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RESUMO

PINTO, Denise Eliane Euzébio, D.Sc., Universidadddrfal de Vicosa, setembro de
2012. Diversidade genética, relagbes filogenéticas e moldgia das sensilas
antenais da formiga ameacadaAtta robusta Borgmeier, 1939 (Hymenoptera,
Formicidae). Orientadora: Tania Maria Fernandes Saloméo. Quaderes: Lucio
Antonio de Oliveira Campos e Gustavo Ferreira Matrti

Atta robusta (Hymenoptera: Formicidae) € uma espécie de formiga distribuicdo
restrita as restingas dos estados do Rio de Jaeeuno Espirito Santo e esti
ameacada de extingdo. Foram objetivos deste esfudcaracterizar e comparar
sequéncias do DNA mitocondrial (IMtDNA) de espédieétta, incluindoA. robusta
bem como avaliar a estrutura genética da populdedd. robusta amostrada; 2.
estimar o tempo do ancestral comum mais recent Aarobusta e as relagdes
filogenéticas entré\. robusta e outras espécies ddta, 3. descrever e comparar a
morfologia e a morfometria das sensilas antenaiduds populacdes de robusta.

As coletas dé\. robusta foram realizadas em 16 localidades dos estaddssdmito
Santo e do Rio de Janeiro, e asAdesexdens e A. bisphaerica no Municipio de
Vigosa no estado de Minas Gerais. DNA total de @adastra foi obtido e utilizado
como molde em reacbes de amplificacdo de regidogecidgas do DNA
mitocondrial (COI-COIl) e DNA nuclear (Ek)L As sensilas antenais de duas
populacdes localizadas  geograficamente distantesramfo analisadas
morfologicamente. A sequéncia COI-COIl das espébeiita analisadas € rica em
nucleotideos A+T, sendo a maior porcentagem eram@tna regido intergénica
(IGS). A populacdo dé. robusta apresentou baixa diversidade nucleotidica e alta
diversidade haplotipica o que sdo caracteristiGaspapulacbes com formacéo
recente. Foram identificados oito haplotipos mitarais que formam trés
haplogrupos estruturados geograficamente indicadio ou limitado fluxo génico
entre os haplogrupos. A analise filogenética mastjoe A. robusta € um grupo
monofilético e derivado em relacdo as outras espé@@Atta analisadas. As espécies
de A. sexdens e A. robusta formam grupos irmaos claramente distintos e cdm al
valor de probabilidade Bayesiana. O tempo do aralesbmum deA. robusta foi
estimado em 7,8 milhdes de anos. Os dados de idi@des genética obtidos, bem
como o padréo filogeografico sugerido paraobusta reforcam a necessidade de se
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preservar os ambientes de restinga para presexyapalacoes de. robusta, objeto

de estudo no presente trabalho. Independentemeadepdpulacdes avaliadas,
diferentes tipos de sensilas antenais (tricOidesiasre curvadas, basiconicas,
ampulaceas e celoconicas) foram identificadas, s@sdmesmas mais numerosas
nos flagelémeros distais. Diferencas no numero ecomprimento das sensilas
tricéideas retas e curvadas no flogeléomeros F8 ®fé@n observadas. As diferencas
entre as sensilas antenais das duas populacdeadagakdo decorrentes de uma
possivel plasticidade fenotipica da espécieobusta, uma caracteristica importante

considerando a adaptacao desta formiga a possanagdes ambientais.
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ABSTRACT

PINTO, Denise Eliane Euzébio, D.Sc., Universidagddral de Vicosa, september
2012.Genetic diversity, phylogenetic relationships and mrphology of antennal
sensilla of the endangered an#tta robusta Borgmeier, 1939 (Hymenoptera,
Formicidae). Adviser. Tania Maria Fernandes Salomao. Co-Adrgisd_ucio
Antonio de Oliveira Campos and Gustavo Ferreiratidsr

Atta robusta (Hymenoptera: Formicidae) is an ant species wgtridution restricted
to the restingas in the Brazilian states of RioJdaeiro and Espirito Santo, and is
threatened with extinction. Objectives of this stuslere: 1. to characterize and
compare sequences of mitochondrial DNA (mtDNA)Ata species, includingj.
robusta, as well as assess the genetic structure oAthebusta population sampled;
2. estimate the time to the most recent common saoicdor A. robusta and the
phylogenetic relationships amorg robust and otherAtta species; and 3. describe
and compare the morphology and morphometry of titenmal sensilla of twa\.
robusta populations. Collections @&. robusta were conducted at 16 locations in the
states of Espirito Santo and Rio de Janeiro;Aarsgxdens andA. bisphaerica were
obtained in the municipality of Vicosa, Minas GeraBrazil. Total DNA from each
sample was obtained and used as a template infarajpdin reactions for specific
regions of the mitochondrial DNA (COI-COIl) and the@r DNA (EFLi). Antennal
sensilla of two populations located geographicaligtant from each other were
analyzed morphologically. The COI-COIl sequencehaf Atta species analyzed is
rich in A+T nucleotides, where the highest percgatavas encountered in the
intergenic region (IGS). ThA. robusta population showed low nucleotide diversity
and high haplotype diversity, which are characterisof recently formed
populations. Eight mitochondrial haplotypes wereeniified that form three
geographically structured haplogroups, indicatimgon limited gene flow between
haplogroups. The phylogenetic analysis showed Ahabbusta is a monophyletic
and derived group in relation to the other speoieAtta analyzed. The specids
sexdens and A. robusta form clearly distinct sister groups with high Baian
probability. Common ancestor time Af robusta was estimated at 7.8 million years.
The data obtained from genetic diversity, as wslltlee phylogeographic pattern
suggested foA. robusta, reinforces the need to preserve the restingar@mwients

for preservation ofA. robusta populations, the object of study in this work.
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Independent of the populations evaluated, differgmes of antennal sensilla
(straight and curved trichodea, basiconica, ampeda and celoconic) were
identified, most numerous in the distal flagelloe®erDifferences in the number and
length of straight and curved sensilla trichode#him flagellomeres F8 and F9 were
observed. Differences between the antennal sensillthe two populations are
resultant of a possible phenotypic plasticity aé 8peciedA. robusta, an important

feature considering adaptation of this ant to emnmental variations.



INTRODUCAO GERAL

As formigas sdo insetos eussociais, constituemdos) grupos de maior
sucesso nha historia terrestre e estdo distribypdastodas as regibes do Planeta
(Bolton, 1994). Nas regides tropicais, onde saondantes, representam 25% ou
mais da biomassa animal (Schultz, 2000). Além dis&o insetos que surgiram ha
aproximadamente 120 milhdes de anos e tiveram uraadg expansao ha 70
milhdes de anos, conforme documentado em regiféissgis do periodo do Cretaceo
e Terciario (Grimald & Engel 2005).

Dentre as formigas reconhecidas, encontram-se asgldamilia Myrmicinae,
que comecou a diversificar durante o final do @epa(Moreawet al. 2006). Nesta
subfamilia esta incluida a tribo Attini que surbiu aproximadamente 50 milhdes de
anos (Moreauet al. 2006) e é conhecida pelo cultivo de um fungo simiig. Neste
grupo, os géneros mais basais sdo conhecidos ctimesAinferiores, que cultivam
o fungo usando como substrato matéria morta comeaca de insetos e restos de
vegetais, enquanto os géneros derivadoomyrmex e Atta, conhecidos como
Attines superiores, cultivam o fungo usando como substratberial vegetal fresco.
Os génerosAcromyrmex e Atta sdo popularmente conhecidos como formigas
cortadeiras e tiveram origem entre 8 e 12 milh@arws (Schultz & Brady 2008).

O géneroAtta, também conhecido como formigas cabecudas, ou salvas
encontra-se distribuido em grande parte das Ang(iténeeler 1907, Muelleat al.
2001) sendo muitas espécies do género considepaaigas na agricultura (Loeek
al. 2001 Herzet al. 2007) por cortar material vegetal fresco e cartegdpara dentro
dos ninhos.

As formigas do génerAtta apresentam uma complexa organizagao social em

ninhos subterraneos, onde suas colbnias sao fosnpemanilndes de individuos de
1



castas diferentes (Evison & Ratnieks, 2007). Exisés operarias denominadas de
jardineiras, soldados e cortadeiras, de acordo @duncdo na colbnia, e as castas
reprodutivas (machos e fémeas alados) que em ceetdsdos do ano saem em
revoada para o0 acasalamento e fundacdo de novéeial Essa organizacéo
envolve uma comunicacao por meio de sinais quimecogecanicos (Billen, 2006)
percebidos por estruturas sensoriais do tipo sen@lleineidanmet al. 2000, Ozaki

et al. 2005). Estes sinais sdo transmitidos ao sistaanaso central e processados
pelo cérebro, que envia uma mensagem de respostatiawlo (Chapman, 1998)
permitindo a comunicagcdo com meio ambiente bem cenice os individuos da
colbnia.

Apesar da extensa distribuicdo geografica das f@sndo género Atta, a
espécieA. robusta, Borgmeier, 1939, € uma espécie ameacada e aesfitreas
litordneas. Inicialmente, esta espécie havia sid@cada como endémica apenas em
algumas localidades do Rio de Janeiro, como, GaaagMariconi 1970) e Baixada
Fluminense (Fowler 1995), posteriormente Goncakvddunes (1984) registraram
sua ocorréncia nas restingas do Rio de Janeiraled88o Jodo da Barra até a
Marambaia. Apos revisao bibliografica, museograéiadiversas incursfes ao campo
Teixeiraet al (2003) sugeriram o endemismo Aerobusta, que ocorre apenas em
areas de restingas e esta distribuida deste oGHRialde janeiro até o Norte do
Espirito Santo.

Os estudos existentes sobre esta espécie descewveamportamento de
forrageamento, a importancia na dispersao e naiggcdo de sementes, dinamica
espacial de plantulas e modificacao do solo (Tevetial., 2008).

As principais causas d&. robusta esta na lista de espécies ameacadas de

extincdo (Machadcet al. 2003), sdo o provavel endemismo, a baixa densidade
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populacional, a dependéncia da cobertura vegetik€ifa & Schoereder, 2005) e a
rapida reducédo da cobertura vegetal das restingasrestingas vém passando por
intensa fragmentacao, principalmente pela ocupagébiliaria que atualmente tem
sido uma das principais causas da perda de bistiaele neste ecossistema.

A biologia molecular esta consolidada, como umeafeenta importante para
estudos evolutivos dos mais variados taxons e ¢éneéido dados muito Uteis para
embasar o0 estabelecimento de programas de predeneagmonitoramento de
espécies ameacadas. Dentre estes estudos, desmeaueles com abordagens em
analises filogenéticas, filogeograficas em popwdagde varias espécies de formigas
(Goropashnayat al. 2004, Ahrenst al. 2005, Miller & Allsopp 2005, Azumat al.
2006, Finret al. 2006, Solomoret al 2008, Aherret al. 2009, Resendet al. 2010).

Um dos marcadores genéticos utilizados em estuoioglacionais € o DNA
mitocondrial (MtDNA) por apresentar, entre outrasacteristicas, padrao de heranca
uniparental, auséncia de recombinacdo e rapida daxavolucdo, caracteristicas
estas consideradas importantes em estudos deuestpatpulacional (Avise, 2009).
Além disso, por ser de heranca materna, o mtDNAré&siderado muito util em
estudos de populacdes de insetos sociais ondenasagésao responsaveis pela
dispersdo e fundacdo de novas colonias. Dentre engsgmitocondriais mais
utilizados nestes estudos encontram-se os queigadifpara Citocromo oxidase |
(COlI), Citocromo oxidase Il (COIl) e Citocromo b y6) que tem permitido a
reconstrucdo da filogenia e a filogeografia de dioe tAxons de formigas (Ahregts
al. 2005, Azumeet al. 2006, Sarnat & Moreau 2011). Com este mesmo ivbjet
genes nucleares, mesmo apresentando taxa de evoletdtivamente baixa,

comparada com a do mtDNA, tém sido utilizados eml@oacdo com o mtDNA.



Como exemplo, destaca-se o fator de elongacaa Hflizado em alguns estudos
(Schultz & Brady 2008, Bacet al. 2009).

Apesar de alguns aspectos das caracteristicas @ténpia ecoldgica da.
robusta ja estarem esclarecidos, pouco se conhece sobstridura populacional
dessa espécie. Embora os estudos baseados emaimlolgcular possam resultar
em dados que esclarecam a estrutura, diversidad#icge e historia evolutiva das
populacdes, ndo foi encontrado na literatura, seldesses estudos ca@mrobusta.
Aliado ao estudo genético, o levantamento de dawodoldgicos deA. robusta
também podera contribuir com informacgfes que possafiliar no estabelecimento
de préaticas de conservacdo desta importante espiéciiormiga ameacada de

extingcao.

Considerando o exposto, foram avaliadas neste esdudiversidade e a
estruturacdo genética das amostras das populagd&srdbusta de restingas dos
estados do Rio de Janeiro e do Espirito Sant@aritio como marcador genético,
sequéncias especificas do mtDNA das mesmas. radéta, inferida com base em
sequéncias do mtDNA e nDNA, as relacdes filogeastentreA. robusta e outras
espécies do génenita e datado o ancestral comum mais recente das poesiac
robusta. Além disso, as caracteristicas morfoldgicas @® de comunicacao, as

sensilas antenais @e robusta, foram descritas e comparadas entre duas popslacte
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CAPITULO |

Diversidade genética e estrutura populacional dAtta
robusta (Hymenoptera, Formicidae): formiga cortadeira

ameacada de extincao



RESUMO

Atta robusta é uma espécie de formiga cortadeira supostamemiéneca de
restingas e ameacada de extingcdo. Neste estud@rsgas do DNA mitocondrial de
A. robusta, A. sexdens e A. bisphaerica foram caracterizadas e comparadas. Foi
avaliado, também, a estruturacdo genética das qgjms deA. robusta, visando
determinar, com base em andlise do DNA mitocondri@DNA), o seu padrao
filogeografico. As coletas d@. robusta foram realizadas em 16 localidades dos
estados do Espirito Santo e do Rio de Janeirode Assexdens e A. bisphaerica no
municipio de Vigcosa no estado de Minas Gerais. GA@dtal de uma operéria de
cada colonia foi utilizado para amplificacdo daidgedgCOI-COIl do mtDNA das trés
espéciesAtta. Os produtos da amplificacdo foram sequenciad@s sequéncias
obtidas foram comparadas e caracterizadas. Hapddtimitocondriais foram
identificados com base nas sequéncias COIl e IG8gi@ COI-COIl déA. robusta.
Estas mesmas sequéncias Ae robusta foram utilizadas para estimativas de
diversidade nucleotidica e haplotipica, e definidaorede de haplotipos. A regido
COI-COIll de espécies détta é rica em nucleotideos A+T, sendo a maior
porcentagem encontrada na regido intergénica (I&)opulacdo deA. robusta
analisada apresentou baixa diversidade nucleotiliatia diversidade haplotipica.
Os dados de diversidade genética obtidos, bem conpadrédo filogeografico
sugerido paraA. robusta, reforcam a necessidade de se preservar os anthigate
restinga para, indiretamente preservAr robusta formiga endémica desse

ecossistema.

Palavras chaves: DNA mitocondrial, rede de hapbgtigndemismo.
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ABSTRACT

Atta robusta is leaf-cutter ant species supposedly endemiheoréstingas and
endangered by extinction. In this study, the mitoadrial DNA sequences &
robusta, A. sexdens and A. bisphaerica were characterized and compared. The
genetic structure oA. robusta was also evaluated in order to determine, based on
analysis of mitochondrial DNA (mtDNA), its phylogg@phic patternA. robusta
specimens were collected in 16 locations in theiBea states of Espirito Santo
and Rio de Janeiro, anAl sexdens and A. bisphaerica in the municipality of
Vicosa, Minas Gerais, Brazil. The total DNA of anker from each colony was
used for amplification of the COI-COIl region of BNA from the threeAtta
species. The amplification products were sequeceddthe sequences obtained
were compared and characterized. Mitochondrialdtgpés were identified based
on COIl and IGS sequences of the COI-COIl regioAimobusta. These same
sequences 0A. robusta were used to estimate nucleotide and haplotypersity,
and for definition of the haplotype network. The I&ZDII region ofAtta species

is rich in A+T nucleotides, with the highest perage found in the intergenic
region (IGS). TheA. robusta population analyzed presented a low nucleotide
diversity and high haplotype diversity. Data ob&airon genetic diversity, as well
as the phylogeographic pattern suggestedAfarobusta, reinforces the need to
preserve restinga environments to indirectly preséineA. robusta ant endemic

to this ecosystem.

Keywords: mitochondrial DNA, haplotype network, endsm.
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INTRODUCAO

As formigas do génerdtta (Hymenoptera: Formicidae) distribuem-se nas
regides neotropicais e possui varias espécies dmmasias pragas na agricultura
(Loecket al. 2001; Herzt al. 2007). Dentre as espécies deste género, encaia-s
robusta que é uma espécie ameacada de extingcdo, clagaifita categoria de
espécies vulneraveis (Machadoal. 2003). Sendo que o provavel endemismo nas
restingas dos estados do Rio de Janeiro e EsBaitto (Teixeira et al 2003, Teixeira
et al 2004), a baixa densidade populacional, a rdEpeia da cobertura vegetal
(Teixeira & Schoereder, 2005) e a rapida reducaocofi@rtura vegetal das restinga,
Sao as principais causas de sua ameaca.

Atta robusta, Borgmeier, 1939, inicialmente, havia sido indeadomo
endémica apenas em algumas localidades do Rio rEr@gacomo, Guanabara
(Mariconi 1970) e Baixada Fluminense (Fowler 199®steriormente Gongalves e
Nunes (1984) registraram sua ocorréncia nas restidg Rio de Janeiro, desde Sé&o
Jodo da Barra até a Marambaia. Apés revisao bifdliicg, museografica e diversas
incursbes ao campo Teixeeaal (2003) sugeriram o0 endemismo Alerobusta, que
ocorre apenas em areas de restingas e esta diribeste o Sul do Rio de Janeiro
até o Norte do Espirito Santo.

Embora as espécies ddta sejam consideradas pragas na agricultira,
robusta desempenha, nos ecossistemas de restinga, pagmetamte na dinamica de
sementes, pois, as transportam fazendo a dispdesignesmas e as manipulam
retirando o pericarpo, 0 que facilita a germinagd@onsequentemente, diminui a
acao de predadores (Teixeéteal. 2008). Além disso, muitas sementes sao deixadas
proximas aos ninhos onde o terreno € rico em miésedevido aos descartes do

substrato utilizado para o cultivo do fungo. Essanga caracteristica de grande
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relevancia para a manutencéo das restingas, ursigtensa em que o solo € formado
por sedimentos marinhos e areia sendo, portantyepam nutrientes (Gomesal.
2007).

Apesar deA. robusta ser uma espécie endémica de grande importancia
ecologica, ndo foi encontrado, na literatura, oslatde estudos visando o
conhecimento da estrutura genética de populacdssa despécie. Dentre as
ferramentas apropriadas para este tipo de estudonga-se a genética de
populacdes que tem sido utilizada com sucessorilcomido para a compreenséo da
dindmica populacional de varias espécies.

Variacdes genéticas sdao parametros amplamente gaojoie em estudos de
genética de populagdes com os mais diversos takshsdos com diversas espécies
de formigas, mostram a eficiéncia do DNA mitocoad(mtDNA) e/ ou nuclear
como marcadores moleculares que permitem a detetz&ariacdes genéticas que
podem ser utilizadas para inferir sobre a genéles populacdes, bem como as
relacdes filogenéticas nas diferentes espéciesadaal (Goropashnaya al. 2004,
Ahrenset al. 2005, Azumeet al. 2006, Moreatet al. 2006, Schultz & Brady 2008,
Bacciet al. 2009, Resendet al. 2010).

Considerando o exposto, este estudo tem como peopesliar a diversidade
e a estrutura genética de uma populacdd.deobusta visando obter dados que
possam contribuir para a compreensao da dinamigalgwonal dessa espécie. Os
dados obtidos, associados aos conhecimentos a@® eloicumentados parA.
robusta, poderdo ser utilizados no desenvolvimento de ésgficg de manejo e de

conservacao desta importante formiga cortadeireegtéeameacada de extingéo.
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MATERIAIS E METODOS

Amostragem e extracdo do DNA dé. robusta

Um total de 76 coloniade A. robusta foi amostrado em 16 localidades da
restinga do litoral do sudeste brasileiro (Tabelessdndo sete delas no estado do
Espirito Santo (ES) e nove no estado do Rio deirda(ie]) (Figura 1). Além dé.
robusta, amostras deA. sexdens e A. bisphaerica foram obtidas em col6énias
localizadas na regido de Vicosa, estado de Minasisse utilizadas em algumas
analises. As coletas foram realizadas nos mesdsveesiro de 2008, outubro de
2009 e agosto de 2010 e as amostras foram armazeeadetanol absoluto a -80 °C.
O DNA total foi extraido do térax de uma operaria chda colbnia conforme

recomendado por Waldschmgdtal. 1997.

Tabela 1: Localidades amostradas, niumero totahaestaas por localidade e cédigo
de identificacdo das amostras

Espécie Locais de coleta Total de amostras Cddigo
A.robusta 01 S&o Mateus —ES 10 03 (01-10)
02 Linhares —ES 09 09 (01-09)
03 Aracruz - ES 09 02 (01-09)
04 Vila Velha- ES 01 01 (01)
05 Itapemirim - ES 07 04 (01-07)
06 Marataizes — ES 02 10 (01-02)
07 Presidente Kennedy — ES 08 11 (01-08)
08 S. Francisco Itabapoana - RJ 05 12 (01-05)
09 S&o Jodo da Barra—RJ 06 13 (01-06)
10 Campos de Goytacazes - RJ 01 14 (01)
11 Quissama - RJ 01 15 (01)
12 Rio das Ostras — RJ 02 05 (01-02)
13 Cabo Frio — RJ 01 06 (01)
14 Araruama - RJ 02 07(01-02)
15 Marica-RJ 01 08 (01)
16 Marambaia — RJ 11 16 (01-11)
Total 16 Localidades 76 Amostras
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Legenda

01 al6 Localidades amostradas
® Pontos de coletas

I Areas de restingas

Areas originais de retingas

0 25 50 100 Km

Figura 1: Mapa mostrando as localidades e respscipontos de coletas ddta
robusta nas restingas dos estados do Espirito Santo (B8R0 de Janeiro (RJ) 01:
S&o Mateus, 02: Linhares, 03: Aracruz, 04: Vila Réel 05: Itapemirim, 06:
Marataizes, 07: Presidente Kennedy, 08: Sdo Fand@ Itabapoana, 09: Sdo Joao
da Barra, 10: Campos dos Goytacazes, 11: QuissEZn®io das Ostras, 13: Cabo
Frio, 14: Araruama, 15: Maric4 e 16: Marambaia.

Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

O DNA total deA. robusta, A. sexdens e A. bisphaerica extraido foi utilizado
para amplificacdo por PCR da regido COI-COIl do DRtocondrial (mtDNA)
destas espécies utilizando o papdener C1-J-2828e C2-N-3388 com sequéncias
(ATTCATTCTTATCTTGAAATATTATTTC) e (TTCATAAGTTCAGTATCATTGGTG),
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respectivamente (Martingt al. 2007). A regido amplificada compreende a
extremidade 5’ do Citocromo oxidase | (COIl), tRNAItine (tRNA®Y), extremidade
3’ do Citocromo oxidase Il (COIll) e o espaco intarigo (IGS) situando entre COl e
tRNA™,

As reacdes de amplificacdo foram feitas emuR%le uma mistura contendo
tampéo flexi Go® Taq 1X (Promega); 1,0 mM de Mgd,2 mM de cada
deoxinucleotideo trifosfato; 0M de cada primer; 1,5 U de DNA polimerase Go®
Taq (Promega) e aproximadamente 30 ng de DNA tdAal. condicdes de
amplificagdo consistiram de um passo de desnatiaigdal a 94°C por 3 minutos,
seguido por 30 ciclos de, 9€ por 10 segundos; ST por 1 minuto; 72C por 3
minutos e, um passo final de extensdo d&C7por 15 minutos. A reacédo de PCR foi
conduzida em termocicladdastercycler Gradient da Eppendorf, e os produtos da
reacao foram submetidos a eletroforese em gela®sga 1,5% para a confirmacao
da amplificacéo.

Sequenciamento e alinhamento das sequéncias GOOIl do mtDNA de A.
robusta, A. sexdens e A. bisphaerica

Os produtos PCR foram devidamente preparados edowipara a empresa
MacroGen onde foram sequenciados nas diredoesard e reverse. As sequéncias
forward e reverse foram avaliadas e sequéncias consenso foram shitdeando o
pacote de programd2hred, Phrap e Consed (Ewing et al. 1998, Ewing & Green
1998). Para confirmacdo da regidao amplificadaegsi@&ncias consenso obtidas para
cada espécie foram comparadas com sequéncias pmrdesites depositadas no
GenBank. Foram incluidas nas analises oito sequéncias CXMI-de A. sexdens

adquiridas noGenBank (EU848214.1, EU848210.1, EU848198.1, EU848190.1,
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EU848199.1, EU848185.1, EU848169.1, EU848171.1alidhamento foi realizado
pelo método dELUSTAL W com o program®MEGA 5 (Tamuraet al. 2011).
Caracterizacao das sequéncias CACOIl do mtDNA de A. robusta, A. sexdens e
A. bisphaerica

As sequéncias COI-COII d& robusta foram avaliadas quanto ao numero e
posicdo de possiveis substituicdes sinbnimas esim@mimas; insercdes e delecdes
bem como quanto a possivel ocorréncia de mudanfaseale leitura. As sequéncias
de bases das regides COIl e COIl contidas nas sagaédOI-COIll deA. robusta
foram utilizadas para deducdo das sequéncias daoaanios correspondentes
utilizando o programaEGA 5 (Tamuraet al. 2011). O programMEGA 5 foi
empregado, também, para a determinacédo da poreemidg bases, A, T, G e C das
sequéncias COI-COII d&. robusta, A. sexdens e A. bisphaerica.
Rede de haplétipos utilizando sequéncias COIl e IG&a regido COICOIl de A.
robusta

As regides COIl e tRNA" foram excluidas da composicdo da rede de
haplétipos, utilizando apenas as sequéncias camdsptes as regides COIl e IGS
para essa analise.

Os haplétipos e as diversidades nucleotidica e otipma foram
determinados utilizando software DNAsp v. 5.10.01 (Librado & Rozas 2009). A

rede de hapldtipos foi obtida utilizando o progrased\ork (Bandeltet al. 1999).

RESULTADOS
Caracterizacdo das sequéncias CACOIl do mtDNA de A. robusta, A. sexdens e

A. bisphaerica
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As sequéncias COI-COIl do mtDNA de robusta apresentaram tamanhos
variando de 561 pb a 579 pb (figura 2). O alinhamesntre estas sequéncias
mostrou que as regides COI, tRNAe COIl das diferentes amostras analisadas
apresentaram o mesmo tamanho (117 pb, 75 pb e R26egpectivamente). O
tamanho da regido IGS, no entanto, foi variavelsem menor tamanho detectado
para o haplotipo H7 (143 pb) e o maior para o hgg@dH2 (161 pb), o que resultou
na formacao dgaps nesta regido do alinhamento (figura 2).

A regido do gene COI d&. robusta amplificada codifica 39 aminoéacidos e
nenhuma substituicdo n&o sindnima foi detectadandyuaas sequéncias foram
comparadas (figura 2). Foi observado também sulggid de citosina por timina na
posicdo 75 da sequéncia COI (figura 2). A sequédeiaminoacidos deduzida a
partir destas sequéncias apresentou 100% de iddatidom a deA. robusta
depositada n&GenBank (FJ599560.1). Além dogaps, substituicdes de nucleotideos
foram, também, detectadas no alinhamento das seige@®GS deA. robusta. Este
evento pode ser observado, por exemplo, nas pesi@d8, 240 e 246 do
alinhamento (figura 2).

Em relacdo as sequéncias tRRAe COIl de A. robusta nenhuma
substituicdo de nucleotideo foi detectada (figgraA2comparacéo destas sequéncias
com sequéncias equivalentes depositadaSemBank (FJ599560.1) mostrou 100%
de identidade de nucleotideos (dados nao mostradliésh disso, a sequencia de 76
aminodacidos codificados pela regido COIl apresantat00% de identidade com
sequéncias da. robusta depositadas nGenBank (FJ599560.1).

Ainda considerando as caracteristicas das seqgér@efa-COIl de A.

robusta, ndo foram observadas nas sequéncias dos genedjfieam para COI,
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tRNA"" e COIl, cédon de terminacdo prematura, nem insergi delecdes que
resultam em mudancas de fase de leitura.

Ao comparar o tamanho das sequéncias COI-COA. debusta, A. sexdens e
A. bisphaerica observou-se que as regides COIl, COIl e tRNAlas trés espécies
apresentaram o mesmo tamanhim entanto, o tamanho da regido IGS pAra
robusta variou de 143 a 161 pb enquanto osAdsexdens e A. bisphaerica foram de
156 pb e 167 pb, respectivamente (figura 2).

A Tabela 2 (Anexo) mostra que a composicao dosentideos A, T, Ce G
entre as regides génicas e intergénica@ debusta, A. sexdens e A. bisphaerica é
variavel sendo a composicdo de bases A e T predominanta. rest¢ma tabela
mostra, também, que independentemente da espatiaday as sequéncias COIl e
IGS foram as que apresentaram a menor e a mai@ergagem de A+ T
respectivamente.
Haplotipos identificados emA. robusta

Oito haplétipos mitocondriais foram identificados arelido as sequéncias
COI-COIl de A. robusta. A (Tabela 2) mostra as frequéncias dos mesmos e as
respectivas localidades amostradas. Os haplétifesH3 foram os mais frequentes,
enquanto os haplotipos H5 e H6 foram os menos éregs. Os haplétipos H2, H5,
H7 e H8 sdo exclusivos das amostras de Sdo Md&)sAraruama (RJ), Presidente

Kennedy (ES) e Marambaia (RJ) respectivamente.
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Tabela 2. Haplétipos mitocondrias @é¢ta robusta identificados, frequéncias dos

haplotipos e respectivas localidades amostradas.

Localitkes

Hapl6tipo  Frequéncia Espirito Santo Rio de Janeiro

Aracruz, Sao Mateus,
H1 (0.28) Linhares, Vila Velha
H2 (0,10) Sao Mateus
H3 (0,35) Itapemirim, Marataizes,Sé&o Francisco do Itabapoana, Sdo Jodo da Barra,

' Presidente Kennedy = Campos dos Goytacazes, Quissama, Rio das Ostras

H4 (0,09) Cabo Frio, Maric4, Marambaia
H5 (0,03) Araruama
H6 (0,03) Marataizes, Presidente

Kennedy
H7 (0,04) Presidente Kennedy
H8 (0,08) Marambaia
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Col

1 15 30 45 6C 75 90 10&
H1 GAATCACTTTCTAAAAAACGTCTTATTATTAATATATTCTTTCTTAAC TCTTCCTTAGAATGATTAAGAAAATA CCCACCTTTAAATCATAGATTTACAGAAATTCCATCTATTGCC

H2 GAATCACTTTCTAAAAAACGTCTTATTATTAATATATTCTTTCTTAAC TCTTCCTTAGAATGATTAAGAAAATA CCCACCTTTAAATCATAGATTTACAGAAATTCCATCTATTGCC
H3 GAATCACTTTCTAAAAAACGTCTTATTATTAATATATTCTTTCTTAAC TCTTCCTTAGAATGATTAAGAAAATA TCCACCTTTAAATCATAGATTTACAGAAATTCCATCTATTGCC
H4 GAATCACTTTCTAAAAAACGTCTTATTATTAATATATTCTTTCTTAAC TCTTCCTTAGAATGATTAAGAAAATA CCCACCTTTAAATCATAGATTTACAGAAATTCCATCTATTGCC
H5 GAATCACTTTCTAAAAAACGTCTTATTATTAATATATTCTTTCTTAAC TCTTCCTTAGAATGATTAAGAAAATA CCCACCTTTAAATCATAGATTTACAGAAATTCCATCTATTGCC
H6 GAATCACTTTCTAAAAAACGTCTTATTATTAATATATTCTTTCTTAAC TCTTCCTTAGAATGATTAAGAAAATA TCCACCTTTAAATCATAGATTTACAGAAATTCCATCTATTGCC
H7 GAATCACTTTCTAAAAAACGTCTTATTATTAATATATTCTTTCTTAAC TCTTCCTTAGAATGATTAAGAAAATA TCCACCTTTAAATCATAGATTTACAGAAATTCCATCTATTGCC

H8 GAATCACTTTCTAAAAAACGTCTTATTATTAATATATTCTTTCTTAAC TCTTCCTTAGAATGATTAAGAAAATA CCCACCTTTAAATCATAGATTTACAGAAATTCCATCTATTGCC
Sequénciade aminodcidos E S L SK R LI I N M F FL N S S L EW L SK YPPLNHS ST FTE I P SIA

Figura 2. Haplotipos mitocondriais (H1 a H8) dedelels com base nas sequéncias COI-COIl do mtDNAAttee robusta. A sequéncia de
aminoacidos deduzida a partir das sequéncias @tasigdém € mostrada. Bases de cor vermelha: regdmse observa gaps. Bases de cor verde:
regides onde se observa duplicacdes de bases. @asesazul: regido onde se observa substituiedwdleotideo.
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Continuagéo IGS

12C 13t 15C 165 18C
HL TAATTTCTCTATTTCTICCTAATTTTTAAAATCCCACTTT - AAATCACTAA ATCCA - - - -- AATCAM

H2 TAATTTCTCTATTTCTICCTAATTTTTAAAATCCCACTTT -AAATCACTAA ATCCA AATCAAA

H3 TAATTTCTCTATTTCTICCTAATTTTTAAAATCCCACTTT - AAATCACTAAATCCA - - -- - AATCAM

H4 TAATTTCTCTATTTCTICCTAATTTTTAAAATCCCACTTT - AAATCACTAA ATCCA - - - -- AATCAM

HS5 TAATTTCTCTATTTCTICCTAATTTTTAAAATCCCACTTT TAAATCACTAAATCCA - - - -- AATCANA

H6 TAATTTCTCTATTTCTICCTAATTTTTAAAATCCCACTTT - AAATCACTAA ATCCA- - - - - AATCAMA

H7 TAAT- --- --- - - -- CCTAA AAAATCCCACTTT -AAATCACTAA ATCCA- - - - - AATCAA

H8 TAATTTCTCTATTTCTICCTAA AAAATCCCACTTT - AAATCACTAAATCCA - - - - - AATCANA

AA'ITAA'I'I'I'AT2 lcTGCITI'ITITI'Aé"IZ'IE' AATC-TATATCT, A'ZI%TI'A'ITGT A'I'FA'I'I%%ET
AATTAATTTAT --TGCCTTTTTTACTTAATC-TATATCTATCTTATTGTATTATTTTT,
AATTAATTTAT - -TACCTTTTTTACTTAATC -TATATCTAT TTTATTATATTATTTTT.
AATTAATTTAT - -TACCTTTTTTACTTAATC-TATATCTAT TTTATTGTATTATTTTT.
AATTAATTTAT - -TACCTTTTTTACTTAATC -TATATCTAT TTTATTGTATTATTTTT,
AATTAATTTAT ATTACCTTTTTTACTTAATC-TATATCTAT TTTATTATATTATTTTT
AATTAATTTAT - -TACCTTTTTTACTTAATC-TATATCTAT TTTATTATATTATTTTT.

AATTAATTTAT - -TACCTTTTTTACTTAATCCTATATCTAT TTTATTATATTA

ACA'ITAZAZ&JTOA'ITATAAATA
ACATTAAATCATTATAAATA
ACATTAAATCATTATAAATA
ACATTAAATCATTATAAATA
ACATTAAATCATTATAAATA
ACATTAAATCATTATAAATA
ACATTAAATCATTATAAATA

ACATTAAATCATTATAAATA

Continuagdo tRNALeu

28t 30C 31¢ 330 345
H1 TTTTAATATGGCAGAATAGTGCATTGAATTTAAACTTCAATAAAAAAG ACCATATATCTTTTATTAAAAATTAAT

H2 TTTTAATATGGCAGAATAGTGCATTGAATTTAAACTTCAATAAAAAAG ACCATATATCTTTTATTAAAAATTAAT

H3 TTTTAATATGGCAGAATAGTGCATTGAATTTAAACTTCAATAAAAAAG ACCATATATCTTTTATTAAAAATTAAT

H4 TTTTAATATGGCAGAATAGTGCATTGAATTTAAACTTCAATAAAAAAG ACCATATATCTTTTATTAAAAATTAAT

H5 TTTTAATATGGCAGAATAGTGCATTGAATTTAAACTTCAATAAAAAAG ACCATATATCTTTTATTAAAAATTAAT

H6 TTTTAATATGGCAGAATAGTGCATTGAATTTAAACTTCAATAAAAAAG ACCATATATCTTTTATTAAAAATTAAT

H7 TTTTAATATGGCAGAATAGTGCATTGAATTTAAACTTCAATAAAAAAG ACCATATATCTTTTATTAAAAATTAAT

H8 TTTTAATATGGCAGAATAGTGCATTGAATTTAAACTTCAATAAAAAAG ACCATATATCTTTTATTAAAAATTAAT
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Continuagéo COll

H1 AR earraarTTecE ocaacaTTeTacTcaccTacTTATGACTRATAaTTTITITCC S sATTToGCTATARTTATCTTAACTTACATREACTAT TrAaTTAR TTATTACATTTAG T TAATATC TAACARRTITATTAATCG  ATERITACTAG
H2 ACATGATTAATTTCCCTOCAAGATTCTAACTCACCTACTTATGACTIAATAATTTTTTTCCACGATTTCGCTATAATTATCTTAACTTACATCACTA TTTTAATTTTATTTATTACATTTAGATTAATATCTAACAAATTTATTAATC.  GATTTTTACTAG
H3 ACATGATTAATTTCCCTOCAAGATTCTAACTCACCTACTTATGACTIAATAATTTTTTTCCACGATTTCGCTATAATTATCTTAACTTACATCACTA TTTTAATTTTATTTATTACATTTAGATTAATATCTAACAAATTTATTAATC.  GATTTTTACTAG
H4 ACATGATTAATTTCOCTOCAAGATTCTAACTCACCTACTTATGACTRATAATTTTTTTOCACGATTTCGCTATAATTATCTTAACTTACATCACTAT TTTAATTTTATTTATTACATTTAGATTAATATCTAACAMTTTATTAATCG  ATTTTTACTAG
HE ACATGATTAATTTCOCTOCAAGATTCTAACTCACCTACTTATGACTRATAATTTTTTTOCACGATTTCGCTATAATTATCTTAACTTACATCACTAT TTTAATTTTATTTATTACATTTAGATTAATATCTAACAMTTTATTAATCG  ATTTTTACTAG
H6 ACATGATTAATTTCOCTOCAAGATTCTAACTCACCTACTTATGACTRATAATTTTTTTOCACGATTTCGCTATAATTATCTTAACTTACATCACTAT TTTAATTTTATTTATTACATTTAGATTAATATCTAACAMTTTATTAATCG  ATTTTTACTAG
H7 ACATGATTAATTTCOCTOCAAGATTCTAACTCACCTACTTATGACTRATAATTTTTTTOCACGATTTCGCTATAATTATCTTAACTTACATCACTAT TTTAATTTTATTTATTACATTTAGATTAATATCTAACAMTTTATTAATCG  ATTTTTACTAG

HB8ACATGATTAATTTCCCTCCAAGATTCTAACTCACCTACTTATGACT RATAATTTTTTTCCACGATTTCGCTATAATTATCTTAACTTACATCACTAT TTTAATTTTATTTATTACATTTAGATTAATATCTAACAAATTTATTAATCG A ACTAG

Continuagéo COll

528 54C 555 57C
H1AAAATCAAACTATTGAAATTGTTTGAACTATTCTACCAATATTTATTCT TATTGCTATAGCTATCC

H2 AAAATCAAACTATTGAAATTGTTTGAACTATTCTACCAATATTTATTC TTATTGCTATAGCTATCC
H3 AAAATCAAACTATTGAAATTGTTTGAACTATTCTACCAATATTTATTC TTATTGCTATAGCTATCC
H4 AAAATCAAACTATTGAAATTGTTTGAACTATTCTACCAATATTTATTC TTATTGCTATAGCTATCC
H5 AAAATCAAACTATTGAAATTGTTTGAACTATTCTACCAATATTTATTC TTATTGCTATAGCTATCC
H6 AAAATCAAACTATTGAAATTGTTTGAACTATTCTACCAATATTTATTC TTATTGCTATAGCTATCC
H7 AAAATCAAACTATTGAAATTGTTTGAACTATTCTACCAATATTTATTC TTATTGCTATAGCTATCC
H8 AAAATCAAACTATTGAAATTGTTTGAACTATTCTACCAATATTTATTC TTATTGCTATAGCTATCC
Sequéncia de aminoaciodos TWLISLQDSNSR DL MIFFHDFAMIILTYITILILFITFSLMSNKFNRFLLENOQTIEIVWTIIPMFILIAMAI
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Rede de haplétipos com base em sequéncias COIl e 1@&regidao COI-COIll do
mtDNA de Atta robusta

Os oito haplétipos mitocondriais identificados &m robusta (Tabela 2)
foram utilizados para obtencéo da rede de hapktipaura 3). Esta rede mostrou
gue o numero de passos mutacionais entre os h@gdotariou de 1 a 13. Os oito
haplétipos formam trés haplogrupos que se encongergraficamente estruturados
ao logo da area de ocorrénciaAleobusta (Figura 4). As diversidades nucleotidica

(n) e haplotipica (Hd) foram de 0,00821 + 0,00@87%89 + 0,03 respectivamente.

T
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Figura 3. Rede de hapl6tipos mitocondriais Alerobusta inferida com base em
sequéncias COIl e sequéncias IGS concatenadagiafdsna regido IGS foram
considerados na analis€ada circulo corresponde um haplotipo (H1 a H8). O
tamanho de cada circulo é proporcional a frequéeanl que o haplétipo foi
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amostrado. Cada trago nas linhas que conectampd8tipas representa um passo
mutacional entre os haplétipos. mv1: haplétipo ad@ostrado.

MG . Haplogrupo

Haplogrupc2

Legenda

01 al6 Localidades amostradas
®  Pontos de coletas

I Areas de restingas

rrrrrrrr Areas originais de retingas
0 25 50 100 Km

Figura 4. Mapa mostrando localizacdo dos trés lgappws, 1, 2 e 3 formados pelas

populacdes détta robusta coletadas nas restingas dos estados do Rio deaJane
Espirito Santo e definidos com base na topologiaeda de haplétipos obtida na
(Figura 3).

DISCUSSAO

A auséncia de variagéo nas sequéncias do geneeGRNA"" avaliadas e a

deteccdo de apenas uma substituicdo sinbnima dieotideo na sequéncia do gene
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COIl mostra que, enf. robusta, estas trés regifes codificadoras sao altamente
conservadas, estando estes genes mitocondriafsrselpresséo seletiva. Os valores
de identidade de nucleotideos bem como de amirmgeidtre as sequéncias COIl,
tRNA"" e COI deA. robusta obtidas neste estudo e sequéncias equivalentés de
robusta depositadas no GenBank, reforca ainda mais anala de conservacéo das
mesmas nesta espécie. O alto nivel de conservasiesdyenes parece ser comum
no génercAtta. Martins et al (2007), por exemplo, analisando, com base naagegia
COI-COll, pseudogenes de amostrasAtiea cephalotes procedentes de diferentes
regides do Brasil e da Coldombia, mostraram que éno individuos avaliados
todas as substituicdes de nucleotideos identifcada sequéncias COIl e a maioria
das identificadas na regidao COIl foi sinbnima.

A consideravel variacdo, tanto no tamanho como Bguéncia de
nucleotideos observada na regido intergénica (k&SA. robusta, provavelmente
decorrente de fenbmenos de duplicacdotamlem em algumas sequéncias e/ou
delecdo de nucleotideos em outras, explica variagdamanho total das sequéncias
COI-COIl deA. robusta. A variacdo na regiao IGS ja era esperada poesaruma
regido ndo codificadora e, portanto, menos sugefieessao seletiva. Um exemplo de
duplicacdo entandem é a duplicacdo da sequéncia ATCCA observada n&se@
IGS do haplétipo H2. Eventos de delecdo de nucleos foram detectados, por
exemplo, na extremidade 5" da sequéncia IGS ddtiaplH7, onde se observa
delecéo de treze nucleotideos quando esta seqéociaparada com as dos demais
haplotipos.

A variacdo no tamanho da regido intergénica (IG#ee\. robusta (143 a
161 pb) A. sexdens (156 pb) eA. bisphaerica (167 pb) também era esperado. Este

resultado é congruente com o observado por Betcal. (2009) que relataram
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valores de 131 pb e 207 pb para sequéncias IGA. tievigata e A. mexicana
respectivamente.

A porcentagem de bases A+T nas sequéncias COI-@OA. robusta foi
similar ao observado em. sexdens e A. bisphaerica. Esta predominancia de bases
A+T é concordante com o observado para insetosezat, gnde o0 mMDNA é rico em
A+T, com porcentagens de A+T variando de 60% a gRithonet al. 1994).

A regido rica em A+T d@A. robusta, A. sexdens e A. bisphaerica em relacéo a
das sequéncias codificadoras, parece ser uma @dsiich comum em insetos
considerando que o mesmo foi relatado por Coreugt (1991) paraApis melifera
(Hymenoptera) e por Lew al. (1994) pardrosophila (Diptera).

Cornuetet al. (1991) sugerem que a regiao IGS Alemelifera possa ter
funcdo de origem de replicacdo do mtDNA da esp@cieapresentar caracteristicas
tipicas de regides de replicagdo como, por exenigimar estruturas secundarias e
ser rica em A+T o que facilitaria o inicio da reptdo, ja que, neste caso, segundo
Kowalski et al. (1988), a energia livre necessaria para separde&dupla fita de
DNA é menor. E possivel que elrobusta a regido IGS pode ter também a funcdo
de origem de replicacdo. Estudos complementaresadecterizacdo desta regiao
poderdo comprovar ou ndo esta hipotese.

A identificacdo de haplotipos exclusivos bem comdistribuicdo de trés
haplogrupos em trés diferentes regides ao longarda amostrada sugere que a
populacdo deA. robusta analisada estd altamente estruturada em trés pisssiv
subpopulacdes dentro da populacao analisada.

A subdivisdo da populacdo de robusta sugere a auséncia ou um limitado
fluxo génico. Entretanto, o alcance de voo dashesrdo génerétta é relativamente

grande, podendo ultrapassar mais de um quildmetchstiancia (Moser 1967) o que,
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teoricamente, implicaria em alta capacidade deedssip e, conseqguentemente,
facilitaria o fluxo génico nos periodos de revoallauséncia de fluxo génico entre
0s grupos dé. robusta pode ser, entédo, dentre outros fatores, resuttadmnstante
fragmentacdo das planicies costeiras, onde viveas dsrmigas, agravado pela
ocupacao imobiliaria, principalmente, nas cidades/doria no estado do ES e do
Rio de Janeiro no estado do RJ. Estas acdes humpades estar contribuindo para
o estabelecimento de barreiras a dispersao deasad#i\tta em periodos de revoada
0 que comprometeria o fluxo génico.

A baixa diversidade nucleotidicar (= 0,00821) e a alta diversidade
haplotipica (Hd = 0,7789) observada émrobusta séo tipicas de populacdes que
tiveram expansao territorial recente. Pois, seguBdind & Bowen (1998), baixa
diversidade nucleotidica (abaixo de 0,5) e alt@midade haplotipica (acima de 0,5)
sao indicios de que a populagcédo passou por umlgggpulacional seguido de um
rapido crescimento, acumulando mutacdes, o qual s&aso dé. robusta.

Segundo Avisest al. (1987) cinco padrdes filogeograficos denominades
categoria I, II, 1ll, IV e V explicam a estruturagulacional de espécies com base na
diversidade genética e distribuicdo geograficaatganismos. Considerando a baixa
diversidade genética e a alta estruturacédo pojuakcdeA. robusta € possivel que
esta espécie siga o padrdo filogeografieocategoria lll. Trata-se de um padrao
filogeografico tipico de populacdes intimamenteadigs do ponto de vista historico,
mas que apresenta auséncia ou limitado fluxo gérosodias atuais. Ou seja, € um
padrao filogeografico tipico de populagdes filogeraenente muito proximas, que se
separaram recentemente. A hipétese de que a péputbgA. robusta passou por
uma recente expansao territorial na sua area deéoct sustenta-se, em parte, pelo

fato das restingas, areas colonizadas pela esp@é&ciegnstituirem em ecossistemas
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geologicamente recentes (Sowtal. 2005) o que € evidenciado pela presenca de
sedimentos de origem holocénica, com cerca de Ba0§, nas desembocaduras de
rios do sudeste brasileiro (Sugetal. 1985).

Historicamente, a tribdttini originou-se em florestas tropicais umidas, mais
precisamente na bacia amazonica, que se expangioteos periodos interglaciais
no Terciario e Quaternario, favorecendo a disped#sia tribo (Nunes & Jaffé
1998). Alem disso, evidéncias da flora e da faum#\hazonia e da Mata Atlantica
indicam que estes ecossistemas, provavelmenten fiagyados no passado (Bigarella
et al. 1975) o que facilitaria a dispersdo do génatia. Condizente com estes
relatos, Solomoset al. (2008) ao estudarem as espéediesexdens, A. laevigata e A.
cephalotes, mostraram que o padrdo de dispersdo biogeogréistas formigas
indica que as mesmas tiveram origem na regiao antaz@ se dispersaram para
outras regides do Brasil, inclusive para a Matamtita. Considerando a forma de
dispersdo destas espéciesAta e que os ambientes de restinga sdo ecossistemas
formados recentemente, é possivel que os ancesimif. robusta tenham
colonizado areas no interior da Mata Atlantica @stgriormente, migrado para as
restingas. Um local que pode ter sido nicho ecotdgile A. robusta sdo as
mucunungas (areas com caracteristicas tipicastiegas encontradas no interior da
Mata Atlantica) (Saporettiet al. 2011). Além disso, ha relatos de ocorrénciddde
robusta em areas de mugunungas do norte estado do Espénitio (Teixeira 2012
comunicacao pessoal), 0 que sustenta ainda maibipstese.

A baixa variabilidade genética e a alta estrutwagg@pulacional evidenciada
paraA. robusta somado ao fato de ser uma espécie endémica de deaastinga,
reforca a necessidade de se preservar 0 ecossistergae vivem, considerando que

organismos com baixa diversidade genética tem megqueicidade de adaptacdo as
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mudancas ambientais. A ocorréncia Merobusta ao longo do litoral aliada a
fragmentacdo das restingas decorrente da ocupagdaliaria torna esta espécie
ainda mais vulneravel, devido a reducao do habjtabnsequentemente, do tamanho
efetivo da populacéo. Isto dificulta, ainda maisfluxo génico entre as regides
fragmentadas aumentando os riscos de perda déilidede.

Desta forma, medidas para a preservacao das &stilgyem ser adotadas a
fim de minimizar os impactos causados neste edessss Segundo Haig (1998), os
meétodos de conservacao devem ser adotados conmda@&strutura populacional da
espécie, sendo que em uma populacéo estruturadeafjeamente, sua diversidade
deve ser localmente conservada preservando a WNidadle existente entre os
grupos. Este € um possivel procedimento a ser dmigtara a conservacao ée

robusta em razao dos resultados obtidos neste estudo.
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CAPITULO I

Relacdes filogenéticas entre espécies do génAtta e
tempo de divergéncia da espécie ameacad#a robusta

(Hymenoptera, Formicidae)
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RESUMO - Atta robusta, formiga endémica das restingas dos estados dal&io
janeiro e do Espirito Santo foi descrita originahtee como subespécie dEta
sexdens, e, posteriormente, elevada a categoria de esgdésiedos genéticos com
abordagens filogenéticas no géneAita incluindo A. robusta sao raros.
Considerando que este tipo de estudo podera neseita dados que poderdo
contribuir para a elucidacéo de questdes relaivagocessos evolutivos da espécie,
0 presente estudo investigou, com base em seqge&uwiaatenadas de EF1 (nDNA)
e COICOIl (mtDNA), relacdes de parentesco entreé@sg deAtta, incluindo A.
robusta. Além disso, foi estimado o tempo do ancestrallwwonmais recente para
robusta. Para a reconstrucdo filogenética utilizou-se tistica Bayesiana. O
Programa Beast foi empregado para estimar o tengpandestral comum mais
recente deA. robusta. A &rvore filogenética obtida mostrou claramente @.
robusta € um grupo monofilético e derivado em relagéo tsae espécies ditta
analisadas. As espécies Aesexdens e A. robusta aparecem como grupos irmaos
claramente distintos e com alto valor de probaddal Bayesiana. O tempo do
ancestral comum d@. robusta foi estimado em 7,8 milhbes de anos, embora a
maioria das amostras @e robusta tenhase diversificado por volta de 2 milhdes de
anos. Os resultados obtidos constituem informagaesrtantes para compreensao
da histdria evolutiva dé. robusta, formiga endémica e ameacada de extingdo nas
restingas do sudeste brasileiro.

Palavras chaves: Attini, Biologia molecular, DNAlpgenia.
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ABSTRACT - Atta robusta, an ant endemic to restingas of the Brazilianestaif
Rio de Janeiro and Espirito Santo, was originafigaiibed as a subspeciesAtta
sexdens, and later elevated to the category of speciesnefde studies with
phylogenetic approaches in the geAtis includingA. robusta are rare. Considering
that this type of study can result in data whichyroantribute to the elucidation of
issues related to species evolutionary proceshes,study investigated, based on
concatenated sequences of EF1 (nDNA) and COICOIDKNA), relationships
amongAtta species, includind\. robusta. Furthermore, the time to the most recent
common ancestor foA. robusta was estimated. Bayesian statistics was used for
phylogenetic reconstruction; and the Beast Progras used to estimate the time of
the most recent common ancestor/ofrobusta. The phylogenetic tree obtained
clearly showed thaA. robusta is a monophyletic and derived group in relatiothie
otherAtta species analyzed. The specfesexdens andA. robusta appear as clearly
distinct sister groups with high Bayesian prob&pilTime of the common ancestor
of A. robusta was estimated at 7.8 million years, although tlagonity of A. robusta
samples have diversified for roughly 2 million ygafhe results obtained provide
important information for understanding the evaloary history ofA. robusta, an
endemic ant and endangered species round in ttiegas of southeastern Brazil.

Keywords: Attini, Molecular biology, DNA, Phylogeny
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INTRODUCAO

As formigas surgiram ha milh6es de anos e se dstaram com sucesso
no Planeta. Dentre as formigas destacam-se as ida Attini (subfamilia
Myrmicinae) que surgiu ha aproximadamente 50 m#hde anos (Moreast al.
2006) e é conhecida pelo cultivo de um fungo simigioEsta tribo compreende 13
géneros com aproximadamente 230 espécies des@nasddo & Mayhé-Nunes,
2001; Schultz & Brady, 2008), incluindo as espédesgénerdAtta popularmente
conhecidas como sauvas.

Atta robusta, salva preta, foi descrita em 1939 por Thomaz Bergmque
inicialmente a classificou como uma subespéciA.dexdens. Porém, Goncgalves em
1942, com base na morfologia do aparelho genitahdehos, demonstrou que
robusta constituia uma espécie independente. Posteriormmentilados de Goncalves
foram confirmados com exemplares coletados naoeatgpdSao Bento, no estado do
Rio de Janeiro (Borgmeier, 1950).

Os estudos realizados cof robusta foram, principalmente, sobre sua
distribuicdo geografica e caracteristicas compaetdaais da espécie (Teixeiehal.
2003, Teixeiraet al. 2004, Teixeiraet al. 2008) e previsdao de nicho ecologico
(Datillo et al. 2012). Caracteristicas atribuidas a esta espémmeo cpossivel
endemismo, ameaca de extin¢do e relevancia ecaltagit despertado o interesse de
pesquisadores em conhecer melhor esta espécie.

Alguns estudos genéticos empregando marcadoredNdocdm abordagens
filogenéticas ou filogeograficas de espécies daegeAtta tem sido documentados
(Moreauet al. 2006, Schultz & Brady 2008, Solomehal. 2008). No entanto, o
Unico estudo filogenético envolvendorobusta € o relatado por Bacet al. (2009).

Neste estudo, foi comprovado, com base em anaksesedjuéncias COI/COII
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(mtDNA) e EFLr (nDNA), a monofilia do génerAtta e confirmada a subdivisdo do
género em quatro subgénerbigpatta, Epiatta, Atta e Archeatta, mostrando qué.
sexdens e A. robusta, juntas, formam um grupo monofilético, o subgéndeoatta.
Apesar de pertencerem ao mesmo subgénero, asaelflogenéticas entre

A. robusta e as subespécies Aesexdens ndo foram detalhadas. Além disso, o tempo
de divergéncia dA. robusta no génerdtta ndo foi ainda relatado. Tanto as relacdes
filogenéticas como a estimativa de tempo de divengé entre formigas mais
aparentadas sao inferidas, atualmente, com basaélses de sequéncias de DNA
nuclear (hDNA) e DNA mitocondrial (mtDNA) combinagl¢Schultz e Brady, 2008,
Bacciet al. 2009 e Sarnat e Moreau 2011).

A proposta do presente estudo € ampliar os conketo® acerca das
relacdes filogenéticas entferobusta e outras espécies ééta, bem como estimar o
tempo de divergéncia da mesma no género utilizarfdomacdes de sequéncias de

MtDNA e nDNA.

MATERIAIS E METODOS

Amostragem e extracado do DNA total détta robusta

Um total de 12 colbniade A. robusta foram amostradas em 12 localidades
diferentes (uma col6nia por localidade e uma araoptir colbnia) sendo seis
colénias amostradas no estado do Espirito SantpE8is no Rio de Janeiro (RJ)
(Tabela 1 - Anexo). As operarias foram armazenadastanol absoluto a -80° C até
a extragdo de DNA. O DNA total de cada operaria dairaido conforme
recomendado por Waldschmiet al. (1997), utilizando apenas o térax de cada

individuo.
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Amplificacdo parcial do gene EF& (nDNA) e amplificacdo da regidao COI-COIl
(mtDNA) de Atta robusta

O DNA extraido foi utilizado nas reacfes de amgaifdo parcial do gene
EFlo (nDNA) e amplificacédo da regido COI-COIl (mtDNA@ 4. robusta utilizando
0 par deprimer U52.1 e L53 com sequéncias (CCGCTTCAGGATGTCTATAA)
(CCGCGTCTCAGTTCYTTCAC)respectivamente (Lapolkt al. 2006) e o par de
primer, C1-J-2828 e C2-N-3386, com sequéncias
(ATTCATTCTTATCTTGAAATATTATTTC) e (TTCATAAGTTCAGTATCATTGGTG),
respectivamente (Martire al. 2007).

A amplificacdo de EFd foi realizada em 2%l de uma mistura contendo
tampéo flexi Go® Taq 1X (Promega); 1,0 mM de MgQd,2 mM de cada
deoxinucleotideo trifosfato; 04M de cadagrimer; 1,0 U de DNA polimerase Go®
Taq (Promega) e aproximadamente 30 ng de DNA tdAal. condicdes de
amplificacdo consistiram de um passo de desnatragéial a 94°C por 1:20
minutos; seguido por 30 ciclos de @ por 1 minuto; 54C por 30 segundos e 68
por 20 segundos e um passo final de extensad@ p8ér 4 minutos.

A regido COI-COIl amplificada compreende trés genesCitocromo
oxidase | (COI), tRNA leucine (tRN®) e Citocromo oxidase Il (COIl), além do
espacador intergénico (IGS) localizado entre COItRNA. As reacbes de
amplificacdo continha em uma mistura de25 contendo tampéo flexi Go® Taq
1X (Promega); 1,0 mM de Mg&£l10,2 mM de cada deoxinucleotideo trifosfato; 0,4
uM de cadaprimer; 1,5 U de DNA polimerase Go® Tagq (Promega) e
aproximadamente 30 ng de DNA total. As condi¢cdeardplificacdo consistiram de

um passo de desnaturacao inicial 2@4or 3 minutos, seguido por 30 ciclos de, 94

41



°C por 10 segundos; 5 por 1 minuto; 72C por 3 minutos e, um passo final de
extensdo de 7% por 15 minutos.

A reacdo de PCR foi conduzida em termocicladestercycler Gradient da
Eppendorf e os produtos PCR foram submetidos a eletrofaesgel de agarose a
1,5% para a confirmacao da amplificacéo.

Sequenciamento, alinhamento de sequéncias e analiéegenética de espécies de
Atta.

Amostras dos produtos de PCR foram preparadas delcacom as
especificacdes da empresa Macrogen para onde femaradas e sequenciadas em
ambas as direcOesofward e reverse). As sequénciasorward e reverse obtidas
foram avaliadas e utilizadas para obtencdo de se@$e consenso utilizando o
pacote de program#hred, Phrap e Consed (Ewing et al. 1998; Ewing & Green
1998). Para conferir a identidade das sequéncidglasb as mesmas foram
comparadas com sequéncias equivalentds debusta depositadas nGenbank.

As sequéncias Elele COI-COIl deA. robusta obtidas foram alinhadas
juntamente com sequéncias equivalentes de outpgsies deAtta (subespécies de
A. sexdens (seis),A. laevigata (trés),A. bisphaerica (duas),A. capiguara (duas),A.
opaciceps (uma), A. columbica (uma), A. texana (uma), A. mexicana (uma) A.
insularis (uma) e deAcromyrmex, Acromyrmex octospinosis (duas) depositadas no
Genbank) (Tabela 1 - Anexo)Acromyrmex octospinosis foi utilizada como grupo
externo.

O alinhamento das sequéncias pelo métod€lddSTAL W e as andlises
estatisticas foram realizadas utilizando o progritB&A 5 (Tamuraet al. 2011).

Apds o alinhamento das sequéncias &Fbram excluidos alguns

nucleotideos da extremidade 5’ das mesmas, obtmdequéncias de 279 pb. Apos
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o alinhamento das sequéncias COI-COII, foram edokiias regides do gene
tRNA"™ a regigo intergénica IGS e alguns nucleotidecsxtr@midade 5 da regido
COlI destas sequéncias, obtendo-se sequéncias deb4éide continham, portanto,
apenas as regides COIl e COIl (COI+COll). As sega8ncOI+COll (467 pb) foram
concatenadas com as sequénciasuEET9 pb) obtendo-se sequéncias de 746 pb que
foram utilizadas nas analises filogenéticas.

O programaMrModeltest (Nylander 2004) foi empregado para auxiliar na
escolha do modelo de evolucdo molecular. O mod&lg H G foi escolhido para as
sequéncias Ekile o modelo GTR + | + G para as sequéncias COI+CO8#rvore
filogenética foi construida utilizando as sequénéi&l e COI+COII concatenadas.
Para a obtencdo da arvore filogenética foi emp@gadgprogramaMrBayes 3.1
(Huelsenbech e Ronquist, 2001), com 1.000.000 dacges, excluindo 25% das
geracoes iniciais. A arvore obtida e os valorepmdabilidade a posterior foram
visualizados por meio do programmgtree v1.3.1 (Rambaut 2009).

Estimativa do tempo do ancestral comum mais recen{@ mrca) de Atta robusta

O tempo do ancestral comum mais recente (Tmrca parobusta foi
estimado utilizando o pacote de prograBeast v1.6.1 (Drummond & Rambaut
2010). Também nesta analise foram utilizados o toatke evolugcdo molecular GTR
+ | + G para as sequéncias COI+COIl e o0 modelo HK& para as sequéncias
EFlo. Para a datacdo do tempo de divergéncia do ulinuestral comum dA.
robusta foi utilizado o modelo de relégio molecular reldgae o processo de
especiacao. Como ponto de calibracao utilizou-semgpo de 10 milhdes de anos,
gue representa a média do tempo estimado paragasmbrtadeiras, 8 a 12 milhdes

de anos (Schultz e Brady 2008). Durante a analissiderou-se 10.000.000 de
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geracoes, excluindo-se as 1.000 geracoes iniéiagsvore foi visualizada por meio

do programdigtree v1.2 (Rambaut 2009).

RESULTADOS

As sequéncias Elele COI+COIl concatenadas (746 pb) apresentaram
76,6% dos sitios conservados e 23,4% variaveisir®as sitios variaveis, 18%
foram informativos. Estas sequéncias foram utibzaghara obtencdo da arvore
filogenética representada na Figura 1.

As espéciesA. texana, A. mexicana e A. insularis formaram um clado
monofilético e basal com alto valor de probabilelgubsterior (1,0)Da mesma
forma, o grupo constituido pdx. bisphaerica, A. capiguara, A. volllenweideri e A.
laevigata bem como o formado poh. robusta e as subespécies de sexdens
também, formam, umlado monofilético com alto valor de probabilidgutesterior,
0,97 e 0,89 respectivamente. Dentro do clado qelaiiA. robusta e as subespécies
de A. sexdens, A. robusta forma um clado monofilético com alto valor de

probabilidade posterior (1,0).
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Figura 1: Arvore filogenética de espécies do géméta obtida por inferéncia
Bayesiana com 1.000.000 de geracOes e utilizangoéseias dos genes EF1
COI+COIll e concatenadog\cromyrmex octospinosis foi utilizada como grupo
externo. Os suportes dos ramos sao probabilidaaigessianas posterior.

Estimativa do Tempo do ancestral comum mais recentde Atta robusta

O tempo de divergéncia do ancestral comum maisntecd@mrca) foi
estimado em 7,8 milhdes de anos (periodo conhectno Mioceno) com
intervalo de confianca entre o minimo de 5,7 e @ima de 10 milhdes (Figuras
2 e 3). A maioria das amostras Aerobusta analisadas diversificou entre 2,5
milhdes a 500 mil anos (Figura 2), entre o final Elloceno e durante o

Pleistoceno.
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Figura 2: Arvore rilogenética de espécies do gémiita obtida com base em
sequéncias Elile COI+COIl concatenadas, utilizando o pacote dmnama
Beast com 10.000.000 gerac0es. A seta tracejada naaleiridica o Tmrca dA.
robusta (7,8 milhdes de anos). A barra horizontal pretdicem o tempo em

milhdes de anos. A barra azul indica as épocasigieals correspondentes aos
milhdées de anos indicados na barra preta.
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Figura 3: Grafico obtido pelo prograrBaast mostrando o tempo de divergéncia do

altimo ancestral comum (tmrca) ééa robusta. A variacdo de tmrca entre o minimo
de 5,7 a um maximo de 10 milhdes de anos com péxdmo em 7,8 milhdes de
anos mostra o intervalo de provavel divergénciagdgo. Este intervalo contém
95% dos valores amostrados para baixo e para camaédlia (95%HPD lower —
95%HPD upper).

DISCUSSAO

A utilizacdo das sequéncias kF& COI+COIll concatenadas resultou em
uma reconstrucdo filogenética com consideravelluedo, podendo-se inferir sobre
a filogenia do grupo de formigas estudadas. As céspégeograficamente mais
distantes A. texana, A. mexicana e A. insularis, que sdo endémicas e ocorrem na
regido sul da América do Norte, no México e em Cubspectivamente (Nunes e
Jaffé 1998), formaram um clado monofilético e irnd@oclado formado pelas outras
espécies déitta, as quais sdo amplamente distribuidas na Américsulo Este
mesmo agrupamento, ja havia sido relatado, porighet. (2009). Segundo Nunes
e Jaffé (1998),A. insularis de Cuba pode ter surgido através de vicariancia
juntamente comA. mexicana da América Central, pois sGo membros do mesmo

subgénero e compartilham um ancestral comum.
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Neste grupo de espécies Atta estudado, o grupo monofilético formado
por A. texana, A. mexicana e A. insulares mostra-se com ramos mais curtos,
enquanto o clado formado pér robusta aparece com ramos mais longos. Estes
dados sdo condizentes com os observados por Gesgdl942), que mostrou com
base na morfologia externa da genitalia dos macéhasexicana como espécie basal
e A. sexdens e suas subespécies como derivadas.

A relacdo de parentesco entfe columbica que também tem uma
distribuicAo geografica mais restrita, ocorrendo Galbmbia e Guatemala
(Fernandez 2003), e as demais espé&atadas, ndo se mostra resolvida na arvore
filogenética, pois o valor da probabilidade postegue sustenta o clado foi baixo. O
mesmo resultado foi observado pakaopaciseps considerando que o valor de
probabilidade posterior foi baixo. A formacéo domy monofilético que incluil.
bisphaerica, A. capiguara, A. volllenweideri e A. laevigata sustentado por alta
probabilidade posterior foi, também, relatado pacdet al. (2009).

Neste estudo a espédfe robusta e as subespécies de sexdens foram
incluidas no mesmo clado, o que era esperado arasidb que segundo Baetial.
(2009) as mesmas pertencem ao subgé@leratta. O alto nivel de sustentabilidade
do clado deA. robusta deixou evidente a monofilia deste grupo. Esta ipnaade
filogenética entré\. robusta e as subespécids sexdens € congruente com o descrito
por Borgmeier (1939) que considerou, originalmeAtepbusta como subespécie de
A. sexdens. Além de grupos filogeneticamente distintos, dsespécies dA. sexdens
e A. robusta apresentam diferencas ecoldgicas;obusta coloniza areas integras de
restingas construindo ninhos sob vegetacao tipgssed ecossistema, enquanto as
subespécies dA. sexdens, ndo colonizam éareas de restingas e sdo adapsadas

ambientes degradados assim como areas utilizadapiggicas agricolas.
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O tempo de divergéncia do ancestral comum maisteaeA. robusta,
estimado em 7,8 milhdes de anos, esta no finapdaaéconhecida como Mioceno
que se estendeu entre 5 a 23 milhdes de anogdatase o periodo do Quaternario
(Souzaet al. 2005). Assim como parA. robusta, outras espécies deste génexo,
sexdens, A. laevigata e A. chephalotes, também, tiveram, o tempo de divergéncia
estimado entre o final do Mioceno e Pleistocendaf8onet al. 2008).

A calibracdo do relégio molecular também permititerir sobre o periodo
de dispersédo da populacédo Merobusta. Apesar do ultimo ancestral comum da
espécie ser datado em 7,8 milhdes de anos, estigaesa maioria das amostras de
A. robusta avaliadas neste estudo, comecaram a se divergficaolta de 2 milhdes
de anos, ou seja, no final do Plioceno, se estelodat®é mais ou menos 500 mil anos
no periodo do Pleistoceno.

Alguns autores relatam que as caracteristicas ldog@ana no Pleistoceno e
Holoceno contribuiram para o processo de diveegifio e dispersdo destas espécies
de formigas. Segundo Nunes e Jaffé (1998), du@neeriodos glaciais, o clima na
América do Sul era mais seco, contrastando comneactla floresta amazonica.
Posteriormente, durante os periodos interglacias Terciario e Quaternario
(Pleistoceno e Holoceno) a floresta da amazo6nicaexgmndiu, favorecendo a
expansao geografica do grupttini para as outras areas do Brasil.

A estimativa do tempo de divergéncia em 7,8 milhdesnos no Mioceno,
e a posterior diversificacdo da populacdoAdeobusta no Pleistoceno, reforcam a
hipétese de qué\. robusta, possivelmente, sofreu um gargalo populacional com
posterior dispersdo da populacdo e expansdo tatitgssa hipdtese, sustenta-se,
em parte, pelo fato das restingas, areas colorszaela espécie, se constituirem em

ecossistemas geologicamente recentes (Seiuala 2005) o que é evidenciado pela
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presenca de sedimentos de origem holocénica, cooa ae 5.100 anos, nas
desembocaduras de rios do sudeste brasileiro (Seigali 1985).

Os resultados apresentados mostraram que as imgfdesiacontidas nos
genes analisados permitiram a reconstrucdo, com resalucdo, das relacbes
filogenéticas no grupo de formigas analisado. Alismadas sequéncias Btk
COI+COll e a estatistica bayesiana empregada nmogjteeA. robusta € um grupo
monofilético, separado claramente das subespéeids sexdens e que forma um
clado com ramos longos em relagéo as outras esplmidta incluidas neste estudo.
Além disso, verificou-se que o tempo de divergédaailtimo ancestral comum de
A. robusta ocorreu no final do Mioceno, porém, a maioria dasostras estuda se

diversificaram a partir de dois milhdes de anos.
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CAPITULO Il

Morfologia e morfometria das sensilas antenais datta

robusta, Borgmeier 1939 (Hymenoptera: Formicidae)
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RESUMO- Atta robusta, formiga importante na dindmica dos ecossistemas de
restinga, € umaspécie endémica e ameacada de extincdo. O objiethae trabalho
foi descrever e comparar a morfologia das senaiganais de duas populacbeshde
robusta, sendo uma delas coletada na localidade de S&o $/ateestado do Espirito
Santo e a outra em Marica no estado do Rio derdamedependentemente de qual
das populacdes avaliadas, diferentes tipos delagrentenais, tricOideas retas e
curvadas, basicbnicas, ampulaceas e celoconicasn fadentificadas, sendo as
mesmas mais numerosas nos flageldbmeros distaisreDfas no numero e no
comprimento das sensilas tricoideas retas e cusvagldlogeldmeros F8 e F9 foram
observadas. As diferencas entre as sensilas astelos individuos das duas
populacdes avaliadas e a possivel plasticidadetifeceo de A. robusta, € uma
caracteristica importante considerando a adaptalEgia espécie a possiveis
variacbes ambientais.

Palavras chaves: Org&os sensoriais, espécie ameptasticidade fenotipica.
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ABSTRACT - The antAtta robusta plays an important role in ecosystem dynamics
of the restinga and is an endemic and endangessgilesp The objective of this study
was to describe and compare the morphology of aatesensilla from two
populations ofA. robusta, one collected in the city of Sdo Mateus in thaZiran
state Espirito Santo and the other in Marica instiage of Rio de Janeiro. Regardless
of the populations evaluated, different types deanal sensilla, straight and curved
trichodea, basiconica, ampullacea and celoconi@ wigntified, most numerous in
the distal flagellomeres. Differences in the numdneal length of straight and curved
sensilla trichodea in flagellomeres F8 and F9 walyserved. Differences between
the antennal sensilla of individuals from the twopplations evaluated and the
possible phenotypic plasticity @&. robusta is an important feature considering the
adaptation of this species to potential environmlerdriations.

Keywords: Sensory organs, endangered species, pypanplasticity.

56



INTRODUCAO

Atta robusta € uma espécie de formiga cortadeira e considerada
ecologicamente importante por, entre outras caiatitas, dispersar sementes em
ecossistema de restinga (Teixestal. 2008). Esta espécie € endémica em areas de
restinga dos estados do Rio de Janeiro e do Esfito e € considerada ameacada
de extin¢do na categoria de vulneravel (Machad@)00

As formigas, em geral, vivem em uma complexa omgdio social e suas
colonias sao formadas por milhdes de individuoscaidas diferentes (Evison &
Ratnieks, 2007). Tal organizacdo se deve a comgwcpor meio de varios sinais
quimicos e mecanicos do ambiente bem como daquelepartilhados entre os
membros da colonia (Billen, 2006). Estes sinais péawmebidos pelas sensilas,
estruturas sensoriais (Kleineidaghal. 2000, Ozakiet al. 2005), transmitidos ao
sistema nervoso central e processados pelo cérgbeoenvia uma mensagem de
resposta ao estimulo (Chapman 1998).

As sensilas sdo encontradas em todo o corpo dtjmeas, principalmente,
nas antenas que sao as principais estruturas denctagdo. Existem diferentes tipos
de sensilas que sao classificados de acordo cara fosna e funcédo sendo as mais
comuns as denominadas de tricoideas e basicOmeash@alet al. 2003, Ozaket al.
de 2005, Rochet al. 2007, Spaethet al. 2007, Onagbolet al. 2008).

A morfologia e a abundéancia das sensilas anterwaerp variar de acordo
com a familia (Hashimoto, 1991), subespécies (Stdvtoraes-Alves, 1999), castas
(Nakanishiet al. 2009) e até mesmo com o estagio de desenvolvintad insetos

(Silva et al. 2010). Além disso, os tipos e tamanhos de sesnaitéenais de insetos
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podem variar com diferentes regides geograficassaamas, como acontece, por
exemplo, com as do percevétbodnius prolixus (Estebaret al. 2005).

A importancia ecologica dé\. robusta € um argumento mais do que
justificado para que mais estudos sejam realizaidando ampliar os conhecimentos
bioldgicos sobre esta espécie.

Considerando a auséncia de relatos de estudos aohoefologia dos érgaos
sensoriais dé\. robusta, a proposta deste estudo foi avaliar a microanataios
tipos e a distribuicdo de sensilas antenaig\.deobusta amostrada na restinga dos
estados do Espirito Santo e do Rio de Janeiro. Aliéso, diferencas no nimero e no
comprimento deste 6rgado sensorial foram tambémsiigaglas nesta espécie de

formiga ameacada de extincéo.

MATERIAIS E METODOS

Amostragem

Operarias dé@. robusta foram coletadas em ninhos subterraneos nas rasting
de S&o Mateus (SM) no estado do Espirito Sant®@{®B0" e 1868'23 W") e nas
restingas de Marica (M) no estado do Rio de Jar(&ird?88'92" e 2294'58 W").
As amostras foram mantidas em alcool absolutorsfiegdas para o Laboratério de
Biologia Molecular de Insetos do Departamento dedgjia Geral da UFV - Vigosa,
MG, Brasil. As amostras coletadas em cada locadidadam consideradas como
uma populagao.
Microscopia eletronica de varredura

Dez operarias dé. robusta de cada populacdo (SM e M) tiveram a antena
direita removida para analise de microscopia etétedde varredura. As antenas

foram lavadas com PBS (tampao de fosfato salind@sédratadas com acetona em
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série crescente (50 a 100%). Em seguida, as arftaaas submetidas a secagem no
ponto critico, montadas em bases de aluminio elizegtas com a utilizacdo do
dispositivo de pulverizacdo catodica. Posteriormeas mesmas foram observadas
em microscopio do tipo LEO VP1430 SEM no Nucleo HKkcroscopia e
Microanalise da Universidade Federal de Vicosaa pailescricdo da morfologia e os
tipos de sensilas identificados.

Descricdo das sensilas

A antena das operarias ée robusta foi caracterizada e o comprimento do
segmento escapo, pedicelo e flagelo foram mediHos.cada populagéo, foram
descritas os diferentes tipos de sensilas ideadifis nos trés utimos flagelomeros
(F7, F8 e F9) das antenas de cada operaria aral®atiou-se por analisar estes trés
ultimos flagelomeros, primeiro, por constituirerpaate da antena que a formiga usa
para tatear o ambiente e, segundo, por ter sidenado$o que, neste caso, as sensilas
estavam concentradas nesta regido das antenas.

Analise estatistica

A contagem das sensilas nas duas populacfes foiadke em trés areas
(14.870 mMz / flageldmero) de cada um dos flagelasd-7, F8 e F9 utilizando o
programa Adobe Photoshop CS e o nimero médio deslase dessas areas foi
submetido a andlise estatistica. Foram analissstaisticamente apenas as sensilas
tricéideas, porque, € um tipo de sensila encontadéodos os flageldbmeros.

Um total de 20 sensilas de cada um dos flagelomeros-8 e F9 foram
medidos utilizando o programa Image-Pro Plus (M&yibernetics). Os dados foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) com 5%pdbabilidade utilizando o
programa SAEG.

RESULTADOS
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A antena das operarias ée robusta mostrou-se geniculada e formada por
trés segmentos basicos: escapo, pedicelo e flageto, comprimentos médios de
3,13 milimetros, 0,45 milimetros e 3,74 milimetrosspectivamente. No flagelo
foram identificados nove flageldmeros (F1 a FOmMammprimento meédio de 0,38
milimetro, com excecao do ultimo, que apresentodiange 0,67 milimetro (Figura
1A). Observou-se, também, que a concentracdo ddaseaumentou da parte basal
para a extremidade da antena, com maior nimeqms tiiferentes de sensilas nos
flagelémeros distais. O formato da antena e o0s tij@osensilas encontradas foram os

mesmos nas 2 populacdes estudadas.

Figura 1- Microscopia eletronica de varredura deraandeA. robusta. A: visao geral
da superficie dorsal. Escapo (E), pedicelo (Prgetb (F). B: visdo detalhada dos
trés ultimos flagelémeros (F7, F8 e F9) cobertasspasilas antenais (h).

Com a observacao detalhada das superficies daisanatenas das operarias

de A. robusta das populacdes de Sdo Mateus (SM) e de Marica favgm

identificados varios tipos de sensilas como, lcoOideas: caracterizada pela
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extremidade fina, com dois subtipos, 1.1: tricégdeatas, as mais comuns,
ligeiramente curva e mais abundante no flagelork&@ 1.2: tricOideas curvadas,
gue sao longas, de extremidade curva e também teadarem abundancia no F9
(Figura 1B e 2); 2: basicOnicas: sdo sensilas iftigites (finger-like), com base
larga e extremidade conica sendo mais grossa eshwamoum que as tricoideas; 3:
ampulaceas: sdao encontradas em uma abertura cdatrdépressao eliptica com
bordas proeminentes na superficie da antena dotbogca: sdo pequenas aberturas
redondas e com bordas menos proeminentes, em cagapatom as ampulaceas. As
sensilas ampulaceas e celoconicas sdo encontradhssigamente no final do

flagelémero F9 (Figura 2).

Figura 2: Microscopia eletrbnica de varredura nawgto detalhes do ultimo
flageldmero da antena de robusta e diferentes tipos de sensilas. Tricoideas curvas
(CT) e retas (ST), basiconicas (B), ampulaceas(@gloconicas (C).

O numero médio de sensilas tricoideas por are8{04nM2 / flageldmero)

foi de 3,2 £ 0,32 no flagelomero F7; 9,1 = 0,35K® e de 19,1 + 1,32 no F9 da

antena dos individuos da populacdo SM. Na antesandiividuos da populagédo M
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os valores foram de 2,5 + 0,24 no F7; 8,5 + 0,41FBoe de 15,7 = 0,64 no F9.
Quando as duas populacdes foram comparadas, o miaeesensila tricoidea é
diferente apenas no flageldmero F9 (F = 0,0339),B5 (Figura 3A).

Os comprimentos médios de sensilas tricoidea ogtent de 27,1 + 0,8m no
flagelémero F7; 26,7 = 0,26m no F8 e de 25,4 + 0.38n no F9 das antenas dos
individuos da populacdo SM. Nas antenas dos ingdgdia populacédo M os valores
foram de 26,6 + 0,2dm no F7; 26,6 + 0,28m no F8 e de 25,5 + 0im no F9. Os
comprimentos das sensilas do F7 e F9 nao diferéra as duas populacbes (dados
nao mostrados).

Os numeros médios de sensilas tricoidea curva peat €14.870 mM?/
flagelédmero) foram de 56,0 + 1,90 no F7; 50,8 £11né F8 e de 70,2 + 3,35 no F9
da antena dos individuos da populacdo SM. Nas astbws individuos da populacao
M os valores foram de 59,8 + 1,73 no F7; 57,7 51d F8 e de 70,5 £ 2,39 no F9.
Ao comparar as duas populacdes observou-se quémsros dessas sensilas séo
diferentes apenas no F8 (F = 0,00644, P <0,05u(&igB).

Os comprimentos medios de sensilas tricoide curtacen de 64,3 + 1,25
um no F7; 61,5 £ 1,22im no F8 e de 47,5 + 0.983m no F9 das antenas dos
individuos da populacdo SM. Nas antenas dos ingdgdia populacédo M os valores
foram de 62,6 £ 1,0am no F7; 58,5 + 0,96m no F8 e de 44,3 + 0.82n no F9.
Comparando os flageldmeros entre as duas populagéaBcou-se que o0s
comprimentos destas sensilas sédo diferentes apen&® (F = 0,02148, P <0,05)

(Figura 3C).
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Figura 3: NUmero de sensilas antenais em uma &d4.870 mM 2/ flageldmero e
comprimento das sensilas nos flageldmeros F7, FBdeA. robusta. A: niumero de
sensilas tricoideas retas (STSN). B: numero deilasrtsicoideas curvas (CTSN) e
C: comprimento das sensilas tricoideas retas (STSEM e M: siglas
correspondentes as localidades de Sado Mateus eadviamspectivamente. Colunas
com a mesma letra ndo diferem estatisticamenteAM@VA a 5%.
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DISCUSSAO

O formato da antena, e a diversidade de sensilasaa descritas nos trés
ultimos flagelémeros dA. robusta tricdideas curvas e retas, ampulaceas, basiconicas
e celocbnicas, € comumente relatada para outrasiesple formigas (Kleineidaeh
al. 2000, Ruchtyet al. 2009, Nakanishet al. 2009, Siddiquiet al. 2010). Além
destas, outros tipos de sensilas como campaniforplesoides caeticas, séo
descritas para outros himendpteros (Hashimoto 1R660thalet al. 2003, Marques-
Silva et al. 2006), no entanto, as mesmas nao foram detecteaantenas da.
robusta.

As sensilas tricoideas curvas e retas, a mais apitmdna antena da.
robusta, podem estar relacionadas com a funcdo de mecapgdr, uma funcao
atribuida por Baaresmt al. (2007) a este tipo de sensila. As sensilas bais@s,
foram menos abundante e mais frequentemente di#sisctan F9 da antena de
robusta, o que estda de acordo coNmkanishiet al. (2009) ao relatar que em
Camponotus japonicus (Formicidae) as sensilas basicOnicas represenfznaa
cerca de 2% das sensilas totais e sdo encontradés frequentemente nos
flageldmero distais da antena desta formiga. Eipelsque as sensilas ampulaceas
encontradas somente no final do flagelomero (F@epo ter, emA. robusta, a
mesma funcao relatada por Kleineidatral. (2000) pardtta sexdens de deteccgéo
da concentracdo de GQlentro dos ninhos. As sensillas celoconicas, també
encontradas apenas em F9, podem estar associtatapercepcdo, como sugerido
para este tipo de sensila de antena.dellenweideri (Ruchtyet al. 2009).

A distribuicdo desigual de sensilas ao longo d&rentdeA. robusta, com

maior concentragdo nos ultimos flageldmeros, tambfan observada em
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Camponotus japonicus (Nakanishiet al. 2009). A maior concentracéo de sensilas nos
flageldmeros distais, como observado @&mrobusta, pode estar relacionada ao
comportamento de tatearem o ambiente com a powstaamienas como fazem as
antenas em geral. Rentlghlal. (2003) relata que a sensila basicénica locakzaes
lado da antena que € usado pelas formigas para daparficies, sugerindo para
estas sensilas a funcdo de quimiorreceptores datoon

As populacdes dé. robusta avaliadas neste estudo diferem em termos de
namero e comprimento dos 6rgdos sensoriais anafisadang et al. (2004)
relataram que a formigBheidole morrisi apresenta plasticidade fenotipica quando
suas populacbes estdo associadas a diferentesc@esmdambientais. Assim, é
possivel que estas diferencas no nimero e no co@pid dos Orgaos sensoriais
analisados emA. robusta sejam resultados de adaptacfes dessa formigarardés
condicbes ambientais.

Em outros grupos de insetos como em Triatominae agagdo no
comprimento e numero de sensilas em populacdes diebentes condicdes
ambientais foi relatada (Estebetral. 2005). Segundo estes autores, estas diferencas
sugerem que as populacdeRhodnius prolixus avaliadas foram isoladas
geograficamente possuindo cada populacdo um padifécenciado quanto ao
namero e comprimento de sensilas.

Segundo Catalaet al. (2004), diferengcas morfolégicas nas estruturas
sensoriais podem ser resultados das adaptacOesapa@cessidades sensoriais de
acordo com diferentes condigcbes ambientais. Aléssodidiferencas morfoldgicas
entre populacdes sdo, supostamente, relacionadagplesticidade fenotipica, uma
vez que 0s organismos geneticamente semelhantesmped diferentes fenétipos de

acordo com as variaveis ambientais (Carreiral. 2006, Marteletoet al. 2009).
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Desta forma, as variacbes encontradas no numem @mprimento de sensilas
antenais deé\. robusta pode ser resultado de respostas do organismoigénedas
para adaptacées ambientais.

A variacdo no numero e a plasticidade fenotipica dogdos sensoriais
podem, de fato, estarem contribuindo para a adaptdgs populacdes de robusta
avaliadas, a possiveis variacdes ambientais, pa@gm@silas antenais sao importantes
orgaos sensoriais de comunicacdo dos insetos @ @st&ontato constante com o

meio ambiente.
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CONCLUSOES GERAIS
- O mtDNA (COI-COIl) deA. robusta apresenta uma alta concentracéo de bases (A +
T), principalmente na regido intergénica.
- A populacédo dé\. robusta estudada apresenta baixa variabilidade genétaltae
estruturacéo populacional.
- Atta robusta apresenta um padréo filogeografico tipico de e@spégue sofreram
gargalo populacional e tiveram posterior expansao.
- Atta robusta é uma espécie monofilética e derivada em relag&mutras espécies
do género.
- O ancestral comum mais recenteAdeobusta surgiu por volta de 7,8 milhdes de
anos.
- Atta robusta apresenta variabilidade fenotipica nas sensildasnais das duas

populacdes estudadas.
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ANEXO

Tabela 1: Numero, espécies, localidade de coletmesso de individuos no Genbank dos
quais foram utilizadas sequéncias do gene mito@@n@COI-IGS-tRNAleu-COIl) e gene
nuclear (EFX) para a filogenia e estimativa do ancestral cormais recente

N Espécies Acesso Genbank Acesso Genbank
Localidade coletada COI-IGS-tRNAleu-COll EF1/F1

1 02_08&Atta robusta Aracruz - -

2 03 _O7Attarobusta S&o Mateus - -

3 04_04Atta robusta Itapemirim - -

4  05_0lAttarobusta Rio das Ostras - -

5 07_02Atarobusta Araruama - -

6 09_08&Atta robusta Linhares - -

7 10 _OlAttarobusta Marataizes - -

8 11 O7Atta robusta Presidente Kennedy R _

9 12 03Atta robusta Sé&o Francisco de Itabapoana _

10 13 0SAttarobusta Sé&o Jodo da Barra - -

11 14_01Atta robusta Campos de Goytacazes _ R

12 15 _OlAttarobusta Quissama - -

12 Atta sexdenspiriventris " FJ599547 FJ599514

13  Atta sexdenspiriventris . FJ599548 FJ599515

14  Atta sexdens rubropilosa " FJ599552 FJ599516

15  Atta sexdens rubropilosa i FJ599553 FJ599517

16  Atta sexdens sexdens i FJ599554 FJ599532

17 Atta sexdens sexdens B FJ599555 FJ599533

18  Atta opaciceps i FJ599557 FJ599537

19 Atta robusta B FJ599560 FJ599518

20  Attacapiguara i FJ599560 FJ599519

21  Attacapiguara - FJ599562 FJ599520

22 Atta laevigata B FJ599565 FJ599528

23  Attalaevigata i FJ599566 FJ599529

24 Atta laevigata B FJ599568 FJ599522

25  Attavollenweideri i FJ599569 FJ599524

26 Atta bisphaerica B FJ599570 FJ599525

27 Atta bisphaerica ” FJ599571 FJ599526

28  Attalaevigata i FJ599572 FJ599527

29 Atta columbica B FJ599573 FJ599538

30 Attatexana i FJ599575 FJ599539

31 Attainsularis B FJ599583 FJ599531

32  Attamexicana i FJ599584 FJ599541

33 Acromyrmex octospinosis . FJ599587 FJ599544

34  Acromyrmex octospinosis " FJ599588 FJ599545
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Tabela 2. Composicéo de nucleotideos das sequéicasie COI, IGS, tRNA" e
COll deAtta robusta, Atta sexdens e Atta bisphaerica.

Gene % A % C % G % T % A +T
Atta robusta
Col 35,9 19,3 6,8 38,0 73,9
IGS 33,5 13,8 0,6 52,1 85,6
tRNAY 44,0 9,3 9,3 37,3 81,3
Coll 33,2 17,3 5,8 43,8 77,0
COI-COll 35,2 15,7 5,0 44,0 79,2
Atta sexdens
Col 33,7 20,3 6,7 39,3 73,0
IGS 33,5 15,8 0,7 50,0 83,5
tRNAY 44,3 8,9 8,9 38,0 82,3
Coll 33,6 18,6 5,8 42,0 75,6
COI-COll 36,3 15,9 5,5 423 78,6
Atta bisphaerica
Col 33,9 21,2 7,6 37,3 71,2
IGS 32,9 10,8 0,0 56,3 89,2
tRNA- 45,5 9,1 9,1 36,4 81,9
Coll 33,2 16,4 5,8 44,7 77,9
COI-COll 37,2 14,4 5,6 43,7 80,1
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