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Resumo 
 
CRISTIANO, Maykon Passos. D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, julho de 
2013. História evolutiva e filogeografia da formiga cortadeira Acromyrmex 
striatus (Roger, 1863) (Formicidae: Attini). Orientadora: Tânia Maria Fernandes 
Salomão. Coorientadores: Mara Garcia Tavares e Lucio Antonio de Oliveira 
Campos. 
 

 
A espécie Acromyrmex striatus (Roger, 1863) é uma formiga cortadeira polimórfica 

que ocorre em ambientes abertos e de clima seco no sul da América do Sul, sendo 

facilmente distinguida dentro do gênero. A sua área de distribuição abrange os 

Pampas, a costa sul brasileira, nos estados de Santa Catarina e Rio Grande do Sul, 

parte do Chaco na Argentina e extremo sul do Paraguai. Com o objetivo de 

entender a relação filogenética de A. striatus com as demais espécies de formigas 

cortadeiras, foram conduzidas diferentes abordagens de análise que integraram 

morfologia, citogenética e biologia molecular (Capítulo 1). A relação filogenética 

entre A. striatus e as demais formigas cortadeiras foi estimada a partir de quatro 

genes nucleares. A. striatus formou um clado diferente e separado das demais 

formigas do mesmo gênero. O número cromossômico também diferiu entre A. 

striatus (2n = 22) e as demais espécies do gênero Acromyrmex (2n = 36-38). Os 

resultados sugerem que A. striatus é uma espécie singular dentro do grupo de 

formigas cortadeiras, e que possivelmente foi uma das primeiras espécies a divergir 

do ancestral comum mais recente dentro do grupo. Para inferir as relações 

genealógicas entre as populações de A. striatus, uma abordagem filogeográfica foi 

realizada baseada no gene mitocondrial citocromo oxidase I (COI) (Capítulo 2). Um 

total de 128 colônias foram amostradas em 38 localidades no Brasil e Argentina. O 

gene mitocondrial COI foi sequenciado e as relações genealógicas foram inferidas 

por meio do algoritmo median-joining. Foi estimada também a área potencial de 

distribuição atual e a área potencial histórica, utilizando modelos paleoclimáticos 

disponíveis para uma melhor avaliação da história demográfica de A. striatus. Foi 

sugerido, a partir da análise dos padrões biogeográficos e modelagens climáticas, que 

a demografia histórica de A. striatus se manteve constante ao longo de sua história 

evolutiva, e que o padrão filogeográfico encontrado possivelmente se deve ao 



 xiii

isolamento por distância entre os grupos de populações. Durante a seleção de 

marcadores mitocondriais para o desenvolvimento dos estudos filogenéticos, foi 

amplificado pseudogenes mitocondriais do gene citocromo b (cytb), e assim, o 

objetivo do capítulo 3 foi reportar e caracterizar a presença destes pseudogenes em 

A. striatus. Utilizando primers universais para a amplificação do gene cytb, sequências 

de A. striatus e outras de formigas cortadeiras foram obtidas e comparadas com 

sequencias do gene cytb de outras duas formigas obtidas no GenBank. Este é o 

primeiro registo da ocorrência de pseudogenes no gênero Acromyrmex. 
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Abstract 
CRISTIANO, Maykon Passos. D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, July, 2013. 
Evolutionary history and phylogeography of the leafcutter ant Acromyrmex 
striatus (Roger, 1863) (Formicidae: Attini). Advisor: Tânia Maria Fernandes 
Salomão. Co-advisors: Mara Garcia Tavares and Lucio Antonio de Oliveira 
Campos. 
 

The species Acromyrmex striatus (Roger, 1863) is a polymorfic leafcuter ant that 

occurs in open and dry enviroments of southern South America, and it is easily 

distinguished within the Acromyrmex genus. Its distribution range includes the 

Pampas, the southern Brazilian coast of Santa Catarina and Rio Grande do Sul 

States, part of Chaco in Argentina and southern Paraguay. In order to understand 

the phylogenetic position of A. striatus in relationship to other leafcutter ants we 

carried out one study integrating different approaches that includes morphology, 

cytogenetics and molecular biology (Chapter 1). The phylogenetic relationship of A. 

striatus and remainder leafcutter ants analyzed was estimated by mean of four 

nuclear genes. A. striatus fell into a distinct clade that is sister group from the other 

leafcutter ants. The diploid chromosome number of A. striatus was 22 and is 

different from those known to other Acromyrmex species (2n = 36-38). These results 

suggest that A. striatus is a particular species within the leafcutter ants group, and 

likely was the first species to diverge from the most recent common ancestor. To 

infer the genealogical relationship among population of A. striatus, we used a 

phylogeography approach based on the mitochondrial gene cytochrome oxidase I 

(COI) (Chapter 2). A total of 128 colonies were sampled across 38 localities in 

Brazil and Argentina. The mitochondrial gene COI was sequenced and the 

genealogical relationship were estimated by mean median-joining algorithm. We also 

carried out the modeling of the potential distribution of A. striatus under current and 

past climatic data. Our results indicate that A. striatus may have experienced a 

demographic stability throughout the evolutionary time, and the phylogeographic 

pattern observed seems to be a result of isolation by distance among population 

groups. During our screening for a mitochondrial DNA marker for using in the 

phylogenetic and phylogeographic studies, we amplified a nuclear copy of 

mitochondrial gene cytochrome b (cytb), thus the aim of Chapter 3 was to report and 
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characterize these pseudogenes in A. striatus. Using universal primers to amplify the 

gene cytb we obtained sequences of A. striatus and other leafcutter ants that was 

compared with cytb gene of other two ant species from GenBank. This is the first 

report of occurrence of pseudogenes in the Acromyrmex genus. 
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Introdução Geral 

 
 Os genes influenciam todos os processos biológicos e cada característica 

fenotípica exibida por um organismo teve alguma base na sua composição genética. 

Além disso, a variação fenotípica dentro e entre espécies são originadas das 

diferenças genéticas entre indivíduos e populações. Consequentemente, uma 

completa avaliação ao nível molecular é fundamental para o entendimento da 

diversidade da vida e os mecanismos básicos do sucesso das entidades biológicas 

(Goodisman et al., 2008). 

 Os padrões de biodiversidade atual são resultado tanto de eventos históricos 

quanto contemporâneos. Identificar os processos que permitiram a diversificação e 

expansão das espécies em diferentes habitats e ecossistemas é fundamental para o 

entendimento da evolução biológica. Tem-se observado que o padrão de 

distribuição das espécies não ocorre de maneira estocástica, e que estas apresentam 

algum grau de estruturação que pode ser analisado em um contexto geográfico e 

cronológico (Beheregaray, 2008). Uma vez que a constituição genética das espécies 

atuais é parcialmente o resultado de processos demográficos históricos, o uso de 

marcadores moleculares para caracterizar indivíduos, populações e espécies podem 

ser utilizados para quantificar a diversidade e reconstruir padrões de dispersão 

histórica (Freeland et al., 2011). Este é o principal objetivo da filogeografia, que 

busca identificar e compreender os princípios e processos que governam a 

distribuição geográfica de linhagens genealógicas, principalmente dentro e entre 

espécies proximamente relacionadas (Avise, 2000). É possível comparar as relações 

evolutivas destas linhagens genealógicas com suas localizações geográficas e 

consequentemente inferir sobre os fatores que influenciaram a distribuição da 

variação genética observada (Freeland et al., 2011). Entre estes fatores pode-se 

destacar a deriva genética, migração, fragmentação e demografia histórica. 

 As formigas representam um importante grupo de insetos para investigar a 

relação entre as linhagens genealógicas e os padrões de distribuição das espécies. 

Este fato se deve à ocorrência onipresente destes organismos nos diferentes habitats 

dos mais diversos ecossistemas. Este grupo de insetos é um dos mais notáveis 

devido a sua complexidade social e diversidade. Atualmente, existem 
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aproximadamente 12.500 espécies de formigas descritas (Bolton et al., 2006). As 

formigas compreendem um grupo monofilético composto de 21 subfamílias, e mais 

4 subfamílias extintas, reunidas em um grupo natural denominado Formicidae 

(Bolton, 2003; Ward, 2009). Recentes filogenias inferidas por meio de caracteres 

moleculares suportam a monofilia deste grupo (Brady et al., 2006; Moreau et al., 

2006; Ward, 2007). 

 Dentre os Formicidae, Attini se destaca pela evolução de um 

comportamento complexo que surgiu apenas quatro vezes na historia evolutiva, que 

foi a agricultura (Mueller et al., 2005). As espécies dessa tribo desenvolveram uma 

intrínseca relação de mutualismo formiga-fungo. As espécies de Attini 

obrigatoriamente dependem do cultivo do fungo simbiontico como fonte de 

alimentação, e em retorno, elas fornecem ao fungo, proteção contra patógenos e 

competidores, e ainda ajudam na sua dispersão (Hölldobler & Wilson, 1990). Attini 

pertence aos Myrmecinae e ocorre exclusivamente nas Américas, alcançando maior 

diversidade na região neotropical (Kempf, 1972). Com base em dados moleculares, 

esta tribo foi dividida em cinco sistemas de agricultura que são fortemente 

relacionados com o padrão filogenético das linhagens dos fungos e dos seus 

patógenos: agricultura inferior (lower agriculture), agricultura de fungo-coral (coral-

fungus agriculture), agricultura de levedura (yeast agriculture), agricultura superior 

generalizada (generalized higher agriculture) e agricultura de cortadeiras de folhas 

(leafcutter agriculture) (Schultz & Brady, 2008; Mehdiabadi & Schultz, 2010). 

 As conspícuas espécies de formigas cortadeiras de folhas dos gêneros 

Acromyrmex e Atta são os herbívoros dominantes da região Neotropical (Mikheyev et 

al., 2008). Estas formigas estão organizadas em colônias contendo de milhares a 

milhões de operárias que cortam grandes quantidades de folhas para a manutenção 

do cultivo do fungo e, por isso, podem causar sérios danos econômicos na 

agricultura e no reflorestamento. Além do corte de material vegetal fresco, as 

operárias forrageiam outros substratos que são trazidos para o ninho, e estes podem 

variar desde fezes a carcaças de artrópodes (Lopes, 2005). 

 As formigas do gênero Acromyrmex ocorrem desde os Estados Unidos, na 

latitude 40°N, até a Argentina, na latitude 44°S (Weber, 1972), incluindo toda a 

América tropical e subtropical, com exceção apenas do Chile. Segundo Weber 

(1972), a ausência de formigas cortadeiras no Chile deve-se à incapacidade destes 
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organismos em cruzar o deserto do Atacama ao norte e os Andes ao sul. A 

distribuição geográfica e a frequência de espécies da tribo Attini estão ligadas a 

fatores como condições ambientais, vegetação, tipo de solo e índices 

pluviométricos.  

 Divergentes hipóteses foram propostas para a origem das formigas 

cortadeiras. Com base nos hábitos de nidificação destas espécies, Kusnezov (1963) 

sugere que o centro de diversificação deve ter sido os ambientes áridos da América 

do Sul, ao invés dos vales periodicamente inundados da bacia amazônica. Do 

mesmo modo, Fowler (1983) propôs que este grupo de formigas deve ter se 

originado e diversificado em terras baixas de vegetação aberta da América do Sul. 

Entretanto, outros estudos têm sugerido que a origem e diversificação do ancestral 

comum das formigas cortadeiras possivelmente ocorreu em ambientes úmidos de 

terras baixas na bacia amazônica (Weber, 1972; Mayhé-Nunes & Jaffé, 1998). Assim, 

estudos moleculares incluindo espécies adaptadas a ambientes secos, restritos a 

região subtropical da América do Sul, podem contribuir para elucidar a origem deste 

grupo de formigas. 

 Acromyrmex striatus (Roger, 1863) é uma espécie de formiga cortadeira 

polimórfica que ocorre em ambientes abertos e de clima seco no sul da América do 

Sul, sendo facilmente distinguida dentro do gênero (Lopes, 2005). Esta espécie é 

caracterizada por possuir operárias de cor castanha avermelhada ou ferruginosa, 

medindo 6,5 mm de comprimento, com gáster mais escura do que o resto do corpo, 

lisa, brilhante e inteiramente sem tubérculos (Gonçalves, 1961). Sua distribuição é 

conhecida para a Argentina, Uruguai, Brasil e Paraguai (Delabie et al., 2011). No 

Brasil, A. striatus é restrita aos estados de Santa Catarina e Rio Grande do Sul. No 

entanto, não há nenhum levantamento de ocorrência recente sobre a distribuição 

geográfica da espécie. A. striatus é uma espécie comum nos campos e terrenos 

cultivados e seu ninho é característico, pois as operárias limpam a superfície do solo 

sobre as câmaras de cultivo do fungo, removendo toda a vegetação e matéria vegetal 

morta como se o local tivesse sido capinado e varrido (Gonçalves, 1961). 

 Diehl-Fleig & Araújo (1996) estudaram A. striatus em laboratório para 

determinar se a fundação da colônia é um processo solitário ou mutualístico, e os 

resultados sugerem que o estabelecimento da nova colônia pode ser por 

haplometrose ou pleometrose dependendo, possivelmente, da densidade e distância 
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física entre as fundadoras. Adicionalmente, Diehl-Fleig & Rocha (1998) conduziram 

estudos visando determinar se as fêmeas recém-fecundadas de A. striatus selecionam 

o tipo de solo para o estabelecimento do ninho. Os resultados deste trabalho 

mostraram que as fêmeas de A. striatus são seletivas, e preferem solos arenosos e 

argilosos, pobres em matéria orgânica. 

 Com o objetivo de compreender a estrutura social e a variabilidade genética 

das colônias de A. striatus, Diehl et al. (2001; 2002) avaliaram a diversidade genética 

de populações dessa formiga por meio de marcadores isoenzimáticos. Os resultados 

destes trabalhos sugerem que as colônias de A. striatus possuem uma estrutura social 

variável colônia-específica. Foram identificadas tanto colônias monogínicas quanto 

poligínicas associadas à poliandria ou não. Além disso, foi relatado um alto 

polimorfismo entre algumas colônias, embora a endogamia tenha sido alta. No 

entanto, marcadores isoenzimáticos são menos informativos quando comparados a 

outros marcadores moleculares. Assim, estudos utilizando outros tipos de 

marcadores moleculares podem contribuir para o conhecimento mais detalhado da 

diversidade genética desta espécie. 

 É conhecido que as mudanças climáticas históricas influenciaram fortemente 

os padrões de distribuição geográfica e diversidade genética de espécies em geral 

(Hewitt, 2000, 2004), e o uso de marcadores moleculares tem contribuído para 

entender as consequências ecológicas e evolutivas destas mudanças. Enquanto 

marcadores nucleares tem sido uteis no estudo das relações filogenéticas 

interespecífica, o DNA mitocondrial (mtDNA) são úteis no estudo das relações 

filogenéticas intraespecífica. O mtDNA é amplamente utilizado em muitas espécies 

de animais devido ao seu padrão de herança uniparental, cópia única, rápida taxa de 

substituição nucleotídica comparada com marcadores nucleares e ausência de 

íntrons (Galtier et al., 2009). Apesar da grande vantagem da utilização do mtDNA 

sobre outros tipo de marcadores, um crescente número de estudos tem mostrado 

que as premissas acerca deste marcador são violadas pelo risco de coamplificação 

quando da presença de cópias nucleares de segmentos do mtDNA. Estes segmentos 

são conhecidos como numts ou pseudogenes nucleares de origem mitocondrial 

(Lopez et al., 1994). A presença despercebida dos numts no conjunto de dados de 

sequências infringe o principio fundamental da ortologia das sequências em estudos 

filogenéticos. Oportunamente, vários métodos foram propostos para a identificação 



 

 5

e eliminação dos numts do conjunto de dados antes de sua análise. No entanto, é 

importante que os numts, quando identificados, sejam reportados com o intuito de 

alertar futuras investigações. 

 O objetivo do presente estudo foi investigar a relações filogenéticas 

interespecíficas e intraespecíficas da formiga cortadeira A. striatus e analisar sua 

história evolutiva com o intuito de contribuir para um melhor entendimento dos 

processos envolvidos na distribuição e diversificação de espécies em ambientes 

abertos subtropicais. No primeiro capítulo da presente tese, foi realizada uma análise 

filogenética de A. striatus em relação a outras espécies de formigas cortadeiras, 

utilizando diferentes abordagens de análise que integraram morfologia, citogenética 

e biologia molecular. No segundo capítulo, foi estimada a diversidade genética 

intraespecífica e uma hipótese biogeográfica foi proposta com base nas linhagens 

genealógicas do gene citocromo oxidase I (COI) de A. striatus. Para isso, utilizou-se 

uma abordagem de relógio molecular e modelos potenciais de distribuição histórica 

e contemporânea das populações de A. striatus coletadas nas planícies de terras 

baixas do sul da América do Sul. No terceiro capítulo, foi reportado pela primeira 

vez a presença de numts do gene citocromo b (cytb) em Acromyrmex. Pseudogenes 

observados em A. striatus foram caracterizados por meio da comparação das 

sequências de DNA obtidas com sequências do genoma mitocondrial de outras 

espécies de formigas. Em conjunto, os dados obtidos no presente estudo, 

certamente contribuirão para uma maior compreensão dos princípios da história 

evolutiva deste grupo de formigas. 
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Supporting Information 
 
Table S1 � Ant species used in this study for constructing the molecular phylogeny 
and their accession numbers in GenBank. 
 

 

Species 
GenBank Acession Numbers

LW exon 1 LW exon 2 Wingless EF1α-F1 EF1α-F2 
Acanthognathus ocellatus EU204511 EU204268 EU204192 EU204436 EU204586
Acromyrmex ambiguus JX198243 JX198243 JX198231 KC478110 KC478127
Acromyrmex ambiguus JX198244 JX198244 JX198232 KC478109 KC478126
Acromyrmex balzani JX198245 JX198245 JX198233 KC478111 KC478128
Acromyrmex balzani JX198246 JX198246 JX198234 KC478112 KC478129
Acromyrmex balzani EU204490 EU204247 EU204170 EU204414 EU204565
Acromyrmex echinatior KC478104 KC478104 KC478095 KC478113 KC478130
Acromyrmex heyeri JX198247 JX198247 JX198235 KC478114 KC478131
Acromyrmex heyeri EU204529 EU204286 EU204210 EU204453 EU204604
Acromyrmex landolti EU204530 EU204287 EU204211 EU204454 EU204605
Acromyrmex lundi EU204497 EU204254 EU204178 EU204422 EU204573
Acromyrmex octospinosus EU204465 EU204222 EU204145 EU204389 EU204541
Acromyrmex striatus JX198248 JX198248 JX198236 KC478115 KC478132
Acromyrmex striatus JX198249 JX198249 JX198237 KC478116 KC478133
Acromyrmex striatus JX198250 JX198250 JX198238 KC478117 KC478134
Acromyrmex striatus JX198251 JX198251 JX198239 KC478118 KC478135
Acromyrmex striatus KC478107 KC478107 KC478096 KC478119 KC478136
Acromyrmex striatus KC478108 KC478108 KC478097 KC478120 KC478137
Acromyrmex versicolor EF013534 EF013534 EF013662 EF013211 EF013373
Apterostigma auriculatum EF013549 EF013549 EF013677 EF013230 EF013392
Apterostigma dentigerum EU204515 EU204272 EU204196 EU204440 EU204590
Atta bisphaerica KC478102 KC478102 KC478098 KC478121 KC478138
Atta cephalotes EU204516 EU204273 EU204197 EU204441 EU204591
Atta colombica KC478103 KC478103 KC478099 KC478122 KC478139
Atta laevigata EU204481 EU204238 EU204161 EU204405 EU204556
Atta mexicana EU204491 EU204248 EU204171 EU204415 EU204566
Atta robusta JX198254 JX198254 JX198242 KC478123 KC478140
Atta sexdens piriventris KC478105 KC478105 KC478100 KC478124 KC478141
Atta sexdens rubropilosa KC478106 KC478106 KC478101 KC478125 KC478142
Atta texana EU204525 EU204282 EU204206 EU204449 EU204600
Cyphomyrmex costatus EU204488 EU204245 EU204168 EU204412 EU204563
Cyphomyrmex longiscapus EU204496 EU204253 EU204177 EU204421 EU204572
Cyphomyrmex minutus EU204508 EU204265 EU204189 EU204433 EU204583
Cyphomyrmex muelleri EU204535 EU204292 EU204216 EU204459 EU204610
Mycetarotes acutus EU204517 EU204274 EU204198 EU204442 EU204592
Mycetophylax conformis EU204486 EU204243 EU204166 EU204410 EU204561
Mycetophylax emeryi EU204478 EU204235 EU204158 EU204402 EU204553
Mycetosoritis hartmanni EU204479 EU204236 EU204159 EU204403 EU204554
Mycocepurus smithi EU204477 EU204234 EU204157 EU204401 EU204552
Myrmicocrypta urichi EU204471 EU204228 EU204151 EU204395 EU204546
Pheidole clydei EF013615 EF013615 EF013743 EF013317 EF013479
Pseudoatta sp. EU204493 EU204250 EU204174 EU204418 EU204569
Sericomyrmex cf. parvulus EU204467 EU204224 EU204147 EU204391 EU204542
Trachymyrmex opulentus EU204498 EU204255 EU204179 EU204423 EU204574
Trachymyrmex papulatus EU204504 EU204261 EU204185 EU204429 EU204579
Wasmannia auropunctata EU204483 EU204240 EU204163 EU204407 EU204558
GenBank accession numbers of the sequences obtained in this study is shown in bold. 
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Table S2 � Models of evolution estimated for each gene and codon position with 
MrModeltest v3.7. The models listed below were employed for each data partition in 
a Bayesian analysis (see Material and Methods).  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

Table S3 - AIC scores and Maximum Likelihood (ML) estimates for the data set 
analyzed for each model implemented by ChromEvol software.  
 

Models Log-likelihood AIC scores 

Gain, Loss and Duplication constant* -31.06 68.12 

Gain and Loss constant, no duplication -40.05 84.1 

Gain, Loss and duplication constant, Gain 
and Loss depend linearly on the current 
chromosome number 

-30.99 71.97 

Gain and Loss constant, Gain and Loss 
depend linearly on the current chromosome 
number, no duplication 

-38.91 85.81 

*Best fitting model    

 

Gene Codon Position Substitution Model 
EF1αF1 1st base GTR+I 
 2nd base K80+G 
 3rd base HKY+G 
EF1αF2 1st base GTR+I 
 2nd base F81+I 
 3rd base HKY+G 

LW 1st base GTR+I+G 
 2nd base GTR+G 
 3rd base HKY+G 

WG 1st base K80+G 
 2nd base HKY+I 
 3rd base GTR+G 
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Estrutura genética e história demográfica de populações da formiga 

cortadeira Acromyrmex striatus (Roger, 1863) nas planícies do extremo sul da 

América do Sul: integrando filogeografia e modelos de distribuição 

 

Resumo 

 

 As mudanças climáticas do passado influenciaram a distribuição atual dos 

organismos e deixaram sua marca sobre a diversidade genética intraespecífica. 

Estudos filogeográficos podem ajudar a elucidar a importância relativa das 

oscilações climáticas do passado sobre o perfil de estruturação genética das 

populações e padrões de distribuição das espécies. O objetivo do presente estudo 

foi investigar o padrão filogeográfico e a demografia histórica de populações de 

Acromyrmex striatus (Roger, 1863), espécie de formiga cortadeira restrita à planícies 

abertas da América do Sul. Adicionalmente, foi empregado uma abordagem de 

modelagem da distribuição da espécie para predizer seu habitat contemporâneo e 

histórico. O gene mitocondrial citocromo oxidase I (COI) de 128 operárias 

amostradas em 38 localidades foi parcialmente sequenciado. As sequencias foram 

utilizadas para estimar a diversidade genética e inferir sobre a demografia histórica, 

tempo de divergência e a estrutura de populações de A. striatus. Foram identificados 

um total de 58 haplótipos, divididos em cinco haplogrupos principais. A análise de 

variância molecular (AMOVA) revelou que a maior percentagem da variação 

genética está entre os grupos de populações. O padrão geral de estruturação 

observado foi compatível com o esperado em um modelo de isolamento por 

distância, sugerindo um equilíbrio entre fluxo gênico e deriva. A análise de 

demografia histórica evidenciou que as populações de A. striatus se mantiveram 

constantes ao longo de sua história evolutiva. Embora oscilações da área de seu 

habitat histórico potencial tenham ocorrido durante as mudanças climáticas do 

Quaternário, s populações de A. striatus estão fortemente estruturadas 

geograficamente. No entanto, barreiras explicitas ao fluxo gênico não foram 

identificados. Esta estruturação pode ser explicada por fatores ecofisiológicos da 

espécie e pelo isolamento por distância que juntos podem ter contribuído para a 

configuração da estrutura genética das populações nesta espécie de formiga 

cortadeira. 
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Introdução 

 

 As várias oscilações climáticas ocorridas durante o Quaternário produziram 

grandes alterações na diversidade genética e distribuição das espécies atuais (Hewitt, 

2000, 2004). Durante os períodos glaciais do Pleistoceno, as florestas tropicais se 

fragmentaram como consequência do aumento da aridez e diminuição da 

temperatura formando áreas úmidas estáveis, conhecidas como refúgios, onde as 

espécies florestais persistiram durante as glaciações (Haffer, 1969; Vanzolini & 

Williams, 1981; Carnaval & Moritz, 2008; Carnaval et al., 2009; Porto et al., 2013). 

Inversamente, os ecossistemas de gramíneas e ambientes de vegetação aberta 

expandiram devido às condições climáticas mais frias e secas durante as glaciações. 

No passado, estes diferentes ecossistemas de gramíneas cobriram grande parte da 

América do Sul durante os períodos glaciais do Quaternário (Behling, 2002). 

Evidências paleo-palinológicas sugerem que os campos de gramíneas subtropicais se 

expandiram do sul por no mínimo 750 km (até a latitude de 20�S) em direção ao 

Norte, durante o período glacial (Behling & Negrelle, 2001; Behling, 2002). Esse 

tipo de vegetação formada por gramíneas ocorre ainda hoje em manchas no planalto 

sul do Brasil (especialmente em Santa Catarina), e foram mantidas devido às 

condições climáticas da região, que apresenta longos períodos de seca e baixa 

precipitação (Behling, 2002). Campos subtropicais, conhecidos como campos 

sulinos, também podem ser encontrados na planície da região sul do estado do Rio 

Grande do Sul formando um contínuo com os Pampas da Argentina e Uruguai 

(Behling et al., 2009). 

 Identificar padrões filogeográficos e inferir sobre os processos de 

diversificação que ocorreram durante as mudanças climáticas do passado são 

ferramentas importantes para o entendimento da distribuição e da diversificação dos 

organismos atuais (Avise, 2000). O padrão nas genealogias das espécies que foram 

mantidas geneticamente separadas por alguma barreira física que impediu a 

dispersão dos indivíduos entre duas populações é influenciado pelo tempo de 

duração destas barreiras, bem como pela demografia histórica das populações 

isoladas (Avise, 2009). Assim, assinaturas genéticas da história populacional na 

distribuição da diversidade genética dentro de uma espécie podem ser observadas 



 

 24

nas populações atuais, decorrentes do isolamento com consequente interrupção do 

fluxo gênico e deriva (Morgan et al., 2011). Estudos filogeográficos sobre a fauna 

terrestre associada às florestas tropicais na América do Sul, especialmente nos 

Biomas Amazônico e Floresta Atlântica, foram realizados (Solomon et al., 2008; 

Carnaval et al., 2009; Resende et al., 2010). A maioria dos resultados desses estudos 

concorda com a hipótese dos refúgios florestais pleistocênicos e sugerem a 

persistência de fragmentos florestais durante os máximos glaciais ao norte da 

Floresta Atlântica e posterior colonização da região sul. Estes refúgios foram 

sugeridos com base na premissa de alta diversidade genética e endemismo de 

organismos mantidos em alopatria dentro dos fragmentos florestais bem como em 

modelos paleoclimáticos (Hewitt, 2000; Carnaval et al., 2009). No entanto, um 

número crescente de estudos tem apontado ambiguidades na previsibilidade destes 

modelos, principalmente na região sul do Brasil (Fitzpatrick et al., 2009; Thomé et 

al., 2010). 

 Divergentes padrões filogeográficos e de historia demográfica têm sido 

observados em organismos associados a habitats não florestais como respostas às 

oscilações climáticas ocorridas no Quaternário (González et al., 1998; Gonzalez & 

Wink, 2010; Ojeda, 2010; Mapelli et al., 2012; Mora et al., 2013). Esses estudos 

destacam a importância de se avaliar organismos adaptados a ambientes com 

estresse hídrico, os quais mostram uma ampla variedade de respostas aos ciclos 

glaciais e interglaciais comparados com as espécies que habitam exclusivamente 

ecossistemas florestais. Apesar do potencial para o entendimento dos padrões de 

diversidade e distribuição, ainda são poucos os estudos conduzidos com organismos 

nestes ecossistemas (Sérsic et al., 2011; Fregonezi et al., 2013; Turchetto-Zolet et al., 

2013). 

 Acromyrmex striatus (Roger, 1863), objeto de estudo deste trabalho, é uma 

espécie de formiga cortadeira associada a ambientes não florestais restrita as baixas 

latitudes da América do Sul. Tais características fazem desta espécie um excelente 

modelo para avaliar as influências das flutuações climáticas históricas, sobre a 

origem e a dinâmica evolutiva das planícies associadas à vegetação aberta do sul da 

América do Sul.  A. striatus é uma formiga comum em ambientes costeiros de 

restinga e terrenos arenosos com área de distribuição abrangendo os Pampas 

(incluindo os campos sulinos), a costa sul brasileira nos estado de Santa Catarina e 
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Rio Grande do Sul, parte do Chaco na Argentina e extremo sul do Paraguai (Delabie 

et al., 2011). Seu ninho é peculiar, pois as operárias limpam a superfície do solo 

sobre as câmaras de cultivo do fungo removendo toda a vegetação bem como 

matéria vegetal morta (Gonçalves, 1961; Kusnezov, 1963). Além das características 

citadas, A. striatus é uma espécie intrigante do ponto de vista taxonômico, 

filogenético e citogenético. O recente estudo publicado por Cristiano et al. (2013) 

mostrou que A. striatus possui o mesmo número cromossômico identificado nas 

espécies do gênero Atta cariotipadas. No entanto, na inferência filogenética, esta 

espécie não agrupou nem com as suas congêneres nem com espécies do gênero 

Atta, relacionando-se como grupo irmão das demais formigas cortadeiras avaliadas. 

 Diante do exposto, o objetivo do presente estudo foi estimar a diversidade 

genética e o perfil filogeográfico de A. striatus com o intuito de responder às 

seguintes questões: (i) de que forma as modificações ocorridas no ambiente de 

ocorrência desta espécie afetaram o habitat histórico e, consequentemente, a sua 

estrutura genética e demográfica? (ii) Existiram barreiras geográficas contribuindo 

para um fluxo gênico restrito ou ausente? (iii) A distribuição das populações 

associadas aos habitats costeiros e do interior continental foram influenciadas por 

diferentes fatores? (iv) As populações de A. striatus foram estáveis através do tempo 

evolutivo? Adicionalmente, para uma avaliação mais detalhada da história 

demográfica e do padrão filogeográfico observado para A. striatus, foi estimada a 

área potencial de distribuição atual e a área potencial histórica utilizando modelos 

paleoclimáticos disponíveis. Os resultados deste estudo contribuem para o melhor 

entendimento da influência das oscilações climáticas do passado sobre a origem e 

diversidade dos biomas de vegetação aberta, que ainda são pouco estudados e 

pobremente conhecidos. 

 

Material e métodos 

 

Coleta de amostras 

 

 Um total de 128 colônias de Acromyrmex striatus foram coletadas em 38 

localidades no Brasil e na Argentina (Tabela 1 e Figura 1), abrangendo a maior parte 

da distribuição desta espécie. A permissão específica para as coletas no Brasil 



 

 26

(SISBio26441-1) foi autorizada pelo Instituto Chico Mendes de Conservação da 

Biodiversidade (ICMBio). As amostras provenientes da Argentina foram 

gentilmente cedidas pela Dra. Stela Quirán. 

 

Extração de DNA, amplificação e sequenciamento  

 

 Amostras de A. striatus preservadas em álcool foram utilizadas para extração 

do DNA total de um indivíduo de cada colônia, utilizando o protocolo sugerido por 

Fernandes-Salomão et al. (2005). O DNA extraído foi utilizado para amplificação de 

parte do gene mitocondrial citocromo oxidase subunidade I (COI) e parte do gene 

nuclear wingless (wg). O par de primer CO11-3F e CO12-4R (Azuma et al., 2006) foi 

empregado para amplificação do gene COI e o par Wg578F (Ward & Downie, 

2005) e WG1032R (Abouheif & Wray, 2002) para o gene Wg. 

 As reações de amplificação por PCR foram realizadas utilizando 1U de Taq 

polimerase (Promega), dNTPs (0,25 mM cada), MgCl2 (2,5 mM), tampão da Taq 1X 

(Promega), primers (0,48 µM cada) e 1 µL de DNA (50 ng), em um volume final de 

25 µL. As condições para a amplificação incluíram um passo de desnaturação inicial 

a 94�C por 3 min, seguido de 35 ciclos de 1 min a 94�C para desnaturação do DNA, 

1 min a 53,5�C (COI) ou 55�C (WG) para o pareamento dos primers e 72�C por 2 

min (COI) ou 1 min (WG) para extensão do primer seguidos de um passo de 

extensão final a 72�C por 7 min. 

 Os amplificons foram enviados para a Macrogen Inc., Coréia do Sul 

(www.macrogen.com), purificados e sequenciados diretamente em ambas as 

direções (foward e reverse) utilizando os mesmos primers empregados nas reações de 

amplificação.  

 As fitas foward e reverse foram inspecionadas e reunidas utilizando o programa 

Consed (Gordon et al., 1998). As sequências foram previamente traduzidas para a 

sequências de aminoácidos com o propósito de garantir a homologia dos sítios, e 

verificar possível existência de códons de parada ou indels, e em seguida, os 

nucleotídeos foram alinhados usando o algoritmo ClustalW (Thompson et al., 1994) 

no programa MEGA5 (Tamura et al., 2011).
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Diversidade genética e estrutura da população 

 

 A diversidade genética de cada população amostrada foi investigada 

utilizando o programa DNAsp 5.1 (Librado & Rozas, 2009) para avaliar o 

polimorfismo dos nucleotídeos, número de haplótipos (H), diversidade haplotípica 

(Hd) e diversidade nucleotídica (π).  

 A estrutura populacional foi avaliada por meio da análise espacial de 

variância molecular (SAMOVA - spatial analysis of molecular variance) implementada 

pelo programa SAMOVA 1.0 (Dupanloup et al., 2002). Esta análise permite definir 

grupos de populações sem qualquer informação a priori sobre a estrutura da 

população. O método baseia-se na estatística F e utiliza um procedimento de 

emparelhamento simulado para definir grupos de populações que são 

geograficamente homogêneos e geneticamente diferentes uns dos outros. A análise 

foi realizada separando as populações em grupos de dois até doze, e assim, examinar 

a proporção da variação genética e se esta seria devido às diferenças entre os grupos 

formados (Fct). Desta forma, foi identificado entre os diferentes grupos analisados 

o maior e estatisticamente significante Fct para um determinado K. 

 A análise de variância molecular (AMOVA � Analysis of Molecular Variance) foi 

estimada pela variação genética e pelos índices de fixação implementados no 

programa Arlequin 3.5 (Excoffier & Lischer, 2010). A AMOVA foi calculada com 

três níveis hierárquicos de acordo com os grupos de populações definido pela 

SAMOVA. 

 Para avaliar se a variação genética poderia ser explicada pelo efeito de 

isolamento por distância, foi realizada uma correlação entre a o logaritmo da 

distância genética e distância geográfica por meio do teste de Mantel (Mantel, 1967) 

utilizando o programa Alleles In Space (AIS � Miller, 2005), com 10000 replicações.  

 Uma genealogia gênica foi reconstruída no programa Network 4.6.1.1. 

(www.fluxus-engineering.com) por meio do algoritmo median-joining para verificar a 

existência de relação entre a distribuição dos haplótipos e a distribuição geográfica 

das amostras de A. striatus analisadas. 
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Demografia histórica e divergência  

 

Com o intuito de testar se as populações de A. striatus passaram por uma 

recente expansão populacional ou �bottleneck�, foram realizados os testes de 

neutralidades Fs de Fu (Fu, 1997) e D de Tajima (Tajima, 1989) implementados no 

programa ARLEQUIN 3.5 para cada população. A distribuição das diferenças 

genéticas entre pares de haplótipos (mismatch distribution) foi realizada na população 

que mostrou resultado significativo para os testes de neutralidade considerando a 

premissa de populações panmíticas. Foi comparada a distribuição observada e a 

esperada tanto para o modelo de expansão demográfica quando para o modelo de 

expansão espacial utilizando o programa ARLEQUIN 3.5. Em geral, distribuições 

multimodais são consistentes com estabilidade demográfica ou múltiplos eventos de 

expansão, enquanto que usualmente distribuições unimodais indicam que a 

população passou por uma expansão populacional ou espacial recente (Excoffier & 

Lischer, 2010). A adequabilidade dos modelos aos dados foi avaliada pela 

significância das somas dos quadrados dos desvios (SSD) e o índice Hri (Harpending�s 

raggedness index). 

Para determinar quando ocorreu a divergência entre os maiores clados e se o 

período corresponde ao de datas conhecidas de eventos do Quaternário, os tempos 

de divergência entre os clados foram estimados. Para inferir o tempo desde o 

ancestral comum mais recente (TMRCA) e, assim, o tempo de divergência entre os 

grupos de A. striatus, foi utilizado uma metodologia que se assemelha a 

implementada por Seal et al., (2011). O TMRCA foi estimado por meio da 

abordagem Bayesiana em cadeias de MCMC utilizando o programa BEAST 1.6.1 

(Drummond & Rambaut, 2007).  A taxa de mutação de 1,455E-02 ± 1,25E-03 de 

substituições por sítio por milhões de anos, estimada especificamente para o gene 

COI de formigas (Resende et al., 2010), foi utilizada sob uma abordagem de relógio 

molecular relaxado não correlacionado (relaxed molecular clock uncorrelated log-normal). 

Esta abordagem foi escolhida com base na análise de evolução das sequências para 

o relógio molecular por meio do programa PAUP* (Swofford, 2003), a qual rejeitou 

o modelo de relógio molecular restrito ou fixo (χ2 = 211,6; d.f. = 56; P < 0.001). 

Tratando-se de uma análise intraespecífica, as sequências idênticas foram removidas 

e o modelo de coalescência de tamanho constante (colescence: contant size) foi utilizado. 
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As análises foram conduzidas sob o modelo de substituição nucleotídica SRD06 

(Shapiro et al., 2006), o qual permite que a terceira posição do códon tenha uma 

taxa de substituição diferente da primeira e da segunda base, por 30 milhões de 

gerações excluindo os 20% iniciais. Um total de cinco análises independentes foram 

conduzidas e, posteriormente, combinadas e analisadas no programa TRACER v 1.5 

(Rambaut & Drummond, 2007), para verificar a consistência e repetitividade dos 

dados por meio do tamanho efetivo da amostra >200 (effective sample size - ESS).  

 

Modelagem da distribuição potencial atual e histórica 

 

 Para identificar as áreas de distribuição potencial da espécie A. striatus para 

condições climáticas atuais e do Quaternário, foi implementado o algoritmo de 

máxima entropia no programa MAXENT (Phillips et al., 2006). Este modelo 

permite calcular a probabilidade de ocorrência da espécie no espaço geográfico com 

base nas variáveis ambienteis de um determinado conjunto de locais. Foram 

utilizados os pontos de presença da espécie georeferenciados durante as coletas do 

presente trabalho, e para obter uma inferência mais robusta, pontos adicionais 

foram obtidos da literatura (Kusnezov, 1956; Varela & Perera, 2003; Milesi & 

Casenave, 2004; Armani & Quirán, 2007; Wild, 2007). As variáveis climáticas 

utilizadas nesta análise foram: temperatura anual média (BIO1), sazonalidade da 

temperatura (desvio padrão *100)(BIO4), temperatura média do trimestre mais seco 

(BIO9), precipitação anual (BIO12), sazonalidade da precipitação (coeficiente de 

variação *100)(BIO15) e precipitação do trimestre mais quente (BIO18), disponíveis 

na base de dados WORLDCLIM (http:\\www.worldclim.org) (Hijmans et al., 

2005). Estas variáveis foram escolhidas considerando as características de 

nidificação e a capacidade de termoregulação de A. striatus com relação ao seu fungo 

simbionte (Bollazzi et al., 2008). Com o intuito de evitar predições espúrias, foi 

definido o limite de critério mínimo de presença que é igual à predição de um 

modelo com um valor mínimo de presença para qualquer ocorrência. Cada modelo 

gerado pelo MAXENT foi avaliado pela área sob a curva (AUC � area under the 

curve). Valores de AUC próximos a 1 indicam máxima acurácia do modelo gerado. 

Foram conduzidas análises para o modelo climático atual visando obter a área 

preditiva de ocorrência de A. striatus atualmente. Outros três modelos 
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paleoclimáticos disponíveis, sendo um para última interglaciação (LIG, 130 mil anos 

Antes do Presente � A.P.) e dois para o último máximo glacial (LGM � 21 mil anos 

A.P.) o MIROC (Model of interdisciplinar research on climate) e CCSM3 (community climate 

system model), foram utilizados para inferir a área preditiva adequada para ocorrência 

de A. striatus durante o Quaternário. 

 

Resultados 

 

Caracterização e diversidade das sequências  

 

Um total de 922 pares de bases não ambíguas foram sequenciadas do gene 

mitocondrial COI de populações naturais da espécie A. striatus, e nenhum códon de 

parada ou indel foi observado. Para o gene nuclear wingless, 375 pares de bases 

foram sequenciadas, porém este gene não apresentou nenhum polimorfismo 

intraespecífico. Desta forma, as análises que seguirão neste estudo, foram realizadas 

com o gene mitocondrial COI. Foram observados nas sequencias do COI 66 sítios 

variáveis, destes, 58 eram informativos para a parcimônia e oito eram singletons, e 58 

haplótipos foram identificados. A diferença no número de nucleotídeos entre as 

sequências analisadas foi em média de 12,96 nucleotídeos (min - máx = 0 - 37) e a 

divergência máxima entre duas sequências foi de 4,01%. A diversidade haplotípica 

(Hd) foi de 0,908 ± 0,021 e a diversidade nucleotídica (π) total foi de 0,01406 ± 

0,00094 considerando todas as populações de A. striatus. As populações que 

apresentaram a maior e a menor diversidade haplotípica foram ARGE e FLOR, 

respectivamente. A população FLOR também apresentou a menor diversidade 

nucleotídica enquanto a maior foi observada para a população MOST (Tabela 2).  

 

Relações filogenéticas e estrutura geográfica 

 

A Figura 2 mostra as relações filogenéticas entre os haplótipos de A. striatus, 

onde cinco haplogrupos geograficamente estruturados foram observados. As 

populações de A. striatus coletadas na região litorânea de Santa Catarina foram todas 

incluídas no mesmo haplogrupo, incluindo 12 haplótipos, sendo o haplótipo H1 (n 

= 36) o mais abundante (Figura 2). Da mesma forma, as amostras coletadas na 
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Argentina formam um único haplogrupo, que, no entanto, apresentaram alta 

diversidade haplotípica. As amostras referentes à população RIOG, no sul da costa 

litorânea do Rio Grande do Sul, formam um haplogrupo separado das demais 

amostras coletadas no interior e no litoral do Rio Grande do Sul. Três haplótipos 

exclusivos foram identificados (H13, H14 e H19) nas amostras provenientes da 

população NORT (ambas as localidades estão situadas ao norte do litoral do estado 

do Rio Grande do Sul) e formam um haplogrupo isolado das outras populações. As 

demais populações do interior e litoral do Rio Grande do Sul formam um 

haplogrupo distinto, onde o haplótipo mais abundante foi o H41 (n=14). A 

distribuição dos haplótipos evidencia alta estruturação regional das populações de 

A. striatus (Figura 3), onde os haplogrupos estão conectados por nove passos 

mutacionais ou mais. 

 A SAMOVA foi implementada para identificar o máximo de diferenciação 

genética entre grupos e assim estimar potenciais barreiras ao fluxo gênico. O grupo 

K = 7 foi o que apresentou o maior valor de Fct (Tabela 3 e Figura 4). Baseado nos 

grupos sugerido pela SAMOVA, a AMOVA mostrou que a maior parte da variação 

genética foi atribuída a diferenças entre grupos, ou seja, entre regiões amostradas 

(Tabela 4). Estes resultados indicam que os grupos de populações estão estruturados 

geograficamente. O modelo de estruturação genética estimado pelo SAMOVA (K = 

7) apresentou significado geográfico uma vez que populações adjacentes foram 

agrupadas juntas. Os valores de Fst calculados para cada uma das populações 

variaram entre 0,9494 e 0,0000, sendo a maioria significativa (p < 0,05). Em geral, os 

menores valores de Fst foram observados entre populações vizinhas. No entanto, os 

valores de Fst entre as populações de Santa Catarina não foram significativos, 

sugerindo que não existe ausência significante de fluxo gênico entre essas 

populações (Tabela 5). 

O teste de Mantel mostrou uma correlação significativa entre o logaritmo da 

distância genética e a distância geográfica (r = 0,5662; p < 0,01), indicando que a 

diferenciação genética entre as populações de A. striatus pode, em parte, ser 

atribuída ao isolamento por distância. Para verificar se a população da Argentina 

estaria influenciando a significância do resultado, esta população foi removida da 

análise e, mesmo assim, o resultado foi significativo (r = 0,5031; p < 0,01). 
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Demografia histórica e datação molecular 

 

 Os testes de neutralidade foram conduzidos para cada uma das 13 

populações de A. striatus (Tabela 2). Entre todas as populações, apenas a MOST 

apresentou valores negativos para o Fs de Fu (p < 0,01) e para o D de Tajima (p < 

0,05). Estes resultados indicam que as frequências haplotípicas desta população 

diferem do esperado pela hipótese de evolução neutra, sugerindo expansão 

populacional recente. Estes resultados foram confirmados pela analise de mismatch 

distribution (Figura 5), onde foi observado um perfil unimodal na distribuição das 

diferenças haplotípicas par a par. Adicionalmente, o padrão de distribuição 

observado se ajusta tanto com o modelo de expansão espacial (SDD = 0,00758; p = 

0,70; Hri = 0,06084; p = 0,62) quando o de expansão demográfica (SDD = 0,00758; 

p = 0,70; Hri = 0,06084; p = 0,66).  

 Na Tabela 6 são apresentadas as idades de divergências entre os clados 

estimadas por meio da abordagem Bayesiana. O tempo do ancestral comum mais 

recente entre as populações do Brasil e da argentina foi de ~2,5 milhões de anos. 

No Brasil, o tempo do ancestral comum mais recente de todas as populações 

analisadas foi de ~1,531 milhões de anos, sendo que as populações do interior do 

estado do Rio Grande do Sul (incluindo MOST e parte de NORT) diversificaram a 

~664 mil anos, enquanto as populações do litoral do estado de Santa Catarina e 

extremo sul do Rio Grande do Sul (população RIOG) são relativamente mais 

recentes com ~336,1 mil anos e ~324,5 mil anos, respectivamente (Tabela 6).  

 

Distribuição potencial atual e histórica  

 

 O modelo de distribuição potencial atual mostrou alto desempenho em 

predizer a ocorrência de A. striatus (AUC = 0,982). Este modelo foi compatível com 

a área de distribuição atual da espécie (Figura 6a), embora tenha superestimado 

algumas áreas conhecidas por não serem adequadas à ocorrência de A. striatus (e.g. 

áreas ao norte do estado de Santa Catarina cobertas por Floresta Atlântica). A 

projeção do modelo sobre os parâmetros paleoclimáticos do LGM e LIG sugeriu 

áreas comparativamente adequadas à ocorrência de A. striatus, e todos os modelos 

de distribuição histórica estimados apresentaram valores de AUC apropriados 



 

 33

(>0,95) (Figura 6b-d). No entanto, foram superestimados, tanto para o LIG quanto 

para o LGM, áreas de ocorrência potencial no nordeste do Brasil. Essas áreas não 

foram observadas na modelagem de distribuição atual, e possivelmente não 

possuem significado biológico. Os modelos de paleodistribuição sugerem que pode 

ter ocorrido uma redução no habitat histórico de A. striatus durante o LIG e uma 

expansão durante o LGM. Além disso, áreas de alta probabilidade de ocorrência 

foram estimadas até mesmo ultrapassando dos limites da costa atual durante o 

LGM, provavelmente devido à redução do nível do oceano (Figura 6c-d). 

 

Discussão 

 

 Os resultados obtidos no presente estudo fornecem evidencias que 

contribuem para a compreensão da história evolutiva e os padrões de variabilidade 

genética de A. striatus, espécie associada às planícies de vegetação aberta. As 

populações de A. striatus estão altamente estruturadas geneticamente como resultado 

de um longo período de tempo de isolamento dos grupos de populações ao longo 

de sua história evolutiva. As relações genealógicas observadas mostram que 

haplótipos ocorrendo dentro de uma região geográfica, são proximamente 

relacionados, sugerindo fluxo gênico restrito ou ausente entre os grupos de 

populações separados geograficamente. 

As populações dentro de uma mesma região são geneticamente similares uma 

vez que a maior variação genética foi observada entre grupos de populações na 

AMOVA. Os cinco grupos previamente estabelecidos (ver tabela 3) foram 

confirmados pela AMOVA. Foram identificados pela SAMOVA sete potenciais 

barreiras ao fluxo gênico, separando as populações litorâneas. Distingue-se a 

população mais ao norte do litoral continental de Santa Catarina (CONT) das 

demais, e as populações do litoral do Rio Grande do Sul em três grupos, sendo um 

ao norte da distribuição (NORT), um central (MOST), e um ao sul da distribuição 

(RIOG) litorânea de A. striatus. Estes resultados demostram que o corpo de água 

que separa as populações da Ilha de Santa Catarina (FLOR) das populações do 

continente, não representa uma barreira que impediria o fluxo gênico. De fato, 

corpos de águas como rios e oceanos, não representam uma barreira intransponível 

para insetos que voam (Azuma et al., 2006; Seal et al., 2011).  
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Uma vez que o percentual de variação molecular foi atribuído a variações 

entre regiões, pode-se sugerir que os grupos de populações de A. striatus estiveram 

isoladas de algum modo e com pouca possibilidade de dispersão entre uma região e 

outra, ocorrendo tempo suficiente para o acúmulo de diferentes mutações únicas 

entre os grupos de populações distantes geograficamente. Estes resultados 

concordam com a correlação positiva entre o logaritmo da distância genética e 

distância geográfica no teste de Mantel, sugerindo que o isolamento por distância 

contribui para o padrão de distribuição da diferenciação genética observada em A. 

striatus. De fato, isolamento por distância é esperado em espécies com baixa 

habilidade de dispersão e que tenham ocupado e colonizado sua área atual de 

ocorrência por um longo período de tempo (Mora et al., 2013) 

Fatores ecofisiológicos da espécie e o isolamento por distância podem ter 

contribuído para a configuração da estrutura genética encontrada, visto que barreiras 

físicas explícitas ao fluxo gênico não foram identificadas. Mesmo sendo aptas ao 

voo, às fêmeas de A. striatus apresentam baixa capacidade de dispersão (Diehl et al., 

2001). Além disso, apresentam alta especificidade de habitat, sendo restritas a solos 

arenosos, bem drenados, e pobres em matéria orgânica (Diehl-Fleig & Rocha, 1998). 

De fato, a seleção de solos adequados para o estabelecimento da colônia foi 

demonstrado ser de particular relevância para formigas cortadeiras (Bollazzi et al., 

2008). Assim, eventos distintos associados à geomorfologia histórica das duas 

planícies (litorânea e do interior) onde A. striatus ocorre, parecem estar associados ao 

padrão filogeográfico observado. Fatores associados à idade geológica e à 

geomorfologia destas planícies devem ter influenciado a estruturação genética de A. 

striatus. Essas duas planícies são caraterizadas por apresentarem solos arenosos, 

permeáveis e sob forte influencia eólica. As planícies costeiras são geologicamente 

mais recentes, formadas, principalmente, por solos quartzosos. Já os Pampas são 

ambientes mais antigos caracterizados por muitos tipos de solos e uma paisagem 

pedológica heterogênea, onde os solos arenosos ocorrem em pacotes rodeados por 

outros tipos de formações (Freitas et al., 2010; Fregonezi et al., 2013). Assim, dada a 

preferência de A. striatus sobre o tipo de solo para nidificação, os padrões de 

distribuição e extensão dos terrenos arenosos nas planícies, à distância e a matriz 

entre estes, podem ter influenciado a conectividade entre as populações, 

favorecendo o perfil filogeográfico observado neste estudo. Reforçando esta 
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hipótese, é conhecido que a distribuição heterogênea das áreas arenosas no interior 

das planícies da América do Sul parece estar associada com o padrão estruturado 

das populações dos roedores subterrâneos do gênero Ctenomys (Mapelli et al., 2012; 

Mora et al., 2013) bem como a distribuição e diversificação de espécies de plantas 

do gênero Petunia e Calibrachoa (Fregonezi et al., 2013). 

Identificar padrões filogeográficos explícitos são, às vezes, difíceis, 

particularmente, para áreas historicamente dinâmicas, como para ambiente de 

vegetação aberta. Alguns estudos tem sugerido que, no Brasil, a diversificação dos 

organismos acompanhava a vegetação de campos abertos de altitude (Moraes et al., 

2009; Franco & Manfrin, 2013). Estes ambientes expandiam durante os períodos 

glaciais favorecidos pelo clima mais frio e seco, e contraiam e eram isolados em ilhas 

devido ao avanço das florestas durante os períodos interglaciais, mais quentes e 

úmidos (Behling & Negrelle, 2001; Behling, 2002). Assim, foi sugerido que os 

padrões de diversificação das espécies presentes nestes ambientes foram 

influenciados pelo isolamento das populações e consequente interrompimento do 

fluxo gênico (Moraes et al., 2009). No entanto, estes processos, provavelmente não 

afetaram de maneira semelhante a diversificação e distribuição das espécies nos 

ambientes de vegetação aberta de terras baixas como, por exemplo, os Pampas. Este 

bioma persistiu durante os períodos glaciais e interglaciais, de modo que não foi 

diretamente afetado pela expansão das florestas úmidas (Ortiz-Jaureguizar & 

Cladera, 2006; Fregonezi et al., 2013). Grant & Bowen (1998) sugerem que a 

combinação de alta diversidade haplotípica e nucleotídica, como observado em A. 

striatus, está relacionada a populações historicamente grandes e estáveis. Do mesmo 

modo, os testes de neutralidade não identificaram desvios da hipótese de evolução 

neutra dos haplótipos, indicando que A. striatus não experimentou períodos de 

rápida expansão populacional ou �bottlenecks� (exceto para a população MOST), 

sugerindo que a espécie permaneceu demograficamente estável durante o tempo 

evolutivo. Assim, com base nos resultados do presente estudo, sugere-se que a 

colonização das planícies de vegetação aberta por A. striatus aconteceu de maneira 

gradativa e influenciada por diversos fatores, incluindo aqueles moldados pelos 

eventos climáticos que ocorreram no final do Plioceno e durante todo o 

Quaternário.   
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A reconstrução da área potencial de distribuição de A. striatus no tempo 

evolutivo sugere que os habitats adequados para o seu estabelecimento passaram 

por uma moderada expansão durante os períodos glaciais (Figura 7 � LGM, 21 mil 

anos A.P.) e reafirmam a ideia geral de expansão dos ambientes de vegetação em 

direção ao norte da América do Sul como sugerido por Behling (2002). Os modelos 

de paleodistribuição também indicam que durante o período interglacial (Figura 7b 

� LIG, 130 mil anos A.P.) houve uma redução das áreas potencialmente adequadas 

à ocorrência de A. striatus, possivelmente associada ao aumento da umidade e 

expansão dos ambientes florestais (Behling & Negrelle, 2001). No entanto, a área 

potencial de ocorrência de A. striatus nos períodos glaciais e interglaciais foram 

particularmente constantes em relação às áreas atuais de ocorrência da espécie. 

Assim, as populações atuais de A. striatus podem ser o resultado de uma grande 

população que se manteve demograficamente estável durante o tempo evolutivo. 

Possíveis eventos de expansão e redução das populações podem não ter eliminado o 

imprint genético de estabilidade demográfica das populações de A. striatus. 

Adicionalmente, a estabilidade demográfica histórica observada no presente estudo 

bem como a posição filogenética de A. striatus como grupo irmão das demais 

formigas cortadeiras (Cristiano et al., 2013), concordam com a hipótese inicialmente 

proposta por Fowler (1983) de que este grupo de formigas deve ter se originado e 

diversificado em ambientes áridos no sul da América do Sul.  

Os efeitos das oscilações climáticas sobre a diversificação das espécies é um 

assunto controverso. Dados baseados em relógio molecular têm sugerido que os 

eventos antecedem o Pleistoceno (Fitzpatrick et al., 2009; Resende et al., 2010; 

Thomé et al., 2010), ao contrário do inicialmente pensado (Moritz et al., 2000). Os 

resultados obtidos neste estudo confirmam esta tendência, uma vez que a idade 

estimada para o tempo do ancestral comum mais recente de todos os haplótipos de 

A. striatus foi de aproximadamente 2,5 milhões de anos, o qual corresponde à época 

do Plioceno. O tempo de divergência entre as populações da Argentina e do Brasil 

foram estimados na transição entre o final do Plioceno e inicio do Pleistoceno, 

enquanto as outras populações do Brasil apresentaram tempos de diversificação 

relativamente mais recentes, datadas entre o meio e o final do Pleistoceno. Estes 

resultados sugerem que as populações presentes no interior do Brasil são 

historicamente mais antigas, e que as populações da Argentina são relativamente 
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mais recentes. Combinando os dados de datação molecular e as conectividades entre 

os haplótipos, a distribuição de A. striatus pode ser resultado de um processo de 

dispersão e colonização a partir das populações brasileiras. No entanto, estes 

resultados devem ser vistos com cautela, dado ao número limitado de amostras na 

Argentina. 

Outro aspecto importante evidenciado pela datação dos maiores clados de A. 

striatus é a concordância entre as idades estimadas dos grupos litorâneos, com a 

idade de formação dos ambientes arenosos da região costeira do estado do Rio 

Grande do Sul. A evolução desta planície costeira ocorreu como resultado dos 

eventos de transgressão e regressão marinha do tipo laguna-barreira durante o 

Quaternário, e que se iniciaram há aproximadamente 400 mil A.P. (Tomazelli & 

Villwock, 2000). Segundo estes autores, o sistema se caracteriza pela deposição 

gradual de barreiras de depósitos arenosos ao longo da costa que apresentam idades 

diferentes de formação durante o Pleistoceno e Holoceno. A distribuição dos 

haplótipos de A. striatus evidencia a separação das populações litorâneas da região 

centro-norte (NORT; MOST) e região sul (RIOG). Esta evidência sugere que a 

população RIOG é derivada de uma linhagem independente das demais linhagens 

presentes no Rio Grande do Sul, e a estimativa do tempo do ancestral comum mais 

recente foi de ~324,5 mil anos que é correspondente à idade de formação do cordão 

arenoso (Barreira II, ver Tomazelli & Villwock, 2000) na região mais ao sul da costa. 

As demais populações litorâneas ocupam cordões arenosos formados em eventos 

transgressivo-regressivos secundários, e, portanto, mais recentes. Estas regiões 

constituem as barreiras denominadas III e IV, que são atualmente a costa do Rio 

Grande do Sul e datam de eventos do final do Pleistoceno e Holoceno (Tomazelli & 

Villwock, 2000). Além disso, parte da população NORT está conectada com as 

populações do interior do estado, enquanto a outra parte desta população forma um 

haplogrupo distinto, conectado aos outros grupos por haplótipos estimados ou não 

amostrados. É importante ressaltar a elevada diversidade genética observada nesta 

população (ver Tabela 2). Alta diversidade genética tem sido associada a barreiras 

pleistocênicas que serviram como refúgios durantes as oscilações no nível dos 

oceanos (Pinheiro et al., 2011). Segundo estes autores, essas barreiras são depósitos 

de dunas que serviram como ambientes estáveis para as espécies de ambientes 

costeiros. Complexos de dunas e barreiras estáveis de longa duração (denominadas 
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Jardins do Éden) foram sugeridas para a região de ocorrência da população NORT 

(Dillenburg et al., 2009), o que explicaria a alta diversidade genética encontrada 

nesta localidade. Uma hipótese alternativa seria a possibilidade de esta região 

representar uma zona de contato secundário entre as populações que foram 

historicamente isoladas durante a elevação do nível do mar. Adicionalmente, esta 

região deve ter sido fonte para colonização das outras áreas do litoral, como a 

população MOST, a única que apresentou evidências significativas para expansão 

populacional nos testes de neutralidade. 

De modo geral os resultados do presente estudo sugerem uma complexa 

relação entre os processos históricos e ecológicos que moldaram a atual estrutura 

das populações de A. striatus em sua distribuição geográfica. Pode-se propor, então, 

que o cenário da história demográfica de A. striatus foi influenciado de maneira 

diferente entre as populações que ocorrem nos Pampas e na planície costeira. Nesta 

última, geologicamente mais recente, as populações foram marcadamente 

influenciadas pelas oscilações oceânicas durante o Quaternário. As populações de A. 

striatus são significativamente estruturadas geograficamente como um resultado de 

uma demografia histórica estável durante o tempo evolutivo e baixa capacidade de 

dispersão. Isolamento por distância parece ter forte influência, e sugere um 

equilíbrio entre migração e deriva genética nesta espécie de formiga. Estes 

resultados são consistentes com a hipótese de que os Pampas e a região costeira do 

sul do Brasil não foram fortemente afetados com a expansão das florestas durante 

os períodos interglaciais. Devido à diversidade de respostas observada em espécies 

que habitam ambientes de vegetação aberta, é importante que mais estudos sejam 

desenvolvidos com espécies nestes ambientes para que os processos gerais que 

governaram a diversificação destes ecossistemas sejam completamente entendidos.  
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Tabela 1 � Espécimes de Acromyrmex striatus amostradas para a análise 
filogeográfica. Locais de amostragens, coordenadas geográficas (S = Sul, W = 
Oeste), número de indivíduos e haplótipos estimados a partir do gene COI seguido 
do número de indivíduos (n). Amostras coletadas nos estados do Rio Grande do Sul 
e Santa Catarina estão presentados por RS e SC, respectivamente. 

 

 

 

 

 

País População Localidades 
Coordenadas

Haplótipos (n) 
S W

Brasil FLOR Moçambique (SC) 27.48 48.38 1(4) 
  Joaquina (SC) 27.63 48.45 1(1) 
  Pantano do Sul (SC) 27.78 48.52 1(4) 
 CONT Pinheira (SC) 27.87 48.60 1(2) 
  Sonho (SC) 27.84 48.59 1(2), 12(2)
 CABO Garopaba (SC) 27.99 48.63 1(2), 11(2), 12(1)
  Ibiraquera (SC) 28.16 48.65 1(5) 
 LAGU Laguna (SC) 28.60 48.83 1(3), 4(1), 5(1)
  Itapirubá (SC) 28.31 48.70 1(3), 9(1), 10(1)
 SOUT Rincão (SC) 28.81 49.20 6(1), 7(1), 8(1)
  Ilhas (SC) 28.90 49.32 1(2) 
  Araranguá (SC) 28.93 49.35 1(3), 2(1)
 EXTR Arroio do Silva (SC) 29.02 49.44 1(3), 2(1), 3(1), 
  Gaivota (SC) 29.18 49.60 1(2), 3(1)
 NORT Torres (RS) 29.36 49.74 13(1), 14(1)
  Curumim (RS) 29.62 49.93 15(1) 
  Xangrilá (RS) 29.82 50.04 16(2), 17(1), 18(1)
  Cidreira (RS) 30.13 50.18 15(1), 19(1)
 MOST Mostardas (RS) 31.13 50.83 20(1), 21(2), 22(1), 23(1)
  Tavares (RS) 31.32 51.11 21(2), 23(1), 26(1), 27(1)
  São Simão (RS) 30.93 50.76 24(1), 25(1)
 RIOG São José do Norte (RS) 32.02 52.03 28(2) 
  Estreito (RS) 31.85 51.79 29(1), 30(1), 31(2)
  Cassino (RS) 32.11 52.17 32(1), 33(2), 34(1)

Pedro Osório (RS) 32.02 52.83 47(2), 48(1), 49(1)
 INTE Bagé (RS) 31.36 54.11 35(1), 50(2)
  Cachoeira do Sul (RS) 29.84 52.96 41(1), 44(1), 45(1)
  Caçapava do Sul (RS) 30.61 53.36 32(1), 33(2), 34(1)
  Tapes (RS) 30.65 51.56 51(1), 52(1)
 SAMA Santa Maria 29.65 54.05 35(1), 36(1), 37(3)
  Restinga Seca (RS) 29.76 53.49 37(1), 38(1), 39(1), 40(1)
 WEST Unistalda (RS) 29.03 55.21 35(1), 41(2), 42(1)
  Cruz Alta (RS) 28.95 53.64 41(3), 43(1)
  Santiago (RS) 29.18 54.85 41(5) 
    

Argentina ARGE Santa Rosa 36.61 64.32 53(1) 
  Ataliba Roca 37.05 64.28 54(2), 55(1)
  Entre Lihuel Calel 37.53 65.15 56(1) 
  Winifreda 35.22 64.26 57(1), 58(1)
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Tabela 2 � Diversidade genética e testes de neutralidade para cada população de Acromyrmex striatus. Os valores significativos são apresentados 
em negrito. 
 

População N H Hd π 
Testes de neutralidade 

D de Tajima  valor-p Fs de Fu valor-p 
FLOR 09 01 0,000 ± 0,000 0,00000 ± 0,000 0,00000 1,00000 0,00000 n.a 

CONT 06 02 0,533 ± 0,172 0,00058 ± 0,000 0,85057 0,88170 0,62543 0,37000 

CABO 10 03 0,511 ± 0,164 0,00137 ± 0,000 -0,39990 0,36850 0,94880 0,69820 

LAGU 10 05 0,667 ± 0,163 0,00207 ± 0,001 -1,39868 0,09030 -0,70594 0,25180 

SOUT 09 05 0,722 ± 0,159 0,00193 ± 0,001 -1,79752 0,01130 -1,11299 0,13920 

EXTR 08 06 0,607 ± 0,164 0,00221 ± 0,001 -0,56068 0,31290 1,61176 0,81340 

NORT 09 07 0,944 ± 0,070 0,01344 ± 0,004 1,72582 0,98130 0,72790 0,60250 

MOST 12 08 0,894 ± 0,078 0,00251 ± 0,002 -1,75016 0,02680 -3,45722 0,00970 

RIOG 14 10 0,956 ± 0,038 0,00365 ± 0,002 -0,95645 0,17710 -4,07787 0,01190 

INTE 12 08 0,894 ± 0,078 0,00526 ± 0,002 -0,81319 0,22000 -1,13556 0,25360 

SAMA 09 06 0,833 ± 0,127 0,00368 ± 0,001 0,10765 0,56430 -0,87706 0,24990 

WEST 13 04 0,423 ± 0,164 0,00139 ± 0,001 -1,24415 0,11130 0,02744 0,47760 

ARGE 07 06 0,952 ± 0,096 0,00424 ± 0,002 0,33464 0,64290 -1,64228 0,10910 

N: número de amostras; H: número de haplótipos; Hd: diversidade haplotípica; π: diversidade nucleotídica; ±: desvio padrão. 
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Tabela 3 � Modelos de estruturação genética. Os índices de fixação foram testados ao 
nível de 10.000 permutações. As populações estão agrupadas de acordo com o resultado 
obtido a partir da SAMOVA. As populações pertencentes a cada grupo estão representadas 
dentro de cada colchete. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte de variação 
Nível de subdivisão das populações 

de A. striatus 

Índices de 
fixação 

Fst Fct Fsc
Grupos 

estabelecidos pela 
SAMOVA 

[FLOR, CABO, LAGU, SOUT, EXTR] 
[CONT] [NORT] [MOST] [RIOG] 
[INTE, SAMA, WEST] [ ARGE] 

0,80 0,80 0,03

Todos os valores foram significativos (p<0,001).
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Tabela 4 � Análise de variância molecular (AMOVA) para a espécie Acromyrmex 
striatus, realizada com três níveis hierárquicos, considerando os grupos formados 
pela SAMOVA. 
 

Fonte de variação g.l.
Porcentagem de 

variação 
Entre grupos 6 80,28 
Entre populações dentro de grupos 6 0,63 
Dentro de populações 115 19,09 
g.l.: graus de liberdade. Todos os valores foram significativos (p < 0,01). 
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Tabela 5 � Valores de Fst das comparações par a par entre as populações de Acromyrmex striatus, estimados a partir do gene mitocondrial COI. 
Os valores apresentados em negrito são significativos (p < 0,05). 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

FLOR CONT CABO LAGU SOUT EXTR NORT MOST RIOG INTE SAMA WEST ARGE 

FLOR 0,0000 
CONT 0,2871 0,0000 
CABO 0,1140 0,0903 0,0000 
LAGU 0,0000 0,0222 0,0134 0,0000 
SOUT 0,0318 0,0418 -0,0112 -0,0251 0,0000 
EXTR 0,0811 0,0387 0,1030 0,0165 0,0192 0,0000 
NORT 0,5808 0,5145 0,5160 0,5369 0,5370 0,5652 0,0000 
MOST 0,9023 0,8758 0,8460 0,8513 0,8473 0,8712 0,3625 0,0000 
RIOG 0,8703 0,8442 0,8244 0,8306 0,8284 0,8451 0,6427 0,8475 0,0000 
INTE 0,7765 0,7349 0,7189 0,7270 0,7264 0,7458 0,3622 0,5283 0,7930 0,0000 
SAMA 0,8790 0,8429 0,8133 0,8221 0,8177 0,8400 0,3989 0,6719 0,8301 0,1276 0,0000 
WEST 0,9376 0,9163 0,8815 0,8833 0,8769 0,8977 0,4999 0,7271 0,8702 0,0405 0,2810 0,0000 
ARGE 0,9494 0,9297 0,9128 0,9195 0,9179 0,9296 0,7090 0,9103 0,8805 0,8585 0,8872 0,9289 0,000 
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Tabela 6 � Estimativas em milhões de anos do tempo de divergência do ancestral 
comum mais recente entre os haplogrupos de Acromyrmex striatus. As estimativas 
foram baseadas sobre uma taxa de mutação para o gene mitocondrial COI de 
formiga (0,01455 pb por milhões de anos). 
 
Haplogrupo TMRCA 95% CI ESS 
Argentina 0,3016 (0,085 � 0,593) 23850 
Brasil 1,5310 (0,794 � 2,583) 5769 
Cassino 0,3245 (0,011 � 0,615) 18845 
Litoral SC 0,3361 (0,127 � 0,611) 18370 
Rio Grande do Sul 0,6644 (0,345 � 1,054) 25659  
Torres 0,1578 (0,017 � 0,368)  26175 
Todos 2,5913 (1,189 � 4,704) 16432 
TMRCA: tempo desde o ancestral comum mais recente; CI: intervalo de confiança; ESS: tamanho efetivo da 
amostra. 
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Figura 1 � Mapa da América do Sul com a distribuição geográfica das populações amostradas de Acromyrmex striatus. (a) Mapa do continente Sul 
Americano (b) população coletada na Argentina e (c) populações coletadas no Brasil. Cada local de coleta é representado por um ponto, e as 
cores dos pontos indicam cada população. Estas mesmas cores utilizadas para representar cada população, também foram empregadas na rede 
de haplótipos. 
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Figura 2 � Relação genealógica inferida para 58 haplótipos do gene mitocondrial COI de Acromyrmex striatus estimada por meio do algoritmo 
median-joining. As áreas são proporcionais à frequência dos haplótipos, o qual variou de 1 a 36. As cores representam cada população amostrada, e 
correspondem com as cores da Figura 1. Os números dos haplótipos de A. striatus correspondem com os representados na Tabela 1. Números 
em vermelhos indicam os passos mutacionais entre haplótipos maiores que um. É possível visualizar cinco haplogrupos. Os pequenos círculos 
brancos representam os haplótipos perdidos ou não amostrados. 
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Figura 3 � Distribuição geográfica e relação genealógica de Acromyrmex striatus. A rede de haplótipos (Figura 2) do gene mitocondrial 
COI de A. striatus está sobreposta no mapa (Figura 1) aproximadamente nos pontos de amostragem. 
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Figura 4 � Análise espacial da variância molecular (SAMOVA) das 13 populações 
de Acromyrmex striatus. Os índices de fixação foram calculados independentemente 
para cada grupo K. O maior e significante valor do índice de fixação Fct para um 
dado valor de K reporta o melhor agrupamento das populações de A. striatus. 
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Figura 5 � Mismatch distributions para a população MOST de Acromyrmex striatus. Os 
histogramas representam as frequências observadas das diferenças par-a-par entre os 
haplótipos e as linhas representam a curva simulada para a população MOST sob o 
modelo de expansão demográfica (linha contínua) e expansão espacial (linha 
tracejada). 
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Figura 6 � Distribuição geográfica para áreas preditas climaticamente para a 
ocorrência de Acromyrmex striatus utilizando variáveis bioclimáticas atuais e do 
passado. (a) Distribuição potencial nas condições atuais, (b) LIG 130K: última 
interglaciação (130 mil anos antes do presente), (c) MIROC 21k e (d) CCSM 21k: 
último máximo glacial (21 mil anos antes do presente). As cores quentes 
(vermelho/amarelo) representam áreas com alta probabilidade de ocorrência de A. 
striatus.  
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Could pseudogenes be widespread in ants? Evidence of  numts in a leafcutter 

ant Acromyrmex striatus (Roger, 1863) (Formicidae: Attini) 

 

Abstract 

The incorporation of  fragments of  mitochondrial DNA (mtDNA) in the nuclear 

genome, known as numts (nuclear mitochondrial pseudogenes), undermines general 

assumptions concerning the use of  mtDNA in phylogenetic and phylogeographic 

studies. Accidental amplifications of  these nuclear copies instead of  the 

mitochondrial target can lead to crucial misinterpretations, thus the correct 

identification of  numts and their differentiation from true mitochondrial sequences 

are important to prevent this kind of  error. Our goal was to describe the existence 

of  cytochrome b (cytb) numts in the leafcutter ant Acromyrmex striatus (Roger, 1863). 

PCR products were directly sequenced using a pair of  universal primers designed to 

amplify the cytb gene of  these insects. Other species of  leafcutter ants were also 

sequenced. The sequences were analyzed and the numts were identified by the 

presence of  double peaks, indels and premature stop codons. Only A. striatus clearly 

showed the presence of  numts, while the other species displayed the expected 

amplification of  the mtDNA cytb gene target using the same primer pair. We hope 

that our report will highlight the benefits and challenges of  using mtDNA in 

molecular phylogenetic reconstruction and phylogeographic studies of  ants, while 

establishing the importance of  numts reports for future studies. 

 

Introduction 

 Molecular biology tools have become prominent in studies of  systematics 

and phylogenetic relationships of  species. In recent decades, these tools have 

contributed to species delimitation and improved our knowledge concerning the 

evolutionary history of  several taxa. DNA sequencing is the leading method 

selected in molecular based research and mitochondrial DNA (mtDNA) is the most 

widely used genetic marker for accessing molecular diversity (Galtier et al., 2009). 

The abundant presence of  mtDNA in molecular biology studies can be explained 

by the peculiar properties of  this genome (for review see Avise, 2009). Moreover, 
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nuclear markers present certain difficulties, such as multiple copies (paralogs), 

requiring extensive effort to identify a marker with a reasonable evolutionary rate 

and the identification of  alleles from heterozygous individuals via cloning prior to 

sequencing (Hurst & Jiggins, 2005). 

 Despite the confirmed usefulness of  mtDNA as a genetic marker, an 

increasing number of  studies have shown that its reliability is subject to compromise 

(Buhay, 2009; Bertheau et al., 2011; Cristiano et al., 2012). There are several 

molecular processes that undermine certain general assumptions based on mtDNA 

unique characteristics. A frequent issue is the incorporation of  mitochondrial DNA 

fragments into the nuclear genome, the so-called numts or nuclear mitochondrial 

pseudogenes (Lopez et al., 1994; Hazkani-Covo et al., 2010). These are 

nontranscribed and untranslated regions in the nuclear genome that occur due to 

the natural transfer of  DNA from the mitochondrial to the nuclear genome during 

the evolutionary period (Gaziev & Shaikhaev, 2010; Hazkani-Covo et al., 2010). Due 

to their lack of  function in the nuclear genome and the presence complex 

machinery to monitor and repair damaged DNA in the nucleus, numts evolve under 

molecular evolutionary processes that are distinct from the original mitochondrial 

copy. This could lead to erroneous interpretations and misperceptions while 

conducting phylogenetic, phylogeographic and population genetic studies 

(Bensasson et al., 2001; Buhay, 2009; Hazkani-Covo et al., 2010). Moreover, the 

basic underlying assumption of homology between sequences is overlooked when 

both nuclear and mitochondrial gene copies are used in molecular analysis. 

 Numts have been detected in several eukaryote taxa from plants to higher 

vertebrates (Bensasson et al., 2001; Hazkani-Covo et al., 2010), though the 

frequency and abundance of numts varies enormously across taxa (Richly & Leister, 

2004; Hazkani-Covo et al., 2010). Mitochondrial pseudogenes is a recurrent issue in 

insects and a growing number of studies have reported the occurrence of numts in a 

wide range of taxa (Bensasson et al., 2000; Richly & Leister, 2004; Pamilo et al., 

2007; Black IV & Bernhardt, 2009; Hazkani-Covo et al., 2010; Viljakainen et al., 

2010; Cai et al., 2011), and in an increasing number of reports involving social 

insects (Behura, 2007; Martins et al., 2007; Pamilo et al., 2007; Cristiano et al., 2012; 

Ruiz et al., 2013). Despite this trend, numts in ants have been poorly described and 

likely underreported in this eusocial insect group (Beckenbach, 2009).    
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 In the course of  developing a phylogeographic and phylogenetic study of  

leafcutter ants (genera Acromyrmex and Atta), we encountered several difficulties 

while generating sequences of  mtDNA. In general, primers used to amplify 

mtDNA for phylogenetics and phylogeographic studies in ants resulted in non-

amplification by polymerase chain reaction in our selected species. During our 

screening for a mtDNA marker, we used CB-J-10933 and a modified TS1-N-11683 

primer designated by Simon et al. (1994), in order to amplify partial sequences of  

cytochrome b (cytb) of  the Acromyrmex and Atta species. In this study, we aimed to 

describe the inferred numts retrieved from A. striatus while studying the molecular 

systematics of  this ant genus, considering the recent interest in mitochondrial 

pseudogenes and their importance in molecular evolution. 

 

Material and Methods 

DNA isolation, amplification and sequencing 

Total genomic DNA was extracted by grinding an entire ant specimen using 

a modified phenol-chloroform protocol (Fernandes-Salomão et al., 2005). DNA was 

extracted from the following ants: Acromyrmex striatus (Roger, 1863), Acromyrmex 

balzani (Emery, 1890), Atta colombica Guérin-Méneville 1844, Atta laevigata (Smith, 

1858), Atta robusta Borgmeier 1939, and Atta sexdens rubropilosa Forel 1908 (Table 1). 

Specific permission (SISBio26441-1) for collections was authorized by the Chico 

Mendes Institute for Biodiversity Conservation (Instituto Chico Mendes de Conservação 

da Biodiversidade, ICMBio). A. colombica was kindly provided by Dr. Anayansi 

Valderrama. In order to improve the amplification conditions, we modified two 

base pairs from the original TS1-N-11683 primer designed by Simon et al. (1994), 

relying on Solenopsis invicta complete mitochondrial genome (Wurm et al., 2011) 

(Figure 1). This modified primer was used in combination with the CB-J-10933 

primer to amplify partial fragments of the mitochondrial gene cytochrome b (cytb) 

(Figure 1). Amplification was performed in a total volume of 25μL using the 

following components: 1X Master mix GoTaq® Hot Start Colorless (12.5μl), 

0.4μM of each primer (1μL), 0.5μL of DNA (approximately 50ng). The PCR 

reaction was performed with an initial denaturation step at 94�C for 2 min, followed 

by 35 cycles of 1 min at 94�C to achieve denaturation, 1 min at 49�C for annealing, 1 
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min 15 s at 72�C for extension, and a final extension step at 72�C for 5 min. The 

amplicons were purified and directly sequenced in both directions (forward and 

reverse) with the same primers used during PCR amplification (Macrogen Inc., 

South Korea; www.macrogen.com). 

 

DNA sequence analyses and comparisons 

 With the purpose of searching for ambiguities among the sequences (quality, 

noise and doubles peaks), the chromatograms were inspected visually using the 

Consed program (Gordon et al., 1998). Double peaks can be attributed to 

polymorphic sequences due to heterozygous nucleotide sites in nuclear sequences, 

while regarding mtDNA haplotypes, double peaks represent the amplification of 

distinct genomes, either between mitochondria (heteroplasmy) or numts (nuclear 

genome vs. organelle genome) (Song et al., 2008). We classified sequences as 

polymorphic when at least one double peak was observed, as described by Miraldo 

et al. (2012). Further, the analyzed chromatograms of the two DNA strands 

(forward and reverse) were assembled and exported from Consed. The edited 

sequences were aligned using the ClustalW algorithm (Thompson et al., 1994) in 

MEGA5 (Tamura et al., 2011). The sequences were translated into amino acids to 

perform additional searches for stop codons, indels and comparison with other 

sequences, as suggested by Cristiano et al (2012). 

Based on the alignment of sequences obtained from Acromyrmex and Atta 

species, we examined these for sites that could highlight differences between species 

and numts. We compared the partial mitochondrial cytb sequences observed in this 

study with the Solenopsis invicta cytb gene (GenBank access number NC014672), 

obtained from its complete mitochondrial genome, and the partial cytb sequence of 

Myrmica rubra (GenBank access number JF779626), obtained using a similar primer 

set (Leppänen et al., 2011). Numts should display premature stop codons within their 

putative amino acid sequences and indels that do not follow differences among the 

sequences by multiples of three base pairs.  

 

Results 

Sequences amplified with the CB-J-10933 and TS1-N-11683-modified 

primers produced good sequence reads for all species, ranging from 630 to 642 base 
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pairs. During the examination of the chromatograms in A. striatus, the amplified 

region resulted in well-defined sequence reads, although a few nucleotide sites with 

poor Phred quality (<20) were observed at the same location in both the forward 

and reverse sequences. At these sites, double peaks were clearly observed in both 

directions (Figure 2). These results were not observed in any other leafcutter ant 

species analyzed in this work, which seems to suggest the co-amplification of DNA 

fragments of a similar size in A. striatus.  

Comparisons between the sequences obtained here with the complete cytb 

gene of S. invicta showed that we amplified the final portion of the gene, as expected. 

During the translation into amino acids, we observed that A. striatus sequences did 

not show the same reading frame as the other leafcutter species in relation to S. 

invicta. Besides this discrepancy, in order to achieve the reading frame, the clustalW 

algorithm used to determine nucleotide alignment inserted innumerous indels across 

the A. striatus sequences that were not multiples of three base pairs. Where the cytb 

sequence of A. striatus was shorter than the other species, we observed six 

premature stop codons (Figure 3). Based on these findings, we assumed that the cytb 

sequences from A. striatus were numts. No evidence of numts was observed in any of 

the other leafcutter ant sequences analyzed herein. Thus, the sequences from the 

other leafcutter ants were likely amplified from the mtDNA target. 

We also observed that there were three recurrent numts in A. striatus that 

varied in length (Figure 3). The first numts (A. striatus 01, A. striatus 142, A. striatus 

162, A. striatus 169, A. striatus 171, A. striatus 183, A. striatus 187 and A. striatus 237) 

showed similar length compared to the other ants, while the second numt (A. striatus 

163, A. striatus 225, A. striatus 258, A. striatus 269) showed a deletion of 12 base pairs 

and the third (A. striatus 294, A. striatus 334) showed a deletion of eight base pairs.  

Concerning the cytb sequences of the other leafcutter ants, all four species of 

Atta displayed insertions of two amino acids (six nucleotides) at position 904 

compared with the S. invicta cytb gene. In addition, A. balzani showed one amino acid 

insertion (three nucleotides) at the same position. The six-nucleotide insertion 

patterns of the Atta species was also observed among A. striatus numts (Figure 3). 

Despite the insertion of two amino acids in all the Atta species, the length of the 

mtDNA sequences of these species seemed to present very similar overall sizes. 

This is because A. colombica showed one amino acid less (three nucleotides) and the 



 

 63

other Atta species showed three amino acids less (nine nucleotides) precisely at the 

end of the gene (Figure 3).  

 

Discussion 

 High quality sequences were obtained from the primers used to amplify the 

cytb gene in this study; however, co-amplification was suggested by apparent 

polymorphism in the chromatograms that showed innumerous double peaks in 

recurrent nucleotide positions. These polymorphisms, the high quality sequence 

reads and amplifications from different individuals sampled at distinct sites indicated 

that A. striatus presents multiple copies of the cytb gene. Typically, it is expected that 

individuals harbor a unique copy of mtDNA due to uniparental heritance 

(homoplasmy). However, it is currently known that exceptions to this general rule 

can occur through several processes, such as bi-parental heritance, mitochondrial 

genome mutation within organisms and mitochondrial genome recombination 

(White et al., 2008), resulting in multiple copies within an organism (heteroplasmy). 

However, the heteroplasmic signal detected in A. striatus (double peaks) is not likely 

due to true heteroplasmy because in the same fragment reading frame shift and 

various premature stop codons were observed. 

 Besides premature stop codons, indels were also observed in A. striatus numts, 

as previously reported to other numts in Hymenoptera (Cristiano et al., 2012). The 

deletions were located in two distinct regions in the numts of A. striatus. These 

deletions were flanked by AT-rich regions, which are frequently associated with 

polymerase slippage during DNA replication (Lovett, 2004). An AT-rich base pair 

was also described flanking indels in numts of other social species Melipona colimana 

and Melipona fasciata (Ruiz et al., 2013). 

 All the A. striatus numts were invariable, except at a polymorphic double peak 

site. In contrast to mtDNA, numts are presumed to present lower mutation rates of 

sequence evolution. It has been thought that once the fragments of mtDNA are 

integrated into the nucleus, they diverge from the selective constraints imposed in 

the mitochondrial genome and are under no pressure, given their lack of function in 

the nucleus (Bensasson et al., 2001). Consequently, they can preserve close 

homology with the original mtDNA gene and for this reason are considered to be 

�fossil copies� of an ancient mitochondrial lineage (Perna & Kocher, 1996; Zhang 
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& Hewitt, 1996; Bensasson et al., 2001). These numts characteristics could have 

important consequences when primers are flanking regions that are better preserved 

in numts than in the actual mtDNA target that should be preferentially amplified. 

This problem is likely to be maximized by the use of so-called universal primers that 

target a large number of taxa and that are designed relying on highly cross-preserved 

regions of the genome (Folmer et al., 1994; Simon et al., 2006). Although universal 

primers are supposedly more prone to amplify numts (Bensasson et al., 2001), 

primers designed to be restricted to a genus or specific to a species also amplified 

numts (Calvignac et al., 2011; Cristiano et al., 2012; Wolff et al., 2012). 

 Numts have become an issue in molecular biology based studies in the past 

two decades (Zhang & Hewitt, 1996; Bertheau et al., 2011), and there are a growing 

number of studies reporting the occurrence of numts in insects (Bensasson et al., 

2000; Pamilo et al., 2007; Behura et al., 2011; Bertheau et al., 2011; Berthier et al., 

2011; Cristiano et al., 2012; Ruiz et al., 2013). It seems to be relevant for social 

insects, in which numts appear to comprise a significant fraction of their nuclear 

genome. Among metazoans, the eusocial bee Apis melifera displayed the highest 

density of mitochondrial copies in its nuclear genome. It has been suggested that 

this high level of numts abundance is related to a high recombination rate and low 

effective population size (Pamilo et al., 2007). Sirvö et al. (2006) inferred that the 

species Acromyrmex echinatior has a high recombination rate, thus whether or not this 

is linked to numts dispersal, a high density of numts would be expected in ants. 

Studies reporting the occurrence of numts in ants are rare; however this low 

frequency of numts is likely underestimated.  

 We found only one study that specifically investigated numts in ants (Martins 

et al., 2007). The authors identified and described two numts from the leafcutter ant 

Atta cephalotes, on the cytochrome oxidase I (COI) gene. Both numts showed a low 

mutation rate likewise the numts reported here. However Atta cephalotes numts showed 

no typical evidence of numts sequences, such as double peaks, indels, frameshift and 

premature stop codons (Martins et al., 2007). Further evidence of numts in ants was 

reported by Kronauer et al., (2007), who suggested the occurrence of COI numts and 

COII in the genus Dorylus, because of various frameshift changes. All these putative 

numts showed low mutation rates and identical sequences across the species 

analyzed. These findings and the evidence reported here indicate that numts in ants 
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have been overlooked. The study of ants involves substantial use of molecular 

techniques and it is possible that numts, which are not always easily identifiable 

(Bertheau et al., 2011; Berthier et al., 2011), could be responsible for some of the 

results reported in molecular phylogeny, population genetics and evolution of this 

group.   

 Here, we reported for the first time the occurrence of numts in the genus 

Acromyrmex. We believe it is worth emphasizing that the only other numts reported 

were observed in an ant from the same tribe (Attini) as A. striatus. It is our hope that 

this report will highlight the benefits and challenges of using mtDNA in molecular 

phylogenetic reconstruction and phylogeographic studies of ants, while establishing 

the importance of numts reports in the planning and management of future studies. 
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Table 1 � Sampling sites, species, coordinates of the numts and cytb gene sequences. 

Specimens Localities 
Coordinates 

Latitude Longitude 
Numts    
A. striatus 01 Araranguá, SC � Brazil 28�57�11.3�S 49� 22� 29.6�W
A. striatus 142 Garopaba, SC - Brazil 27�59�42.4�S 48� 37� 55.5�W
A. striatus 162 Pinheira, SC � Brazil 27�52�31.3�S 48� 36� 02.4�W
A. striatus 163 Pinheira, SC � Brazil 27�52�27.2�S 48� 36� 03.4�W
A. striatus 169 Sonho, SC � Brazil 27�50�24.0�S 48� 35� 15.6�W
A. striatus 171 Sonho, SC � Brazil 27�50�19.9�S 48�35�15.8�W 
A. striatus 183 Joaquina, SC � Brazil 27�37�53.0�S 48�27�08.1�W 
A. striatus 187 Joaquina, SC � Brazil 27�38�10.3�S 48�27�23.9�W 
A. striatus 225 Quintão, RS � Brazil 30�23�34.9�S 50�17�57.3�W 
A. striatus 237 Mostardas, RS � Brazil 31�06�37.2�S 50�52�12.4�W 
A. striatus 258 São José do Norte, RS � Brazil 32�01�33.9�S 52�01�57.6�W 
A. striatus 269 Cassino, RS � Brazsil 32�13�19.8�S 52�12�03.4�W 
A. striatus 294 Santiago, RS � Brazil 29�10�48.4�S 54�50�59.3�W 
A. striatus 334 Tapes, RS � Brazil 30�39�08.6�S 51�33�54.1�W 

mtDNA 
   

A. balzani Araranguá, SC � Brazil 29�00�54.2�S 49�26�24.6�W 
A. colombica Gamboa � Panama   9°7�6.75�N 79°41�54.24�W
A. laevigata Viçosa, MG � Brazil 20�45�14.0�S 42�52�55.0�W 

A. robusta 
São Francisco de Itabapoana, RJ 
� Brazil 

21�27�00.0�S 41�02�01.0�W 

A. sexdens 
rubropilosa 

Viçosa, MG � Brazil 20�45�14.0�S 42�52�55.0�W 
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Figure 1 � Representation of the primers position for partial amplification of the cytochrome B gene (cytb). The arrows illustrate the direction of 
amplification of each primer. The detail is shown in the sequence of the tRNASer based on the Solenopsis invicta genome (blue sequence), the 
original sequence primer (TS1-N-11683) and two adenines (red letters) modified from the primer (Modified). 
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Figure 2 � Chromatograms resulting from sequencing using the primer CB-J-10933 
(above) and TS1-N-11683-modified (below) from Acromyrmex striatus (Genbank 
access � AS142). The primer TS1-N-11683-modified was visualized in reverse 
complement. The arrows show a double peak in the two primers used for 
sequencing these fragments, revealing co-amplification. 
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                       490       500       510       520       530       540       550       560 
                        |         |         |         |         |         |         |         | 
Solenopsis invicta   TCAATTAATAACGCAACTCTTAACCGATTTTTCTCTTTTCACTTTATCCTACCATTTATTATCCTATTTATAGTAATT 
Myrmica rubra        ...........T..T..CT.A..T........T........T..C..T..T..T..C.....TT..A.A......... 
Ac. balzani          ..T........TT.T...T.A..T........T..C..C.....C.....C...........TA.T..AT.TA.T..A 
A. colombica         .....C......T.T..C..A..T.....C........C..T.....TA.G...........TT..A.AT.TA.T..A 
A. laevigatta        ..T........TT.T...T.A..T..............C........T..C............T..A.AT.TA.T... 
A. robusta           ............T.T..A..C..T.....C........C..T........C..C........TT..C.AT.TA.T... 
A. rubropilosa       ...........TT.T..A...........C..T.....C...........T..C.........T..C.AT.CA.T... 
Ac. striatus 01      ...........TT.......A....T......T.....C..T.....TT.............T..C..AT.TA.CC.C 
Ac. striatus 142     ...........TT.......A....T......T.....C..T.....TT.............T..C..AT.TA.CC.C 
Ac. striatus 162PIN  ...........TT.......A....T......T.....C..T.....TT.............T..C..AT.TA.CC.C 
Ac. striatus 169SON  ...........TT.......A....T......T.....C..T.....TT.............T..C..AT.TA.CC.C 
Ac. striatus 171SON  ...........TT.......A....T......T.....C..T.....TT.............T..C..AT.TA.CC.C 
Ac. striatus 183JOA  ...........TT.......A....T......T.....C..T.....TT.............T..C..AT.TA.CC.C 
Ac. striatus 187JOA  ...........TT.......A....T......T.....C..T.....TT.............T..C..AT.TA.CC.C 
Ac. striatus 237MOS  ...........TT.......A....T......T.....C..T.....TT.............T..C..AT.TA.CC.C 
Ac. striatus 163PIN  ...........TT.......A....T......T.....C..T.....TT.............T..C..AT.TA.CC.C 
Ac. striatus 225QUI  ...........TT.......A....T......T.....C..T.....TT.............T..C..AT.TA.CC.C 
Ac. striatus 258SJN  ...........TT.......A....T......T.....C..T.....TT.............T..C..AT.TA.CC.C 
Ac. striatus 269SJN  ...........TT.......A....T......T.....C..T.....TT.............T..C..AT.TA.CC.C 
Ac. striatus 294SAT  ...........TT.......A....T......T.....C..T.....TT...........--------AT.TA.CC.C 
Ac. striatus 334TAP  ...........TT.......A....T......T.....C..T.....TT...........--------AT.TA.CC.C 
 
                         570       580       590       600       610       620       630       640 
                          |         |         |         |         |         |         |         | 
Solenopsis invicta   ATACATCTTTTTTTTCTACACGAAACTGGATCCTCTAACCCCCTAGGAACTAATAGAAATTTATATAAAATCCCATTT 
Myrmica rubra        ..........A...CT....TC.T..A.....A.TA..T.....C.....A..C......C.TA.....C.A..C..C 
Ac. balzani          ......T.A......T.....A.T..A.....T..A..T...AC.....TA.....TG..C.............C..C 
A. colombica         ..T..CT.A......T....TTT...A..T..T..A..T..AACT...TTA.........C................. 
A. laevigatta        C.C...T.A......T.....CTT..A...............AC....TTA..C......C.T........T..T..C 
A. robusta           C.T...T.A........T...CTT..A..............TACC...TTA.........C.T..............C 
A. rubropilosa       C.T...T.A........T..TCTT..A..............TACC...TTA..C......C.T..............C 
Ac. striatus 01      ..T..CT.A............TCC..A........A..T..TA......TA.....TG.................... 
Ac. striatus 142     ..T..CT.A............TCC..A........A..T..TA......TA.....TG.................... 
Ac. striatus 162PIN  ..T..CT.A............TCC..A........A..T..TA......TA.....TG.................... 
Ac. striatus 169SON  ..T..CT.A............TCC..A........A..T..TA......TA.....TG.................... 
Ac. striatus 171SON  ..T..CT.A............TCC..A........A..T..TA......TA.....TG.................... 
Ac. striatus 183JOA  ..T..CT.A............TCC..A........A..T..TA......TA.....TG.................... 
Ac. striatus 187JOA  ..T..CT.A............TCC..A........A..T..TA......TA.....TG.................... 
Ac. striatus 237MOS  ..T..CT.A............TCC..A........A..T..TA......TA.....TG.................... 
Ac. striatus 163PIN  ..T..CT.A............TCC..A........A..T..TA......TA.....TG.................... 
Ac. striatus 225QUI  ..T..CT.A............TCC..A........A..T..TA......TA.....TG.................... 
Ac. striatus 258SJN  ..T..CT.A............TCC..A........A..T..TA......TA.....TG.................... 
Ac. striatus 269SJN  ..T..CT.A............TCC..A........A..T..TA......TA.....TG.................... 
Ac. striatus 294SAT  ..T..CT.A............TCC..A........A..T..TA......TA.....TG.................... 
Ac. striatus 334TAP  ..T..CT.A............TCC..A........A..T..TA......TA.....TG.................... 
 
                           650       660       670       680       690       700       710       720 
                            |         |         |         |         |         |         |         | 
Solenopsis invicta   CATATTTACTTCTCCTTTAAAGATCTTTTAGGATTTATTATATATCTTATTATTTTTACACTTATTATCTTACAATAC 
Myrmica rubra        ........T..T..T.........T.A............T...T.T.AT........T..A.......AC.T.....T 
Ac. balzani          ...CCA..T..TA.T.........A..........CTC...TAT...ACC........T.A.......T......A.T 
A. colombica         ...CCA.....TA.T..C......T.A.....T..C.A....AT.T.AC..C....CCT.A.C.....TC.C.....T 
A. laevigatta        ..CCCA..T...A.T.....G..CT.A..........ACC.TATAT.AT.CC.A..CCTTA.......TC.T...C.T 
A. robusta           ...CCC..T..TA.T........CT.A.....T..C..CC..ATAT.AT.AT.....TTTA.......TC.T.....T 
A. rubropilosa       ..CCCA..T..TA...........T.GC..........CT.TATAT.AC.AC.....TTTA.......TC.T.....T 
Ac. striatus 01      ..CCC...T..TA...........A....T.....CTCA..CAT.A....AC.C..C.TTA.......T..T.....T 
Ac. striatus 142     ..CCC...T..TA...........A....T.....CTCA..CAT.A....AC.C..C.TTA.......T..T.....T 
Ac. striatus 162PIN  ..CCC...T..TA...........A....T.....CTCA..CAT.A....AC.C..C.TTA.......T..T.....T 
Ac. striatus 169SON  ..CCC...T..TA...........A....T.....CTCA..CAT.A....AC.C..C.TTA.......T..T.....T 
Ac. striatus 171SON  ..CCC...T..TA...........A....T.....CTCA..CAT.A....AC.C..C.TTA.......T..T.....T 
Ac. striatus 183JOA  ..CCC...T..TA...........A....T.....CTCA..CAT.A....AC.C..C.TTA.......T..T.....T 
Ac. striatus 187JOA  ..CCC...T..TA...........A....T.....CTCA..CAT.A....AC.C..C.TTA.......T..T.....T 
Ac. striatus 237MOS  ..CCC...T..TA...........A....T.....CTCA..CAT.A....AC.C..C.TTA.......T..T.....T 
Ac. striatus 163PIN  ..CCC...T..TA...........A....T.....CTCA..CAT.A....AC.C..C.TTA.......T..T.....T 
Ac. striatus 225QUI  ..CCC...T..TA...........A....T.....CTCA..CAT.A....AC.C..C.TTA.......T..T.....T 
Ac. striatus 258SJN  ..CCC...T..TA...........A....T.....CTCA..CAT.A....AC.C..C.TTA.......T..T.....T 
Ac. striatus 269SJN  ..CCC...T..TA...........A....T.....CTCA..CAT.A....AC.C..C.TTA.......T..T.....T 
Ac. striatus 294SAT  ..CTC...T..TA...........A....T.....CTCA..CAT.A....AC.C..C.TTA.......T..T.....T 
Ac. striatus 334TAP  ..CTC...T..TA...........A....T.....CTCA..CAT.A....AC.C..C.TTA.......T..T.....T 
 
                             730       740       750       760       770       780       790 
                              |         |         |         |         |         |         | 
Solenopsis invicta   CCCTATATATTTAGAGACCCTGATAATTTTATTCCTGCTAATCCAATAATCACCCCAATTCACATCCAACCAGAATGA 
Myrmica rubra        ..A.....T...........A.....C....CC..A.....C..T...G.A.....T.C......T.....C..G... 
Ac. balzani          ..A........A.....T.....C.....C.CA..A..C..C........T..A....CA.....T.....C...... 
A. colombica         ..T..C.....C.....T..C..........C...A..A.....TT..G.T..T..C.CC..T..T.....C...... 
A. laevigatta        ..A..............T.....C.......C......A......T.......A..T.CC..T..T............ 
A. robusta           ..A.................G..........CC.....A......C....T..T....C...T..T............ 
A. rubropilosa       ..A..............T.....C..C....C......A......T..G.........C...T..T............ 
Ac. striatus 01      .AT..C........T..TT.A..........CC..C..A.....GT..G.A....T..CC..T........T.....G 
Ac. striatus 142     .AT..C........T..TT.A..........CC..C..A.....GT..G.A....T..CC..T........T.....G 
Ac. striatus 162PIN  .AT..C........T..TT.A..........CC..C..A.....GT..G.A....T..CC..T........T.....G 
Ac. striatus 169SON  .AT..C........T..TT.A..........CC..C..A.....GT..G.A....T..CC..T........T.....G 
Ac. striatus 171SON  .AT..C........T..TT.A..........CC..C..A.....GT..G.A....T..CC..T........T.....G 
Ac. striatus 183JOA  .AT..C........T..TT.A..........CC..C..A.....GT..G.A....T..CC..T........T.....G 
Ac. striatus 187JOA  .AT..C........T..TT.A..........CC..C..A.....GT..G.A....T..CC..T........T.....G 
Ac. striatus 237MOS  .AT..C........T..TT.A..........CC..C..A.....GT..G.A....T..CC..T........T.....G 
Ac. striatus 163PIN  .AT..C........T..TT.A..........CC..C..A.....GT..G.A....T..CC..T........T.....G 
Ac. striatus 225QUI  .AT..C........T..T..A..........CC..C..A.....GT..G.A....T..CC..T........T.....G 
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Ac. striatus 258SJN  .AT..C........T..TT.A..........CC..C..A.....GT..G.A....T..CC..T........T.....G 
Ac. striatus 269SJN  .AT..C........T..T..A..........CC..C..A.....GT..G.A....T..CC..T........T.....G 
Ac. striatus 294SAT  .AT..C........T..T..A..........CC..C..A.....GT..G.A....T..CC..T........T.....G 
Ac. striatus 334TAP  .AT..C........T..T..A..........CC..C..A.....GT..G.A....T..CC..T........T.....G 
 
                     800       810       820       830       840       850       860       870 
                      |         |         |         |         |         |         |         | 
Solenopsis invicta   TACTTTCTATTTGCATATGCCATCCTTCGATCTATCCCTAATAAATTAGGGGGAGTAATTGCTCTATTAGCCTCAATT 
Myrmica rubra        ..T...T.......T.....T...T.A.....A..T..A......C...........C.A...T.....TTT..T... 
Ac. balzani          ..T...T....C..T.....T..T........A..T.........C....A...........C...A.TATA...... 
A. colombica         ..T.....T........C.....T.....................C.G........T.....C...ACTATA..T... 
A. laevigatta        ..T.....T.....T.....A...........A............C.T..............C...ACTATA.....C 
A. robusta           ..T.....T.....C..C..T..T.................C........A................CTATA...... 
A. rubropilosa       ..T.....C.....C.....T..T..C..................C................AT..AC.ATA...... 
Ac. striatus 01      ..T..C......A...TCCATT.TACGATT.A.CC..AAT.A.CTCGGA..T.TTATTGCT..TATAATAT..ATTA. 
Ac. striatus 142     ..T..C......A...TCCATT.TACGATT.A.CC..AAT.A.CTCGGA..T.TTATTGCT..TATAATAT..ATTA. 
Ac. striatus 162PIN  ..T..C......A...TCCATT.TACGATT.A.CC..AAT.A.CTCGGA..T.TTATTGCT..TATAATAT..ATTA. 
Ac. striatus 169SON  ..T..C......A...TCCATT.TACGATT.A.CC..AAT.A.CTCGGA..T.TTATTGCT..TATAATAT..ATTA. 
Ac. striatus 171SON  ..T..C......A...TCCATT.TACGATT.A.CC..AAT.A.CTCGGA..T.TTATTGCT..TATAATAT..ATTA. 
Ac. striatus 183JOA  ..T..C......A...TCCATT.TACGATT.A.CC..AAT.A.CTCGGA..T.TTATTGCT..TATAATAT..ATTA. 
Ac. striatus 187JOA  ..T..C......A...TCCATT.TACGATT.A.CC..AAT.A.CTCGGA..T.TTATTGCT..TATAATAT..ATTA. 
Ac. striatus 237MOS  ..T..C......A...TCCATT.TACGATT.A.CC..AAT.A.CTCGGA..T.TTATTGCT..TATAATAT..ATTA. 
Ac. striatus 163PIN  ..T..C......A...TCCATT.TACGATT.A.CC..AAT.A.CTCGGA..T.TTATTGCT..TATAATAT..ATTA. 
Ac. striatus 225QUI  ..T..C......A...TCCATT.TACGATT.A.CC..AAT.A.CTCGGA..T.TTATTGCT..TATAATAT..ATTA. 
Ac. striatus 258SJN  ..T..C......A...TCCATT.TACGATT.A.CC..AAT.A.CTCGGA..T.TTATTGCT..TATAATAT..ATTA. 
Ac. striatus 269SJN  ..T..C......A...TCCATT.TACGATT.A.CC..AAT.A.CTCGGA..T.TTATTGCT..TATAATAT..ATTA. 
Ac. striatus 294SAT  ..T..C......A...TCCATT.TACGATT.A.CC..AAT.A.CTCGGA..T.TTATTGCT..TATAATAT..ATTA. 
Ac. striatus 334TAP  ..T..C......A...TCCATT.TACGATT.A.CC..AAT.A.CTCGGA..T.TTATTGCT..TATAATAT..ATTA. 
 
                       880       890       900             910       920       930       940 
                        |         |         |               |         |         |         | 
Solenopsis invicta   TTAATTCTATACACCCTGCCCCTTCAA------AAAATTCACATACCATCTTTCTCCTTTTTTCCCCTTAACCAATTA 
Myrmica rubra        ........T..T.T..CA...T.ATTT------TCT..AA.A.G.A.C..AC.AATA..C.A...T..A..T.....T 
Ac. balzani          A.....T....T..A..A...A..ATT---AAATCT.AAT.TTCTA.CC.A.C...T..CAA..TA..C..T...A.C 
A. colombica         ......T.......T..T...T..ATCTCTAAATCT...T.TTC.AATC...CA..AA.AACC.TATC...T...... 
A. laevigatta        ......T.......A..C..TT.CAT.TCCAAATCT..AT.TTCC.A.C.A.C...T..AA...TTTC...T...A.. 
A. robusta           ..T...T.......A..C...T..AT.TCTAAATCT..AT...CTAACC.C.C...T..AA..TTATC...T...A.. 
A. rubropilosa       ..T..CT....T..A..C..TT..AC.TCTAAATCT...T...C.AATC.C.C...T..AA..TTATC...T...A.. 
Ac. striatus 01      AATTC.T..C.TTATTCC..TTA.T..ATCTAA.T.C..T.ACCT.A...A.AT.AT.CAA.CAATT.AT.TTT...G 
Ac. striatus 142     AATTC.T..C.TTATTCC..TTA.T..ATCTAA.T.C..T.ACCT.A...A.AT.AT.CAA.CAATT.AT.TTT...G 
Ac. striatus 162PIN  AATTC.T..C.TTATTCC..TTA.T..ATCTAA.T.C..T.ACCT.A...A.AT.AT.CAA.CAATT.AT.TTT...G 
Ac. striatus 169SON  AATTC.T..C.TTATTCC..TTA.T..ATCTAA.T.C..T.ACCT.A...A.AT.AT.CAA.CAATT.AT.TTT...G 
Ac. striatus 171SON  AATTC.T..C.TTATTCC..TTA.T..ATCTAA.T.C..T.ACCT.A...A.AT.AT.CAA.CAATT.AT.TTT...G 
Ac. striatus 183JOA  AATTC.T..C.TTATTCC..TTA.T..ATCTAA.T.C..T.ACCT.A...A.AT.AT.CAA.CAATT.AT.TTT...G 
Ac. striatus 187JOA  AATTC.T..C.TTATTCC..TTA.T..ATCTAA.T.C..T.ACCT.A...A.AT.AT.CAA.CAATT.AT.TTT...G 
Ac. striatus 237MOS  AATTC.T..C.TTATTCC..TTA.T..ATCTAA.T.C..T.ACCT.A...A.AT.AT.CAA.CAATT.AT.TTT...G 
Ac. striatus 163PIN  AATTC.T..C.TTATTCC..TTA.T..ATCTAA.T.C..T.ACCT.A...A.AT.AT.CAA.CAATT.AT.TTT...G 
Ac. striatus 225QUI  AATTC.T..C.TTATTCC..TTA.T..ATCTAA.T.C..T.ACCT.A...A.AT.AT.CAA.CAATT.AT.TTT...G 
Ac. striatus 258SJN  AATTC.T..C.TTATTCC..TTA.T..ATCTAA.T.C..T.ACCT.A...A.AT.AT.CAA.CAATT.AT.TTT...G 
Ac. striatus 269SJN  AATTC.T..C.TTATTCC..TTA.T..ATCTAA.T.C..T.ACCT.A...A.AT.AT.CAA.CAATT.AT.TTT...G 
Ac. striatus 294SAT  AATTC.T..C.TTATTCC..TTA.T..ATCTAA.T.C..T.ACCT.A...A.AT.AT.CAA.CAATT.AT.TTT...G 
Ac. striatus 334TAP  AATTC.T..C.TTATTCC..TTA.T..ATCTAA.T.C..T.ACCT.A...A.AT.AT.CAA.CAATT.AT.TTT...G 
 
                     950       960       970       980       990       1000      1010      1020 
                      |         |         |         |         |         |         |         | 
Solenopsis invicta   TTATTTTGAATATTCATCAATACCTTTATTCTATTAACCTGAGCGGGGGCCCAACCTATTGAGCCCCCTTTTGTTTCT 
Myrmica rubra        ....A......C.....T....AT........C.....T.....A..AAGA...TTA.....A..A......A..AT. 
Ac. balzani          .........T.C..T.CT.....T........TC....T.....T..T.......TA.....AATA..C.A.A.A.TA 
A. colombica         AC............T..A.....A...T....T.....T.....A..A..T...AT......AGAT....ACA.CAT. 
A. laevigatta        AC.......T....T..T.....A.....C..T.....T.....T..A..T...AT......AAAT....A.A..CT. 
A. robusta           A.............T..T........C.....CC.T........A.....T...AT......AGA...A.A.A..CTC 
A. rubropilosa       AC............T..T..C.....C.....TC.T..T.....C..A..T...AT......AGA.....A.A.CCT. 
Ac. striatus 01      AACA..CATTA.CA...TC..TTTA..GAC..GAGCTGGA.CA.AATTAATTG.AGATC.TTATAT...AA.CAGC.A 
Ac. striatus 142     AACA..CATTA.CA...TC..TTTA..GAC..GAGCTGGA.CA.AATTAATTG.AGATC.TTATAT...AA.CAGC.A 
Ac. striatus 162PIN  AACA..CATTA.CA...TC..TTTA..GAC..GAGCTGGA.CA.AATTAATTG.AGATC.TTATAT...AA.CAGC.A 
Ac. striatus 169SON  AACA..CATTA.CA...TC..TTTA..GAC..GAGCTGGA.CA.AATTAATTG.AGATC.TTATAT...AA.CAGC.A 
Ac. striatus 171SON  AACA..CATTA.CA...TC..TTTA..GAC..GAGCTGGA.CA.AATTAATTG.AGATC.TTATAT...AA.CAGC.A 
Ac. striatus 183JOA  AACA..CATTA.CA...TC..TTTA..GAC..GAGCTGGA.CA.AATTAATTG.AGATC.TTATAT...AA.CAGC.A 
Ac. striatus 187JOA  AACA..CATTA.CA...TC..TTTA..GAC..GAGCTGGA.CA.AATTAATTG.AGATC.TTATAT...AA.CAGC.A 
Ac. striatus 237MOS  AACA..CATTA.CA...TC..TTTA..GAC..GAGCTGGA.CA.AATTAATTG.AGATC.TTATAT...AA.CAGC.A 
Ac. striatus 163PIN  AACA..CATT------------TTA..GAC..GAGCTGGA.CA.AATTAATTG.AGATC.TTATAT...AA.CAGC.A 
Ac. striatus 225QUI  AACA..CATT------------TTA..GAC..GAGCTGGA.CA.AATTAATTG.AGATC.TTATAT...AA.CAGC.A 
Ac. striatus 258SJN  AACA..CATT------------TTA..GAC..GAGCTGGA.CA.AATTAATTG.AGATC.TTATAT...AA.CAGC.A 
Ac. striatus 269SJN  AACA..CATT------------TTA..GAC..GAGCTGGA.CA.AATTAATTG.AGATC.TTATAT...AA.CAGC.A 
Ac. striatus 294SAT  AACA..CATTA.CA...TC..TTTA..GAC..GAGCTGGA.CA.AATTAATTG.AGATC.TTATAT...AA.CAGC.A 
Ac. striatus 334TAP  AACA..CATTA.CA...TC..TTTA..GAC..GAGCTGGA.CA.AATTAATTG.AGATC.TTATAT...AA.CAGC.A 
 
                       1030      1040      1050      1060      1070      1080      1090      1100 
                        |         |         |         |         |         |         |         | 
Solenopsis invicta   ATCAGACAATTTTTATCTATTACATACTTCCTATATTTTATTATAATACCATTATTAAACAAAATTTGATTTAATCTC 
Myrmica rubra        ..T......C.A------------------------------------------------------------------ 
Ac. balzani          ..T..C....C.C.CA.C...G.T.....TAC..T.......TGTC....T..TAATTTA...T.A...AAA.T.T.T 
A. colombica         ..T..C...ACCC.TA....CTT......TA...T....T...CCC....TA..AACTTT...T.A...AAATT.A.A 
A. laevigatta        ..T......A.C...A....CTT...T..TA...T.........TT........AACTT......A...AAATT.A.T 
A. robusta           ..T..T...A.....A.....TT...T..TA...T.........TC.T......AATTT....G.A...AAATT.A.T 
A. rubropilosa       ..T......A.....A....CT.......TA...TC.....C..TT.T......AACTTT.....A...AAATT.A.T 
Ac. striatus 01      .ATCCTA.C....AT.TAT..TATATTC.TTAT.GCCC...CCCTCAC...CA.ACT.TG....C..AT.A.CTATAA 
Ac. striatus 142     .ATCCTA.C....AT.TAT..TATATTC.TTAT.GCCC...CCCTCAC...CA.ACT.TG....C..AT.A.CTATAA 
Ac. striatus 162PIN  .ATCCTA.C....AT.TAT..TATATTC.TTAT.GCCC...CCCTCAC...CA.ACT.TG....C..AT.A.CTATAA 
Ac. striatus 169SON  .ATCCTA.C....AT.TAT..TATATTC.TTAT.GCCC...CCCTCAC...CA.ACT.TG....C..AT.A.CTATAA 
Ac. striatus 171SON  .ATCCTA.C....AT.TAT..TATATTC.TTAT.GCCC...CCCTCAC...CA.ACT.TG....C..AT.A.CTATAA 
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Ac. striatus 183JOA  .ATCCTA.C....AT.TAT..TATATTC.TTAT.GCCC...CCCTCAC...CA.ACT.TG....C..AT.A.CTATAA 
Ac. striatus 187JOA  .ATCCTA.C....AT.TAT..TATATTC.TTAT.GCCC...CCCTCAC...CA.ACT.TG....C..AT.A.CTATAA 
Ac. striatus 237MOS  .ATCCTA.C....AT.TAT..TATATTC.TTAT.GCCC...CCCTCAC...CA.ACT.TG....C..AT.A.CTATAA 
Ac. striatus 163PIN  .ATCCTA.C....AT.TAT..TATATTC.TTAT.GCCC...CCCTCAC...CA.ACT.TG....C..AT.A.CTATAA 
Ac. striatus 225QUI  .ATCCTA.C....AT.TAT..TATATTC.TTAT.GCCC...CCCTCAC...CA.ACT.TG....C..AT.A.CTATAA 
Ac. striatus 258SJN  .ATCCTA.C....AT.TAT..TATATTC.TTAT.GCCC...CCCTCAC...CA.ACT.TG....C..AT.A.CTATAA 
Ac. striatus 269SJN  .ATCCTA.C....AT.TAT..TATATTC.TTAT.GCCC...CCCTCAC...CA.ACT.TG....C..AT.A.CTATAA 
Ac. striatus 294SAT  .ATCCTA.C....AT.TAT..TATATTC.TTAT.GCCC...CCCTCAC...CA.ACT.TG....C..AT.A.CTATAA 
Ac. striatus 334TAP  .ATCCTA.C....AT.TAT..TATATTC.TTAT.GCCC...CCCTCAC...CA.ACT.TG....C..AT.A.CTATAA 
 
                         1110 
                          | 
Solenopsis invicta   CTCTCCCATAATCATTAA 
Myrmica rubra        ------------------ 
Ac. balzani          A.T.A.TCA..AA.A... 
A. colombica         A...ATTCA.CA---... 
A. laevigatta        A.T.A.---------... 
A. robusta           A...AT---------... 
A. rubropilosa       A...A.---------... 
Ac. striatus 01      T.A.TAA.GTT.ATA.T. 
Ac. striatus 142     T.A.TAA.GTT.ATA.T. 
Ac. striatus 162PIN  T.A.TAA.GTT.ATA.T. 
Ac. striatus 169SON  T.A.TAA.GTT.ATA.T. 
Ac. striatus 171SON  T.A.TAA.GTT.ATA.T. 
Ac. striatus 183JOA  T.A.TAA.GTT.ATA.T. 
Ac. striatus 187JOA  T.A.TAA.GTT.ATA.T. 
Ac. striatus 237MOS  T.A.TAA.GTT.ATA.T. 
Ac. striatus 163PIN  T.A.TAA.GTT.ATA.T. 
Ac. striatus 225QUI  T.A.TAA.GTT.ATA.T. 
Ac. striatus 258SJN  T.A.TAA.GTT.ATA.T. 
Ac. striatus 269SJN  T.A.TAA.GTT.ATA.T. 
Ac. striatus 294SAT  T.A.TAA.GTT.ATA.T. 
Ac. striatus 334TAP  T.A.TAA.GTT.ATA.T. 
 

Figure 3 - Sequence alignments for 642 base pairs of Acromyrmex striatus numts and 
the cytb gene from other ants species. The alignment is based on the cytb gene of 
Solenopsis invicta (NC014672), and the numbers correspond to the position of this 
nucleotide sequence. Dots indicate no change in the nucleotide compared with the 
cytb of S. invicta. The sequences that encoded premature stop codons in the numts 
sequences are highlighted in yellow and deletion of part of the sequences is 
highlighted in blue. The cytb gene showed an insertion of two codons (six 
nucleotides) in the Atta species and one codon (three nucleotides) in A. balzani, 
which are in bold at position 904. The dash represents a gap.  
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Considerações Finais 

 

 A. striatus apresentou a mesma morfologia e número cromossômico que as 

espécies do gênero Atta cariotipadas até o momento (2n = 22); 

 

 Na reconstrução filogenética estimada a partir de quatro genes nucleares, A. 

striatus agrupou em um clado separado das demais formigas cortadeiras, ou 

seja, não agrupando com as espécies do gênero Acromyrmex e Atta; 

 
 Baseado nos resultados reportados no capítulo 1 sugere-se que A. striatus seja 

transferida para um novo gênero de Attini;  

 

 Considerando a relação filogenética entre A. striatus e as demais formigas 

cortadeiras, bem como, as características ecológicas destes organismos, pode-

se sugerir que a diversificação deste grupo possivelmente ocorreu em 

ambientes abertos da América do Sul, e não em ambientes úmidos; 

 

 As populações de A. striatus estão fortemente estruturadas em sua 

distribuição geográfica, resultado de uma demografia histórica estável 

durante o tempo evolutivo desta espécie; 

 

 O isolamento por distância contribui significativamente para o perfil 

filogeográfico reportado para esta espécie; 

 

 Os resultados filogeográficos mostrados evidenciam que os pampas e a 

região costeira do sul do Brasil não foram diretamente afetados com a 

expansão das florestas úmidas, durante os ciclos interglaciais; 

 

 Os resultados apresentados no capítulo 3 evidenciam a ocorrência de 

pseudogenes mitocondriais (numts) em mais uma espécie de formiga da tribo 

Attini. 

 


