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RESUMO

As formigas do género Cephalotes, rapidamente identificadas por suas operarias
polimérficas de cuticula resistente e cabeca achatada possuem seu sucesso
ecologico creditado a sua dieta predominantemente generalista e nidificagdo em
cavidades pré-existentes de troncos de arvores. Possuem habitos exclusivamente
arboricolas e ocorrem nos tropicos e subtrépicos do Novo Mundo possuindo ampla
distribuicdo geografica. O grupo apresenta uma interessante associagdo com micro-
organismos. No presente trabalho foi feita a caracterizagdo molecular e estudo de
relacbes filogenéticas do género através da amplificacdo e sequenciamento de
fragmento do gene 28S do DNA Nuclear de trés populagbes localizadas em Rio
Claro-SP e Sao José do Rio Preto-SP de duas espécies de Cephalotes: C. pusillus e
C. clypeatus. Também foi feito o levantamento da ocorréncia e frequéncia do
endossimbionte Wolbachia em sete populagdes de Cephalotes localizadas em Sé&o
José do Rio Preto-SP, Guaraci-SP, Sdo Carlos-SP, Araraquara-SP, Delfinépolis-MG e
Rio Claro-SP; abrangendo trés espécies: C. pusillus, C. clypeatus e C. atratus. Esse
levantamento foi realizado com a utilizagdo de ferramentas moleculares para a
andlise do gene codificador da proteina de superficie de membrana do
endossimbionte, o wsp. Para analises de filogenia e também do endossimbionte, foi
realizada a extragdo do DNA total de operérias, a amplificacdo do gene através da
técnica de PCR utilizando os primers ja estabelecidos e em seguida, as amostras
foram sequenciadas pelo método de Sanger. Os resultados obtidos mostraram
relacbes monofiléticas dentro da subfamilia Myrmicinae, a qual pertence o género
Cephalotes. As analises do gene 28S trouxeram resultados otimistas no estudo da
caracterizagdo molecular do grupo. Os resultados da analise do endossimbionte
corroboraram com estudos anteriores com outras espécies do género Cephalotes,
onde ocorreu alta incidéncia de infeccdo pela Wolbachia. Além disso, foram
encontradas duas sequencias inéditas nos exemplares analisados. A partir desses
dados, analises filogenéticas poderado ser realizadas para inferir a histéria evolutiva

dessa bactéria nas populag¢des de Cephalotes.

Palavras-chave: Cephalotini, Wolbachia, Filogenia
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1- INTRODUGAO

As formigas estdo inseridas em uma unica familia, a familia Formicidae
(BROTHERS, 1999). Estéo distribuidas por todo o globo, excetuando-se os poélos
(HOLLDOBLER & WILSON, 1990; BUENO & CAMPOS-FARINHA, 1999), e
representam entre 15 a 20% da biomassa animal nas florestas tropicais, além de
exercerem papéis chave em diversos ecossistemas (WILSON & HOLLDOBLER,
2005). E um grupo particularmente importante dentro dos Neotrépicos, com cerca
de 4000 espécies descritas da regiao (ANTWEB, 2015).

As formigas sao de interesse particular ndo sé por causa do papel ecoldgico
diante de muitos ecossistemas terrestres, mas também devido ao fato delas
possuirem  repertorios  impressionantes de  comportamentos  sociais
(HOLLDOBLER & WILSON, 1990). Uma das caracteristicas do sucesso evolutivo
das formigas é a habilidade de formarem sociedades complexas com divisdo de
trabalho entre os individuos da colonia. Além destas interagbes sociais
complexas, elas também mostram a capacidade extraordinaria para constituir
associagdes com outros organismos tais como outros insetos, plantas, fungos e
bactérias (ZIENTZ et al., 2005).

Dentre as subfamilias de Formicidae, a mais prolifica e diversa é a
subfamilia Myrmicinae. Com aproximadamente 6475 espécies descritas — cerca
de metade de todas as espécies de formigas — e muitas outras por serem
descobertas, a subfamilia Myrmicinae € um clado hiperdiverso que habita a
maioria da superficie terrestre, englobando uma amplitude de estilos de vida,
incluindo predadores generalistas e especialistas, detritivoros, onivoros,
granivoros e herbivoros (KUGLER, 1979; BROWN, 2000).

As formigas Myrmicinae sdo objetos de estudo de intensa investigagao
sobre organizagao da col6nia, comunicagado, demografia e ecologia (DAVIDSON,
1977; TSCHINKEL, 2006) e apresentam um grande numero de exemplos de
simbiose com outros organismos (DAVIDSON & MCKEY, 1993; RUSSEL et al.,
2009).

Dentro dessa subfamilia tdo diversa, encontram-se as formigas da tribo
Cephalotini, excepcionais no fato de que mantém microorganismos em seu trato
digestivo (JAFFE et. al., 2001).
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O género Cephalotes, da tribo Cephalotini, € essencialmente neotropical,
alcancando a regidao neartica apenas em algumas partes do sul da Florida, Texas
e Arizona, Estados Unidos. O género é formado por 177 espécies; a maioria
polimorfica. A presengca de soldados com um disco cefalico arredondado e
cbncavo (fragmose), usado para bloquear a entrada do ninho, € comum no
género. Em algumas espécies, a rainha também apresenta este disco cefalico. As
colénias sao encontradas em troncos e galhos de arboreas vivas ou mortas. As
espécies sao onivoras, mas ao que tudo indica o pdlen é um importante item
alimentar (DE ANDRADE; BARONI-URBANI, 1999).

As formigas-tartaruga, como sado conhecidas, em funcdo de sua placa
dorsal em forma de casco (PRICE, 2014), sdo um dos mais diversos géneros
restringidos ao Novo Mundo (BOLTON, 2012) e a maioria das espécies descritas
esta limitada aos Neotrépicos (DE ANDRADE e BARONI-URBANI, 1999).

A tribo Cephalotini (subfamilia Myrmicinae) compreende formigas arbdreas
detentoras de peculiaridades biolégicas complexas de grande importancia na
fauna neotropical, que frequentemente tem causado especulagcbes aos
mirmecologistas a respeito de sua anatomia unica que é associada habitos
alimentares incomuns (HOLLDOBLER & WILSON,1990). Além disso, nas
formigas desta tribo, existem indicios de que a musculatura circular resistente
sirva também para aumentar o contato dos microrganismos com o material
contido no lumen (CAETANO et al., 2002).

Para investigar o potencial papel de microorganismos simbiontes, Russel e
colaboradores (2009) fizeram o levantamento de 283 espécies de 18 subfamilias
de formigas utilizando técnicas moleculares. O trabalho descobriu uma riqueza de
bactérias entre as formigas. Dentre os hospedeiros estudados, estavam as

formigas-tartaruga.

A nova técnica de Pirosequenciamento também revelou a presencga de pelo
menos 19 ordens de bactérias associadas as formigas-tartaruga herbivoras
Cephalotes varians (KAUTZ et al., 2013), confirmando ser um grupo de formigas

que merece ter a relacdo com simbiose estudada com mais detalhes.

A ocorréncia de bactérias intracelulares, as chamadas endobactérias, é
comum nos artropodes. Analises em 63 espécies revelaram que 76% estavam
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infectadas (JEYAPRAKASH & HOY, 2000). Extrapolagbes dessa estimativa
sugerem que milhdes de espécies de insetos podem estar infectadas por
Wolbachia, fazendo dessa bactéria um dos principais simbiontes dos insetos
(SHOEMAKER et al., 2003). Em formigas, de uma maneira geral, por terem
expandido rapidamente propiciando interagdo com diversos taxons, estas podem
ter adquirido Wolbachia através de diversas formas de parasitdides (DEDEINE et
al., 2005).

A Wolbachia é uma endobactéria gram-negativa pertencente a Classe
Alphaproteobacteria, Ordem Ricckettsiales e ndo pode ser cultivada fora das
células do hospedeiro, o que torna os estudos tradicionais de microbiologia um
desafio. Entretanto, recentes avangos em métodos moleculares, particularmente o
advento da PCR (Reacéao de Polimerizagdo em Cadeia) e o uso de sequéncias do
DNA, tornaram possivel analises mais aprofundadas dessa bactéria. Um exemplo
disso é o uso do gene wsp, utilizado por Zhou e colaboradores (1998), que
codifica uma proteina de membrana da endobactéria para estudos moleculares

que contemplam a identificacdo do endossimbionte no hospedeiro.

As diferentes variacbes de Wolbachia encontradas em formigas do Novo
Mundo sao mais relacionadas entre si e diferem de outras cepas encontradas em
outros grupos de insetos, sugerindo que a bactéria se tornou especialista em
formigas (TSUTSUI et al., 2003).

As diferentes cepas de Wolbachia sédo classificadas de acordo com a
analise filogenética dos genes 16SrDNA, wsp e ftsZ, definindo supergrupos A, B,
C, D, E e F, sendo A e B cepas encontradas em artropodes, C e D em
nematoides, E e F em Collembola, artrépodes e nematoides (FENN & BLAXTER,
2004). Recentemente, mais grupos foram propostos: G em aranhas (ROWLEY,
RAVEN & MCGRAW, 2004) e H em cupins (BORDENSTEIN & ROSENGAUS,
2005). Essas bactérias podem causar alteragdes reprodutivas em seus
hospedeiros de modo a aumentar a transmissao para as geragcdes subsequentes
(BANDI et al., 1998; O'NEILL et al., 1992; STOUTHAMER et al., 1999).

Um estudo de Ramalho (2013) verificou uma alta incidéncia de infeccao de
operarias de Camponotus textor com multiplas cepas de Wolbachia, o que
poderia contribuir também para aumentar a diversidade de haplétipos
mitocondriais, uma vez que a incompatibilidade citoplasmatica causada por cepas
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distintas poderia reduzir o fluxo génico entre as colénias. A analise de Wolbachia
pela técnica de MLST permitiu a incorporagdo de uma cepa inédita ao banco de
dados pertencente ao supergrupo A (RAMALHO, 2013).

Martins, Souza e Bueno (2012) analisaram infecgdo por Wolbachia em
formigas do género Solenopsis do Brasil e da Argentina, utilizando o gene wsp
para realizar o estudo. Além de alta frequéncia de infeccdo (51%) também
encontraram cepas dos supergrupos A e B. Martins (2014) utilizou a técnica
multilocus com as mesmas populagbes e registrou 15 novas cepas em
hospedeiros provenientes do Brasil, ndo havendo correlagdo entre distancia
geografica e distribuicdo das cepas do estudo. A autora encontrou indicios de
coevolugado entre parasito e hospedeiro, mas nao ocorrendo em padrao de

cofilogenias.

Saux e colaboradores (2004) demonstraram o uso do gene nuclear 28S
para tentar entender mais sobre a linhagem monofilética em formigas. Estudos
moleculares sdao uma poderosa ferramenta para inferir as relagdes evolutivas e

implementar mais analises de diversificagdo (MOREAU, 2014).

Silva (2015) caracterizou molecularmente operarias de Wasmannia
auropunctata provenientes de 31 localidades do Brasil e da Coldmbia também
utilizando o gene 28S rDNA e descobriu 12 novos mitétipos e dois haplétipos

nucleares inéditos.

O uso de dados de sequéncia de DNA, portanto, proporciona a mais
promissora possibilidade em comecar a revelar as relagdes entre linhagens de
formigas, que irdo levar a um melhor entendimento de sua evolugdo (MOREAU et
al., 2006).
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2 - OBJETIVOS

Dentro do contexto apresentado, os objetivos do presente trabalho foram: 1)
realizar analises moleculares que permitirdo um maior entendimento da evolugao
das espécies do género Cephalotes, através da caracterizagdo molecular de 3
populacdes de 2 espécies coletadas de diferentes localidades; e 2) verificar a
presengca dos microorganismos presentes no organismo de espécies do género,

em especial o endossimbionte Wolbachia.



3 - MATERIAIS E METODOS

3.1- Coleta, identificacao e conservagao das amostras

14

No presente trabalho foram analisadas oito populagdes e trés espécies de

formigas do género Cephalotes. Sdo elas: C. pusillus, C. clypeatus e C. atratus

(Figura1). As amostras foram coletadas (cerca de 30 individuos por col6nia) nas

cidades de Rio Claro, Sdo José do Rio Preto, Guaraci, Sdo Carlos e Araraquara;

todas pertencentes ao estado de Sdo Paulo e também na cidade de Delfinépolis, no

estado de Minas Gerais (Tabela 1).

Os espécimes foram conservados em alcool 80% sob congelamento na

temperatura de -20°C, para evitar a degradacao do DNA. A identificag&o foi realizada

utilizando a chave dicotémica de Andrade, M. L. & Baroni Urbani, C. (1999) pela Dra.

Maria Santina de Castro Morini.

Tabela 1: Espécies do estudo com seus respectivos locais de coleta

Populagao Espécie Cidade/Estado Coordenadas
(cédigo)
1 Cephalotes pusillus Rio Claro/ SP S 22°23'43.5"/ W
47°32'32.5"
2 Cephalotes clypeatus Sao José do Rio Preto/ SP S 20°47 52,3"/ W
49° 22’ 07,4”
5 Cephalotes pusillus Guaraci/ SP S 20°29'25.1"f W
48°55'49.5"
6 Cephalotes pusillus Sao Carlos/ SP S 21°59'41.9"/ W
47°54'11.2"
7 Cephalotes pusillus Araraquara/ SP S 21°48'41.5"/ W
48°11'09.1"
8 Cephalotes pusillus Delfinépolis/ MG S 20°24' 471 W
46°40'25”
9 Cephalotes atratus Delfinépolis/ MG S 20°24' 471 W
46°40'25”
10 Cephalotes clypeatus Rio Claro/ SP S 22°23'43.3"' W

47°32'40.1"
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Figura 1: C. pusillus, C.clypeatus e C. atratus. Fotos de Alex Wild.
3.2 - Extragao de DNA

A extracao do DNA total foi realizada através da maceracao das operarias em
eppendorfs de 1,5 mL contendo 50 uL de solugao de lise celular (TNES- Tris 250
mM, NaCl 2M, EDTA 100mM e SDS 2,5%). Cada eppendorf continha uma formiga e
no total foram utilizadas dez formigas por populagdo. Depois de feita a maceragéo,
adicionou-se mais 550 pyL de TNES e 3 pL de proteinase K (20mg/mL). O material foi
em seguida incubado em banho térmico por 3 horas na temperatura de 55°C.
Terminado esse processo, apds as amostras retornarem a temperatura ambiente foi
feita a precipitacdo de proteinas através da adicdo de 200 pyL de NaCl 5M. As
amostras foram entdo agitadas no vortex por 20 segundos em alta velocidade e em
seguida centrifugadas a 15.000 g por 7 min. O sobrenadante obtido no processo foi
transferido para novos tubos de 1,5 mL contendo 600 pL de isopropanol 100%, para
realizar a precipitacao do DNA .

Os tubos foram invertidos gentiimente cerca de 50 vezes e em seguida
centrifugados a 15.000 g por 5 min. O sobrenadante foi descartado e adicionou-se
600 pL de etanol 70%, os tubos invertidos gentilmente novamente, dessa vez por
cerca de 30 vezes e entdo foi centrifugado a 15.000 g por 5 min (MARANHAO &
MORAES, 2003). O etanol foi descartado cuidadosamente e as amostras foram
centrifugadas a vacuo por 10 min na DNA 120 SpeedVac® da Thermo Savant. O
pelet de DNA foi hidratado com 30 L de tampao TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA, ph8).
A confirmacao da extracéo foi visualizada por eletroforese em um gel de agarose
1%, com tampao Tris-Borato EDTA (TBE 0,5 X).

A eletroforese € uma técnica que faz a separagao de fracbes de moléculas

organicas de acordo com sua carga elétrica e peso molecular pela migracdo destas
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em um gel durante a aplicagdo de um potencial elétrico. O gel utilizado foi corado
com Gel Red. A visualizagao foi feita através do sistema de fotodocumentacéo digital

em luz UV num aparelho transiluminador (Figura 2).

Figura 2: Extragdo de 10 individuos confirmada através de eletroforese. Foto tirada
com o aparelho transiluminador que mostra o DNA sob luz UV apresentando
fluorescéncia.

3.3 - Reagao da polimerase em cadeia (PCR) - DNA Nuclear

Para realizar essa andlise, o gene 28S do DNA Nuclear das formigas foi
amplificado. Foram utilizadas trés populagdes nessa etapa: as populacdes 1 e 10 de
Rio Claro-SP (C. pusillus e C. clypeatus, respectivamente) e a populagédo 2 de Sao
José do Rio Preto-SP (C. clypeatus). O procedimento foi realizado em triplicata. As
amplificagdes foram realizadas utilizando solugdo com volume total de 25 pL
contendo 5 pL de 5x Go Taq Reaction Buffer (Promega), 2,0 yL dos primers 28S -
3665F (5 AGAGAGAGTTCAAGAGTACGTG 3’) (BELSHAW; QUICKE, 1997) e 28S-
4745R (5 ACACACTCCTTAGCGGA 3’) (FRIEDRICH & TAUTZ, 1997); 2,5 yL de
MgCI2 (25 mM), 0,5 uL de dNTP, 0,13 uL de Taq DNA polimerase (Promega), 2 pL
de DNA e 10,87 pL de H20 Milli-Q. Apos, as amostras foram colocadas no
termociclador sendo submetidas aos seguintes ciclos: 1° estagio: 5 min a 94°C; 2°
estagio: 35 cilcos de 1 min a 94°C, 1:30 min a 56°C e 3 min a 72°C; 3° estagio: de 5
min a 70 °C.
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3.4 - Reacgao da polimerase em cadeia (PCR) — Wolbachia - wsp

Para verificar se as formigas estavam infectadas com o endossimbionte
Wolbachia, foi utilizado um par de primers que amplifica um fragmento variavel de
um gene codificador de proteina de superficie externa de membrana da bactéria,
com cerca de 600 pb, o wsp (Wolbachia Surface Protein). Os primers sdo os
seguintes: wsp81F (5" TGGTCCAATAAGTGATGAAGAAAAC 3’) e wsp691R
(5'AAAAATTAAACGCACTCCA 3') (BRAIG et al., 1998). Seguindo o protocolo de
Frost et al. (2010), a analise foi feita utilizando oito individuos de cada uma das sete
populagdes: Populacédo 2 de Sao José do Rio Preto-SP, Populagao 5 de Guaraci-SP,
Populacao 6 de Sao Carlos-SP, Populacédo 7 de Araraquara-SP, Populacdes 8 e 9 de
Delfinépolis-MG e Populagéo 10 de Rio Claro-SP. Também foi utilizada uma amostra
de Camponotus textor (RAMALHO, 2013) como controle positivo do endossimbionte.

As amplificagdes foram realizadas utilizando solugdo com volume total de 25
ML contendo 5 pL de 5x Go Taq Reaction Buffer (Promega), 2 uL dos primers
wsp81F (1 uM) e wsp691R (1 uM), 2,5 uL de MgCI2 (25 mM), 0,5 uL de dNTP, 0,13
ML de Taq DNA polimerase (Promega), 2 uL de DNA e 10,87 pyL de H20 Milli-Q.
Apods preparo da solugdo, as amostras foram colocadas no termociclador sendo
submetidas aos seguintes ciclos: 1° estagio: 1 min a 94°C; 2° estagio: 30 segundos a
94°C, 30 segundos a 60°C e 1 min a 72°C; 3° estagio: 30 segundos a 94°C e 30

segundos a 59°C.

3.5 - Eletroforese em gel

A confirmagado das amplificagbes foi detectada por eletroforese em gel de
agarose 1%, com tampéo Tris-Borato EDTA (TBE 0,5 X). O gel foi corado com Gel
Red e a visualizagéao foi feita através do sistema de fotodocumentagao digital em luz
UV num aparelho transiluminador (Figura 3).
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Figura 3: PCR de 8 individuos de Cephalotes e uma amostra de Camponotus textor
utilizada como controle positivo confirmada através de eletroforese. Foto tirada com
o aparelho transiluminador que mostra o DNA sob luz UV apresentando
fluorescéncia. E possivel observar que dos 8 individuos testados, 5 apresentaram
infeccdo por Wolbachia, portanto, 62,5% dessa populacédo apresenta infecgdo pelo
endossimbionte.

3.6 - Purificagcao da PCR e quantificagdo de DNA

A purificagdo da PCR foi realizada utilizando o kit GFX PCR e Gel Band
Purification Kit (GE Healthcare), seguindo as recomendagbes do fabricante para
preparo das solugdes. Apds a purificacdo, as amostras foram submetidas a
quantificacdo da concentracdo de DNA utilizando um aparelho NanoDrop 2000
ThermoScientific — Uniscience. Foi padronizado que somente as amostras que
tivessem uma quantificagao igual ou superior a 10ng/uL seriam sequenciadas, sendo
que amostras com quantificacdo inferior passariam por novo processo de

amplificagdo utilizando a técnica de PCR.
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3.7 — Reacgao de sequenciamento de DNA e purificagao dos produtos

Para realizar a reagcdo de sequenciamento, foi necessario preparar duas
solugdes, uma para cada primer, utilizando com DNA na concentragéo de 20 ng/uL.
Foi adicionado 2 yL de Save Money 5X Sequencing Buffer, 0,3 pL de Big Dye, 1 pyL
de cada primer e H20 Milli-Q para obter um volume final de 10 pL, além de volume
de DNA calculado para que a amostra apresentasse a concentragcao ideal (20
ng/uL). As amostras foram entdo colocadas no termociclador, onde foi utilizado
programa especifico pré-determinado. Apéds, foi feito a purificagdo da reagéo
adicionando 1,2 yL de acetato de sédio e de EDTA as amostras. Para a precipitagao
do DNA utilizou-se alcool. Apds completa secagem do alcool das amostras, elas
entdo seguiram para o sequenciamento no 3130 Genetic Analyzer automated

sequencer (Applied Biosystems).

3.8 - Bioinformatica

As sequéncias obtidas foram analisadas separadamente e editadas
manualmente com o uso do programa BioEdit Sequence Alignment Editor (HALL,
1999). Algumas bases foram excluidas no final e inicio do fragmento antes da
realizacao das analises para evitar erros posteriores. Em seguida, as sequéncias
foram alinhadas de modo a minimizar as diferengas entre elas utilizando o aplicativo
ClustalW Multiple Alignment (HIGGINS et al., 1992). Foi criada para cada populagao
uma sequéncia consenso e essa foi comparada as de outras espécies de
Cephalotes depositadas no banco de dados (GenBank, http://www.ncbi.nim.nih.gov)

e para a identificagdo de similaridade, utilizou-se o programa BLASTN.

3.9 — Anadlises Filogenéticas

As sequéncias consenso das populagdes de Cephalotes foram encaminhadas
ao programa MEGA (KUMAR et al., 2004) para analise usando o modelo Kimura e
rodando bootstrap com 1000 replicatas, o que gerou a arvore filogenética através da
analise de neighbor joining (SAITOU; NEI, 1987). Para compor o grupo externo da

analise foram adicionadas algumas sequéncias do gene 28S de outras espécies que
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estdo depositadas no GenBank e obtiveram similaridade. Também foi gerada uma
rede de haplétipos com o programa Network 4510, usando o método median-joining
(BANDELT; FORSTER; ROHL, 1999).



4 - RESULTADOS

4.1- Caracterizacao Molecular (DNA Nuclear)

4.1.1 - Bioinformatica
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Todas as amostras obtiveram quantificagdo superior a 10ng/uL e foram entao

sequenciadas. Em seguida, foram analisadas no BLAST (Basic Lical Alinhament

Search Tool) no NCBI (National Center for Biotechnology Information) e comparadas

a outras espécies no GenBank, apresentando em todos os casos alta similaridade

com exemplares do gene 28S depositados no banco de dados. Sao eles:

Cephalotes atratus, da Costa Rica e Cephalotes texanus dos Estados Unidos,
codigos de acesso KJ859900.1 e KJ859901.1, respectivamente. (Figura 4).

Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0

it Alignments

&

Description

I} Cephalotes texanus voucher CAS:ENT:0106141 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

[J Cephalotes atratus voucher CAS:ENT:0106296 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

L) Strumigenys biolleyi voucher CAS:ENT:0106237 28S ribosomal RNA gene, partial sequence
O Strumigenys ambatrix voucher CAS:ENT-0140727 28S ribosomal RNA gene, partial sequence
[ Royidris notorthotenes voucher CAS:ENT:0002259 28S ribosomal RNA gene, partial sequence
Rovidris longiseta voucher CAS:ENT:0120396 288 ribosomal RNA gene. partial sequence

[ Rnopalothrix isthmica voucher CAS:ENT-0235905 28S ribosomal RNA gene, partial sequence
) Ochetomyrmex neopolitus voucher CAS:ENT:0106223 288 ribosomal RNA gene. partial sequence
[ Myrmica kotokui voucher CAS:ENT.0106286 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

[ Crematogaster kelleri voucher CAS:ENT:0498885 28S ribosomal RNA gene, partial sequence
[0 Adlerzia froggatti voucher CAS:ENT:0227591 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

) Pyramica hoplites 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

) Messor andrei 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

() Basiceros manni 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

() Aphaenogaster albisetosa 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

[ Tetramorium taylori voucher CAS:ENT:0106297 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

[ Tetramorium severini voucher CAS:ENT:0494149 28S ribosomal RNA gene, partial sequence
[ Talaridris mandibularis voucher CAS-ENT:0235384 28S ribosomal RNA gene, partial sequence
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0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

Ident Accession

99%
99%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%

KJ859901.1
KJ859900.1
KJ860023.1

KJ860022.1

KJ860011.1

KJ860010.1

KJ860003.1
k8599771
KJ859967.1
KJ859905.1
KJ859875.1

EF013056.1

EF013009.1

EF012971.1
EF012965.1
KJ860048.1
KJ860046.1
KJ860038.1

Figura 4: Pode se observar a proximidade de 99% de identidade com o gene 28S de
C. texanus e C. atratus, com o e-value de 0. Outras espécies de formigas
apareceram na lista de proximidades, mas ndo com valores de identidade e e-value

como aqueles citados acima.
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Figura 5: Grafico gerado no NCBI com a ferramenta BLAST. Ele mostra a
confiabilidade dos resultados obtidos (Figura 4), evidenciando a varredura de uma
vasta regido do gene nuclear 28S.

4.1.2 - Anadlises Filogenéticas

Para compor a arvore filogenética, resultante da analise neighbor joining
(SAITOU; NEI, 1987) (Figura 6) foram adicionadas outras sequéncias do gene 28S
de diferentes espécies depositadas no GenBank, utilizando como critério uma maior
similaridade com as amostras estudadas: Cephalotes texanus dos Estados Unidos
(cédigo de acesso: KJ859901), Cephalotes atratus da Costa Rica (cédigo de acesso:
KJ859900), Crematogaster kelleri da ilha de Madagascar (cédigo de acesso:
KJ859905), Monomorium ferodens da ilha de Madagascar (cddigo de acesso:
KJ859952), Strumigenys ludovici da ilha de Madagascar (codigo de acesso:
KJ860031) e Strumigenys gundlachi da Venezuela (cddigo de acesso: KJ860030).
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50 —— KJ859901 Cephalotes texanus
18| —————— Cephalotes pusillus Pop 1
21 Cephalotes clypeatus Pop 10
311 Cephalotes clypeatus Pop 2
- Cephalotes clypeatus Pop 2

KJ859800 Cephalotes atratus
Cephalotes clypeatus Pop 10

93

KJ859905 Crematogaster kelleri
KJ859952 Monomorium ferodens
KJ860031 Strumigenys ludovici

g8 | KJ860030 Strumigenys gundlachi

0.005

Figura 6: Arvore filogenética de neighbor joining elaborada a partir do gene 28S de
populagdes de Cephalotes. Sequencias com similaridade foram adicionadas do
banco de dados para compor o grupo externo. Os numeros nos ramos representam
os valores de bootstrap.

Ao analisar a arvore podemos ver que ela foi dividida em dois clados: um
contendo os grupos externos com Monomorium ferodens, Strumigenys ludovici e
Strumigenys gundlachi, todas pertencentes a subfamilia Myrmicinae (WARD, 2015;
MOREAU, 2006) e outro clado com um excelente valor de bootstrap (98) agrupando
Crematogaster kelleri com as demais Cephalotes, sendo que as populagdes do
estudo ficaram agrupadas juntamente com outras Cephalotes previamente
depositadas no banco de dados. Ao analisar a filogenia podemos observar que as
especies mais relacionadas com as de estudo s&o justamente C. texanus e C.

atratus, como foi possivel verificar anteriormente com o uso da ferramenta BLAST.

4.1.3 — Rede de Haplétipos

As trés populagbes analisadas: Populacdo 1 de Cephalotes pusillus e
Populagdes 2 e 10 de Cephalotes clypeatus, além das amostras depositadas no
GenBank formaram 11 haplétipos (Figura 7). H_1 corresponde a populagéo de
Strumigenys ludovici, H_2 a Strumigenys gundlachi, H_3 a Monomorium ferodens,

H_4 a Crematogaster kelleri, H_5 a Cephalotes texanus, H_6 a Cephalotes atratus,
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H_7 a Cephalotes pusillus Pop 1, H 8 a Cephalotes clypeatus Pop 10, H 9 a
Cephalotes clypeatus Pop 10, H_10 a Cephalotes clypeatus Pop 2 e H_11 a
Cephalotes clypeatus Pop 2.

E possivel observar que os haplétipos H 1, H 2 e H_3 estdo isolados num
ramo, pois pertencem ao grupo externo. Ja H_4 apresenta-se em outro ramo,
distante dos trés primeiros citados. Os haplétipos H 5 e H_6 pertencem ao mesmo
género e ficaram distantes. Se tratando dos haplétipos referentes aos exemplares do
estudo C. pusillus e C. clypeatus (H_7 e H_8), estes se mostraram distantes, sendo
que se trata de populacdes coletadas em localidades muito proximas na cidade de
Rio Claro-SP, e ainda, H_8 ficou distante dos outros exemplares de C. clypeatus. Os
haplotipos H 9, H 10 e H_11 estdo isolados em outro ramo. Trata-se das

populagdes estudadas de C. clypeatus.

v
my mﬂ

i
mve

i

H_3()

Figura 7: Rede de hapldtipos gerada com as populagdes de Cephalotes sp.
analisadas e grupo externo do GeneBank do gene 28S. H_1 corresponde a uma
populagao de Strumigenys ludovici, H_2 a Strumigenys gundlachi, H_3 a
Monomorium ferodens, H_4 a Crematogaster kelleri, H_5 a Cephalotes texanus, H_6
a Cephalotes atratus, H_7 a Cephalotes pusillus Pop 1, H_8 a Cephalotes clypeatus
Pop 10, H_9 a Cephalotes clypeatus Pop10, H_10 a Cephalotes clypeatus Pop 2,
H_11 Cephalotes clypeatus Pop 2. mv1 a mv14, indicam possiveis ancestrais
hipotéticos; as linhas que ligam os hapl6tipos representam nucleotideos divergentes
entre eles.



4.2—- \Wolbachia

Através da amplificacdo do gene wsp foi possivel evidenciar a

frequéncia de Wolbachia nas populagdes de formigas. A presenca de Wolbachia foi

presencga e

observada em todas as populagdes analisadas de Cephalotes spp., variando na
porcentagem de infec¢ao (Figura 8).
Infeccao de Wolbachia em populagoes de
Cephalotes spp.
100
20
60
40
20
0 T T T T T T
C. clypeatus C.pusillus  C. pusillus  C. pusillus  C. pusillus C. atratus C. clypeatus
Pop 2 PopS Pop i Pop7 Pop @ Pop9 Pop 10

Figura 8: Porcentagem de infec¢cao de Wolbachia em populagbées de Cephalotes

spp. Note que todas as populacdes analisadas apresentaram individuos infectados.

Ao analisar os eletroferogramas das amostras notou-se a presenga de

multiplos picos nas bases (Figura 9), evidenciando multipla infec¢gado por individuo.

Ou seja, a formiga em questdo possui mais de uma cepa de Wolbachia.

Das sete populagdes analisadas, cinco apresentaram multipla infecgdo. Sao

elas: C. pusillus de Guaraci-SP, Sao Carlos-SP e Araraquara-SP (Populagdes 5, 6 e

7, respectivamente); C. atratus de Delfinépolis-MG (Populagao 9) e C.
Rio Claro-SP (Populagao 10).

clypeatus de
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Se tratando de resultados envolvendo infecgdes multiplas, ndo € possivel
avancgar nas pesquisas utilizando apenas as técnicas de PCR e sequenciamento de
Sanger (1977).

120 130 140 150 160 170 ISO 190
CCCTCTTTTTTTTCCTCTTTTAGGGGACCTCTAAAAAAATTAAGCGCCACCCCCCCTTTTITTITIT TCTCACTATAGAGCACAA

dt.AJMMALMm ""‘ ALAMAM _&LL WAL LAMA“

Figura 9: Eletroferograma de uma popula¢ao de Cephalotes pusillus com multipla
infeccao por Wolbachia.

Duas populagdes, no entanto, apresentaram infec¢ao do tipo simples, ou seja,
individuos infectados apenas por uma cepa de Wolbachia. Sao elas: C. clypeatus de
Séo José do Rio Preto-SP (Populagdo 2) e C. pusillus de Delfinépolis-MG
(Populagao 8). As sequéncias foram analisadas no banco de dados PubMLST
(www.pubmlst.org), e o programa mostrou similaridade com outras sequencias
depositadas. Descobriu-se uma sequéncia nova na Populagdo 2 de C. clypeatus
com similaridade com a cepa depositada wsp351 (Figura 10). Apdés o
sequenciamento foi constatado que trata-se de diferentes tipos de Wolbachia em

cada populacgao.

A sequencia ndao obteve o tamanho necessario para a correta identificacao.
No entanto, ainda sim podemos observar 89 nucleotideos diferentes em relacao a

sequéncia wsp351.



Closest match: wsp: 351

10 20 30 40 50 ] 70 EL] 30 100
Query GTGATGARGARACTAGCTACTACETTCETTTECARTACARCEETERRATTTTACCTCTTTTCAC TTEATSCTATT TECASCAGGCARRGE
B
110 120 130 140 1s0 160 170 180 130 za0

Query TAGTCCCTT: SCATCTTTTATAGCTEETEETEETECATTTEETTATARRATCEACEATATCAGEETTCACETTEARCEECTTTACTCACAS
BB L e e e
210 z2z0 230 240 250 280 270 280 230 300

Query TTGAGTARAGATACAACTATRATAGACACGACT! TETTECACACAATTTARCAGCATTTTCAGGGTTACTTARCCTTTATTACGATATACCAR
Bef ... A.T...T...... Boczcnzzzzoocas B B
310 azo 330 340 350 360 370 EEL] 330 400

Query TTGAACATATGCCTATCACTCCATATETTECTCTTOECCTTEETECACCATATATCACCAATCCTTCARACCCTCATOCACTTARCCATCARRCOCCATT

Ref

410 4z0 430 440 450
Query TEETTTTCCTTATCAACCARARCGCTCETETTACTTATEATETARCTCCACARATCARCC

BeS TTTATECTEEACCTCETTATTTCESTTCTTATEETECTACC
Query

Ref TTTGACRAGGCAGCTARAGACEATGCTGAARCCRARRRAGTT

Differences

89 differences found. €
1824 . 25
T =T
tosy _ 231y
78C 23
191G _, 253
210y _, 272G

Figura 10: Alinhamento da sequéncia da Populagéo 2. A sequencia néo obteve o
tamanho necessario para a correta identificacdo. No entanto, ainda sim podemos

observar nucleotideos diferentes em relagéo a sequéncia wsp351.
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Ja a Pop 8 ficou com um tamanho ideal para criar um perfil e ao alinhar com o

banco de dados também voltou uma sequéncia inédita, dessa vez apenas com dois

nucleotideos diferentes do exemplar com maior similaridade, o wsp59 (Figura 11).

Closest match:

Query
Ref

Query
Ref

Query
Ref

Query
Ref

Query
Ref

Query

10 20 20 40 50 &0 70 a0 80 100
CTEATEAR R R A CT A CCTACTACET IO T T TEC AR TAC A A O TEA AR TTTTACCTCT T TTCACA R A R A TTEATEETATTAR AR A TECACCACECAR ARG

110 1zo 1230 140 150 180 170 120 130 200
AR CEATCECTCCCT AR R R R TCT T T T AT AT e T T TeC AT TT e T TAT AR A A TECACCACATCACCETTEACETTEARCEECTTTACTCACR:
....... o oso000000505055005055050550550505C00550500505050D00000CC050550000000005005000000505050503005
Z10 2Z0 230 z40 250 280 270 Za0 230 300
TTCAATARACATCCACCTETACCACCTACTACACTTECACATAATTTAACACCAATTTCACCCCTACTTAATCTTTATTACCATATACCARTTCARCAT,
310 3z0 330 340 350 3e0 370 380 330 400
TECCTATCACTCCATACATTECTCT TECTC I TECTCCACCATATCTARCCARTCCTTTACCRAC CTTACTGATGAT. CCCTCTECATTTCETET
410 420 430 440 450 480 470 480 430 500
TECTTATCRARGC GCTEECATTAGCTATGRACETARCTCCRG: TC: CTTTATECTEETECTCETTATTTCEECTCTTATGETECTARCTTTEET
................................................... Eosooo500050055055055000505050005005050050050505 50
510 520 530 540 550 580
AACACRRCTAR A CACCATECCCERAATCAR AT TCTTTACACCACTETTEETECAGARCCTEEACTACCE

Differences

2 differences found. €

ﬁA~a1MG
350G _. 452p

Figura 11: Alinhamento da sequéncia da Pop 8. Podemos observar que apresenta

dois nucleotideos diferentes em relagao a sequéncia wsp59.
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5- DISCUSSAO

5.1 — Caracterizagao molecular

O presente trabalho tinha como um de seus objetivos caracterizar
molecularmente espécies do género Cephalotes. Tanto a analise filogenética como a
rede de haplétipos apresentaram o mesmo resultado, indicando alta confiabilidade
dos resultados.

Ao analisar as sequéncias de Rio Claro-SP (C. pusillus e C. clypeatus) e S&o
José do Rio Preto-SP (C. clypeatus) e compara-las com outras previamente
depositadas no banco de dados GenBank encontrou-se alta similaridade com outras
espécies de Cephalotes: C. texanus dos Estados Unidos e C. atratus da Costa Rica.
A arvore filogenética encontrada apresentou altos valores de bootstrap e foi dividida
em dois clados: um contendo as espécies Monomorium ferodens, Strumigenys
ludovici e Strumigenys gundlachi como grupo externo; e outro com 98 de bootstrap
que agrupou Crematogaster kelleri e as demais Cephalotes. Dentro deste clado,
ficou clara a divisdo de Crematogaster kelleri das demais Cephalotes, que se
agruparam sob um valor de 99 de bootstrap, indicando que o género Cephalotes é
monofilético, de acordo com o gene nuclear 28S. Dentro do clado de Cephalotes,
porém, nao foi obtido altos valores de booststrap o que significa que nao foi possivel
a distincao a nivel espécie dos exemplares em questao.

Embora as analises feitas a partir da amplificacdo e sequenciamento do gene
nuclear 28S tenham auxiliado no entendimento sobre a filogenia do género
Cephalotes, estudos envolvendo outros genes tornam-se necessarios para melhor
compreender tal filogenia, uma vez que apenas o 28S nao foi o suficiente para
entender a nivel de especie. O uso de genes mitocondriais, por exemplo, pode ser
uma boa alternativa. Price (2014) trabalhou com varias espécies de Cephalotes e ao
sequenciar o gene mitocondrial Citocromo Oxidase | (COIl), comumente usado em
estudos filogenéticos de formigas (MOREAU, 2006); obteve 1066pb, indicando que
estudos posteriores utilizando genes mitocondriais podem ser de grande utilidade.

Em relacdo aos haplétipos que compdéem o grupo externo, H 1, H 2 e H_3
encontram-se isolados num ramo e distantes de H_4, o que também foi observado

na arvore filogenética, o que traz credibilidade para toda a analise. O haplétipo H_7
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de C. pusillus apresenta-se mais relacionado com a C. texanus, enquanto o
haplétipo H 6 de C. atratus apresenta proximidade do grupo formado pelos
exemplares de C. clypeatus. Apenas o hapl6tipo H_8, referente a uma populagao de
C. clypeatus se mostrou afastada dos outros haplotipos da mesma espécie, sendo
que H 9, H 10 e H_11 que também sé&o de C. clypeatus ficaram agrupados, mesmo
que de locais diferentes (Rio Claro-SP e Sao José do Rio Preto-SP). A proximidade
dos haplotipos H_9, H_10 e H_11 de exemplares de Cephalotes clypeatus mostra
credibilidade da analise, visto que também foi mostrado na arvore filogenética, onde
a espécie foi observada num grande clado de valor 99 de boostrap, indicando
relagado entre elas. No entanto, o distanciamento do haplétipo H_8, também de C.
clypeatus reforga a necessidade de estudos envolvendo mais genes, visto que o 28S
nao € o mais indicado pra esse tipo de estudo.

Ficou evidente que a rede de hapldtipos apresentou proximidade por género e
espécie e também por regido geografica. No caso do ramo das Cephalotes
clypeatus ficou claro o agrupamento em nivel de espécie. No caso de proximidade
por regido geografica podemos ver os espécimes coletados em Madagascar
Strumigenys ludovici e Strumigenys gundlachi, o que também indica proximidade por
género. Ja o haplotipo de Crematogaster kelleri também coletado em Madagascar
mostrou-se distante dos outros exemplares do mesmo local. Nao existe uma
explicacdo muito bem estabelecida na literatura para tentar entender o ocorrido, pois
estudos filogenéticos com a subfamilia Myrmicinae apresentam resultados
inconsistentes entre si (BRADY et al., 2006; MOREAU et al., 2006). Devido a essas
inconsisténcias nos resultados dos trabalhos, Ward (2015) fez um estudo sobre as
myrmicinae, analisando 11 genes nucleares, para uma maior confiabilidade de dados
e combinou analises filogenéticas com analises biogeograficas. Concluiu que
repetidas dispersdes e radiagoes da sufamilia devem ser levadas em conta como
chave da evolugao do grupo.

De maneira geral, a rede de haplétipos formada se mostrou congruente com a
arvore filogenética, dando mais suporte aos dados aqui apresentados. Foi elucidado
através da mesma arvore e também da rede de haplétipos, a alta similaridade que
as populagdes desse estudo possuem com grupos de Cephalotes e também com

outros grupos da sub-familia Myrmicinae, depositados no GenBank.



30

5.2 — Wolbachia

Quando a fémea transmite a Wolbachia para sua prole (através do citoplasma do
ovulo) chamamos de infecgdo vertical (WERREN, 1997; STOUTHAMER et al.,
1999); se a transmissao foi feita entre individuos de uma mesma espécie ou mesmo
espécies hospedeiras diferentes chamamos de infecgdo horizontal (O'NEILL et al.,
1992; VAVRE et al., 1999; DEDEINE et al., 2005; AHRENS & SHOEMAKER, 2005).

O alto indice de infeccdo observado pode ser explicado pelo fato dessa
endobactéria ser transmitida através da fémea infectada para a sua prole
(transmissao vertical). Além disso, as formigas do género Cephalotes sdo em sua
maioria generalistas, o que facilita o contato com outros grupos, inferindo, portanto,
uma possivel transmissao por interagdes ecoldgicas realizadas entre as formigas e
outros artropodes, a transmissao horizontal (WEST et al., 1998).

As espécies estudadas apresentam dieta generalista, se alimentando desde
nectarios extraflorais, secregdes agucaradas oriundas de homopteros, frutas caidas
no solo, fezes de aves, animais mortos, outros insetos e pélen (CORN, 1980).

Cephalotes clypeatus, por exemplo, alimenta-se inclusive de carcaga animal,
como demonstrou Moretti (2006) em estudo na Universidade Estadual de Campinas
utilizando carcaca de Mus musculus (RODENTIA, MURIDAE). As formigas foram
observadas alimentando-se dos exudatos, tecidos da carcagca e de larvas de
dipteros que se encontravam na carcaga (MORETTI, 2006).

Das sete populagcdes de Cephalotes analisadas para o gene wsp, cinco
apresentaram multiplos picos no eletroferograma, o que caracteriza infecgéo
multipla, ou seja, o individuo esta infectado por mais de uma cepa de Wolbachia.
Segundo Werren (1997) indica contaminacgao vertical, tendo um individuo ancestral
adquirido o endossimbionte e em seguida, passado durante as geragdes

subsequentes.

Apenas com a técnica de PCR e sequenciamento de Sanger (1977) néo é
possivel distinguir essas cepas. Para poder realizar a analise das cepas presentes
no individuo em questédo seria necessario utilizar ferramentas moleculares diversas
como, por exemplo, clonagem ou a técnica de Multilocus Sequence Typing (MLST),
que utiliza cinco genes estaveis presentes no genoma da Wolbachia
(PARASKEVOPOULOS et al.,, 2006; BALDO et al., 2005). Outras metodologias
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para resolver essa questao estido sendo estudadas, como por exemplo: separacao
artificialmente das cepas por transinfeccédo (ZABALOU et al., 2004; MERCOT;
POINSOT, 1998), tratamento com antibiético (DEDEINE et al., 2001; KOUKOU et al.,
2006), cultura de células (O’NEILL et al., 1997), ou ainda a recente abordagem de
Analise de Interseccao de Alelo (AIA) (ARTHOFER et al., 2011).

Como demonstrado nos resultados, duas populagdes apresentaram infeccéo
simples e o sequenciamento por Sanger (1977) foi entdo realizado. Uma das
sequéncias nao teve um tamanho ideal que possibilitasse correta identificagcao,
mesmo assim foi possivel observar diversos nucleotideos diferentes quando
comparada com a sequéncia wsp 351. A segunda sequéncia apresentou tamanho
ideal para identificacdo e foi possivel observar diferengca de 2 nucleotideos em
comparagao com a wsp 59. Essa sequencia foi encontrada em formigas do género
Polyergus (Subfamilia Formicinae) e Myrmica (Subfamilia Myrmicinae), essa ultima
sub-familia sendo a qual pertence o género Cephalotes. A sequencia wsp 59
mostrou-se, portanto, ndo exclusiva do género Cepahlotes e de sua subfamilia,
sugerindo que mais estudos poderdo levar a um maior entendimento da histéria
evolutiva da subfamilia Myrmicinae e também do endossimbionte, bem como a

relagao entre eles.

Os resultados aqui levantados corroboram com estudos anteriores, como por
exemplo, o estudo de Kautz e colaboradores (2013) que evidenciaram a infecgéo por
Wolbachia em Cephalotes varians. Os autores utilizaram o método de
pirosequenciamento e amplificaram o gene 16S rRNA através do uso de primers

universais para eubactérias.

Além disso, as duas sequencias analisadas se tratam de sequencias inéditas.
Esses dados sugerem que ao dar continuidade no presente trabalho existe a
possibilidade de descoberta de uma nova cepa de Wolbachia.
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6- CONCLUSAO

Os resultados das analises filogenéticas obtidos através da amplificacdo e
sequenciamento do gene 28S mostrou resultados importantes e que podem ser
utilizados para maior entendimento da histéria evolutiva do género Cephalotes e até
mesmo da subfamilia Myrmicinae, a qual o género pertence.

Entretanto, fica evidente que apenas o uso do gene 28S n&o pode responder
todas as questdes referentes a evolugédo e filogenia do género, uma vez que os
dados obtidos ndo séo suficientes para evidenciar diferenciagdo em nivel de
espécie. Faz-se necessario o uso de analises envolvendo genes mitocondriais para
completar os estudos, visto que esses sao muito utilizados entre os geneticistas para
identificacdo de espécies (BENZIE et al., 2002).

Os resultados da analise de infecgdo por Wolbachia obtidos nesse estudo
corroboraram com estudos anteriores que mostraram que o género apresenta a
endobacteria (KAUTZ et al., 2013).

No presente estudo a amplificacdo e sequenciamento do gene wsp permitiu
observar a multipla infecgao em cinco populagdes de Cephalotes. No entanto, duas
populagdes apresentaram infec¢ao simples, e ao analisa-las foi possivel observar a
descoberta de duas sequencias inéditas. Ficou evidente a necessidade de estudos
futuros para entender melhor a filogenia e as relagdes desse endossimbionte nas
populacdes de Cephalotes. Também fica evidente o cenario promissor do presente
trabalho, e dar continuidade nas analises do estudo possivelmente trara a

descoberta de uma nova cepa.
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