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RESUMO

RESENDE, Helder Canto, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro
de 2008. Filogeografia de Dinoponera lucida Emery (Hymenoptera:
Formicidae) com base em DNA mitocondrial. Orientador: Tania Maria
Fernandes Salomao. Co-orientadores: Lucio Antdnio de Oliveira Campos,
Luiz Orlando de Oliveira.

Dinoponera lucida (Formicidae: Ponerinae) € uma formiga de
coloracdo preta e grande porte, até 4 cm, com fémeas apteras e machos
alados e menores. Nao ha castas morfologicamente diferenciadas e a
reproducdo é feita por operarias fertilizadas conhecidas como “gamergates”.
A espécie consta na lista brasileira da fauna ameacada de extingdo. Sua
distribuicdo esta restrita ao sul da Bahia e ao Espirito Santo no Corredor
Central da Mata Atlantica. Como contribuicdo para a elucidacao do padréo de
distribuicdo geogréfica e estruturacdo populacional da espécie, a filogeografia
de D. lucida foi estudada a partir de sequiéncias do DNA mitocondrial. Foram
sequenciados 1149 pb dos genes COI, COIll e Cytb. Arvores filogenéticas
foram construidas por Inferéncia Bayesiana. Variancia molecular, indices de
fixacdo, indices de diversidade nucleotidica e haplotipica foram estimados.
Redes de haplotipos foram reconstruidas por median-joining network. Os
indices de diversidade e fixacdo indicaram a estruturacao das populagées. O
padréo filogeografico observado foi a estruturacao filogeografica com padrao
descontinuo de divergéncia genética e perda de haplétipos intermediarios em
populagcées com limitado fluxo génico. A area de ocorréncia da espécie tem
sido intensamente impactada com perda de habitat e consequente isolamento
das populacdes remanescentes em fragmentos florestais preservados que
representam refagios ecolégicos modernos para a espécie. A perda de
habitat representa também a perda haplétipos intermediarios e as populagdes
remanescentes apresentaram haplétipos exclusivos. A perda de qualquer
uma delas ndo pode ser substituida ou compensada pela conservacédo de
nenhuma outra. Isto implica a necessidade de esfor¢cos conservacionistas que
visem preservar 0 maximo possivel das areas remanescentes que ainda

abrigam populagdes de D. lucida.
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ABSTRACT

RESENDE, Helder Canto. M. Sc, Universidade Federal de Vigosa, February,
2008. Phylogeography of Dinoponera lucida Emery (Hymenoptera:
Formicidae) with base at mitochondrial DNA. Adviser: Tania Maria
Fernandes Salomé&o. Co-advisers: Lucio Antonio de Oliveira Campos, Luiz
Orlando de Oliveira.

Dinoponera lucida (Formicidae: Ponerinae) is a ant of black
color and large size, up to four cm, with apterous females and smaller, winged
males. There are no morphologically differentiated castes and the
reproduction is carried out by fertilized workers known as “gamergates”. The
species is on the Brazilian list of fauna threatened with extinction. Its
distribution is restricted to the south of Bahia and to Espirito Santo in the
Central Corridor of the Mata Atlantica. As a contribution to the elucidation of
the type of geopgraphic distribution and population structure of the species,
the phylogeography of D. lucida was studied from mitochondrial DNA. 1149
bp of the COI, COIl and Cytb genes were sequenced. Phylogenetic trees
were constructed by Bayesian Inference. Molecular variation, fixation indices,
nucleotide and haplotype diversity indices were estimated. Haplotype
networks were reconstructed by median-joining network. The type of
phylogeography observed was phylogeographic structure with discontinuous
genetic divergence and loss of intermediate haplotypes and populations with
limited gene flow. The area of occurrence of the species has been intensely
impacted by habitat loss and consequently isolation of remaining populations
and preserved forests that represent modern ecological refuges for the
species. The loss of the habitat also represents loss of intermediate
haplotypes and the remaining populations presented exclusive haplotypes.
The loss of any of these can not be replaced or compensated for by the
conservation of any other. This implies the necessity of conservation efforts
aiming to preserve as many as possible of the remaining areas that still

harbour population of the D. lucida.
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INTRODUCAO

A Mata Atlantica brasileira foi considerada por Myers et al. (2000)
como um dos 25 hot spots de diversidade do mundo em prioridade de
conservacao devido a concentracdo de espécies endémicas e a perda de
habitats naturais. E considerada um dos ecossistemas mais ameacados do
planeta, onde o ritmo da perda de biodiversidade esta entre os mais rapidos.
Estima-se que tenham restado apenas sete ou oito por cento da &rea original,
estimada entre 1 e 1,5 milhdo de km? (Galindo-Leal & Camara, 2003). As
florestas remanescentes foram reduzidas a varios arquipélagos de
fragmentos florestais muito pequenos, bastante separados entre si. Além
disso, fatores como a incidéncia de fogo e a introducdo de espécies exoticas
ameacam a sustentabilidade desses fragmentos (Gascon et al., 2000).

Em 1997, Ayres propds ao governo federal o projeto “Corredores
Ecolégicos das Florestas Tropicais do Brasil” com o objetivo de estimular
politicas publicas que considerassem grandes extensdes de areas
ecologicamente relevantes, incluindo as unidades de conservacdo e suas
comunidades, com ac¢des conservacionistas integradas. O manejo integrado
dos corredores ecologicos visa facilitar o fluxo de individuos e genes entre
populacdes. Dois corredores biologicos foram considerados prioritarios nessa
proposta: o Corredor da Serra do Mar e o Corredor Central da Mata Atlantica.
O projeto corredores ecoldgicos foi publicado na integra em Ayres et al.
(2005).

O Corredor Central da Mata Atlantica tem mais de 8,5 milhfes de
hectares estendendo-se por todo o estado do Espirito Santo e sul da Bahia,
possuindo 83 unidades de conservacédo (Brasil-MMA, 2006). Este corredor
destaca-se por apresentar extrema riqueza biolégica e abrigar espécies de
distribuicdo restrita e ameacadas de extingdo (Prado et al., 2003; Aguiar et
al., 2005; Ayres et al., 2005; IPEMA, 2005).

Em termos de abundancia numeérica, tamanho e riqueza de espécies,

as formigas destacam-se em muitos ambientes terrestres. Associado ao fato



delas ocuparem altos niveis tréficos e freqientemente nichos especializados,
as formigas podem ser usadas como bioindicadores de varios parametros
ambientais (Majer, 1983).

As formigas do género Dinoponera (Formicidae: Ponerinae) estédo
entre as maiores formigas da familia Formicidae, com operarias que atingem
até 4 cm de comprimento. Morfologicamente e fisiologicamente, todas as
espécies do género sédo bastante similares, com operarias de coloragcao preta
e de grande porte, com diferencas morfologicas discretas, porém nitidas. As
seis espécies conhecidas do género (D. australis, D. gigantea, D. longipes, D.
lucida, D. mutica e D. quadriceps) ocorrem na América do Sul, abrangendo o
sudeste da Colombia, leste do Peru, todo o Brasil, leste da Bolivia, Paraguai
e nordeste da Argentina (Kempf, 1971; Paiva & Brandao, 1995). Neste grupo
ndo existem castas morfologicamente diferenciadas e a reproducédo é feita
por operarias fertilizadas conhecidas como “gamergates” (Peeters, 1993). As
fémeas sao apteras e diploides enquanto os machos sao alados, haploides, e
de menor tamanho que as fémeas (Hanskin & Zahl, 1971; Kempf, 1971). O
comportamento de D. quadriceps durante o acasalamento sugere que fémeas
desta espécie, e possivelmente de outras espécies do género, se acasalam
com um unico macho (Monnin & Peeters, 1998).

D. lucida Emery 1901 (Figura 1) foi incluida na lista oficial brasileira da
fauna ameacada de extincdo em 2003 devido a intensa fragmentacéo e perda
de seu habitat natural. Sua distribuicdo atual é considerada restrita ao sul da
Bahia e ao Espirito Santo no Corredor Central da Mata Atlantica (Delabie,
2004).



Figura 1. Dinoponera lucida Emery 1901. A, B, C: fémea; D e E: macho; F

abertura de um ninho.



Estudos recentes resultaram em conhecimentos importantes da
biologia e genética de D. lucida. Peixoto (2006) estudou a bioecologia e o
comportamento desta espécie. Estas formigas constroem ninhos
subterraneos relativamente rasos, em média 35,1 cm de profundidade, que
podem chegar a 65 cm. Nestes ninhos convivem a fémea reprodutora,
fémeas operérias e os estagios imaturos (ovos, larvas e pupas). Foi
observada apenas uma fémea reprodutora (gamergate) em cada colbnia
estudada, sugerindo que a espécie € monoginica. A presenca de machos foi
observada durante todo o periodo de estudo das colénias. O estudo
demonstrou um padrao agregado de distribuicdo espacial dos ninhos como
reflexo do modo de instalacdo de novos ninhos que se da por fissao de
colénias. A fissdo de uma colbnia ocorre quando uma fémea reprodutiva
abandona a col6nia de origem para fundar uma nova, acompanhada por
operarias estéreis que colaboram neste processo (Peeters & Ito, 2001)

Analisando D. lucida em nivel citolégico, Mariano et al. (2004)
detectaram nesta espécie 0 maior niumero conhecido de cromossomos em
Hymenoptera. Expressiva variacdo cariotipica: 2n=106, 116, 118 e 120 foi
relatada também por Mariano et al. (2005), Barros et al. (2006) e Mariano et
al. (2007, em preparacédo). Quando se compara a distribuicdo geogréfica dos
caridtipos, os resultados destes estudos sugerem a estruturacdo das
populacdes em pelo menos dois demes distintos, um representando as
populacdes do Espirito Santo e outro as popula¢gbes da Bahia (Barros et al.,
2006). Inferéncia similar foi feita por Costa et al. (2006) em estudos com
PCR-RFLP da regidao COI/COIl do mtDNA de D. lucida, que sugerem a
separacdo das populacbes em duas regides: (1) Bahia-Norte do Espirito
Santo e (2) Centro-sul do Espirito Santo.

Nas duas Ultimas décadas, estudos filogeogréficos tém buscado
auxiliar o entendimento dos processos e fatores evolutivos que levaram a
atual diversificacéo e distribuicdo espacial das espécies. O termo filogeografia
foi definido por Avise (2000) como um campo de estudos que abrange os
principios e 0s processos que governam a distribuicdo geogréfica das
linhagens genealdgicas, especialmente aquelas entre espécies proximamente

relacionadas e dentro delas.



Dentre os marcadores moleculares que podem ser utilizados em
estudos filogenéticos dentro de espécies ou entre espécies proximas, merece
destaque o DNA mitocondrial (mtDNA), em virtude do padrédo de heranca
uniparental, auséncia de recombinacdo, alta taxa de substituicdo e
consideravel polimorfismo (Avise et al.,, 1987). Devido a sua heranca
materna, o mtDNA pode ser usado para identificar matrilinhagens e estimar
disperséo por fémeas em insetos sociais (Pamilo et al., 1997). Isso se torna
particularmente importante para estudos filogeograficos das espécies cuja
dispersao dos ninhos é feita exclusivamente pelas fémeas, como é o caso de
D. lucida.

Em estudos de sistematica molecular, os genes mitocondriais mais
freqientemente utilizados sdo os que codificam para Citocromo c¢ oxidase
subunidade | (COI), Citocromo ¢ oxidase subunidade Il (COIll); 18S, 16S e
12S rDNA; Citocromo b (Cytb) e Regido Controle (Caterino et al., 2000;
Meyer & Zardoya, 2003). Estudos filogeograficos e de genética de
populacdes de formigas tém utilizado principalmente os genes mitocondriais
COl, COll e Cytb.

Utilizando sequéncias de COI e COIl, Quek et al. (2007) investigaram
a histéria geografica e o contexto de diversificagdo de formigas do género
Crematogaster das florestas equatoriais do sudeste da Asia. As analises
permitiram aos autores reconstruir o tempo de diversificacdo e expansao
demografica, e identificar areas que podem ter sido refagios ou centros de
diversificacdo para estas formigas. Sequéncias de Cytb e COI foram
utilizadas por Azuma et al. (2006) para estudar a filogeografia da formiga
Oecophylla smaragdina na Asia, permitindo aos autores inferir as relacées
entre a estrutura filogeografica destas formigas com evidéncias geoldgicas da
distribuicdo de continentes, ilhas e mares durante os periodos glaciais. Para
estudar a estrutura filogeografica da formiga Solenopsis invicta, nativa da
América do Sul, Ahrens et al. (2005) também utilizaram sequéncias
mitocondrias COI e COIl e puderam constatar altos niveis de estruturacao
genética e isolamento por distancia nestas formigas.

Considerando a importancia de estudos que possam contribuir para o
entendimento dos padrdes evolutivos que geraram a riqueza da

biodiversidade da Mata Atlantica e o fato de Dinoponera lucida ser uma
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formiga ameacada de extingdo, endémica deste bioma, este estudo propde
estudar a filogeografia de D. lucida analisando sequéncias do DNA
mitocondrial.

OBJETIVO GERAL

Estudar a filogeografia de Dinoponera lucida, com base em genes
mitocondriais, como contribuicdo para a elucidacdo do padréo de distribuicéo

geografica e estruturacdo populacional.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Avaliar a estruturacdo geografica populacional de D. lucida.
o Inferir sobre o0s processos demograficos e evolutivos que
contribuiram para a atual distribuicdo das populacbes de D.

lucida.



MATERIAL E METODOS

Um total de 69 individuos de D. lucida foi analisado. Os espécimes sao
provenientes de 24 localidades dos estados do Espirito Santo e Bahia, sendo
uma localidade na divisa de Bahia com Minas Gerais (Figura 2; Tabela 1) e
abrangem toda a area de ocorréncia da espécie. A localizacdo de cada ninho
amostrado foi obtida com GPS. Para os ninhos onde néo foi possivel a exata
marcacdo do ponto de georeferéncia, utilizaram-se as localizagbes
geograficas dos municipios como estimativas aproximadas.

Um individuo por col6nia foi genotipado para evitar haplétipos idénticos
atribuidos a estrutura familiar da coldnia. Individuos de outras seis espécies
foram utilizados como grupo externo nas analises filogenéticas (Tabela 1).

O DNA total de 54 individuos de D. lucida e do individuo de D.
gigantea foram obtidos no banco de DNA do Laboratorio de Biologia Celular e
Biofisica da Universidade Federal de Vigosa, montado durante a execucao do
projeto “Plano de Manejo de Dinoponera lucida Emery, a Formiga Gigante do
Corredor Central da Mata Atlantica”, uma parceria entre o Instituto Driades de
Pesquisa e Conservacdo da Biodiversidade (llhéus, BA), Centro de
Pesquisas do Cacau (CEPEC/CEPLAC), Universidade Estadual de Santa
Cruz e Universidade Federal de Vigcosa. Os demais individuos analisados
foram coletados ou recebidos como colaboragcdo de outros pesquisadores.
Neste caso, o DNA total foi extraido conforme protocolo descrito em
Waldschmidt et al. (1997) com algumas modificagcbes, e adicionado ao banco
de DNA.



Figura 2 — Mapa exibindo as localidades e os pontos de coleta de individuos
de D. lucida. As localidades estéo representadas por triangulos vermelhos.



Tabela 1 — Individuos analisados, locais de coleta e referéncias geograficas.

Espécie Sigla Localidade Estado Longitude Latitude
Dinoponera lucida itp Itapebi BA -39.52 -15.95
bar Barrolandia BA -39.17 -16.06
pos Porto Seguro BA -39.18 -16.38
it Itabela BA -39.46 -16.53
gua Guaratinga BA -39.91 -16.56
itm Itamaraju BA -39.65 -16.87
pra Prado BA -39.38 -17.30
ith Iltanhém BA -40.41 -17.13
lag Lagedédo BA -40.30 -17.67
tex Teixeiras de Freitas BA -39.74 -17.53
sea Serra dos Aimorés MG/BA -40.25 -17.81
ibi Ibirapué BA -40.15 -17.68
muc Mucuri BA -39.67 -18.07
pin Pinheiros ES -40,13 -18,37
S00 Sooretama ES -40.16 -19.02
lin Linhares ES -40.02 -19.15
flo FloNa dos Goytacazes ES -40.08 -19.41
sac Sé&o Ant. do Canaa ES -40,65 -19,84
stt Santa Teresa ES -41.51 -19.95
stl Sta Leopoldina ES -40,53 -20,10
car Cariacica ES -40.46 -20.26
dom Domingos Martins ES -40.65 -20.35
mar Marechal Floriano ES -40.66 -20.40
via Viana ES -40.46 -20.41
Dinoponera australis Uberlandia MG -48,27 -18,91
Dinoponera gigantea Belém PA -48,50 -01,45
Dinoponera quadriceps Manoel Vitorino BA -40,24 -14,14
Pachycondyla crassinoda Ilhéus BA -39,04 -14,78
Pachycondyla verenae Itororé BA -40,07 -15,11

As sequéncias mitocondriais COI, COIll e Cytb foram parcialmente
amplificadas por meio da técnica da reacao de polimerase em cadeia (PCR),
utilizando os oligonucleotideos descritos na Tabela 2. A mistura de reacao
continha 1U de GoTag® Flexi DNA Polymerase (PROMEGA), 10 pL (1X) de
seu respectivo tampéao, 1 puL (0.2 mM) de dNTP, 1 puL (5 mM/uL) de cada
oligonucleotideo, 2.5 pL (1.25 mM) de MgCl,, 1 pL (50ng) de DNA total e
agua ultra-pura para um volume final de 25 pL. A amplificacdo foi conduzida
com um passo de desnaturacao inicial por 5 minutos a 94°C, 35 repeti¢cdes do
ciclo (50 s a 94°C; 1 min 20 s na temperatura de pareamento do



oligonucleotideo; 1 min 20s a 72°C) e um passo final de extensao por 10 min
a 72°C. As temperaturas de pareamento dos oligonucleotideos podem ser
verificadas na Tabela 2.

Tabela 2 — Oligonucleotideos utilizados para amplificacdo parcial dos genes
COI/COIl e Cytb em D. lucida e suas respectivas temperaturas de
pareamento.

Cddigo gene  Sequéncia do oligonucleotideo- 5-> 3’ Temperatura
COICOIF® col TCTATACCACGACGTTATTC 44°C
COICOII-R® COIl  GATCAATATCATTGATGACC 44°C
COlarF® col (CIT)ATACC(AIT)CGACG(A/T)TATTC(T/A)(G/A)AA(T/C)T  50°C
coll-rR® COll  (CIG)(AIT)TCA(G/A)TATCATTGATGACCAAT(G/AIT)GA  50°C
cB1® Cytb  TATGTACTACCATGAGGACAAATATC 51°C
TRS® tRNA*" TATTTCTTTATTATGTTTTCAAAAC 51°C

(a) Hall & Smith, 1991
(b) Com base em sequiéncias de Dinoponera lucida deste trabalho.
(c) Jermiin & Crozier, 1994

Os produtos da amplificacdo de COI/COIl foram purificados
diretamente do gel de agarose (1,5%) utilizando-se o Kit Wizard® SV Gel and
PCR Clean-Up System (PROMEGA) e ligados em Vetor pGEM®-T Easy
Vector System (PROMEGA) conforme recomendagOes dos fabricantes. Os
vetores foram utilizados para transformar células ultra-competentes de E. coli
DH5a. Os clones transformantes foram selecionados por a-complementacéo,
e os transformantes recombinantes por extracdo de plasmideo por lise rapida
de coldnia. Os clones transformantes recombinantes foram selecionados,
multiplicados e os plasmideos recombinantes foram extraidos e purificado
usando o Kit S.N.A.P Miniprep da INVITROGEN, conforme as instru¢cdes do
fabricante. Os plasmideos purificados foram utilizados para o
sequenciamento dos insertos utilizando sequenciador automatico modelo
MegaBACE (GE-Healthcare) com oligonucleotideos M13 especificos para o
vetor de clonagem utilizado. Os produtos da amplificacdo parcial do Cytb
foram purificados com a mistura de enzimas ExoSap-IT® (USB corporation) e
diretamente sequenciados com 0s mesmos oligonucleotideos da

amplificagéo.
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As sequencias de DNA obtidas foram confirmadas por comparagéo
com outras sequencias constantes no GenBank por meio da ferramenta
BLAST (Basic local alignment search tool, Altschul et al., 1990) disponivel no

endereco  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgj). A edicdo das
sequencias foi feita visualmente com o auxilio do pacote de software
PhredPhrap/Consed (Ewing et al., 1998; Ewing & Green, 1998) e alinhadas
utilizando o aplicativo Clustal W (Higgins et al. 1994) através do programa
MEGA 4 (Tamura et al., 2007), que permite que os alinhamentos sejam feitos
a partir das sequéncias protéicas. Com isso, as sequéncias codificadoras
foram traduzidas, utilizando-se o cdodigo genético especifico do DNA
mitocondrial de invertebrados, alinhadas, e o programa retornou a sequencia
de nucleotideos, aumentando a confiabilidade dos alinhamentos. Os
conjuntos de sequéncias foram concatenados utilizando o programa PhyCon
(Yotoko et al., em preparacéo).

Arvores filogenéticas foram construidas por Inferéncia Bayesiana (Bl)
utilizando o programa MRBAYES 3.0b4 (Huelsenbeck & Ronquist, 2001).
Para agilizar a construcdo das arvores, um modelo basico de substituicdo de
nucleotideos foi estimado com o auxilio do programa MrModeltest (Nylander,
2004) que fornece ao MrBayes os parametros que deverao ser estimados, de
modo a evitar 0 excesso de parametrizacdo dos modelos a serem utilizados
na estimativa das topologias e tamanhos de ramos.

O programa ARLEQUIN 3.1 (Excoffier et al., 2005) foi utilizado para as
andlises de variancia molecular — AMOVA - e indices de fixacdo Fsr, Fcr,
Fsc (Excoffier et al., 1992). A AMOVA foi realizada com trés niveis
hierarquicos, excluindo as localidades com apenas uma coldénia amostrada.
Foram consideradas como populagdes as col6nias de uma mesma localidade
e como grupos a formacéo proposta pelas analises filogenéticas.

Os indices de diversidade nucleotidica (p) e haplotipica (Hd) (Nei,
1987) foram estimados utilizando o programa DNASP (Rozas et al., 2003). O
indice de diversidade haplotipica (Hd) indica a probabilidade de dois
haplotipos escolhidos ao acaso no conjunto de amostras serem diferentes. O
indice de diversidade nucleotidica (p) indica o0 numero médio de diferencas

nucleotidicas entre os haplétipos calculados par a par (Nei, 1987).
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O teste de Mantel, realizado com o auxilio do programa AIS - Alleles in
Space (Miller, 2005) foi utilizado para estimar a correlacdo entre as distancias
geneéticas e geograficas das colonias.

Na tentativa de estimar o tempo de coalescéncia das linhagens
mitocondriais, foi feito um teste de razao de Verossimilhancga (Likelihood ratio
test - Felsenstein, 2004) entre a arvore construida sob o relégio e sem esta
restricdo. A verossimilhancga da arvore sem a restricdo do relogio molecular
certamente é maior que a restrita, e o teste serve para verificar se a diferenca
é significativa. Caso a diferenca ndo seja significativa, € possivel considerar
taxas evolutivas semelhantes entre os tdxons analisados e calibrar o tempo
de coalescéncia das linhagens a partir de dados da literatura para Ponerinae.

Uma rede de haplétipos foi construida por analise de median-joining
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RESULTADOS

VARIACAO MITOCONDRIAL
A regido COI/COIl de D. lucida foi amplificada e os produtos PCR

sequenciados. O tamanho das sequéncias obtidas foi de 575 pb. Destes, 210
pb correspondem a porg¢édo final do gene que codifica para COlI, incluindo o
cédon de parada, 65 pb correspondem ao tRNA"®" e 300 pb correspondem a
uma parte inicial do gene que codifica para COIIl. Os 65 sitios resultantes do
alinhamento entre as seqiiencias correspondentes ao tRNA"®" mostraram-se
muito conservados. Além disso, entre 0s grupos externos, as sequéncias de
tRNA""  apresentaram tamanhos diferentes, o que ndo permitiu um
alinhamento confiavel. Desta forma, esse conjunto de dados foi excluido das
analises.

O gene Cytb foi parcialmente amplificado e os fragmentos PCR
sequenciados. O tamanho dos fragmentos de DNA obtidos foi de 639 pb.

A Tabela 3 mostra o niamero de sitios variaveis, a composicdo de
bases e a distancia-p (numero de sitios diferentes/nimero total de sitios)
entre os pares de sequéncias dos individuos de D. lucida, para os quatro
conjuntos de dados COI/ tRNAY/COII/Cytb.

Tabela 3 — Numero de sitios, composicdo de bases e distancia-p entre os
pares de sequéncias para 0s quatro conjuntos de dados COIl/
tRNAY/COII/Cytb em D. lucida.

Ne° de Distancia-

sitios C V P S %T %C %A %G p
COl 210 167 43 37 6 465 17.1 299 6.4 0.041
tRNA™® 65 58 7 4 3 410 93 387 109 0.014
coll 300 222 78 69 9 482 130 351 3.7 0.050
Cytb 639 488 151 142 9 459 168 303 69 0.060

C — Numero de sitios conservados; V — sitios variaveis; Pl — Sitios parcimoniosamente
informativos; S — singletons; * Média de todas as distancias par-a-par.
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ANALISES FILOGENETICAS

A Figura 3 mostra a arvore filogenética reconstruida com base na
regido que compreende os genes COI/COIl concatenados, utilizando-se
3.000.000 de geracOes para a cadeia de Markov Monte Carlo (MCMCQC),
eliminando as 500.000 arvores iniciais. Para cada gene foi estimado um
modelo evolutivo para a estimativa da arvore bayesiana contendo todos os
genes concatenados. Definindo Pachycondyla verenae como grupo externo,
D. lucida aparece como um grupo parafilético que contém D. australis,
D.gigantea e P. crassinoda.

A Figura 4 mostra a arvore filogenética reconstruida a partir dos dados
de sequéncias do Cytb utilizando inferéncia bayesiana com 1.500.000
geracdes para MCMC e eliminado as 250.000 primeiras arvores. Com este
conjunto de dados, considerando as duas espécies de Pachycondyla como
grupo externo, D. lucida aparece como um grupo parafilético que contém D.
gigantea. As demais espécies de Dinoponera apareceram COmMO grupos
irmé&os de D. lucida.

A Figura 5 mostra a arvore reconstruida por inferéncia bayesiana com
10.000.000 de geracbes para MCMC eliminando-se as 3.000.000 de arvores
iniciais a partir dos dados concatenados de COI/COII/Cytb. Para cada gene
foi estimado um modelo evolutivo para a estimativa da &rvore bayesiana
contendo todos os genes concatenados. Novamente, D. lucida foi parafilético
em relacdo a D. gigantea.

A Figura 6 mostra a arvore nao enraizada contendo apenas individuos
de D. lucida, reconstruida pelo método bayesiano com 3.000.000 de
geracbes de MCMC eliminando-se as 500.000 arvores iniciais a partir dos
dados concatenados de COI/COII/Cytb.
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Figura 3. Arvore consenso de duas cadeias, cada uma com 3.000.000 de
geracbes para MCMC, eliminando-se 500.000 arvores iniciais de cada uma,
reconstruida por inferéncia bayesiana levando em conta modelos de
substituicdo diferentes para cada subconjunto das seqténcias COI/COIll de D.
lucida e do grupo externo. Os individuos de D. lucida estdo representados
pelo local de coleta e o numero da colénia amostrada. Probabilidades
posteriores estao exibidas ao lado dos nés.
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Figura 4. Arvore consenso de duas cadeias, cada uma com 1.500.000
geracdes para MCMC, eliminando-se 250.000 arvores iniciais de cada uma,
reconstruida por inferéncia bayesiana com base nas sequéncias Cytb de D.
lucida e do grupo externo, levando em conta um modelo de substituicdo. Os
individuos de D. lucida estéo representados pelo local de coleta e 0 nimero
da colénia amostrada. Probabilidades posteriores estédo exibidas ao lado dos
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Figura 5. Arvore consenso de duas cadeias, cada uma com 10.000.000 de
geracdes para MCMC, eliminando-se 3.000.000 de &rvores iniciais de cada
uma, reconstruida por inferéncia bayesiana levando em conta modelos de
substituicdo distintos para cada subconjunto das sequéncias COI/COII/Cytb
de D. lucida e do grupo externo. Os individuos de D. lucida estédo
representados pelo local de coleta e 0 nimero da colénia amostrada.
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ESTIMATIVAS DE DIVERSIDADE

A Tabela 4 mostra o resultado da andlise de varidancia molecular
AMOVA e a Tabela 5 os resultados para os indices de diversidade

nucleotidica e haplotipica.

Tabela 4. Analise de variancia molecular — AMOVA (Excoffier et al., 1992)
considerando como populacbes os individuos de uma mesma localidade.
Foram considerados como grupos os agrupamentos identificados na Figura 6.

o Graus de Soma dos Componentes de Porcentagem
Fonte de Variagdo . o ]
Liberdade guadrados Variancia de Variagdo

Entre grupos 6 1.473,1080 22,0790 62,25
Entre populacdes/

12 389,6770 10,1979 28,75
dentro de grupos
Dentro de

46 146,8000 3,1913 9,00
populactes
Total 64 2.009,585 35,4690

Teste de significAncia com 10.000 permutagfes. P<0, 000001 para os trés niveis hierarquicos.

indices de Fixagdo:  F s1=0,91003, F1=0,62251, Fsc=0.76165

Os resultados da AMOVA mostraram que a menor por¢cao da variacao
encontra-se entre os individuos de uma mesma populagdo (conjunto de
individuos de uma mesma localidade). A maior por¢cdo da variacdo foi
observada entre os grupos propostos (conjunto de populagdes que ocorrem
proximas geograficamente). indices de fixacdo Fsr, Fcr, Fsc. muito altos
foram observados. O Fst é definido como a correlacdo entre pares de
haplotipos aleatérios dentro das populacdes, relativo a pares aleatérios de
haplotipos extraidos de toda amostragem, o Fcr como a correlagdo entre
pares de haplotipos aleatérios dentro de um dos grupos propostos a priori,
relativo a pares aleatérios de haplétipos extraidos de toda amostragem, e o

Fsc como a correlacdo entre pares de haplétipos dentro das populaces,
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relativo a pares aleatérios de haplotipos extraidos do grupo (Excoffier et al.,
1992).

Tabela 5. indices de diversidade nucleotidica (p) e haplotipica (Hd) (Nei,
1987).

p Hd
Dentro das populacbes 0,0031 0,6577
Dentro dos grupos 0,0139 0,9145
Dentro da espécie 0,0546 0,9879

Observou-se uma diversidade nucleotidica muito baixa entre o0s
individuos de uma mesma populacdo. A diversidade nucleotidica € muito
menor dentro de populacbes do que dentro dos grupos, que por sua vez é
menor que na espécie como um todo. A diversidade haplotipica € alta nos
trés niveis sendo menor dentro das populagdes. Poucos haplotipos
compartilhados foram observados, e estes se encontram dentro das
populacdes. A existéncia de muitos haplotipos exclusivos entre as

populacdes justifica os altos indices de diversidade haplotipica.

TESTE DE MANTEL

O teste de Mantel, realizado com 10.000 permutag¢des indicou uma
correlacdo entre a matriz de distancias genéticas (Distancia-p) e a matriz de
distancias geogréficas de r = 0,3304 (P < 0,001). A correlacdo determinada
foi baixa, porém positiva e significativa (Figura 7). Esta correlacdo indica que
parte do isolamento genético das populacdes pode ser explicado pelo
isolamento geogréafico que causa restricdo do fluxo de fémeas entre as

populacdes com o0 aumento da distancia.
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Figura 7. Distribuicdo das correlacBes par a par entre as distancias genéticas
e distancias geogréficas dos individuos de D. lucida estimadas pelo teste de
Mantel com 10.000 permutacdes. r = 0,3304 ( P < 0,001).

ESTIMATIVA DO TEMPO DE COALESCENCIA

Jermiin & Crozier (1994) estimaram o tempo de divergéncia do gene
Cytb na formiga Tetraponera rufoniger. Esta estimativa poderia ser usada
para calibrar o relégio molecular neste estudo. Sendo assim, o teste de razéo
de Verossimilhanga (LRT) foi conduzido a partir das arvores filogenéticas
construidas utilizando apenas as sequéncias de Cytbh. O valor de
verossimilhanca da arvore sem rel6gio molecular foi de -InL = 4339.62339, e
com relégio foi de -InL = 4500.12215. O logaritmo de verossimilhanca para a
arvore com relogio é significativamente menor do que o valor
desconsiderando o relégio (x*= 320.99, 53 g.l., P < 0,01). Isso implica que,
seguindo o LRT, o relégio molecular ndo se aplica para a filogenia inferida.

As arvores filogenéticas reconstruidas a partir das sequiéncias Cytb (Figura 4)

21



confirmam os resultados obtidos pelo LRT indicando que as seqUéncias do
Cytb de D. lucida ndo evoluem numa taxa constante com as outras espécies
usadas na andlise. O tamanho de ramos para a espécie D. lucida € bem
menor do que o tamanho de ramos das espécies utilizadas como grupo
externo. Se for considerado que essas espécies descendem de um ancestral
comum, tamanhos de ramos diferentes indicam taxas de substituicao
diferentes entre as espécies. Desta forma nao foi possivel calibrar um tempo

de divergéncia entre os clados.

REDE DE HAPLOTIPOS

A rede de haplétipos construida com base nas sequéncias de
COI/COIll/Cytb (Figura 8) apresenta-se em forma de estrela. O centro da rede
mostrou uma reticulacdo entre haplétipos perdidos ou ndo amostrados com
poucos passos mutacionais entre eles.

Nas extremidades da rede, os hapl6tipos amostrados formam grupos
relacionados com a distribuicdo geografica, mostrando que individuos
préximos geograficamente descendem de uma mesma linhagem a partir de
um centro de origem. Uma excecéo séo os individuos de Domingos Martins e
Marechal Floriano que descendem de uma linhagem mitocondrial distinta dos
individuos de Cariacica e Viana apesar de estarem proximos
geograficamente.

Ramos longos, com muitos passos mutacionais, separam o centro das
extremidades da rede. Os ramos sdo maiores para os individuos localizados

mais ao sul da distribuicdo da espécie.
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Figura 8. Rede de haplétipos construida por median-joining network, a partir
de sequéncias de COI, COIl e Cytb de 69 individuos de D. lucida. Os passos
mutacionais sao representados por tracos nos ramos. Mais de 10 passos
foram representados por nameros indicando o total dos passos mutacionais
entre os dois nos.
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DISCUSSAO

DEFINICAO DO MELHOR CONJUNTO DE DADOS

A hipotese filogenética feita a partir da andlise das sequéncias
COI/COIl mostrou a subdivisdo da espécie em varios grupos que estdo, de
certa forma, relacionados a proximidade geografica entre os pontos de coleta
dos ninhos, além de ter mostrado que D. lucida pode ndo ser um grupo
monofilético. Isso implica que o grupo taxonémico conhecido como D. lucida
pode ndo ser uma espécie bem definida ou que a regido seqienciada neste
estudo nao foi capaz de resolver a filogenia dentro do género.

Considerando apenas as sequéncias COI/COIl, com a excluséo dos 65
sitios correspondentes ao tRNA"®, 210 sitios de COI e 300 sitios de COIl
foram utilizados. Sequéncias COI/COIl maiores, foram analisadas por Beibl et
al. (2007) para estudar a filogenia e filogeografia de espécies de formigas do
género Chalepoxenus e Temnothorax. O conjunto de dados utilizado por
estes autores continha 789 pb de COI e 531 pb de COIl, e as relacdes
filogenéticas entre os géneros foram estabelecidas. E possivel que a
sequéncia utilizada no presente trabalho ndo tenha sido util na separagéo
entre as espécies por ser pequena e abranger uma regido do tRNA™" que
apresentava pouco polimorfismo.

A hipotese filogenética feita a partir da andlise das sequéncias Cytb
mostrou que D. lucida pode ser parafilética em relacdo a D. gigantea. Como o
banco de DNA continha apenas uma amostra dessa espécie, optou-se entao
por descartar este individuo das analises até que se possam conseguir novas
sequencias da espécie D. gigantea.

Russo et al. (1996) testaram a eficiéncia de diferentes genes
mitocondriais e suas combinagcfes para reconstruir uma dada arvore
filogenética reconhecida por especialistas de diferentes areas, para
vertebrados. Os autores concluiram que os genes de tamanho maiores e 0
conjunto de todos os genes apresentaram as melhores arvores. No presente
trabalho foram também analisadas seqiéncias de diferentes genes e suas
combinagdes (COI, COIl, Cytb, COICOII, COICyth, COIICyth e COICOIICytb)
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e as arvores filogenéticas reconstruidas a partir destas combinac¢des foram
comparadas (dados néo apresentados). Grupos bastante similares foram
observados. Assim, optou-se por utilizar o conjunto de 1149 pb resultantes da
concatenacdo das sequencias de COI, COIl e Cytb de D. lucida. Neste caso,
a hipotese filogenética mostrou que D. lucida pode ser parafilética em relacéo
a D. gigantea. Devido a impossibilidade de testar este resultado com outras
amostras de D. gigantea conforme discutido anteriormente, optamos por
desconsiderar o individuo D. gigantea e trabalhar com a hipétese de que D.

lucida seja monofilética.

RELACOES FILOGENETICAS

A arvore reconstruida com Cytb mostrou uma relagéo filogenética mais
préxima entre as espécies D. lucida e D. quadriceps do que entre as espécies
D.lucida e D. australis. Isto pode ser um importante indicio biogeografico para
as relagdes dentro do género Dinoponera, uma vez que D. quadriceps ocorre
de forma alopatrica, mais proxima geograficamente de D. lucida do que dos
individuos de D. australis usados neste estudo. Isto deve ser comprovado
com estudos contendo populacdes diferentes destas espécies.

A arvore nao enraizada obtida com seqiencias parciais de
COI/COIll/Cytb de D. lucida (Figura 6) mostra sete grupos principais,
relacionados com a distribuicdo geografica. Este padrdo evidencia que 0s
ninhos mais proximos geograficamente guardam relacdes filogenéticas
préximas. Um ninho de Mucuri e outro de Teixeira de Freitas ndo seguiram
esse padrado e devem ser reamostrados.

Os resultados da AMOVA indicando baixa variabilidade genética
dentro das populacdes e maior variabilidade entre os grupos confirmam a
estruturagdo da espécie em grupos relacionados com as proximidades
geograficas. A baixa diversidade nucleotidica dentro das populagbes (0,0031)
em relacdo a diversidade nucleotidica total observada para a espécie
(0,0546) mostra que, apesar da alta diversidade haplotipica, os haplotipos de

uma mesma populagdo sdao muito similares entre si. A diversidade
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nucleotidica é muito menor dentro de populagdes do que dentro dos grupos,
que por sua vez é menor que na espécie como um todo.

Os resultados acima s&o interpretados como resultado do efeito
fundador, devido ao comportamento de expansdo de novos ninhos de D.
lucida A expansao da populacdo se da por eventos Unicos de migracdo, ou
de pequenos grupos de migrantes para novos locais adjacentes, com
subsequente aumento do numero de ninhos por eventos de fissdo de
colénias. Desta forma, os ninhos mais proximos sao mais aparentados, pois
derivam de uma Unica ou poucas colbnias. A baixa diversidade entre colénias
proximas também foi observado na formiga Ponerinae Diacamma
cyaneiventre (Doums et al., 2002).

Os indices de diversidade e de fixacdo indicam uma alta estruturacao
do DNA mitocondrial da espécie D. lucida. Parte dessa estruturacdo pode
estar associada ao comportamento de fundagdo de novos ninhos com
limitagcbes quanto a distancia percorrida pela fémea, fazendo com que ninhos
mais proximos geograficamente descendam de uma mesma linhagem
mitocondrial. Altos valores de Fg também mostraram altos indices de
estruturacdo das populagbes de outras formigas de dispersédo com restrito
fluxo de fémeas, como € o caso de Formica exsecta: F 4=0.72 (Liautard &
Keller, 2001) e Diacamma cyaneiventre : F 3= 0.75 (Doums et al., 2002).

REDE DE HAPLOTIPOS

A rede de haplétipos mostrou em seu centro (Figura 9) a existéncia de
pelo menos 6 haplétipos ancestrais inferidos para todas as linhagens

mitocondriais amostradas.
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Figura 9. Ampliacdo do centro da rede de haplotipos indicando 6 haplotipos
ancestrais inferidos para as linhagens mitocondriais atuais de D. lucida.

Os hapldtipos ancestrais inferidos foram extintos, ou nao foram
amostrados, e estdo relacionados entre si com poucos passos mutacionais.
Isso pode indicar a existéncia de um gargalo genético ocorrido no passado,
provocado pela reducdo da espécie a poucas populacdes ou a uma unica
populacdo com baixa variabilidade genética. Devido a esta descendéncia
comum a partir de poucos haplotipos, ninhos coletados distantes
geograficamente coalescem a um mesmo haploétipo ancestral comum inferido

(Figura 10). As colbnias destacadas foram coletadas no extremo norte da
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distribuicdo da espécie (Itapebi, Barrolandia e Porto Seguro/ BA) e na
Floresta Nacional dos Goytacazes (FloNa dos Goytacazes), municipio de
Linhares, na regido central do Espirito Santo.

A partir desse haplotipo ancestral, as populacbes derivadas se
diferenciaram, porém guardando relacbes ancestrais. Com a migracdo das
populacbes ocupando novas areas pode-se esperar um isolamento por
distancia (Wright, 1943) uma vez que, apesar da auséncia de barreiras
fisicas, o fluxo génico é limitado com o aumento da distancia entre as
colénias. As fémeas de D. lucida ndo sédo capazes de voar e por isso, o fluxo
génico mitocondrial estar4 restrito a capacidade e possibilidade de
caminhada das fémeas entre as populacbes isoladas. Areas muito abertas
(sem florestas) ou muito distantes podem representar assim uma barreira. A
correlacdo r=0,33 entre as distancias genéticas e as distancias geograficas
mostra que apenas parte da estruturacdo da espécie reflete o isolamento por
distéancia. O isolamento por distancia estaria acontecendo naquelas linhagens
mitocondriais descentes de uma mesmo hapl6tipo ancestral inferido que,
percorrendo longas distancias geograficas, tornaram-se mais distintas
geneticamente. Isso gera entdo uma estruturacdo da populacédo em relacdo a
proximidade genética. Uma vez que o fluxo génico mitocondrial esté limitado
pela distdncia geografica, ninhos mais proximos geograficamente sao
também mais préximos geneticamente.

Entretanto ndo foi observada em todas as colbnias analisadas a
proximidade genética entre ninhos préximos geograficamente. Verificou-se,
por exemplo, que colbénias localizadas em Cariacica e Viana sao
geneticamente mais relacionadas com colbnias de Santa Teresa, Santo
Antdnio do Canad e Santa Leopoldina, apesar de estarem mais proximas
geograficamente de Domingos Martins e Marechal Floriano (Figura 11). Isto
sugere a colonizacdo de locais préoximos por linhagens mitocondriais
descendentes de diferentes haplotipos ancestrais. Essa colonizacdo se deu
de forma que as populagbes ocuparam locais adjacentes, mas néo ocorreu

fluxo génico mitocondrial entre essas populacdes.
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Figura 10. Ampliacdo de parte da rede de haplotipos, mostrando duas
linhagens mitocondriais distantes geograficamente que descendem de um
ancestral comum “A” inferido.
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Figura 11. Ampliagdo de parte da rede de hapldtipos, mostrando linhagens
mitocondriais préximas geograficamente que descendem de diferentes
haplotipos ancestrais inferidos “D” e “E”.
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A Figura 12 apresenta a rede de haplétipos da Figura 8 modificada na
propor¢cao dos tamanhos de ramos, ampliando o centro de origem para uma
melhor visualizacdo das linhagens mitocondriais atuais a partir dos 6

haplétipos ancestrais inferidos.

Figura 12. Rede de haplotipos construida por median-joining network, a partir
de sequéncias de COI, COIl e Cytb de 69 individuos de D. lucida. Os passos
mutacionais sao representados por tragos ou nimeros nos ramos. As cores
indicam ancestralidade comum a partir do centro da rede. As dimensdes dos
ramos foram modificadas para aproximar o centro das extremidades da rede.
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O haplétipo ancestral “A“ deu origem as linhagens mitocondriais
coletadas em lItapebi (BA), Barrolandia (BA), Porto Seguro (BA), Linhares2
(ES, colbnia coletada ao sul do Rio Doce) e FloNa dos Goytacazes (Linhares,
ES). O ninho de Teixeira de Freitas também esta relacionado a esta
linhagem, mas nesse caso pode ter havido erro de identificagdo da amostra.
O haplotipo ancestral “B* deu origem as linhagens mitocondriais coletadas em
Sooretama (ES) e Linharesl (ES, ninho coletado ao norte do Rio Doce). Um
ninho de Mucuri também esta relacionado a esta linhagem, mas também
nesse caso pode ter havido erro de identificacdo da amostra. O haplétipo
ancestral “C* deu origem as linhagens mitocondriais coletadas em
Guaratinga, Itabela, Itanhém, Mucuri, Lagedéao, Ibirapud e Lagedao (BA) e
Serra dos Aimorés (divisa de MG/BA). O haplotipo ancestral “D* deu origem
as linhagens mitocondriais coletadas em Prado (BA), Santo Antbnio do
Canad, Santa Teresa, Santa Leopoldina, Cariacica e Viana (ES). O haplotipo
ancestral “E* deu origem as linhagens mitocondriais coletadas em Domingos
Martins e Marechal Floriano (ES). O haplétipo ancestral “F* deu origem as
linhagens mitocondriais coletadas em Pinheiros (ES). Novas analises serao
realizadas para aquelas amostras onde se acredita ter havido erro de
identificacdo. Levando em consideracgéo esta possibilidade, os haplétipos que
representam um dos ninhos de Mucuri e o ninho de Teixeira de Freitas, foram
excluidos da discussdo dos resultados até que se possam realizar novas
amostragens.

Longos ramos, com muitos passos mutacionais, foram observados na
rede de haplotipos. Eles podem ser explicados pelo acumulo de mutacdes
provavelmente fixadas por deriva devido ao efeito fundador que acompanha o
comportamento de dispersdo dos ninhos. Os longos ramos podem ainda
estar relacionados a perda de hapl6tipos intermediarios ao longo das
geracdes. A perda de haplétipos intermediarios em popula¢cdes com limitado
fluxo génico gera uma estruturacéo filogeografica com padréo descontinuo de

divergéncia genética (Categoria 1) conforme proposto por Avise et al. (1987).
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HIPOTESE SOBRE OS FATORES EVOLUTIVOS RELACIONADOS A
DIVERSIFICACAO E DISTRIBUICAO DE D. lucida

Uma vez que a distribuicdo atual de D. lucida esta restrita a uma faixa
gue acompanha a linha da costa leste do Brasil desde o Espirito Santo até o
sul da Bahia, espera-se que o0s eventos geoldgicos que influenciaram o
paleoambiente local interferiram na estrutura filogeografica da espécie.

A heranga geologica, variacdes no nivel do mar e suas implicagbes
nas mudancgas climaticas sdo 0s principais processos condicionantes da
formacdo do litoral brasileiro (Tessler & Goya, 2005).

Um processo fitogeografico descontinuado de longa duracdo (2 a 3
milhGes de anos) permitiu 0 estabelecimento de mosaicos de florestas com
biomas distintos por toda a costa leste do Brasil. Um dos mais sérios
processos de fragmentacédo da tropicalidade incidente sobre a América do Sul
aconteceu a partir de aproximadamente 2 milhdes de anos A.P. (Ab’'Saber,
2001). A expansdo de um clima seco provocou a reducdo descontinua de
florestas em redutos climaticamente favoraveis, 0s quais preservaram a biota
florestal e permitiu o refugio da fauna, fato este conhecido como a Teoria dos
Refugios Ecolégicos (Brown Jr. & Ab’Saber, 1979). O estabelecimento deste
clima seco no litoral brasileiro esta relacionado as flutua¢des do nivel do mar
durante o Quaternario. Ha aproximadamente 17.000 anos, o nivel relativo do
mar esteve 110 m abaixo do nivel atual (Suguio et al., 1988) durante o
maximo da ultima glaciacao pleistocénica.

Em relagdo a atual &rea de distribuicdo da espécie D. lucida uma
importante unidade biogeografica é a “Peninsula de Abrolhos” (Anexo 2)
proposta por Schaefer et al. (2006). Recuperando dados sedimentoldgicos e
geoquimicos da plataforma submersa de Abrolhos, os autores inferiram sobre
as condi¢des paleo-ambientais nesta regido durante a ultima glaciacao.

Com a regressdo marinha e consequente exposicdo da plataforma
continental ocorre a formacéo da “Peninsula Abrolhos” sendo que ao norte da
“Peninsula” condicdes bem mais Umidas enquanto que os setores central e
sul da “Peninsula” apresentavam condi¢cdes semi-aridas. As condicbes mais

Umidas do paleo-ambiente possibilitaram a formacdo de &reas de refligios
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florestais mais extensos ao norte e a semi-aridez provocou a reducao das
florestas nas regifes central e sul da “Peninsula” em redutos florestais
menores e disjuntos.

Com o processo de agquecimento iniciado ha 12.000 anos, o
derretimento das geleiras estocadas em regides polares e altas cordilheiras
provocou a ascensdo no nivel do mar e as mudancas climéticas permitiram o
reestabelecimento das florestas nas areas atuais.

Supondo que os acontecimentos dos ultimos trés milh6es de anos
tenham ocorrido conforme o descrito acima, pode-se tracar uma histéria, com
trés momentos distintos, que ajudaria a explicar a diversificagcdo e
estruturacao filogeografica em D. lucida.

Num primeiro momento, 2 a 3 milhdes de anos A.P., a existéncia de
florestas pode ter permitido a diversificacdo de diferentes populacdes de D.
lucida, acarretando parte da variacdo hoje observada. Uma vez que o fluxo
génico mitocondrial depende da capacidade de dispersao das fémeas e esta
dispersdo esta restrita a sua possibilidade de caminhar e considerando o
comportamento agregado dos ninhos (Peixoto, 2006), mesmo em florestas
continuas é possivel ocorrer a estruturacdo das populacdes com isolamento
por distancia. Os longos ramos observados na rede de haplétipo sugerem
uma estruturacdo antiga das populacdes.

Num segundo momento, com a regressao do nivel do mar durante as
véarias glaciacdes e o estabelecimento do clima seco na regido, a partir de 2
milhdes de anos A.P., a espécie provavelmente se estabeleceu em diferentes
refugios florestais. Nestes periodos, as areas mais ao norte da “Peninsula de
Abrolhos” por ser mais Umida e apresentar refagios florestais mais extensos,
pode ter sido utilizado como reduto de populagdes maiores que permitiu fluxo
génico mitocondrial entre as popula¢cdes remanescentes. Isso pode explicar
0s menores tamanhos de ramos da rede de haplotipos entre as populacdes
ao norte da distribuicdo atual da espécie, desde Mucuri até Itapebi, no sul da
Bahia.

Na parte central e sul da “Peninsula de Abrolhos”, o estabelecimento
de climas mais secos reduziu as formacodes florestais a refugios menores e
disjuntos que podem ter abrigado populagcdes menores, provocando o

isolamento mais antigo das populacdes nestas areas. Isso pode explicar 0s
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longos ramos da rede de haplotipos das populages que se distribuem desde
Pinheiros até Marechal Floriano, no Espirito Santo. Nestes refagios florestais
menores e disjuntos as populagcdes de D. lucida sendo menores sofrem maior
efeito da deriva genética e assim, as mutacdes se acumulam de forma mais
rapida. 1sso pode ser observado, por exemplo, nas popula¢cées de Domingos
Martins e Marechal Floriano isoladas de Cariacica e Viana por muitos passos
mutacionais. Mesmo estando relativamente préoximas geograficamente estas
populacdes podem descender de ancestrais que se refugiaram em areas
disjuntas e, por isso, estdo isoladas geneticamente ha mais tempo. Com o fim
das glaciacdes pleistocénicas e a expansdo das florestas as areas atuais
puderam ser colonizadas.

A modificacdo da rede de haploétipos (Figura 13) facilita visualizar a
estruturagdo das populagbes de D. lucida em relacdo a possivel barreira
geografica representada pela “Peninsula de Abrolhos” durante o Pleistoceno.
O centro da rede pode representar haplétipos extintos durante o
estabelecimento do clima seco na regido. Na parte superior da rede de
haplotipos, com menores tamanhos de ramos, as popula¢cdes que ocupam
atualmente o sul da Bahia, descendentes de ancestrais que possivelmente se
refugiaram nos extensos redutos florestais formados na por¢cdo mais umida
ao norte do paleo-ambiente da “Peninsula de Abrolhos”. Na parte inferior da
rede de haplétipos, com longos ramos, as populacdes que ocupam
atualmente o Espirito Santo, descendentes de ancestrais que provavelmente
se refugiaram nos redutos florestais menores e disjuntos e, por isso, estao
isoladas ha mais tempo. Conforme explicado anteriormente um dos ninhos de
Mucuri e o ninho de Teixeira de Freitas foram excluidos da discussdo dos

resultados até que se possam realizar novas amostragens.
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Figura 13. Modificacdo da rede de hapldtipos construida por median-joining
network, a partir de sequéncias de COI, COIl e Cytb de 69 individuos de D.
lucida em relacdo a possivel barreira biogeogréafica “Peninsula de Abrolhos”
(Anexo 2)(Schaefer et al., 2006). A barra “A” representa os haplétipos
descendentes de ancestrais que possivelmente se refugiaram ao norte da
“Peninsula de Abrolhos”. A barra “B” representa os hapl6tipos descendentes
de ancestrais que possivelmente se refugiaram ao sul da “Peninsula de
Abrolhos”.
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PERDA DE HAPLOTIPOS E ISOLAMENTO DAS POPULACOES EM
REFUGIOS FLORESTAIS MODERNOS: CONSEQUENCIAS PARA A
CONSEVACAO DE D. lucida.

O “Plano de Manejo de Dinoponera lucida Emery, a Formiga Gigante
do Corredor Central da Mata Atlantica” concluiu que a espécie ocorre em
Florestas Ombrofilas Densas, em diferentes niveis de regeneracdo e/ou
perturbacao e também em Florestas Estacionais Semi-deciduais, em estagios
avancados e secundarios médios de regeneracao; florestas sobre tabuleiros
em estagios avancados, meédios e iniciais; e também pode sobreviver em
Cabrucas, sistema de cultivo do cacau, onde o sub-bosque da floresta é
retirado e substituido pelas plantas de cacau, mantendo-se as arvores de
dossel (Delabie, 2004).

Com o intenso desmatamento da Mata Atlantica as areas
remanescentes que podem acolher populacdes de D. lucida estéo reduzidas
e muito isoladas. Estas areas representam reflgios ecologicos modernos
para espécie e as populacbes amostradas nestes locais apresentaram
haplétipos exclusivos ndo encontrados em nenhum outro lugar da distribuicéo
atual da espécie. A perda de areas naturais possivelmente representou
também a perda de haplétipos intermediarios e a consequiéncia disto é que
as populagdes remanescentes nao compartilham haplotipos.

Sendo assim, as populacdes remanescentes representam histérias
evolutivas Unicas e a perda de qualquer uma delas ndo pode ser substituida
ou compensada pela conservacdo de nenhuma outra. Isto implica a
necessidade de esfor¢cos conservacionistas que visem preservar 0 maximo
possivel das areas remanescentes que ainda abrigam populacdes de D.

lucida.
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CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho contribuiu para o entendimento de que a estruturacéo
filogeografica mitocondrial das populacdes de D. lucida ndo pode ser
explicada por um Gnico evento. E, provavelmente, o resultado de processos
multiplos que alteraram a paisagem com implicacdes no estabelecimento das
populacoes.

Os fatores sugeridos para explicar a estrutura filogeografica
encontrada sao: (a) estruturacdo devido ao isolamento por distancia, das
populacdes ancestrais anteriores ao Pleistoceno; (b) isolamento das
populacdes durante o Pleistoceno pela barreira biogeografica “Peninsula de
Abrolhos”; (¢) Manutencgdo de populagBes nos reflugios ecologicos durante as
glaciacbes do Quaternario, possivelmente com mais fluxo génico entre as
populacdes ancestrais ao norte da “Peninsula” e mais isolamento entre as
populacdes ancestrais ao sul da “Peninsula” (d) Perda de haplétipos
intermediarios e isolamento das populacdes em refugios florestais modernos

que abrigam populacdes com haplétipos exclusivos.
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ANEXO 1

Anexo 1. Areas visitadas em busca de populacées de D. lucida durante a
execucdo do projeto “Plano de Manejo de Dinoponera lucida Emery, a
Formiga Gigante do Corredor Central da Mata Atlantica”. Fonte: Delabie
(2004). Legenda:.Presente; ® Ausente
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ANEXO 2

Anexo 2. Peninsula Abrolhos e paleo-litoral entre Salvador e Rio de Janeiro -
18.000 - 11.000 anos (a.p.) Fonte: Schaefer et al. 2006).
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