ou subespécies,
(ii) determinar o tempo de divergéncia entre as provaveis subespécies, (iii) avaliar se as
sequéncias de DNA mitocondrial e nuclear fornecem informagdo consistente para a

reconstrugdo filogenética de A. sexdens.

Materiais e Métodos

Visdo geral
Foram coletados 100 ninhos da formiga Atta sexdens abrangendo toda sua area

de distribuicdo conhecida, desde o sul do Brasil até o norte da América do Sul
(Venezuela e Peru), como apresentado na Tabela 2.1 e no mapa abaixo (Figura 2.1). As
formigas foram armazenadas em tubos de 2,0 ml, contendo etanol 90 % durante a fase
de coleta. Foram coletadas operarias maximas (soldados) e operarias menores. Os
primeiros foram utilizados para identificacdo morfoldgica e as Gltimas para as analises
moleculares. Posteriormente, no laboratorio, foram acondicionados em ultra freezer a -

80° C, até que as analises moleculares fossem realizadas.

Tabela 2.1: Lista dos ninhos coletados com coordenadas geograficas e codigos

ID Longitude Latitude Pais Estado Cidade
SES040120-02 -35,84425  -8,720383333 Brasil Pernambuco Jaqueira
SES040124-05 -39,65983333  -14,18722222 Brasil Bahia Barra do Rocha
SES040124-07 -39,78102778 -14,09619 Brasil Bahia Ipiad
SES040124-09 -39,78102778 -14,09619444 Brasil Bahia Ipiad
SES040125-06 -39,81586111  -14,20027778 Brasil Bahia Itagiba
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ID Longitude Latitude Pais Estado Cidade
SES040125-07 -39,81586111  -14,20027778 Brasil Bahia Itagiba
SES040128-01 -56,09404 -9,89753 Brasil Mato Grosso Alta Floresta
SES040130-03 -56,02422 -9,59214 Brasil Mato Grosso Alta Floresta
SES040131-11 -55,59001 -10,06242 Brasil Mato Grosso Carlinda
SES040131-14 -56,07603 -9,86249 Brasil Mato Grosso Alta Floresta
SES040205-05 -48,54977 -1,68755 Brasil Para Barcarena
SES040208-02 -51,506690 0,6772 Brasil Amapa Porto Grande
SES040208-03 -51,506690 0,6772 Brasil Amapéa Porto Grande
SES040212-03 -54,78015 -2,64342 Brasil Para Santarém
SES040212-06 -54,78015 -2,64342 Brasil Para Santarém
SES040213-03 -54,72733 -2,55767 Brasil Para Santarém
SES040214-08 -54,64113 -1,90357 Brasil Para Alenquer
SES040214-10 -54,62662 -1,91676 Brasil Para Alenquer
SES040214-12 -54,64113 -1,90357 Brasil Para Alenquer
SES040215-04 -54,63676 -1,92631 Brasil Para Alenquer
SES040215-06 -54,6368 -1,92631 Brasil Para Alenquer
SES040215-08 -54,6368 -1,92631 Brasil Para Alenquer
SES040215-09 -54,6368 -1,92631 Brasil Para Alenquer
SES040215-11 -54,6368 -1,92631 Brasil Para Alenquer
SES040216-03 -54,57096 -2,58981 Brasil Para Santarém
SES040214-04 -54,64113 -1,90357 Brasil Para Alenquer
SES040221-01 -60,0249 -2,31131 Brasil Amazonas Rio Preto da Eva
SES040125-05 -35,699998 -6,699996 Brasil Paraiba Solénea
A10 -35,699998 -6,699996 Brasil Paréiba Solanea
Al15pi -35,540004 -6,755002 Brasil Rio Grande do Sul Porto Alegre
A2piri -50,382779 -25,874166 Brasil Parana Sé&o Mateus do Sul
A310pi -52,670556 -26,228614 Brasil Parana Pato Branco
Ad -50,412219 -22,661665 Brasil Séo Paulo Assis

A5 -54,805553 -22,221113 Brasil Mato Grosso Do Sul Dourados
A6 -52,198059 -22,749165 Brasil Parana Inajé

A7 -48,461668 -22,885833 Brasil Séo Paulo Botucatu
e849 -39,480278 -13,738056 Brasil Bahia Gandu

e847 -39,480278 -13,738056 Brasil Bahia Gandu
A813 -39,121944 -12,653056 Brasil Bahia Cruz das Almas
A9 -40,472504 -11,858883 Brasil Bahia Mundo Novo
e486 -60,026111 -3,135267 Brasil Amazonas Manaus
e634 -47,931945 -19,788334 Brasil Minas Gerais Uberaba
JM061010-01 -54,033274 -29,665787 Brasil Rio Grande Do Sul Santa Maria
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ID Longitude Latitude Pais Estado Cidade
JM061010-02 -54,033274 -29,665788 Brasil Rio Grande Do Sul Santa Maria
JM061010-03 -54,031687 -29,663551 Brasil Rio Grande Do Sul Santa Maria
JM061010-05 -54,032316 -29,663592 Brasil Rio Grande Do Sul Santa Maria
JM061010-06 -54,033627 -29,663621 Brasil Rio Grande Do Sul Santa Maria
JM061010-07 -54,033400 -29,663941 Brasil Rio Grande Do Sul Santa Maria
JM061010-08 -54,026675 -29,663691 Brasil Rio Grande Do Sul Santa Maria
JM061010-09 -54,027357 -29,663661 Brasil Rio Grande Do Sul Santa Maria
JM061010-11 -53,492930 -29,765820 Brasil Rio Grande Do Sul Restinga Seca
JM061010-12 -53,491927 -29,765406 Brasil Rio Grande Do Sul Restinga Seca
JM061010-13 -53,491663 -29,765186 Brasil Rio Grande Do Sul Restinga Seca
JM061011-01 -53,671713 -29,354915 Brasil Rio Grande Do Sul Julio de Castilhos
JM061011-02 -53,671621 -29,354935 Brasil Rio Grande Do Sul Julio de Castilhos
JM061011-14 -53,597258 -28,768945 Brasil Rio Grande Do Sul Cruz Alta
JM061011-16 -53,597385 -28,769141 Brasil Rio Grande Do Sul Cruz Alta
JM061012-02 -54,023105 -28,383119 Brasil Rio Grande Do Sul Coronel Barros
JM061012-03 -54,023102 -28,383200 Brasil Rio Grande Do Sul Coronel Barros
JM061012-04 -54,022778 -28,383121 Brasil Rio Grande Do Sul Coronel Barros
JM061012-05 -54,274511 -28,319743 Brasil Rio Grande Do Sul Santo Angelo
JM061012-06 -54,315464 -28,220888 Brasil Rio Grande Do Sul Santo Angelo
JM061012-07 -54,315428 -28,220716 Brasil Rio Grande Do Sul Santo Angelo
JM061012-08 -54,377114 -28,015706 Brasil Rio Grande Do Sul Girua
JM061013-01 -54,317152 -28,219794 Brasil Rio Grande Do Sul Santo Angelo
JM061013-02 -54,493319 -27,882108 Brasil Rio Grande Do Sul Santa Rosa
JM061013-05 -54,477561 -27,793915 Brasil Rio Grande Do Sul Santa Rosa
E393E395E396 -47,849444 -21,164444 Brasil Séo Paulo Ribeiréo Preto
e673e674 -52,055833 -17,539722 Brasil Goiés Perolandia
e687 -52,055833 -17,539723 Brasil Goiés Perolandia
e676 -52,826389 -16,749167 Brasil Mato Grosso Ponte Branca
e621e622e620 -43,705556 -22,741667 Brasil Rio De Janeiro Seropédica
e634 -47,932778 -19,750556 Brasil Minas Gerais Uberaba

€686 -52,055833 -17,539723 Brasil Goias Perolandia
e486 -60,079444 -3,034722 Brasil Amazonas Manaus

a5 -54,805553 -22,221113 Brasil Mato Grosso Do Sul Dourados

ag13 -39,121944 -12,653056 Brasil Bahia Cruz das Almas
e672 -47,873333 -15,746667 Brasil Distrito Federal Brasilia

e726 -70,394444 -8,126667 Brasil Amazonas Envira

e728 -70,394444 -8,126667 Brasil Amazonas Envira

e727 -70,394444 -8,126667 Brasil Amazonas Envira
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ID Longitude Latitude Pais Estado Cidade

e732 -69,488056 -8,980556 Brasil Acre Manoel Urbano
e733 -69,488056 -8,980556 Brasil Acre Manoel Urbano
e734 -67,864722 -9,955278 Brasil Acre Rio Branco
E403 -47,543611 -22,393611 Brasil S&o Paulo Rio Claro
MB180504-01 -48,766389 -19,699722 Brasil Minas Gerais Campo Florido
MB170504-01 -48,781389 -19,656389 Brasil Minas Gerais Campo Florido
€612 -41,333889 -21,752778 Brasil  Rio De Janeiro gzr;‘t‘;cc’zzdeo:
e681 -50,822500 -16,785556 Brasil Goias Paraina

€683 -50,822500 -16,785557 Brasil Goias Paraina

€684 -50,822500 -16,785558 Brasil Goias Paraina

€685 -50,822500 -16,785559 Brasil Goias Paraina

€921 -55,517500 -12,082222 Brasil Mato Grosso Sinop

€923 -56,08993 -09,87518 Brasil Mato Grosso Alta Floresta
€924 -56,08993 -09,87519 Brasil Mato Grosso Alta Floresta
€929 -55,907778 -9,895000 Brasil Mato Grosso Alta Floresta
€930 -55,907778 -9,895000 Brasil Mato Grosso Alta Floresta
€936 -56,01333 -09,57460 Brasil Mato Grosso Alta Floresta
SES050815-02 -63.54602 8.13762 Venezuela Bolivar Ciudad Bolivar
SES040614-04 -72.84978 -3.44336 Peru Loreto Explorama Lodge
SES040615-01 -72.84978 -3.44336 Peru Loreto Explorama Lodge
SES050815-01 -63.55125 8.14594 Venezuela Bolivar Ciudad Bolivar

As sequéncias mitocondriais foram obtidas para todos os 100 espécimes em

estudos e para outros trés utilizados como grupo externo, compreendendo trés genes:

Citocromo Oxidase | (COl), RNA Transportador de Leucina (tRNA-Leu) e Citocromo

Oxidase Il (COIl), além do Espacador Intergénico altamente variavel (IGS). As

sequéncias nucleares correspondentes a regido codificadora do gene da rodopsina

(Schultz & Brady, 2008) foram obtidas para 84 dos espécimes coletados e para trés

espécimes utilizados com grupo externo. As amostras estdo depositadas na colecdo

entomoldgica do Laboratério de Evolugdo Molecular da Universidade Estadual Paulista,

Rio Claro/SP, Brasil.
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Figura 2.1: Mapa indicando os ninhos de Atta sexdens coletados (pontos vermelhos) ao
longo do territério Latino-Americano

Extracdo de DNA
Para a extragdo do DNA total, operérias menores foram trituradas em micro

tubos de 1,5 mL contendo 550 pL da solugdo de lise celular TNES (Tris Base 250 mM
pH 7,5; NaCl 2M; EDTA 100 mM; SDS 2 %). Em seguida, foram acrescentados 5 pL
de Proteinase K (20mg/mL) e a mistura foi incubada por 3 horas a 55° C. Foi entéo feito
um tratamento com 5 pl. de RNAse A (10mg/mL)por 30 minutos. A precipitacdo das
proteinas foi feita com a adigdo de 200 pL de NaCl 5M. O sobrenadante contendo o
DNA foi transferido para um novo micro tubo e precipitado com igual volume de

isopropanol 100 % e lavado com etanol 70 %, centrifugado e seco em centrifuga a

24



vacuo. O pellet de DNA foi dissolvido em 35 pL de tampdo TE (1 mM Tris, 0,1 mM
EDTA).
Amplificacéo génica

Para amplificacdo dos genes mitocondriais (COI-IGS-tRNALeu-COIll) foi
utilizado o conjunto de iniciadores (primers) descritos em Martins Jr et al. (2007),
enguanto para o gene nuclear da rodopsina (opsin) foram utilizados os iniciadores
descritos por Schultz & Brady (2008) (Tabela 2.2). Para a regido mitocondrial, um
fragmento de ~650 pb foi amplificado em 25 pl de reagéo contendo kit Ready-to-Go
(GE Healthcare), ~100 ng de DNA genomico e 6 pmol de cada um dos iniciadores
ANT-F e ANT-R (Tabela 2.2). A reagdo foi incubada em termociclador e submetida a
etapa inicial de desnaturacéo a 94° C por 5’ seguida de 35 ciclos de desnaturagdo a 94°

C por 1°, anelamento a 47° C por 30’ e extensdo a 68° C por 2°.

Para o gene da rodopsina um unico fragmento de ~600 pb foi amplificado em
25 pL de reacdo de PCR contendo kit Ready-to-Go (GE Healthcare) e ~50ng de DNA
gendmico ¢ 5pmol de cada um dos iniciadores LR143F e LR639ER. A reacdo foi
incubada em termociclador e submetida a etapa inicial de desnaturacdo a 94° C por 5°,
seguida de 35 ciclos de desnaturacdo a 94° C por 1°, anelamento a 50° C por 30’ e

extensdoa 68° C por2’.

Tabela 2.2: Conjunto de iniciadores utilizados neste estudo para amplificar
especificamente os genes mitocondriais e nucleares

Iniciadores (sequencia 5°— 3°) Locus Referéncia

ANT-F (ATTCATTCTTATCTTGAAATATTATTTC) COI-IGS- Martins Jr et al (2007)
ANT-R (TTCATAAGTTCAGTATCATTGGTG) tRNALeu-COll

LR143F (GACAAAGTKCCACCRGARATGCT) Opsin Schultz & Brady (2008)

LR639ER (YTTACCGRTTCCATCCRAACA)
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Sequenciamento de DNA
Ambos os produtos de PCR dos genes mitocondriais e nucleares foram

purificados e sequenciados conforme descrito a seguir. A purificacdo foi feita atraves do
kit GFX PCR DNA and Gel Band Purification (GE HEALTHCARE), seguindo as
especificacbes do fabricante. Em seguida, 3 uL do produto de PCR purificado foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose 1 % e visualizados por coloracdo de
brometo de etidio. Finalmente, as reacBes de sequenciamento foram feitas para ambas as
fitas senso e anti-senso, utilizando o kit ABI BigDye Terminator (versdao 3.1) e
posteriormente precipitadas com Isopropanol 85%/Etanol 70% ou Etanol 100% e
70%/EDTA 125mM/Acetato de Sodio 3M segundo recomendagdo do fabricante. O
produto da reacdo foi analisado em sequenciador automéatico ABI 377 ou ABI 3500

(Applied Biosystems).

As sequéncias senso e anti-senso foram concatenadas para gerar as sequéncias
consenso individuais para cada um dos locus, através dos programas Bioedit (Hall,

1999) e DnaSP 5.0 (Librado & Rozas, 2009).

Andlises Filogenéticas
Para testar o sinal filogenético das sequéncias, nos aplicamos um teste de

saturacdo de transigbes e transversdes em funcdo da divergéncia das sequéncias

nucleotidicas, atraves do programa DAMBE v5.2.18.

As andlises filogenéticas foram conduzidas para cada um dos segmentos génicos
mitocondriais e nucleares bem como para os dados concatenados (MtDNA+nDNA),
utilizando analises de maxima parciménia (MP), maxima verossimilhanca (ML) e
inferéncia Bayesiana. Atta laevigata, A. cephalotes e A. robusta foram utilizadas como
grupos externos para ambas as analises com 0s genes mitocondriais e nucleares,

separadamente e também concatenados. Sequéncias nucleares de Acromyrmex,
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Cyphomyrmex e Trachymyrmex utilizadas por Schultz & Brady (2008) foram utilizadas
adicionalmente como grupo externo. O melhor modelo de substituicdo nucleotidica foi
escolhido para as analises de ML e Bayesiana utilizando o Akaike Information Criteria
(AIC) implementado pelo programa jJMODELTEST 0.1.1 (Posada, 2008) para cada
gene (COI, tRNAleu, COIl e opsin), bem como para todo o conjunto de dados

concatenados.

As anadlise de MP foram implementadas no programa PAUP 4b10 (Swofford,
2003) através de 1000 buscas heuristicas, eTBR definido como algoritmo de
substituicdo de ramos. O suporte dos ramos foi inferido a partir de analise de bootstrap
ndo paramétrico com 1000 réplicas e iguais parametros de busca heuristica. As analises
de ML foram realizadas no programa Garli 1.0 (Zwickl, 2006) utilizando os parametros
default segundo o manual do usuério. Para estimar o suporte dos ramos foram realizadas

100 réplicas de ML bootstrap.

A inferéncia Bayesiana foi implementada através do programa MrBayes (versdo
3.1) (Ronquist & Huelsenbeck, 2003). Foram realizadas quatro corridas independentes,
cada uma delas com 4 cadeias quentes, pardmetros iniciais mantidos na configuracdo
padrdo do programa e com 0s parametros de substituicdo nucleotidica particionados por
gene; convergéncia, fase estaciondria da corrida e ponto de corte (burn-in) foram
acessados através do programa Tracer v.1.5 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/tracer/).
Depois de descartada a fase inicial ndo estacionaria, o consenso maioria foi calculado a
partir da amostragem das analises subsequentes utilizando o programa FigTree 1.31

(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

Andlise de Divergéncia
Para as analises de divergéncia nos utilizamos uma abordagem Bayesiana com

modelo de relégio molecular relaxado e ndo correlacionado ao logaritmo normal,
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aplicado pelo programa BEAST v1. 6.1, juntamente com a probabilidade a priori das
arvores definida como Yule process (Drummond et al., 2002, 2006; Drummond &
Rambaut, 2007). O modelo de evolucdo nucledditica escolhido foi 0 GTR+I+G com trés
particdes de codons (cdédons 1, 2, 3). O modelo de substituicdo, a taxa de
heterogeneidade e a frequéncia de bases foram configurados como ndo correlacionadas.
A arvore foi enraizada utilizando uma espécie de Apterostigma sp que faz parte do
grupo das Paleoattini e a idade do né calibrada seguindo uma distribuicdo normal a
prior (média=42,5; desvio padrdo=1,2) (Schultz & Brady, 2008). Para os nés internos
foi definida uma distribuicéo a priori e lognormal — Cyphomyrmex rimosus (média=2,2,
desvio padrdo=0,5; offset=15,0) e Trachymyrmex SP (média=1,5; desvio padrdo=0,5;
offset=15,0), considerando os registros fosseis das formigas cultivadoras de fungo e
também seguindo a metodologia descrita por Schultz & Brady (2008). As buscas
MCMC foram realizadas com 20.000.000 de geracdes, sendo descartados 2.000.000 de
geracOes inicias como fase ndo estacionara. As buscas atingiram convergéncia
suficiente como indicado pelos altos valores de ESS para todos os parametros, plats
relativos aos tempos de divergéncia apds o corte da fase ndo estacionaria e pela
reprodutibilidade dos resultados ap6s dez corridas independentes. Os resultados de
todas as corridas independentes foram reunidos no programa Tracer v 1.5 e reportados
como valores médios de +95 % em relacdo aos limites superiores e inferiores. Para
melhor visualizacdo dos resultados de tempo de divergéncia, as arvores das melhores
corridas inferidas a partir dos menores valores de -log verossimilhanca, foram
combinadas no programa TreeAnnotaror v1.6.1 e visualizadas no programa FigTree

v1.3.1 (Rambaut & Drummond, 2008).
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Analises populacionais e caracterizacao das sequéncias
Para verificar a existéncia de correlacdo entre as distancias geogréficas e

genéticas foi aplicado o teste de Mantel, em que as populacdes foram definidas segundo
os clados obtidos a partir das analises de inferéncia filogenética. O teste de Mantel

(1967) foi aplicado pelo programa AIS 1.0, com 1000 permutacdes.

Diversidade nucleotidica (), diversidade haplotipica (h), e teste de distribui¢éo
mismatch foram implementados no programa DNAsp. O teste de neutralidade foi
aplicado individualmente para cada uma das regides codificadoras (COIl e COIlI) através
do programa MEGA 4, utilizando o método de Nei-Gojobori (1969) e bootstrap com
1000 permutagdes para testar a significAncia dos resultados, e pelo célculo direto da
razao dn/ds (w), a partir da estimativa desses valores, também pelo programa MEGA4.
Resultados

NOs obtivemos 100 sequéncias mitocondriais com 530 pares de bases cada,
excluida a regido IGS (que variou de 141 a 159 pb) devido a sua alta variacdo,
tornando-a dificil de ser alinhada com seguranca. Estas sequéncias compreendem 49
haplétipos mitocondriais, para os quais a diversidade haplotipica (h), diversidade
nucleodidica (x) e resultados de teste de neutralidade estdo descritos na Tabela 2.3 Os
resultados do teste de neutralidade (z e w) rejeitaram a hipdtese nula de que as
sequéncias estdo sob selecdo neutra (p<0,05), indicando selecdo purificadora. Este
resultado é o esperado para genes funcionais, uma indicacdo de que ndo se tratam de
numts. As taxas de substituicBes sindbnimas também superaram as de ndo sindénimas, o
que reforca o resultado descrito acima que mostra que a sequéncia de proteinas é
extremamente conservada. Foram geradas 60 sequéncias nucleares com 531 pb cada. As
sequéncias nucleares compreenderamm 17 hapl6tipos, para os quais diversidade

haplotipica (h) foi de 0,75 e nucleotidica (z) de 0,013 (veja Tabela 2.3). Os melhores
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modelos de substituicdo nucleotidica selecionados a partir do medo Akaike Information
Criteria (AIC) implementado pelo jJMODELTEST v.0.1 (Posada, 2008) foram:

TPM2uf+G (COIl), F81 (tRNAleu), TrN+1 (COII) e TrN+G (opsin).

Os testes de sinal filogenético de transicBes e transversdes em funcdo da
divergéncia nucleotidica, mostraram que a regido IGS, por ser extremamente variavel,
leva a saturacdo do namero de transi¢Ges (Figura 2.2). Assim, as analises filogenéticas

foram conduzidas com ou sem a regido e IGS e posteriormente comparadas.
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Tabela 2.3: Diversidades haplotipica (h), nucleotidica (), teste de neutralidade (z) e
razdo d,/ds (o).

Loci h T z w
Ccol* - - 0,003 0,00602
coll - - 0,00011 0,02499

COI-IGS-tRNA-Leu-COIlI* 0,95 0,039 - -
Opsin 0,75 0,013

*célculo de z e w feito apenas para regides codificadoras isoladamente e os valores de x e h para todo o
conjunto de dados somente.

As analises de reconstrucao filogenética produziram topologias diferentes para
0s genes mitocondriais e nucleares utilizados separadamente. Os genes nucleares nédo
apresentaram sinal filogenético suficiente o que se refletiu numa topologia com baixa
resolucdo dos ramos mais internos, baixos valores de suporte e ndo possibilitou inferir
com seguranca qual populacdo de Atta sexdens irradiou primeiro (Figura 2.3). Nas
reconstrucdes com mtDNA, excluindo a regido IGS, nds obtivemos uma topologia que
divide A. sexdens em trés ramos com bom suporte, conforme mostrado pelos altos
valores de MP e ML bootstrap e probabilidade posterior da inferéncia Bayesiana
(Figura 2.4). Como primeiro evento de cladogénese, temos o aparecimento do clado
Norte, assim denominado por representar populacdo da regido amazénica. Este clado
contém individuos da regido de ocorréncia de Atta sexdens sexdens. O segundo evento
cladogenético deu origem & dois clados: clado Sul, contendo individuos da regido Sul
do Brasil e Norte da Argentina, onde ocorre Atta sexdens piriventris; o clado Central,
contendo individuos do sul da Bahia até o extremo norte do Parana, passando por Goias,
S&o Paulo, Minas Gerais e algumas regides do Mato Gross e Mato Grosso do Sul
(Weber, 1972; Gongalves, 1942), onde é encontrada A. sexdens rubropilosa. Quando
incluimos a regido IGS da andlise, a topologia resultante se manteve semelhante a
anterior, exceto pela diminui¢do dos valores de suporte e baixa definicdo de alguns
ramos mais internos (Figura 2.5). Finalmente, a filogenia com a matriz concatenando

0s genes mitocondriais e nucleares, excluindo a regido IGS, apresentou uma topologia
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com ramos com alto suporte deduzido a partir dos valores de ML e MP bootstrap e
probabilidade posterior, porém foi diferente em relacdo ao primeiro evento de
cladogénese dentro de A. sexdens, posicionando o Clado Sul como basal e um segundo
evento cladogenético colocando os clados norte e central com irmdos (Figura 2.6). A
mesma anélise foi conduzida mantendo a regido IGS e a topologia mostrou que o clado
Central (A.sexdens rubropilosa) seria 0 mais basal, seguido pelos clados Sul (A. sexdens

piriventris) e Norte (A. sexdens sexdens) (Figura 2.7).

GRUPO EXTERNO
100/98/0,96

99/97/1

96/100/0,99

100/95/0,94

A. sexdens rubropilosa

A. sexdens sexdens

A. sexdens piriventris

Figura 2.3: Arvore de méaxima verossimilhanca de Atta sexdens obtida a partir do gene nuclear da
rodopsina (opsin). Valores de suporte estdo representados nos nds, em ordem: MP bhootstrap / ML
bootstrap / probabilidade posterior. Valores menores que 50 foram omitidos. Os ramos em preto sdo 0s
grupos externos, em azul o clado Central; vermelho o clado Norte; e verde o clado Sul. NUmeros
representam as OTUs (1 — 39: A. sexdens rubropilosa; 40 — 65: A. sexdens sexdens; 66 — 82: A. sexdens
piriventris).

32



IGRUPO EXTERNO

Grupo externo

91/99/0,97 Grupo externo
A. sexdens sexdens
100/94 /0,98
100/ 95/ 0,94 .. .
A. sexdens piriventris
99/97/1
96 /100 /0,99

A. sexdens rubropilosa

Figura 2.4: Arvore de maxima verossimilhanca de Atta sexdens obtida a partir dos loci mtDNA,
excluindo a regido IGS. Valores de suporte estdo representados nos nés, em ordem: MP bootstrap / ML
bootstrap / probabilidade posterior. Valores menores que 50 foram omitidos. Os ramos em preto sdo 0s
grupos externos, em azul o clado Central; vermelho o clado Norte; e verde o clado Sul. NUmeros
representam as OTUs (1 — 6: A. sexdens sexdens; 7 — 14: A. sexdens piriventris; 15 — 49: A. sexdens
rubropilosa).
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IGRUPO EXTERNO

. ren

9fL/99/0,97
A. sexdens sexdens

88/86/0,89

100/ 95/ 0,94 . .
i1 A. sexdens piriventris

* JA. sexdens rubropilosa

Figura 2.5: Arvore de maxima verossimilhanca de Atta sexdens obtida a partir dos loci mtDNA,
incluindo a regido IGS. Valores de suporte estdo representados nos nés, em ordem: MP bootstrap / ML
bootstrap / probabilidade posterior. Valores menores que 50 foram omitidos. Os ramos em preto sdo 0s
grupos externos, em azul o clado Central; vermelho o clado Norte; e verde o clado Sul. NUmeros
representam as OTUs (1 — 6: A. sexdens sexdens; 7 — 14: A. sexdens piriventris; 15 — 49: A. sexdens
rubropilosa).
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IGRUPO EXTERNO

A. sexdens piriventris

81/79/0,88

92/89/0,93

1p0/95/0,94

A. sexdens sexdens

95/84/0,90

78/731/0,85

A. sexdens rubropilosa

Figura 2.6: Arvore de maxima verossimilhanca de Atta sexdens obtida a partir dos loci mMtDNA+nDNA,
excluindo a regido IGS. Valores de suporte estdo representados nos nos, em ordem: MP bootstrap / ML
bootstrap / probabilidade posterior. Valores menores que 50 foram omitidos. Os ramos em preto sdo 0s
grupos externos, em azul o clado Central; vermelho o clado Norte; e verde o clado Sul. NUmeros
representam as OTUs (1 — 12: A. sexdens piriventris; 13 — 27: A. sexdens sexdens; 28 — 61: A. sexdens
rubropilosa).
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IGRUPO EXTERNO

81/79/0,88

88/81/0,90 A. sexdens rubropilosa
q

71/74170,80

—
89/91/0,860

196/0,91 | o rvvee A. sexdens piriventris

83/79/0,93

98/94/0,97

’ A. sexdens sexdens

Figura 2.7: Arvore de maxima verossimilhanca de Atta sexdens obtida a partir dos loci mMtDNA+nDNA,
incluindo a regido IGS. Valores de suporte estdo representados nos nés, em ordem: MP bootstrap / ML
bootstrap / probabilidade posterior. Valores menores que 50 foram omitidos. Os ramos em preto sdo 0s
grupos externos, em azul o clado Central; vermelho o clado Norte; e verde o clado Sul. NUmeros
representam as OTUs (1 — 32: A. sexdens rubropilosa; 33 — 44: A. sexdens piriventris; 45 — 59: A. sexdens
sexdens).
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As andlises de divergéncia utilizando a abordagem Bayesiana de reldgio
molecular relaxado foram conduzidas apenas com o0s marcadores mitocondriais,
excluindo a regido IGS. Os resultados mostraram que a primeira diversificagdo dentro
de A. sexdens ocorreu ha aproximadamente 10 milhGes de anos, representando o Clado
Norte que representa a subespécie A. sexdens sexdens. A segunda diversificacdo ocorreu
por volta de 8,5 milhdes de anos, dando origem ao Clado Sul e Central, respectivamente

representando A. sexdens piriventris e A. sexdens rubropilosa. (Figura 2.8)

GRUPO EXTERNO

0,88

0,97 A. sexdens

0,94
001 sexdens

A. sexdens

095 092 piriventris

0,89

A. sexdens
rubropilosa

Figura 2.8: Estimativa de divergéncia entre as popula¢des de A. sexdens em milhdes de anos. A primeira
diversificacdo ocorreu ha ~10 milhes de anos, dando origem ao ramo A. sexdens sexdens sexdens (clado
vermelho), seguida de um segundo evento cladogenético que ocorreu ha ~8,5 milhdes de anos originando
0s ramos que compreendem A. sexdens piriventris (clado verde) e A. sexdens rubropilosa (clado azul).
Barras retangulares horizontais em azul claro indicam o intervalo de confianca (£95%).
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Os resultados para os clados individuais e combinados submetidos ao teste de

Mantel, implementado pelo programa AIS 1.0, demonstraram que apenas uma pequena

parte da divergéncia genética estd correlacionada com a distancia geografica (Tabela

2.4), sugerindo que outras forcas além de isolamento pela distancia, por exemplo,

alguma barreira geogréafica ou ecoldgica, estejam atuando para manter esses populagdes

ou linhagens isoladas.

Tabela 2.4: Teste de Mantel

Clado Norte Clado Central Clado Sul 3 Clados
r r’ p r r’ P r r° p r r’ p
-0,15 0,022 0,68 0,40 0,16 0,001 -0,30 0,09 0,67 | 0,39 0,152 0,01 | sligs
0,55 0,302 0,045 | 0,50 0,25 0,00001 |-0,02 0,0004 0,40 | 0,51 0,26 0,01 | cligs

0 o

Valores em negrito séo significativos

Os resultados do teste de distribuicdo mismatch, implementado para cada um

dos clados obtidos nas analises filogenéticas, demonstraram um perfil de distribuigédo

multimodal (Figura 2.9A e B) para os clados norte e central e bimodal (Figura 2.9C)

para o clado sul, compativel com populacdes em equilibrio e que nédo tiveram uma

diversificacdo muito recente (Figura 2.9).
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Figura 2.9: Andlise de distribuicdo mismatch
para cada um dos clados, apresentam um perfil
multimodal de equilibrio populacional. A, B e C
representam dos clados Norte, Central e Sul ,
respectivamente.
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Os resultados das anélises de fluxo génico estimados pelo teste Fst mostraram
forte estruturacdo geogréfica entre os clados (Tabela 2.5) com valores

significativamente proximo de 1 (p< 0,001).

Tabela 2.5: Teste de Fsr para os clados norte, central e sul de A. sexdens

Sul Norte Central
Sul - 0,000982 0,001
Norte 0,939 - 0,000453
Central 0,816 0,791 -

Valores de p estdo acima da diagonal, em italico.
Discusséo

Bacci et al (2009) demonstrou que associacdes de marcadores nucleares e
mitocondriais em analises de reconstrucdo filogenéticas sdo robustas para avaliar a
evolugcdo dentro de uma género. Em nivel intraespecifico, entretanto, marcadores
mitocondriais sdo mais comumente utilizados, pois acumulam mutacdes suficientes para
inferir a relacdo filogenética entre populacGes (Moritz, 1987; Avise, 2001; Grazziotin et
al., 2006; Solomon et al, 2008). Nossos resultados corroboram esse pensamento, uma
vez que as reconstrucdes filogenéticas aqui apresentadas foram mais robustas e
confiaveis quando conduzidas apenas com 0 mtDNA ou com a combinacdo dos dois
tipos de marcadores. A filogenia inferida apenas a partir do gene da rodopsina nao foi
capaz de resolver a relacéo entre os ramos internos das populacdes de A.sexdens devido
aos baixos valores de suporte para esses ramos (Figura 2.3). Apesar deste fato, as
analises filogenéticas conduzidas individualmente para os marcadores mitocondriais ou
combinando-os com os nucleares demonstram que A. sexdens pode ser dividida em trés
principais clados bem suportados. Entretanto, a primeira irradiacdo dentro do grupo é

diferente conforme o conjunto de dados analisado. Quando os marcadores estdo
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combinados, a populacdo do Clado Sul aparece como mais basal (Figura 2.6) e quando
somente 0 MtDNA ¢é analisado, a populacdo do Clado Norte é que aparece como a mais
basal (Figuras 2.4 e 2.5). Neste ultimo caso, os valores de suporte sdo
comparativamente mais robustos. Essa divergéncia nos resultados mostra que neste caso
0 nDNA esteja causando um ruido na analise filogenética. A baixa diversidade
nucleotidica e haplotipica observada para estas sequéncias reforca ainda mais essa
hipotese. A regido IGS é um espacador intergénico e devido a sua natureza nédo
codificante, estd sujeita a maior acimulo de mutacfes. Entretanto, nas analises
filogenéticas comparativamente feitas com ou sem a regido IGS, a topologia dos ramos
se manteve a mesma, embora a auséncia da regido IGS na arvore melhore a robustez dos
ramos (Figura 2.4). Muitos trabalhos rejeitam o uso de introns ou espagadores
intergénicos devido a sua dificuldade de alinhamento e alta taxa de homoplasia (Avise,
2001; Ballard & Whitlock, 2004; Brady et al., 2006; Schultz & Brady, 2008; Bacci et

al., 2009).

Associadas a essas consideracOes, o resultados do teste de Mantel (Tabela 2.4)
apontam nao ser possivel correlacionar as distancias geograficas e genéticas, sugerindo
que a diversificacdo dessas populagdes ndo pode ser explicada por isolamento pela
distancia. Os resultados mostrados pela analise de distribuicdo mismatch mostram um
perfil multimodal de distribuicdo, o que sugere um equilibrio populacional condizente
com taxons que ndo apresentam divergéncia e expansdo recentes. N0ssos resultados
ainda mostram que primeira irradiagcdo dentro de A. sexdens aconteceu por volta de 10
milhGes de anos, confrontando os resultados obtidos por Solomon et al (2008), que
sugere que a espécie teve seu auge de diversificacdo e expansdo entre 10 mil e 1,8
milhGes de anos. Provavelmente essa discrepancia entre os resultados dos dois trabalhos

esta no fato de que o trabalho de 2008 ndo incluia ninhos de A. sexdens piriventris. Essa
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diferenciacdo precoce do clado Norte pode estar relacionada a sua especializagdo em
utilizar recursos vegetais de florestas. Ainda, outras capacidades adquiridas adiante na
evolucgéo possibilitaram que as formigas explorassem outros ambientes, escapando da
Regido Amazodnica e colonizando outros habitats. Essas formigas apresentam grande
plasticidade ambiental, pois sdo pragas de plantas nativas e cultivadas. Por isso, um
evento vicariante recente pode ter sido a causa da separagéo entre as linhagens Central e
Sul.
Conclusbes

Os resultados de inferéncia filogenética mostram que Atta sexdens pode ser
divida em trés linhagens distintas, que aparecem em todas as topologias obtidas para os
genes nucleares ou mitocondriais. As topologias a partir dos marcadores combinados
também foram bem suportadas, mas divergiram em relacdo a qual foi o primeiro evento
cladogenético dentro de A. sexdens. A regido IGS mitocondrial devido a sua
caracteristica hipervariavel parece trazer ruido a andlise. As andlises de divergéncia
indicam uma origem precoce de A. sexdens em relacdo a provavel origem das formigas
cortadeiras, por volta de 10 milhdes de anos. Por isso acreditamos que Atta sexdens
corresponde a um complexo de trés espécies conforme ja era defendido por Gongalves

(1965).
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Capitulo 3: Investigacéo de Pseudogenes em formigas da tribo Attini
(Formicidae: Myrmicinae)

Resumo
Pseudogenes sdo sequéncias de DNA que deixaram de codificar uma proteina

funcional. Atualmente, séo classificados segundo a sua origem como processados, néo
processados e nuclear mitochondrial-like sequences (numts). Estes ultimos sédo
pseudogenes que tiveram sua origem a partir do mtDNA e foram transportados para o
nucleo, sendo muitas vezes fonte de problema em estudos populacionais e filogenéticos,
pois séo geralmente co-amplificados juntamente com o seu “progenitor” mitocondrial,
levando a falseamento das andlises. No presente estudo, nos investigamos a presenca
dos numts N1 e N2 em formigas de diversos géneros da tribo Attini e caracterizamos
um terceiro tipo de numt, que denominamos N3. Os resultados confirmaram nossa
hipdtese de que N1 teve uma origem mais antiga, por volta de 10 milhdes de anos, e que
N2 e N3 originaram-se mais recentemente, ha cerca de 55 e 7 milhdes de anos,
respectivamente. N2 e N3 parecem néo estar submetidos a fortes pressdes seletivas, pois
o teste para selecdo purificadora ndo foi significativo. Ao contrario, N1 pode ter
adquirido alguma funcdo importante, como modulacdo de algum gene, apds sua
transferéncia para o nicleo, pois os resultados de selecdo purificadora foram
significatidos. N1 esta presente em 8 espécies, sendo 7 do género Atta e outra do género
Acromyrmex, enquanto N2 e N3 parecem ser exclusivos de A. cephalotes e A. sexdens.
Nossos resultados ainda fornecem evidéncias sobre a origem do género Atta e sugerem
que N1 possa se utilizado como fonte de calibragdo como um marcador molecular

féssil.

Palavras chaves: Attini, numts, tempo de divergéncia, marcador fdssil.
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Introducéo

Tradicionalmente os pseudogenes sdo sequéncias de DNA ainda bastante
similares estruturalmente aos genes que lhes deram origem, porém ndo produzem uma
cadeia de aminoacidos funcional na maioria dos casos, pois apresentam mutagdes que
levam a codificacdo abrupta de cddons de parada e mudancas de fase de leitura
(frameshift), alterando a codificacdo subsequente dos aminoécidos da cadeia (Bensasson
et al., 2001; D’Errico et al., 2004; Martins et al., 2007). Entretanto, este conceito vem
sendo revisto, pois muitos estudos mostram que 0s pseudogenes podem ser transcritos e
exercer funcdo regulatéria ou até mesmo serem expressos. Poliseno et al (2010)
demonstraram que o gene supressor de tumor PTEN € regulado por seu pseudogene
PTENPL. Voorter et al (2010) demonstraram que a inativacdo do gene HLA-A devido a
uma delecéo de 4kb originou um pseudogenes. Ainda, Sen et al (2010) descobriram que
genes que ddo origem a pseudogenes sdo altamente expressos, possuem elevado
conteldo GC e capacidade de codificar hub-proteinas (proteinas que realizam mais de 5
ligagbes com outras proteinas). Os pseudogenes séo classificados em trés tipos, assim
designados de acordo com seu mecanismo de origem: processados, ndo processados e
numts (Lopez, 1994; Bensasson et al., 2001; D’Ericco, 2004; Ballard & Whitlock, 2004;

Madsen et al., 2010).

Numts sdo cdpias nucleares de genes mitocondriais que foram transportadas para
0 nucleo, geralmente por eventos de transposi¢do (Nugent & Palmer, 1991; Lopez et al.,
1994). Nas Ultimas décadas inUmeros estudos tém descrito pseudogenes numa grande
variedade de organismo, incluindo bactérias (Wattan et al., 2009; da Silva, comunicacao
pessoal), insetos e demais invertebrados e vertebrados, inclusive o homem (Martins et
al., 2007; den Tex et al., 2010; Raboin et al., 2010; Poliseno et al., 2010). Os numts tém

recebido especial aten¢éo devido a sua alta ocorréncia em estudos de filogenia baseados
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em mMtDNA, pois a co-amplificacdo desses pseudogenes juntamente com 0S genes
mitocondriais € bastante comum e pode levar a inferéncias filogenéticas equivocadas,
uma vez que eles ndo sdo ortdlogos aos seus “progenitores” mitocondriais (Sorensson &
Quinn, 1998; Song et al., 2008; Li et al, 2009; Hlaing et al., 2009; Fritz et al., 2010;
Arthofer et al., 2010b). Recentemente, den Tex et al (2010) verificou a co-amplificacdo
de numts em esquilos depositados em coleges cientificas, o que é intrigante uma vez
que o DNA se degrada ao longo do tempo nestas condi¢cdes. Entretanto, existem
estudos que apontam que a perda de funcdo de alguns genes e a formacgdo de
pseudogenes esta fortemente relacionada e tem papel importante na evolucdo de
diferentes organismos. Goudet et al (2008) verificaram que a perda progressiva de
alelos do gene ZP, devido a sua transformacdo em pseudogenes, teve papel importante
na evolucdo dos vertebrados. Muro et al. (2010) demonstrou que a origem de genes com

atividades trans-regulatorias (trans-NATS) esté associada & formacéo de pseudogenes.

Embora tenham a mé reputacdo de causar ruido em varios estudos evolutivos, os
numts sdo considerados Uteis por alguns pesquisadores. Sawamura et al (2008)
verificaram que é possivel estimar o fluxo génico entre populacdes de Drosophila
utilizando numts como marcadores. Bensasson et al (2001) argumenta que devido a sua
presenca no nucleo e, consequentemente, menor taxa evolutiva, 0s numts poderiam ser
utilizados como fosseis moleculares. Petrov et al (1998) verificaram que a alta taxa de
pseudogenes em Drosophila esta relacionada a perda de genes e que tal fendbmeno deve

ter tido uma papel importante na evolugéo deste inseto.

Devido a grande ocorréncia e importancia dos numts varias metodologias ja
foram publicadas mostrando maneiras de identifica-los e, por sua vez, evita-los (Wattan
et al., 2009; Rouchka & Cha, 2009). Estas metodologias incluem comparagdo de

sequéncias suspeitas de serem numts com genes mitocondriais funcionais de organismos
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préximos, testes de pressdo seletiva, testes de distribuicdo mismatch, busca por cdédons

de parada prematuros.

Martins et al (2007) verificaram que um numt entdo chamado N1 aparentemente
estava congelado como um fossil molecular por apresentar pouca variagdo nos
espécimes amostrados e ter uma origem basal em relacdo a outro numt e a sua copia
mitocondrial original. No presente trabalho, nés (i) investigamos a prevaléncia desses
numts e ou de suas variantes na tribo Attini, (ii) caracterizamos e posicionamos
filogeneticamente um novo numt, aqui denominado N3, que foi detectado em A. sexdens
por Bezerra et al (em prep.) e finalmente (iii) determinamos a provavel data de

transferéncia desses numts para o ndcleo.

Foi analisada a presenca dos pseudogenes previamente descritos por Martins et
al (2007) em outras formigas da tribo Attini e também a caracterizacdo de um novo
pseudogene recém-encontrado exclusivamente em A. sexdens. Foram feitas sucessivos
experimentos com Vvarios espécimes de diferentes espécies da tribo Attini, cobrindo 12
dos 13 géneros conhecidos (Branddo & Mayhe-Nunes, 2001; Schultz & Brady, 2008).
Realizou-se ainda a estimativa do tempo em que esses pseudogenes migraram para 0
nucleo. Para isso, realizamos reacdes de PCR utilizando iniciadores ja descritos para 0s
numts conhecidos em Attini e novos iniciadores desenhados a partir do trabalho de

Bezerra et al (em prep.).
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Materiais e Métodos

Material bioldgico

Tabela 3.1: Espécies com amplificacdo positiva para numts.

Espécie Numts investigados n. de indivudos
amostrados
Atta sexdens N1, N2, N3 60
A. laevigata N1, N2, N3 10
Acromyrmex heyeri N1, N2, N3 10
Atta colombica N1, N2, N3 8
Atta insularis N1, N2, N3 5
Atta mexicana N1, N2, N3 5
Atta texana N1, N2, N3 5
Trachymyrmex N1, N2, N3 5
Sericomyrmex N1, N2, N3 4
Apterostigma N1, N2, N3 3
Cyphomyrmex N1, N2, N3 3
Mycocepurus N1, N2, N3 3
Mycetarotes N1, N2, N3 3
Mycetagroicus N1, N2, N3 3
Mycetophylax N1, N2, N3 3
Myrmicocrypta N1, N2, N3 3
Mycetosoritis N1, N2, N3 3

Extracéo de DNA
Para a extracdo do DNA total, operarias menores foram trituradas em micro

tubos de 1,5 mL contendo 550 pL da solucgdo de lise celular TNES (Tris Base 250 mM
pH 7,5; NaCl 2M; EDTA 100 mM; SDS 2 %). Em seguida foram acrescentados 5 puL de
Proteinase K (20mg/mL) e a mistura foi incubada por 3 horas a 55° C. Foi feito entdo o
tratamento com 5 uL. de RNAse A (10mg/mL), com incubac¢do por 30 minutos. A
precipitacdo das proteinas foi feita a adi¢do de 200 uLL de NaCl 5SM. O sobrenadante
contendo o DNA foi transferido para um novo micro tubo, precipitado com igual
volume de isopropanol 100 %, lavado com etanol 70 %, centrifugado e seco em
centrifuga a vacuo. O pellet de DNA foi dissolvido em 35 pL de tampdo TE (1 mM

Tris, 0,1mM EDTA).
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Amplificacéo dos loci mitocondriais e numts
Foi analisada regido do genoma mitocondrial que compreende os loci Citocromo

Oxidase | (COI), Espacador Intergénico (IGS), RNA Transportador de Leucina (tRNA-
Leu) e o Citocromo Oxidase Il (COII). A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para 0s
loci mitocondriais numts foi realizada com o kit comercial Pure Taq Read-To-Go PCR
Beads (GE HEALTHCARE), utilizando 6 pmol de cada um dos iniciadores descritos
em Martins Jr et al (2007) e novos especificamente desenhados para amplificar o numt
N3 (veja Tabela 3.2), ~100 ng de DNA total e agua ultra pura suficiente para reacdo
com volume final de 25 pL, nas seguintes condicGes: etapa inicial de desnaturacdo a 94°
C por 5’ seguida de 35 ciclos de desnaturagdo a 94° C por 1°, anelamento a 47° C por
30" e extensdo a 68° C por 2’. Somente para a amplificacdo do numt N1 foi necessario
alterar a temperatura de anelamento para 50° C. Os produtos de PCR obtidos foram
purificados com kit comercial GFX PCR DNA and Gel Band Purification (GE

HealthCare).

Clonagem
Para identificacdo do numt N3 foi realizada clonagem dos produtos de PCR te A.

sexdens. Os produtos de PCR foram inseridos em vetor plasmidial utilizando o kit de
clonagem CloneJet PCR Cloning Kit segundo o protocolo do fabricante.
Posteriormente, bactérias E. coli foram transformadas por choque térmico para
introducdo dos plasmidios e entdo semeadas em meio CG 4 % / Agar 1,5 % para
crescimento overnight a 37° C. As colonias selecionadas foram inoculadas em 3 ml de
meio CG 4 % liquido com antibiotico ampicilina 100mg/ml para selecionar apenas 0s
transformantes positivos. A cultura cresceu overnight a 37° C e agitacdo a 180 rpm. A
sequir, as culturas foram submetidas a minipreparacdo para extracdo do DNA plasmidial

segundo Sambrook (1989).
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Tabela 3.2: Conjunto de iniciadores utilizados neste estudo para amplificar
especificamente os genes mitocondriais e pseudogenes (numts).

Iniciadores (sequencia 5°— 3°) Locus Referéncia
ANT-F (ATTCATTCTTATCTTGAAATATTATTTC) + ANT-R2  Mitocondrial (COI-IGS-tRNALeu- Martins Jr et al (2007)
(CAATAGTTTGATTTTCTAG) coll

ANT-F+ANT-R3 (TTCATAAGTTCAGTATCATTGGTG) Numt1 (COI-IGS-tRNAleu-COlI) Martins Jr et al (2007)

ANT-F2 (CTCTTCTATACCCAATTTCTATAACCC) + ANT-R Numt2 (IGS-tRNA-Leu-COll)

(TTCATAAGTTCAGTATCATTGGTG) Martins Jr et al (2007)
ANT-F + NUMT3_R (GAA AAG TAA ATT AGA TGA GTG Numt 3 (COI-IGS- tRNAleu) Este estudo
NUMT3_F (GCT ATT GCT TAA TTT CTC C) + ANT-R Numt 3 (IGS- tRNAleu-COIl) Este estudo

Sequenciamento
A reagdo de sequenciamento foi montada com 100 ng do produto de PCR

purificado ou 250 ng do produto de clonagem, 6 pmol do iniciador ANT-F ou ANT-R
(para o produto de PCR) ou 6 pmol de cada um dos iniciadores forward e reverse para o
vetor de clonagem, 2,5 puL de Dyenamic ET Terminator (GE HealthCare), 2.5 pL de
tampdo “‘save-money” (200 mM Tris-HCI, 5 mM MgCl,) e 1 uL de agua ultra pura. As
reacOes foram incubadas em termociclador, com desnaturacdo inicial a 95° C por 5
minutos, seguido de 28 ciclos a 95° C por 1 minuto, 50° C por 1 minuto e 72° C por 4
minutos. Foi realizada uma reagdo para cada um dos iniciadores forward e reverse. Os
produtos das reacdes de sequenciamento foram purificados e sequenciados em

sequenciador automatico ABI377 (Applied Biosystems).

Andlises das sequéncias
As sequéncias obtidas neste estudo ou a partir do GenBAnk foram curadas e

editadas semi-automaticamente através do pacote BioEdit (Hall, 1999) e o consenso
final das sequéncias forward e reverse gerado e alinhado no programa ClustalW
(Thompson et al., 1994). A divergéncia genética foi estimada baseada nos resultados de
diversidade nucleotidica (m), diversidade haplotipica (h). As sequéncias foram
inspecionadas para determinar o nimero de substituigdes sindbnimas e ndo sinénimas,

insercOes e/ou delecdes e mutagdes frameshift implementado pelo programa DnaSP
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(Librado & Rozas, 2009). Os testes de pressdo seletiva baseados em substituices
sinbnimas e ndo sindnimas (dn/ds; ) foi implementado pelo programa MEGA4
(Kumar et al., 2004). As analises de equilibrio demogréafico foram implementadas
através do teste de distribuicdo mismatch implementado pelo programa DnaSP (Librado

& Rozas, 2009).

As analises filogenéticas foram realizadas pelo método de inferéncia Bayesiana,
através do programa MrBayes 3.1 e baseadas no modelo evolutivo HKY+G, o melhor
modelo evolutivo selecionado pelo programa jModeltest v0.1 (Posada, 2008). Por ser
extremamente variavel e de dificil obtencdo de um alinhamento confiavel, a regido IGS
foi excluida da analise. Foram realizadas 5 corridas independentes com 20.000.000 de
geracdes através de método de MCMC (Markov Chain Monte Carlo) até que os valores
da razéo das verossimilhancas atingissem convergéncia, o que foi verificado pelos altos
valores de ESS (acima de 300) no programa Tracer v1.5. A topologia e os valores de
probabilidade a posteriori foram calculados a partir dados paramétricos da fase
estacionéria da distribuicdo posterior, sendo que 25 % das amostragens (burnin), que
correspondem a fase ndo estacionaria, foram descartadas. A arvore final foi gerada a
partir dos resultados andlise de inferéncia Bayesiana através do programa FigTree

v1.31.

Analises de tempo de divergéncia dos numts
Para as andlises de divergéncia nds utilizamos uma abordagem Bayesiana com

modelo de reldgio molecular relaxado e ndo correlacionado ao logaritmo normal
implementado pelo programa BEAST v1.6.1, juntamente com a probabilidade a priori
das arvores definida como Yule process (Drummond et al., 2002, 2006; Drummond &
Rambaut, 2007). O modelo de evolucdo nucleotidica escolhido foi 0 GTR+I+G com trés

particbes de codons (cdédons 1, 2, 3). O modelo de substituicdo, a taxa de
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heterogeneidade e a frequéncia de bases foram configurados como nao relacionados. A
arvore foi enraizada utilizando um espécime de Wasmannia sp (Formicidae:
Myrmicinae) como grupo externo. A idade dos nds internos foi calibrada seguindo uma
distribuicdo normal a priori (média=10.0; desvio padrdo=1,2) conforme definido para
as formigas cortadeiras (Schultz & Brady, 2008); uma distribuigéo a priori e lognormal
— Cyphomyrmex rimosus (média=2,2, desvio padrdo=0,5; offset=15,0) e Trachymyrmex
SP (média=1,5; desvio padrdo=0,5; offset=15,0), considerando os registros fosseis das
formigas cultivadoras de fungo e também seguindo a metodologia descrita por Schultz
& Brady (2008). As buscas MCMC foram realizadas com 20.000.000 de geragdes,
sendo descartados 2.000.000 de geracGes inicias correspondentes a fase néo
estaciondria. As buscas atingiram convergéncia suficiente como indicado pelos altos
valores de ESS para todos os parametros, platds relativos aos tempos de divergéncia
apos o descarte da fase nao estacionaria e pela reprodutibilidade dos resultados apés dez
corridas independentes. Os resultados de todas as corridas independentes foram
reunidos no programa Tracer v1.5 e relatados como valores médios de + 95% em
relacdo aos limites superiores e inferiores. Para melhor visualiza¢do dos resultados de
tempo de divergéncia, as arvores das melhores corridas, inferidas a partir dos menores
valores de -log verossimilhanca, foram combinadas no programa TreeAnnotaror v1.6.1
e visualizadas no programa FigTree v1.3.1 (Rambaut & Drummond, 2008).
Resultados e Discussao

Desde Martins et al (2007), esta é a primeira prospec¢do de pseudogenes em
outras espécies compreendendo o0s 13 géneros da tribo Attini. No6s verificamos que o
entdo chamado numts 1 (N1) esti presente em A. sexdens, Acromyrmex heyeri, Atta
laevigata, A. texana, A. mexicana, A. insularis e A. colombica. N2 n&o foi encontrado

em nenhuma outra espécie aléem de A. cephalotes, em que a ocorréncia deste numts
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parece exclusiva. Finalmente, N3 também foi encontrado apenas em A. sexdens (tabela
3.3). Para comparacdo, foram utilizadas sequéncias mitocondriais das mesmas espécies

e também obtidas por Martins et al (2007).

Tabela 3.3: Espécies com amplifica¢do positiva para numts.

Espécie / numts N1 N2 N3 Percentual de individuos positivos em
relacdo aos amostrados
Atta sexdens X - X 100%
A. laevigata X - - 100%
Acromyrmex heyeri X - - 100%
Atta colombica X - - 100%
Atta insularis X - - 100%
Atta mexicana X - - 100%
Atta texana X - - 100%
Trachymyrmex - - - 100%
Sericomyrmex - - - 100%
Apterostigma - - - 100%
Cyphomyrmex - - - 100%
Mycocepurus - - - 100%
Mycetarotes - - - 100%
Mycetagroicus - - - 100%
Mycetophylax - - - 100%
Myrmicocrypta - - - 100%
Mycetosoritis - - - 100%

x- aplificacdo positiva; - amplificagdo negativa.

Foram identificados 14 novos haplo6tipos de N1 que apresentam identidade de
97~99% com N1 de A. cephalotes e 4 hapl6tipos de N3 exclusivos de A. sexdens. Os
haplétipos mitocondriais N1 e N3 apresentaram diversidades nucleotidicas de varidveis
conforme apresentado na tabela abaixo. A diversidade haplotipica (h) em N1 e N3 foi
de 0,874 e 0,765, respectivamente, e proxima ao valor de diversidade dos genes
mitocondriais analisados (h=0,952) (Tabela 3.3). O teste de forca de selecdo ()
mostrou que os loci mitocondriais e N1 estdo sob selecdo purificadora com valores de p
bastante significativo (0,002 e 0,02, respectivamente), enquanto N3 ndo (p=1,000)
(Tabela 3.3). Este resultado diverge de Martins et al (2007) e de varios outros

(Bensasson et al., 2001). Estes autores verificaram que N1 e N2 ndo estavam sujeitos a
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selecdo purificadora, 0 que permite sua rapida diversificacdo. Entretanto, nosso estudo
amostrou uma maior quantidade e diversidade de haplétipos de N1, o que explicaria
nossos resultados. N1 esta presente em formigas basais dentro de género Atta e numa
espécie de Acromyrmex. Isso sugere que 0 numtl mesmo com uma provavel origem
ancestral ao género Atta, adquiriu alguma funcdo importante e passou a ser submetido a
forte pressdo seletiva. Entretanto, essa provavel funcdo deve ter surgido apds sua
relativa diversificacdo, pois a variacdo das sequéncias nucleotidicas e de aminoacidos

traz essa indicacéo (Figura 3.1).

Tabela 3.3: Diversidade e teste de selecdo

Locus n H n o (p) Ref.
Mitocondrial 30 0,975(0,016) 0,02278 0,002 Martins et al (2007) +
este estudo
N1 14 0,980 (0,012) 0,123(0,008) 0,020 Este estudo
N3 4 0,800 (0,0254) 0,015(0,02) 1,000 Este estudo

Namero (n) e diversidade (h) de hapl6tipos, diversidade nucleotidica (r) e teste de sele¢do (@ — valores
de p). Valores de p <0,05 estdo em negrito e sdo significativos.

Comparativamente as sequéncias mitocondriais, a regido COl em N1 apresentou
mais sitios polimdrficos e ndo sindbnimos do que a regido COIIl. Ja N3 apresentou em
COI menos substituicdes ndo sinbnimas do que em COIl em relagdo as sequéncias
mitocondriais. Os numts N1 e N3 apresentaram menos sitios ndo sinénimos em COIl do
que em COIIl. Ainda, a variante de N1 encontrada em A. sexdens apresentou pouca
variacdo ndo sindbnima em COI comparado ao gene mitocondrial, a0 passo que as
maiores variagdes estavam em COIlI, que apresentou codon de parada interno e delecao
de 8 nucleotideos que casou mutacao frameshift (Figura 3.1). A regido IGS apresentou
124 pb em N1 e 246 pb em N3, ambos nao apresentando variagdo entre os haplétipos. A
tabela 3.4 resume os numeros de sitios polimdrficos e ndo sinbnimos entre as

sequencias mitocondriais e 0s numts N1 e N3.
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Tabela 3.4: Resumo dos numeros substitui¢des nucleotidicas entre as sequéncias mitocondriais

e 0s numts.

col\ " Mitocondrial N1 N3
Mitocondrial - 15(12) 16(13)
N1 19(7) - 20(15)
N3 19(6) 17(9) -

. Os nimeros fora dos parénteses indicam o nimero de substituicdes e os valores dentro dos parénteses indicam o
numero de substitui¢Bes ndo sindnimas. Valores abaixo da diagonal sdo de COI, e acima de COIl.
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O teste de distribuicdo demografica de mismatch (Figura 3.2) demonstrou que 0s

haplotipos de N1 encontrados neste estudo e associados ao ja descritos por Martins et al

(2007) apresentaram uma distribuicdo multimodal. Este resultado indica que esses genes

estdo em equilibrio, o que provavelmente ndo foi verificado naquele estudo devido a

ndo amostragem de N1 para outras espécies da tribo. Ja N3 apresenta uma distribuicdo

unimodal o que condizente com uma origem e expansao recentes (Solomon et al, 2008).

Os loci mitocondriais apresentam uma distribuicdo também multimodal, o que é

esperado para sequéncias codificadoras funcionais e sobre forte pressédo seletiva

(Harpending, 1994). Isso nos leva a imaginar que o N1 possa ter adquirido no ndcleo

alguma funcdo reguladora de transcricdo e ou traducdo, o que ja foi descrito em outros

estudos (Muro et al., 2010).
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Os resultados das andlises de inferéncia Bayesiana e de estimativa de tempo de
divergéncia (Figura 3.3) produziram uma arvore cuja topologia confirma uma irradiagdo
ancestral de N1 (probabilidade a posteriori = 0,989) por volta de 10 milhdes de anos,
sugerindo uma transferéncia para o nicleo concomitantemente a origem provavel das
formigas cortadeiras (Schultz & Brady, 2008). A irradiacdo de N2 (probabilidade
posterior=0,962) aconteceu mais recentemente, por volta de 55 milhdes de anos,
aproximadamente 500 mil anos antes da provavel diversificacdo de A. cephalotes
(Solomon et al., 2008). A irradiacdo de N3 (probabilidade posterior=0,975), que é clado
irm&o do clado que deu origem a N2 e aos haplétipos mitocondriais de A. cephalotes, A.
insularis e A. mexicana, aconteceu ha cerca 7 milhGes de anos e sua diversificacao
somente ha 2,8 milhGes de anos. Essa transferéncia mais recente de N3 em relacdo a
origem e a diversificacdo de A. sexdens é inquietante, pois ndo explica por que este
pseudogene é encontrado somente nessa espécie até 0 momento. Ainda, verificamos que
0 ancestral comum mais recente de N3 e do clado que deu origem a N2 possuia ambos
os haplotipos. Os resultados ainda nos déo pistas sobre a provavel diversificagcdo do
género Atta, que pode ter ocorrido ha 8 e 9 milhdes de anos, o quecorrobora os

resultados de (Schultz & Brady, 2008) e os apresentados no Capitulo 2.
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Figura 3.3: A topologia representa arvore filogenética obtida ap6s inferéncia Bayesiana com buscas de
20.000.000 de geracfes e descartadas as primeiras 2.000.000 de gera¢des como burnin. Valores abaixo
dos ramos indicam o suporte (probabilidade a posteriori). Valores abaixo de 0,5 foram omitidos. Clado
vermelho indica o clado N1, em amarelo hapl6tipos mitocondriais, verde claro, irradiacdo de N2 e azul
irradiagdo de N3.
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Conclusbes

Conjuntamente, nossos resultados sugerem que N1 pode ter adquirido alguma

funcdo importante apds sua origem e diversificagdo e sido fixado dentro dos diferentes

géneros amostrados. Ainda, este numt pode constituir um bom marcador de calibragéo

fossil para estudos de divergéncia.
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