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RESUMO

REIS, Evelyze Pinheiro dos, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa,
fevereiro de 2011. Variabilidade genética de Atta robusta Borgmeier
(Hymenoptera: Formicidae) com o uso de marcadores
microssatélites. Orientadora: Mara Garcia Tavares. Co-orientadores:
Lucio Antonio de Oliveira Campos e Tania Maria Fernandes Salomé&o.

Este € o primeiro estudo genético realizado com Atta robusta e
investigou a variabilidade genética e o nivel de estruturacdo nas
populagdes do Espirito Santo e Rio de Janeiro com o uso de primers
microssatélites espécie-especificos. Assim, vinte primers microssatélites
especificos para A. robusta foram desenhados, sendo que onze (55%)
foram polimérficos. Ao se analisar 80 colbnias de A. robusta, o numero de
alelos/loco variou de 7 a 24. A heterozigosidade observada variou de 0,27
a 0,80 nos locos analisados, enquanto a esperada variou de 0,30 a 0,83.
Agrupando-se as coldnias em duas populagdes (Espirito Santo e Rio de
Janeiro), verificou-se que elas sdo geneticamente similares. Na populagao
do Espirito Santo, o numero de alelos/loco variou de 6 a 22. A
heterozigosidade observada variou de 0,22 a 0,70 nos locos analisados,
enquanto a esperada variou de 0,30 a 0,85. Na populagcdo do Rio de
Janeiro, o numero de alelos/loco variou de 4 a 17. A heterozigosidade
observada variou de 0,32 a 0,97 nos locos analisados, enquanto a
esperada variou de 0,29 a 0,81. Por outro lado, considerando-se as
colénias amostradas em cada uma das 16 localidades amostradas, como
uma subpopulagao, verificou-se que elas estdo altamente estruturadas.
Apesar disto, a analise de agrupamento ndo evidenciou a formagao de
clados contendo apenas colénias de localidades geograficamente
proximas. Por outro lado, quando se considerou as 80 colbnias
amostradas, nao se verificou estruturacdo e nem agrupamento de
colénias de acordo com a localidade de origem das mesmas. Em
conclusao, os resultados obtidos indicam que as colbnias amostradas,
tanto no Rio de Janeiro como no Espirito Santo, apresentam alta

variabilidade genética e que as mesmas nao estido estruturadas.
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Entretanto, considerando-se o endemismo e a ameaca a extingado de A.
robusta, para conserva-la sera necessario a manutengdo do maior

numero possivel de colénias nas regides de restinga destes dois Estados.
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ABSTRACT

REIS, Evelyze Pinheiro dos, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa,
February, 2011. Genetic variability on Atta robusta Borgmeier
(Hymenoptera: Formicidae) using microsatellite primers. Adviser:
Mara Garcia Tavares. Co-Advisers: Lucio Antonio de Oliveira Campos and
Tania Maria Fernandes Salomao.

This is the first genetic study on Atta robusta to investigate the
genetic variability and structure in populations from Espirito Santo and Rio
de Janeiro in which microsatellites specific primers were used. Twenty
microsatellite primers for A. robusta were designed and eleven (55%) were
polymorphic. When analyzing 80 colonies of A. robusta, the number of
alleles/locus ranged from 7 to 24. The observed heterozigosity ranged
from 0,27 a 0,80 in the loci analyzed, meanwhile the expected
heterozigosity ranged from 0,30 to 0,83. When grouping the colonies
within the two targeted populations (Espirito Santo and Rio de Janeiro), it
was confirmed that they are genetically similar. In the population from
Espirito Santo, the number of alleles/locus ranged from 6 to 22. The
observed heterozigosity ranged from 0,22 to 0,70, while the expected
heterozygosity ranged from 0,30 to 0,85. In the population from Rio de
Janeiro, the number of alleles/locus ranged from 4 to 17. The observed
heterozigosity ranged from 0,32 to 0,97, while the expected ranged from
0,29 to 0,81. However, when considering the colonies sampled in each of
the 16 localities as a subpopulation, it was confirmed that they are highly
structured. However, the UPGMA analysis did not provide accurate
evidence that the formation of clades containing only colonies are
geographically nearby. When considering the 80 colonies sampled, they
weren’t structured and did not group colonies geographically adjacent.
These results indicate that the colonies of A. robusta sampled either in Rio
de Janeiro or Espirito Santo have high genetic variability and that they
aren’t structured. Although, considering the endemism and the threaten to
extinction of A. robusta, in order to conserve this species will be necessary

the maintenance of all possible colonies in the Restinga’s region.



1. Introducéo Geral

1.1 Formigas cortadeiras e Atta robusta

As formigas (Hymenoptera: Formicidae) apresentam cuidado
cooperativo com a prole, divisdo de trabalho (reprodutores e operarias) e
sobreposi¢ao de geragbes na colbnia e s&o, por isso, conhecidas como
insetos eussociais. A rainha tem a fungdo de produzir a populagédo de
operarias, machos e outras rainhas, enquanto que os machos participam
somente da reproduc¢do, morrendo logo apds o véo nupcial. As operarias,
por sua vez, cuidam da cria e participam da defesa, forrageamento e
limpeza do ninho (Currie, 2001).

As formigas cortadeiras (Tribo Attini) sdo consideradas os
herbivoros dominantes na regidao Neotropical, consumindo mais
vegetacdo do que qualquer outro grupo de animal (Holldobler & Wilson,
1990). Essas formigas coletam folhas frescas, flores, frutos e caules de
plantas para servir como substrato para o fungo cultivado em seu ninho,
com o qual mantém uma relagdo de simbiose mutualistica (Holldobler &
Wilson, 1990; Fowler, 1995; Currie, 2001). As formigas cultivam o fungo,
fornecendo condigdes para seu crescimento (Currie, 2001). Por sua vez, o
fungo digere a celulose e outros produtos vegetais normalmente
inacessiveis as formigas cortadeiras e compartilha parte de seu produto
metabdlico com elas (Holldobler & Wilson, 1990).

As formigas cortadeiras do género Atta e Acromyrmex predam a
maioria dos tipos vegetais e sao, por isso, consideradas pragas agricolas,
podendo causar grandes prejuizos econdmicos. Existem 15 espécies
conhecidas de Atta e 24 de Acromyrmex. Apesar dos prejuizos causados,
essas formigas possuem um importante papel no ecossistema, uma vez
que estimulam o crescimento de novas plantas, quebram materiais
vegetais rapidamente e enriquecem o solo (Holldobler & Wilson, 1990).

As colonias de formigas do género Atta podem ter milhdes de

operarias, as quais apresentam um alto polimorfismo morfolégico (Weber,
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1966). A maioria das operarias possui ovarios rudimentares que nunca
produzem ovulos, mas poucas (operarias pequenas e medias, que
acompanham a rainha) ovipositam ovos troficos para consumo da rainha
(Dijkstra et al., 2005).

Estudos a respeito da biologia das formigas deste género tém sido
realizados mais por causa de sua importancia econémica do que pelo seu
papel ecoldgico. Entretanto, espécies que ndo invadem ecossistemas
agricolas como Atta robusta tém sido ignoradas nas pesquisas
desenvolvidas (Teixeira et al., 2003) e até o momento ndo ha estudos
genéticos com esta espécie.

A. robusta habita somente ambientes de restinga, sendo
encontrada do Norte do estado do Espirito Santo até o sul do Rio de
Janeiro (Gongalves, 1960; Teixeira et al., 2003; Teixeira et al., 2004).

N&o ha registros desta espécie nas restingas ao sul do pais e nem
nas da Bahia. Provavelmente a Serra do Mar, ao sul do estado do Rio de
Janeiro, funcione como uma barreira impedindo a dispersdo de fémeas
aladas da espécie para as restingas que ocorrem no sul. Por outro lado,
nao existe nenhuma barreira fisica evidente impedindo a dispersao da
espécie em diregcdo a Bahia, apesar de ndo existir registros da espécie
nos estudos de levantamento de espécies de formigas neste Estado,
incluindo a vegetagao de restinga (Teixeira et al., 2003).

A regido de restinga € caracterizada por apresentar solo arenoso,
plantagdo herbacea e estar localizada a beira-mar. Por causa da agéo
antrépica, esse ambiente passa por um rapido processo de
desmatamento (Holldobler & Wilson, 1990), o que gera a frequente
destruicdo deste habitat e insere A. robusta na Lista da Fauna Brasileira
Ameacada de Extingdo (Machado et al., 2005).

Em vista a fragmentacdo dos ambientes de restinga, ao
endemismo de A. robusta e a ameaca de extingdo, um estudo para
investigar a variabilidade genética desta espécie € uma importante

ferramenta para sua conservagéo.



Varios estudos de genética de populagbes e genética da
conservagao tém utilizado os marcadores microssatélites (Litt & Luty,
1989) para investigar a variabilidade genética de populag¢des (Oliveira et
al., 2006; Fakrudin et al., 2006).

A utilidade desses marcadores nestes estudos é devido ao fato
deles serem codominantes, altamente reproduziveis, bem dispersos no
genoma (em regides codificadora e ndo codificadoras), multialélicos e os
locos serem frequentemente conservados entre espécies relacionadas
(Oliveira et al., 2006; Fakrufin et al., 2006).

Em formigas, a alta variabilidade genética entre operarias esta
relacionada ao aumento da resisténcia da colénia a doengas (Hughes &
Boomsma, 2004). Ja a baixa variabilidade pode reduzir a habilidade em
lidar com mudancas ambientais o que faz com que a expectativa de vida
da espécie seja menor (Frankham, 1995).

Os principais fatores que implicam na extingcdo de uma espécie sao
a destruicdo do ambiente, espécies introduzidas e a diversidade no
ecossistema, 0s quais reduzem as espécies a tamanhos populacionais
que estédo sujeitos a efeitos estocasticos tanto ambientais, catastroéficos,
demograficos ou genéticos (depressdo endogamica, perda da variagao

genética e acumulo de mutagdes deletérias) (Frankham, 1995).

1.2 Variabilidade genética em formigas

O sexo na ordem Hymenoptera € determinado pelo sistema
haplodipldide: os machos se desenvolvem a partir de ovos né&o
fecundados (partenogénese arrenotoca), sendo, portanto, hapldides,
enquanto as fémeas (dipldides) se originam de ovos fecundados.
Adicionalmente, a determinacdo sexual em Hymenoptera depende da
composi¢cado alélica no loco sexual (single locus complementary sex
determination ou sl-CSD). Individuos hapléides (hemizigotos) ou dipldides
homozigotos para o loco sexual sdo machos, enquanto individuos

heterozigotos sao fémeas (Wilgenburg et al., 2006).



Os machos dipldides sao frequentemente inférteis ou menos
viaveis e, assim, eles se tornam uma carga genética nas populagdes
(Wilgenburg et al., 2006). Um estudo realizado por Krieger et al (1999)
identificou a origem de fémeas tripldides infertéis em Solenopsis invicta
em populagdes poliginicas que produziam machos dipldides. A maioria
dos machos nessas populagdes era estéril, entretanto uma pequena parte
possuia os tratos reprodutivos funcionais e produziam espermatozdéides
diploides que fecundavam ovulos produzindo fémeas triploides infertéis.

A variabilidade genética em insetos sociais € fortemente
influenciada pelo numero de rainhas presentes na coldnia, pelo numero
de acasalamentos da rainha e também pela recombinagdo genética, a
qual € maior nos Hymenoptera altamente sociais do que nos outros
animais superiores e pode aumentar a diversidade genotipica entre as
operarias (Sirvio et al.,, 2006; Oldroyd & Fewell, 2007). A poliginia e a
poliandria resultam em grandes diferencas alélicas entre as operarias,
enquanto que a recombinagdo genética origina um grande numero de
genotipos com novas ou raras combinagdes alélicas do genoma materno
(Sirvio et al., 2006).

Estudos realizados com marcadores microssatélites tém
demonstrado que rainhas dos géneros Atta e Acromyrmex apresentam
poliandria, ou seja, se acasalam com mais de um macho (Fjerdingstad et
al.,1998; Villesen et al., 2002; Baer & Boomsma, 2003; Helmkampf et al.,
2008).

Em formigas cortadeiras, a mudanga do estado de monandria para
a poliandria esta associada com o aumento na complexidade da col6nia e
no seu tamanho (Villesen et al., 2002). Colbnias com rainhas que
acasalam com mais de um macho tipicamente sdo maiores, possuem
operarias polimérficas e um alto grau de divisdo de trabalho, como
observado em algumas espécies de Atta (Fjerdingstad et al., 1998;
Fjerdingstad & Boomsma, 2000; Murakami et al., 2000).

O acasalamento multiplo € um mecanismo que proporciona uma

maior diversidade genética na colbnia (Strassmann, 2001), podendo
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resultar em: 1) colénias com um maior sucesso reprodutivo em relacao as
colénias mais uniformes (Baer & Schimid-Hempel, 1999); 2) operarias
geneticamente mais diversas e resistentes a doencas (Baer & Schimid-
Hempel, 1999), 3) maior taxa de crescimento da colbnia (Wiernasz et al.,
2004; Helmkampf et al., 2008) e 4) maior divisao de trabalho entre as
operarias (Fjerdingstad et al., 1998).

Estudos utilizando marcadores microssatélites tém sido realizados
com formigas. Por exemplo, Giraud et al. (2002) quantificaram a
variabilidade genética e analisaram os padroes de agressao de
Linepithema humile, espécie originaria da Argentina e que foi introduzida
na Europa. Ao comparar populagdes nativas e introduzidas, os autores
verificaram uma menor variabilidade genética, nos locos microssatélites,
nas populacdes introduzidas. Esta diminuicdo poderia ter resultado na
perda da capacidade de reconhecimento apds a introdugdo, pois em
ambientes exéticos, esta espécie possui uma estrutura social incomum do
tipo unicolonial, na qual individuos de ninhos fisicamente diferentes se
misturam. Por outro lado, populagbes nativas apresentam
multicolonialidade, a estrutura social mais comum, com agresséo entre
operarias de ninhos diferentes.

Gyllenstrand & Seppa (2003) estudaram um sistema populacional
fragmentado, isolado e pequeno da formiga poliginica Formica lugubris e
avaliaram o impacto genético da estrutura populacional sobre a
manutencdo e conservacdo de suas populacdes. Para isso, foram
analisadas duas populagbes: uma geograficamente isolada de outras
populagcdes e fragmentada da Inglaterra e outra, para comparagéo,
similarmente fragmentada, porém nao isolada da Finlandia. Os autores
esperavam que o isolamento e fragmentacdo da populagdo inglesa
ocasionassem um decréscimo na variabilidade genética quando
comparado com a populagdo da Finlandia. Entretanto, os autores
encontraram um alto tamanho efetivo na populagcdo na Inglaterra, o que
ajudou a manter a variabilidade nesta populacdo. Apesar do aparente

isolamento, a variabilidade genética encontrada na populagao isolada foi
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similar a da populagao nao isolada. Além disso, a auséncia de endogamia
e a alta variabilidade sugeriram que a populagao isolada ndo apresenta
depressdo endogamica. A analise de isolamento por distadncia mostrou
que colbnias relacionadas se agrupam, 0 que sugere que novos ninhos
sao fundados por brotamento e permanecem préximos do ninho natal.
Sanetra & Crozier (2003) estudaram a diferenciagdo genética
dentro e entre trés populagdes distantes de uma espécie de formiga
endémica da Australia, Nothomyrmecia macrops, utilizando nove locos
microssatélites e quatro marcadores mitocondriais. Esta espécie é
conhecida por ter -caracteristicas comportamentais e morfologicas
primitivas. As fémeas produzidas apresentam asas curtas e, por isso, hao
se dispersam muito. Ja os machos possuem as asas normais e podem ter
ampla dispersdo no ambiente. Como N. macrops possui fémeas
filopatricas (o acasalamento ocorre préximo ao ninho natal) e os machos
sdo dispersores, espera-se que a estrutura genética estimada seja
diferente entre marcadores nucleares e mitocondriais. A diferenciacao
detectada pelo marcador mitocondrial foi alta, sendo indicativo de que as
fémeas desta espécie possuem baixa dispersao. Por outro lado, os locos
microssatélites analisados geraram altos niveis de variabilidade genética
nas trés populagdes (a heterozigosidade observada foi 0,81) e indicaram
que as populagdes apresentam moderada diferenciagdo genética, o que
indica que ocorre fluxo génico por meio da dispersdo dos machos.
DeHeer & Herbers (2004), utilizando marcadores microssatélites,
estudaram a organizagao social da espécie Formica podzolica, que pode
apresentar colénias com uma rainha (monoginicas) acasalada com um
macho e, colbénias com mais de uma rainha (poliginicas) vivendo em
simpatria. O Fs (parametro da estatistica F de Wright que mede os
desvios das frequéncias alélicas em nivel de individuo dentro da
subpopulagao) foi significativamente negativo ao se considerar as
colénias com as duas formas sociais € também as colénias monoginicas
isoladamente. Ja o F;; (paré@metro que mede os desvios das frequéncias

alélicas em relagdo a populacao total) ndo foi significativo considerando
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as duas formas sociais ou as colbnias monoginicas; entretanto, foi maior
que zero nas colbnias poliginicas. Os autores ndo encontraram nenhuma
diferenciacdo genética significativa entre as formas sociais e a
diferenciacdo entre as populagdes nao parece ser afetada pela
organizacao social da coldnia.

Maki-Petays et al. (2005) analisaram o efeito da fragmentacdo
florestal e a variabilidade genética das espécies poliginicas Formica
aquilonia e F. lugubris. A destruicdo do habitat levou ao declinio e
redistribuicdo espacial das populagdbes com um efeito maior em F.
aquilonia (altamente poliginica), uma vez que subpopulag¢des se tornaram
extintas ou colonizaram novas areas. A diversidade genética encontrada
foi similar em ambas as espécies e, suas subpopulacdes apresentaram
moderada diferenciacado genética.

Bernasconi et al. (2005) estudaram a diversidade e estrutura
genética de duas populagbes de Formica lugubris, em uma reserva
florestal, empregando sete primers microssatélites desenhados para F.
lugubris e F. exsecta. A populacdo 1 estava localizada em um habitat
onde foram observados pouca densidade de ninhos, o que indica que
essa area nao estava saturada. Por outro lado, a populacdo 2 possuia
uma grande densidade de ninhos, o que demonstrava que o local estava
mais saturado. Assim, os autores esperavam que essas populacdes
apresentassem diferentes estruturas genéticas. As analises indicaram que
ocorre endogamia nas populagdes e que as diferengas genéticas estao
correlacionadas com a distancia geografica, o que significa que dois
ninhos proximos sao geneticamente mais similares do que dois distantes.
Adicionalmente, as analises demonstraram que o fluxo génico entre as
duas populagdes é restrito (0 parametro Fsi que mede os desvios das
frequéncias alélicas entre subpopulagdes foi de 0,156).

Helmkampf et al. (2008) investigaram a variabilidade genética intra
e inter populacional em Atta colombica, a partir de primers microssatélites
construidos para a espécie. As populagdes foram amostradas na zona do

canal do Panama, incluindo populagdes de ilha, peninsulas em terra firme
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e areas de um Parque Nacional. Todas as populagbes estudadas
apresentaram alta variabilidade genética nos quatro locos microssatélites
analisados. Como nao foi detectada nenhuma diferenciagdo genética
entre as populacdes de ilha e de terra firme, sugeriu-se que o Canal do
Panama nao representa nenhuma barreira fisica na dispersao de fémeas
reprodutivas da espécie.

Até o momento, nenhum estudo genético foi realizado com a
formiga Atta robusta. Assim, com o presente estudo investigou-se a
variabilidade genética e o nivel de estruturacdo em populagdes desta
espécie com o uso de primers microssatélites espécie-especificos. Os
dados deste trabalho poderdo ser usados como ferramenta para
elaboragdo de planos de conservacdo da espécie, uma vez que seu
habitat esta sendo constantemente degradado e A. robusta esta

ameacada de extingao.
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Capitulo 1

Caracterizacdo de primers microssatélites para Atta robusta

Borgmeier (Hymenoptera: Formicidae)

1. Introducéo

Atta robusta € uma formiga cortadeira (Tribo Attini) que ndo invade
ecossistemas agricolas sendo, por isso, ignorada nas pesquisas
desenvolvidas (Teixeira et al., 2003) e até o0 momento ndo ha estudos
genéticos com esta espécie.

Esta espécie habita somente ambientes de restinga, sendo
encontrada do Norte do estado do Espirito Santo até o sul do Rio de
Janeiro (Gongalves, 1960; Teixeira et al., 2003; Teixeira et al., 2004).
Entretanto, por causa da ag¢ao antrépica, a restinga passa por um rapido
processo de desmatamento (Holldobler & Wilson, 1990), o que gera a
frequente destruicdo deste habitat e insere A. robusta na Lista da Fauna
Brasileira Ameacgada de Extingdo (Machado et al., 2005).

Os microssatélites (Litt & Luty, 1989) tém sido aplicados em varios
estudos envolvendo a genética da conservagao, genética de populagdes,
melhoramento molecular e testes de paternidade (Oliveira et al., 2006;
Fakrudin et al., 2006). Até o momento, ja foram desenhados primers
microssatélites para duas espécies de formigas cortadeiras: Acromyrmex
echinatior (Ortius-Lechner et al., 2000) e Atta colombica (Fjerdingstad et
al., 1998; Helmkampf et al., 2008).

O uso de primers nao-especificos para uma espécie (primers
heterélogos) pode ser usado como estratégia em estudos populacionais
(Doums, 1999; Peters,1997). Entretanto, o uso destes primers pode

resultar na amplificagcdo de poucos locos, gerar menor polimorfismo e
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alelos nulos, o que justifica o investimento no desenvolvimento de primers
especie-especificos.

Os alelos nulos sao gerados a partir da mutagéo na sequéncia de
DNA complementar aos primers, o que pode inibir ou impedir
completamente a ligagao destes, resultando tanto em redugdo como em
perda completa do produto de PCR (Callen et al., 1993). Como
consequéncia, individuos heterozigotos que possuem um alelo nulo serdo
genotipados como homozigotos e, consequentemente, a variabilidade
genética observada diminui. Assim, o desenho de primers espécie-
especificos geralmente produz maior numero de locos polimorficos, maior
numero de alelos/loco e maior heterozigosidade.

Portanto, o objetivo do presente trabalho foi desenhar primers
microssatélites especificos para A. robusta, visando a obtencdo de dados
sobre a variabilidade, estrutura genética e social de populagdes desta

espéecie.

2. Material e Métodos

a) Amostras

Para o desenho dos primers espécie-especificos foram utilizados o
DNA de duas operarias. Para a caracterizagdo dos primers espécie
especificos foram utilizadas 20 operarias de A. robusta (uma operaria por
colénia) provenientes de uma populagéao.

Foram analisadas também, cinco individuos de cada uma das
seguintes espécies/subespécies de formigas cortadeiras: Atta sexdens
rubropilosa, A. laevigata, Acromyrmex subterraneus molestans, A.
subterraneus brunneus, A. subterraneus niger e A. subterraneus
subterraneus, para se verificar se os primers microssatélites desenhados
especificamente para A. robusta poderiam ser utilizados em estudos

populacionais envolvendo outras espécies de formigas.
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As formigas coletadas foram fixadas em etanol absoluto em campo.
No laboratério, o alcool absoluto foi trocado e as amostras foram

armazenadas a -80°C até o momento da extracdo do DNA.

b) Extrac&o e quantificacdo de DNA

O DNA total das amostras foi extraido conforme o protocolo
descrito por Waldschmidt et al. (1997). A cabeca e o abdémen de cada
individuo foram macerados em nitrogénio liquido em eppendorf de 1,5
mL. Foi adicionado 1000 pL de tampao de extragdo (CTAB 2%; NaCl 1,4
M; Tris-HCI 20 mM pH 8,0; EDTA 100 mM pH 8,0; e protease 40 ug/mL).
As amostras foram incubadas a 65° C por 30 minutos. Foram realizadas
duas desproteinizagdes com cloroférmio. O DNA extraido foi precipitado
com um volume de isopropanol e incubado em freezer a — 20° C por pelo
menos 2 horas. Os pellets de DNA obtidos foram lavados duas vezes com
etanol 70% (200 pL) e secos a temperatura ambiente por uma hora. Em
seguida o DNA de cada individuo foi ressuspendido em 100 yL de TE e
armazenado a 4° C por 2 a 4 horas. A quantificagcado e a verificacdo da
integridade do DNA extraido foram realizadas apods a eletroforese em gel

de agarose a 0,8%.

c) Isolamento de primers microssatélites para Atta robusta

Para o desenho dos primers espécie-especificos foi utilizada a
metodologia proposta por Nest et al. (2000), que se baseia na
amplificacdo de sequéncias localizadas entre dois microssatélites
inversamente orientados (ISSR - Inter-simple sequence repeats). As
amplificagdes com os primers ISSR foram realizadas em um termociclador
PTC-100® (MJ Research) utilizando-se dois individuos de A. robusta.
Foram testados noventa e nove primers ISSR e destes, treze (UBC 807,
809, 823, 834, 836, 840, 845, 853, 855, 888, 889, 890 e 891) foram
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escolhidos para serem utilizados nas amplificacbes, por apresentarem
mais de cinco bandas bem evidentes e facilmente distinguiveis entre os
dois individuos utilizados nos testes.

O programa de amplificagdo consistiu de um passo inicial de
desnaturagao a 94 °C (3 min), seguido por 39 ciclos a 92 °C (1 min), 50
°C (2 min) e 72 °C (2 min) com uma extenséo final a 72 °C (7 min). As
amplificagdes foram conduzidas em volumes de 25 L, consistindo de 0,2
MM de primer, 8 uM de ANTP, 0,5 U Tag DNA polimerase (Promega), 1X
do tampéo de PCR e cerca de 20 ng de DNA genémico.

Os fragmentos ISSR foram purificados com a enzima ExoSAP e
ligados no vetor pGEM T-Easy (Promega), segundo instrugbes do
fabricante.

Células ultra-competentes foram produzidas segundo protocolo
descrito por Inoue et al. (1990), e entdo 100 yL destas células foram
transformadas com 10uL da reagéo de ligagdo contendo os fragmentos
ISSR ligados ao vetor. As bactérias foram plagueadas em meio seletivo
LB/Ampicilina/Xgal/IPTG e incubadas em meio soélido para crescimento
das col6nias. Colbnias que apresentaram coloracao branca, indicativa de
clone recombinante, foram selecionadas para incubacdo em meio agar
LB+Ampicilina a 37 °C. As colbnias individuais foram inoculadas em caldo
LB + Ampicilina e incubadas no shaker a 150 rpm overnight.

Para verificar a presenga do inserto (plasmidio recombinante) foi
feita uma lise rapida de colénia de colénias brancas e azuis e o produto
foi aplicado em gel de agarose 0,8%. As colbnias azuis serviram como
controle. Finalmente, o DNA plasmidial das células transformadas foi
extraido utilizando-se o PureLink HiPure Plasmid DNA Purification Kit da
Invitrogen, segundo instrugdes do fabricante.

Os clones positivos foram sequenciados segundo a técnica de
terminacdo em cadeia por dideoxinucleotideos (ddNTPs) descrita por
Sanger et al. (1977) utilizando um sequenciador automatico modelo “ABI
3730XL” na empresa “Macrogen Korea” e as sequéncias forward e

reverse foram analisadas utilizando-se o programa Chromas Pro e
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PhredPhrap. Pares de primers foram desenhados utilizando-se o
programa OligoExplorer 1.2 para as sequéncias que apresentaram

microssatélites.

d) Amplificacdo das regibes microssatélites

Foram desenhados 20 pares de primers microssatélites para A.
robusta. O primer forward (F) foi marcado com a cauda M13 em sua
extremidade final 5’. A cauda M13 permite o pareamento da extremidade
5 do primer F com o primer universal M13 marcado com fluorescéncia
FAM (6-carboxi-fluoresceina) ou HEX (hexacloro-6-carboxi-fluoresceina),
gerando fragmentos marcados que sdo detectados pelo laser no
sequenciador automatico MegaBace 1000.

Amplificacbes testes foram realizadas para se determinar a melhor
temperatura de amplificagédo. A mistura de reagdo de 10 uL consistiu de:
0,1 mM de cada desoxirribonucleosideo trifosfatado (dATP, dCTP, dGTP,
dTTP); 2,5 uM de cada primer; 0,5 unidade de Taq polimerase em tampéao
1x e cerca de 10 ng de DNA total. A mistura foi incubada em
termociclador modelo PTC - 100 (MJ Research). O programa de
amplificacdo consistiu de uma desnaturagao inicial a 94'C por 3 minutos,
seguida de 40 ciclos a 92'C (30 seg), pareamento com temperatura
especifica para cada primer (1 min) (Tabela 1) e 72°C (30 seg). Foi feito
ao final desses ciclos, um passo extra de elongagéo a 72°C por 5 min.

Os produtos de PCR foram separados por eletroforese em gel de
poliacrilamida nao desnaturante 8%. Apds a eletroforese, os géis foram
submetidos a coloragdo com nitrato de prata 0,2%. Para isso,
primeiramente o gel foi fixado por 10 minutos, em uma solugao de etanol
10% e acido acético 0,5%. Em seguida, o gel foi corado com solugdo de
nitrato de prata 0,2%, durante 10 minutos. Apds esse tempo foi feita uma
lavagem em agua destilada por um minuto e o gel submetido a revelagao
em solugao reveladora (NaOH 3% e formol 0,6%), até o aparecimento das

bandas. O revelador foi descartado e o fixador adicionado para
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interromper a revelagdo. Todas as etapas foram feitas sob leve agitacao.
Em seguida, os géis foram plastificados e a melhor temperatura de
amplificagdo de cada primer foi determinada.

Posteriormente, foram realizadas amplificacbes do DNA utilizando-
se 20 individuos de uma localidade, segundo a metodologia proposta por
Schuelke (2000), com modificagbes. Esta etapa foi importante para se
detectar os locos microssatélites mais polimérficos. Os eletroferogramas
obtidos foram analisados utilizando o programa MegaBACE Fragment
Profiler.

A mistura de reagdo de 10 puL consistiu de: 200uM de cada
desoxirribonucleosideo trifosfatado (dATP, dCTP, dGTP, dTTP); 0,1uM do
primer F; 1,0 uM do primer R; 1,0uM do primer M13; 1,5mM de MgCly; 0,5
unidades de Taq polimerase em tampdo 1x e 10 ng de DNA total. O
programa de amplificacdo consistiu de uma desnaturagao inicial a 94°C
por 3min, seguida por 10 ciclos a 94°C (15s), pareamento com
temperatura especifica para cada primer (20s) e 72°C (30s), e,
posteriormente, 25 ciclos a 89°C (15s), 53°C (20s) e 72°C (30s). Foi feito

ao final desses ciclos, um passo extra de elongacao a 72°C por 30 min.

e) Analises estatisticas

O programa Popgene versao 1.32 (Yeh et al., 1999) foi utilizado
para calcular os seguintes estimadores de diversidade genética:
frequéncia alélica, porcentagem de locos polimoficos (P), numero médio
de alelos por loco (A), heterozigosidades observada (H,) e esperada nao-
viesada de Nei (Nei, 1973) (He). Para cada loco foi testado o Equilibrio de
Hardy Weinberg (EHW) ao nivel de 0,05 de significancia.

3. Resultados

No total, vinte e oito plasmideos recombinantes foram

sequenciados. Com as sequéncias obtidas foram desenhados vinte pares
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de primers que flanqueiam as regides microssatélites. Estes foram
testados e a melhor temperatura para amplificacdo de cada primer foi

determinada.

Dos 20 primers desenhados, 11 (55%) foram polimorficos (Atro1,
Atro3, Atro6, Atro7, Atro8, Atro9, Atro11, Atro15, Atro16, Atro17 e Atro18).
Na Tabela 1 estdo apresentadas as caracteristicas dos mesmos, quanto a
sequéncia dos primers, tipo de repeticdo microssatélite, temperatura de
amplificagdo, tamanhos dos fragmentos gerados, numero de alelos e
heterozigosidades observada (H,) e esperada (He).

O numero de alelos nos locos variou de trés (loco Atro1) a nove
(locos Atro6, Atro7, Atro9 e Atro15). Os valores da heterozigosidade
observada (H,) variaram de 0,44 a 1,00. Sete locos (Atro1, Atro7, Atro8,
Atro9, Atro15, Atro16 e Atro18) se diferenciaram estatisticamente do
esperado para o equilibrio de Hardy-Weinberg (P< 0,05). A baixa
heterozigosidade observada em alguns locos em relagdo a esperada e o
desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg pode ser devido a amostragem
em subpopulagdes estruturadas que possuem diferentes frequéncias
alélicas. A presenca de alelos nulos ndo € considerada, uma vez que
foram utilizados primers microssatélites especificos para A. robusta.

Os resultados do presente trabalho também indicaram que, dos 11
pares de primers desenhados para A. robusta, dez geraram produtos de
amplificacdo em Atta laevigata e Acromyrmex subterraneus brunneus,
nove em Atta sexdens rubropilosa, Acromyrmex subterraneus molestans e
A. subterraneus niger e cinco em Acromyrmex subterraneus subterraneus
(Tabela 2). Portanto, estes dados indicam que eles poderao ser utilizados
em estudos genéticos com espécies proximas, em casos onde nao haja
primers espécie-especificos.

Assim, uma informacdo detalhada sobre o numero de
acasalamentos das rainhas, comportamento social e estrutura genética de
A. robusta e outras espécies de formigas cortadeiras poderao ser obtidos

com o uso desses onze primers microssatélites.
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Tabela 1: Caracterizagdo dos onze primers microssatélites polimérficos de Atta robusta

Loco Sequéncias dos primers (5°-3") SSR T (°C) Tamanho dos alelos N, H, He
Atro1 | £ O "GCAGCGCATCCCATTATATC S (TA)STAAT(TA)s 05 91 - 241 3| 084 | 057
R: 5-GTAGTGCAACAACGAAACGC-3
Atro3 F:5,'CACATAAGTCCCGAACGATG'S, (Ts)C(T4)CC(ATA), 65 81 - 243 8 | 0,47 | 0,48
R: 5-GCGCTAAAATAAGCATCTCG-3
Atro6 F:5,'CTTCCAAGCAAGCGATTAGG'3, AT(A7) 57 128 - 225 9 | 0,75 | 0,76
R: 5-GACGAATAGAGCTTTCGTGC-3
Atro7 F:5,'AGCGATTAGGAACAGGCAGG'?T AT(A7) 60 80 - 174 9 | 089 | 069
R: 5"-AGAGCTTTCGTGCTCTAACG-3
Atro8 F:5,'GCTCTCCCCCTTCCCTCTCG'3, (TG);CTG 62 100 - 207 5 | 0,74 | 0,53
R: 5"-AGGAAGGAGCCCGTTCGAGG-3
Atro9 F:5,'TAATTACGACAGCGTAAGCG'3, (AT);AGT 60 105 — 199 9 | 080 | 0,75
R: 5-GGCTAAGAAAGTTAATCGAC-3
Atro11 F:5,'CGAATAGAGCTTTCGTGCTC'3, (T7)AT 60 103 — 198 6 | 0,45 | 0,39
R: 5"-AATGAACTTCCAAGCAAGCG-3
Atro15 F:5,'GGAAAGGAAAACGGGAGAGA'3,’ (CT)s 68 90 — 259 9 | 044 | 0,62
R: 5-ATGATTGGTGCCGCGATATC-3
F: 5-TGGAGCGAATGAACGTATAC-3
Atro1 T 60 84— 172 7 | 1,00 | 0,72
016 | . 5 TCTCGCAGAGACACGAAAAG-3’ (TG
Atro17 F:5,'CGCGCGACGCACGGTGCAAG'3, (TA),CG(TA); 82 65 - 161 6 | 1,00 | 0,69
R: 5"-GCGAGAAAGCGTGCGGCAGC-3
-5 C-3°
Atro18 | - 5,TCGACGATACTGCAGCATA ) (AG), 61 81-222 6 | 1,00 | 0,71
R: 5"-ACCCTATCTATTGTCGGCTC-3
Média 0,76 | 0,63

T: temperatura de anelamento do primer; N,: numero de alelos; H,: heterozigosidade observada; He: heterozigosidade esperada
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Tabela 2: Resultado da amplificagdo cruzada com os onze primers
microssatélites desenvolvidos para A. robusta em outras espécies de
formigas cortadeiras. O X indica amplificagdo com o primer microssatélite
na espécie testada e entre parénteses estda o numero de alelos
observados em cada loco

Atta Atta Acromyrmex Acromyrmex Acromymex Acromyrmex
Loco sexdens . subterraneus | subterraneus | subterraneus | subterraneus
. laevigata .

rubropilosa molestans brunneus niger subterraneus
Atro1 X (1) X (1) X (2) X (1) X (1) X (1)
Atro3 X (1) X (2) X (2) X (2) X (1) X (1)
Atro6 X (1) X (2) X (1) X (1)
Atro7 X (1) X (1) X (1) X (1) X (1)
Atro8 X (2) X (2) X (1) X (1) X (1)
Atro9 X (2) X (2) X (4) X (4) X (1) X (1)
Atro11 X (1) X (1) X (1) X (1) X (1) X (1)
Atro15 X (1)
Atro16 X (1) X (1) X (1) X (1)
Atro17 X (1) X (1) X (1)
Atro18 X (2) X (1) X (2) X (2) X (1) X (2)
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Capitulo 2

Variabilidade genética em populacbes da espécie endémica e
ameacada de extingdo Atta robusta Borgmeier (Hymenoptera:

Formicidae)

1. Introducéo

As formigas cortadeiras do género Atta predam a maioria dos tipos
vegetais e sdo, por isso, consideradas pragas agricolas, podendo causar
grandes prejuizos econdmicos. Consequentemente, estudos a respeito da
biologia das formigas deste género tém sido realizados mais por causa de
sua importancia econdbmica do que pelo seu papel ecolégico no
ecossistema (Holldobler & Wilson, 1990). Consequentemente, estudos
genéticos com as espécies deste género sdo extremamente raros.

O unico estudo de genética de populagdes envolvendo uma
espécie de Atta foi realizado por Helmkampf et al. (2008). Estes autores
investigaram a variabilidade genética intra e inter populacional em Atta
colombica, utilizando primers microssatélites construidos especificamente
para a especie.

Atta robusta é uma espécie de formiga cortadeira que nao invade
ecossistemas agricolas e habita somente ambientes de restinga, sendo
encontrada do Norte do estado do Espirito Santo até o sul do Rio de
Janeiro (Gongalves, 1960; Texeira et al., 2003; Teixeira et al., 2004).

A regiao de restinga é caracterizada por apresentar solo arenoso,
plantacdo herbacea e estar localizada a beira-mar. Por causa da agao
antropica, esse ambiente passa por um rapido processo de
desmatamento (Holldobler & Wilson, 1990), o que gera a frequente
destruicdo deste habitat e insere A. robusta na Lista da Fauna Brasileira

Ameacada de Extincdo (Machado et al., 2005).
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Até o momento, entretanto, nenhum estudo genético foi realizado
com a formiga Atta robusta. Assim, com o presente estudo investigou-se a
variabilidade genética e o nivel de estruturagdo em populagdes desta

espécie com o uso de primers microssatélites espécie-especificos.
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2. Material e Métodos

a) Amostras

Foram coletadas operarias de A. robusta em 80 coldnias situadas

em ambientes de restinga do litoral do estado do Espirito Santo (48

colénias) e do Rio de Janeiro (32 colbnias) (Tabela 1). No total foram

visitadas 14 localidades, sendo 6 no Espirito Santo e 8 no Rio de Janeiro

(Figura 1).

As formigas coletadas foram fixadas em etanol absoluto em campo.

No laboratério, o alcool absoluto foi trocado e as amostras foram

armazenadas a -80°C até o momento da extracdo do DNA.

Tabela 1: Localidades amostradas e numero de colénias de A. robusta
analisadas no presente estudo

Estado Localidade NUmero de colbnias
Aracruz 9
Sao0 Mateus 10
Itapemirim 9
Linhares 9
Marataizes 3
Presidente Kennedy 8
Total 48
Sao Francisco de Itabapoana 5
Sao Joao da Barra 5
Campos de Goytacases 2
Rio de Janeiro R_io de Janeiro 11
Rio das Ostras 2
Cabo Frio 3
Araruama 2
Marica 2
Total 32
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Figura 1: Localizacdo geografica das 14 localidades nos estados do
Espirito Santo (ES) e Rio de Janeiro (RJ) onde foram coletadas amostras
de A. robusta.
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b) Extracdo e quantificacdo de DNA

O DNA total de operarias de A. robusta amostradas em cada
colbnia foi extraido conforme o protocolo descrito por Waldschmidt et al.
(1997). A cabeca e o térax de cada individuo foram macerados em
nitrogénio liquido em eppendorf de 1,5 mL. Foi adicionado 1000 uL de
tampéo de extracao (CTAB 2%; NaCl 1,4 M; Tris-HCI 20 mM pH 8,0;
EDTA 100 mM pH 8,0; e protease 40 ug/mL). As amostras foram
incubadas a 65° C por 30 minutos. Foram realizadas duas
desproteinizagdes com cloroférmio. O DNA extraido foi precipitado com
um volume de isopropanol e incubado em freezer a — 20° C por pelo
menos 2 horas. Os pellets de DNA obtidos foram lavados duas vezes com
etanol 70% (200 pL) e secos a temperatura ambiente por uma hora. Em
seguida o DNA de cada individuo foi ressuspendido em 100 yL de TE e
armazenado a 4° C por 2 a 4 horas. A quantificagado e a verificacdo da
integridade do DNA extraido foram realizadas apods a eletroforese em gel

de agarose a 0,8%.

d) Amplificacéo das regifes microssatélites

Para a analise da variabilidade genética dos individuos amostrados
de A. robusta (tabela 1) foram selecionados oito pares de primers
microssatélites (Atro1, Atro3, Atro6, Atro7, Atro8, Atro9, Atro11 e Atro18).
O primer forward (F) foi marcado com a cauda M13 em sua extremidade
final 5’. A cauda M13 permite o pareamento da extremidade 5’ do primer F
com o primer universal M13 marcado com fluorescéncia FAM (6-carboxi-
fluoresceina) ou HEX (hexacloro-6-carboxi-fluoresceina), gerando
fragmentos marcados que sao detectados pelo laser no sequenciador
automatico MegaBace 1000.

O DNA dos 80 individuos amostrados (um por col6nia) ao longo da
faixa de distribuicdo da espécie foi amplificado, segundo a metodologia

proposta por Schuelke (2000) com modificagbes. Os eletroferogramas
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obtidos foram analisados utilizando o programa MegaBACE Fragment
Profiler.

A mistura de reagdo de 10 pL consistiu de: 200uM de cada
desoxirribonucleosideo trifosfatado (dATP, dCTP, dGTP, dTTP); 0,1uM do
primer F; 1,0 uM do primer R; 1,0uM do primer M13; 1,5mM de MgCly; 0,5
unidades de Taqg polimerase em tampao 1x e 10 ng de DNA total. O
programa de amplificacdo consistiu de uma desnaturagao inicial a 94°C
por 3min, seguida por 10 ciclos a 94°C (15s), pareamento com
temperatura especifica para cada primer (20s) (Tabela 1) e 72°C (30s), e,
posteriormente, 25 ciclos a 89°C (15s), 53°C (20s) e 72°C (30s). Foi feito
ao final desses ciclos, um passo extra de elongacéo a 72°C por 30 min.

Tabela 1. Temperatura de anelamento dos oito pares de primers
microssateélites utilizados neste estudo

Loco Sequéncias dos primers (5°-3") SSR T (°C)

Atrod F: 5"-GCAGCGCATCCCATTATATC-3 (TA)sTAAT(TA)s 65
R: 5'-GTAGTGCAACAACGAAACGC-3’

F: 5-CACATAAGTCCCGAACGATG-3'
At T4)C(T.)CC(ATA
"3 | R 5-GCGCTAAAATAAGCATCTCG-3 | (C(TICC(ATAR | 65

F: 5-CTTCCAAGCAAGCGATTAGG-3’
Atrog | T+ 8 “CTTCCAAGCAAGCGATTAGG-3' AT(A) 57
R: 5-GACGAATAGAGCTTTCGTGC-3

Atro7 F:5 ’-AGCGATTAGGAACAGGCAGG-C% AT(AY) 60
R: 5'-AGAGCTTTCGTGCTCTAACG-3

F:5-GCTCT TTCCCTCTCG-3’
Atrog | T+ 8 -GCTCTCCCCCTTCOCTCTCGS (TCRCTG 62
R: 5-AGGAAGGAGCCCGTTCGAGG-3

F: 5-TAATTACGACA TAA -3’
Atro9 5, CGACAGCG 6CG 3, (AT);AGT 60
R: 5'-GGCTAAGAAAGTTAATCGAC-3

Atro11 F:5 '-CGAATAGAGCTTTCGTGCTC-S ’ (Tp)AT 60
R: 5'-AATGAACTTCCAAGCAAGCG-3

F: 5 -TCGACGATACTGCAGCATAC-3'
Atro18 R 5. ACCCTATCTATTGTCGGCTC-3 (AG)s o

e) Analises estatisticas

O programa Popgene versao 1.32 (Yeh et al., 1999) foi utilizado
para calcular os seguintes estimadores de diversidade genética:
porcentagem de locos poliméficos (P), numero de alelos por loco,
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heterozigosidades observada (H,) e esperada nao-viesada de Nei (Nei,
1973) (He). Estas andlises foram realizadas considerando-se todas as 80
colénias amostradas e, posteriormente, agrupando-as em duas
populagdes (Espirito Santo e Rio de Janeiro) ou 16 subpopulagdes (cada
localidade amostrada). Para cada localidade foi testado o Equilibrio de
Hardy Weinberg (EHW) ao nivel de 0,05 de significancia.

O programa Popgene também foi utilizado para calcular a
distancia genética de Nei entre pares de colbnias (Nei, 1978) e para
analisar a estrutura genética das populagdes por meio da estatistica F de
Wright (Wright, 1978), considerando-se duas (Espirito Santo e Rio de
Janeiro) ou 16 subpopulagdes (cada localidade amostrada).

As matrizes de distancia genética obtidas foram submetidas a
uma analise de agrupamento, utilizando-se o algoriimo UPGMA
(Unweighted Pair-Group Method Using Arithmetic Averages) (programa
GENES - Cruz, 2008). Adicionalmente, as matrizes foram submetidas a
uma analise de variancia molecular — AMOVA (Excoffier et al., 1992) para
estudar a diversidade entre e dentro de populagdes em dois e trés niveis
hierarquicos. Os dois niveis hierarquicos possibilitaram o calculo da
variacado entre e dentro de populagdes (colbnias amostradas no Espirito
Santo e no Rio de Janeiro). Os trés niveis hierarquicos possibilitaram a
analise de variacdo entre populagdes, entre subpopulagdes (colbnias
coletadas em cada localidade) dentro de populagbes, e dentro das

subpopulacgoes.
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3. Resultados

Todos os oito locos analisados (Atro1, Atro3, Atro6, Atro7, Atro8,
Atro9, Atro11 e Atro18) foram polimorficos e apresentaram alta
variabilidade genética. As frequéncias alélicas para os oito locos, nas
duas populacdes e catorze subpopulacdes analisadas, encontram-se nos
Anexos | e Il, respectivamente. Ao se analisar as 80 coldnias de A.
robusta em conjunto, o numero de alelos/loco variou de 7 a 24. A
heterozigosidade observada variou de 0,27 a 0,80 nos locos analisados,

enquanto a esperada variou de 0,30 a 0,83 (Tabela 2).

Tabela 2: Variabilidade genética estimada considerando-se as 80
colonias de Atta robusta analisadas

Loco Namero de H, He
alelos
Atro1 7 0,32 0,37
Atro3 24 0,43 0,81
Atro6 16 0,33 0,49
Atro7 14 0,78 0,72
Atro8 19 0,52 0,73
Atro9 26 0,61 0,83
Atro11 12 0,27 0,30
Atro18 13 0,80 0,76
Média 16,38 0,51 0,62

Agrupando-se as coldnias em duas populagdes (Tabela 3),
verificou-se que, na populagao do Espirito Santo, o numero de alelos/loco
variou de 6 a 22. Todos os oito locos se diferenciaram estatisticamente do
esperado no equilibrio de Hardy-Weinberg (P< 0,05). A heterozigosidade
observada variou de 0,22 a 0,70 nos locos analisados, enquanto a
esperada variou de 0,30 a 0,85. Na populagdo do Rio de Janeiro, o
namero de alelos/loco variou de 4 a 17. Cinco locos (Atro3, Atro7, Atro8,
Atro9 e Atro18) se diferenciaram estatisticamente do esperado no
equilibrio de Hardy-Weinberg (P<0,05). A heterozigosidade observada
variou de 0,32 a 0,97 nos locos analisados, enquanto a esperada variou
de 0,29 a 0,81. A heterozigosidade média observada, quando se agrupou

as colbnias amostradas por localidade, pode ser observada na Tabela 3.
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Tabela 3: Variabilidade genética estimada para as 80 colbnias de Atta
robusta, considerando-se os Estados do Espirito Santo e Rio de Janeiro

em separado

Populacao Loco N° alelos Ho He
Atro1 6 0,29 0,39

Atro3 17 0,47 0,79

Atro6 10 0,30 0,49

ES Atro7 11 0,70 0,72
Atro8 17 0,57 0,78

Atro9 22 0,61 0,85

Atro11 6 0,22 0,30

Atro18 9 0,64 0,72

Média 12,25 0,48 0,63

Atro1 4 0,38 0,32

Atro3 13 0,38 0,81

Atro6 12 0,37 0,50

RJ Atro7 9 0,88 0,70
Atro8 10 0,44 0,63

Atro9 17 0,60 0,77

Atro11 7 0,32 0,29

Atro18 9 0,97 0,76

Média 10,13 0,54 0,60

Tabela 4: Heterozigosidade média observada (H,) e esperada (He)
considerando-se as 16 subpopulacdes de Atta robusta analisadas

Subpopulacéo Ho He

(1) Aracruz 0,33 0,59

(2) Sdo Mateus 0,48 0,52

(3) ltapemirim 0,46 0,61

(4) Linhares 0,58 0,58

(5) Marataizes 0,67 0,48

(6) Presidente Kennedy 0,49 0,53
(7) Sao Francisco de Itabapoana| 0,34 0,22
(8) Séo Joéo da Barra 0,58 0,47
(9) Campos de Goytacases 0,69 0,52
(10) Rio de Janeiro 0,42 0,48
(11) Rio das Ostras 0,56 0,45
(12) Cabo Frio 0,63 0,52

(13) Araruama 0,50 0,42

(14) Marica 0,94 0,55
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As anadlises de diferenciacdo genética considerando-se duas
populagdes (Rio de Janeiro e Espirito Santo) revelaram baixo valor de F;
(0,01) sugerindo que as mesmas sao geneticamente semelhantes. Isso
pode ser também confirmado pelo valor de identidade (I: 0,97) e distancia
genética (D: 0,03). Os valores positivos de Fis (0,17) e de Fi (0,18)
revelaram uma deficiéncia de heterozigotos em relagdo a populagao total
(Tabela 5).

Tabela 5: Estimativa da estatistica F de Wright considerando-se as duas
populacdes de Atta robusta

Loco Fis Fit Fst
Atro1 0,07 0,08 0,01
Atro3 0,47 0,47 0,01
Atro6 0,32 0,32 0,00
Atro7 -0,01 -0,10 0,01
Atro8 0,28 0,29 0,01
Atro9 0,25 0,26 0,01
Atro11 0,08 0,09 0,01
Atro18 -0,08 -0,06 0,02
Média 0,17 0,18 0,01

Tabela 6: Estimativa da estatistica F de Wright considerando-se as 16
subpopulagdes de Atta robusta analisadas

Loco Fis Fit Fst
Atro1 -0,34 -0,08 0,20
Atro3 0,27 0,55 0,38
Atro6 0,09 0,29 0,23
Atro7 -0,29 -0,05 0,19
Atro8 -0,15 0,11 0,23
Atro9 -0,10 0,16 0,24
Atro11 -0,49 -0,08 0,27
Atro18 -0,37 -0,05 0,24
Média -0,15 0,14 0,25

Por outro lado, a avaliagdo da estatistca F de Wright
considerando-se as 14 subpopulagdes de A. robusta analisadas, revelou
um alto valor de Fg (0,25) indicando que estas subpopulagdes sao

geneticamente diferentes (Tabela 6). O valor negativo de Fis (-0,15)
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revelou um excesso de heterozigotos em relagdo as subpopulagdes. O
positivo de Fji (0,14) indica uma deficiéncia de heterozigotos em relagao a
populacéo total.

A analise de variancia molecular (AMOVA) em dois niveis revelou
que 2,80% da variagao genética € devido a variagdes entre as populagdes
do Espirito Santo e do Rio de Janeiro, enquanto que a restante (97,17%)
€ devido a variacdes existentes dentro das populagdes. A AMOVA em
trés niveis, por sua vez, indicou que 6,06% da variagao genética total é
explicada pela diversidade existente entre as populagdes; 12,95% ¢é por
causa da variacao entre subpopulagdes dentro das populacdes e a maior
parte da variagao (80,98%) é devido a variagdes existentes entre colbnias
dentro das subpopulagdes.

O dendrograma, considerando-se as dezesseis subpopulacdes
de A. robusta analisadas, ndo demonstrou a existéncia de grupos de
acordo com a localizag&o geografica das colbénias (Espirito Santo e Rio de
Janeiro) (Figura 2). Observou-se, entretanto, a formagcdo de um clado
principal composto pelas coldnias provenientes de Marataizes/ES, Sao
Jodo da Barra/RJ, Aruarama/RJ, Marica/RJ, Presidente Kennedy/ES, Sao
Francisco de Itabapoana/RJ, Linhares/ES e Rio de Janeiro/RJ. Vale
ressaltar a proximidade genética detectada entre as colénias provenientes
de Presidente Kennedy e Sao Francisco de Itabapoana, que sao duas
localidades geograficamente proximas, localizadas entre as divisas dos
estados do Rio de Janeiro e Espirito Santo. As coldnias provenientes de
Sao Mateus e Itapemirim, ambas do Espirito Santo também apresentaram
grande proximidade genética, formando um clado proximo ao clado
principal.

O agrupamento obtido com base nas distancias genéticas entre
as 80 coldnias amostradas, também nao evidenciou a formacao de clados
de acordo com a proximidade geografica das mesmas (localidade
amostrada), o que indica que as colonias ndo estdo estruturadas
geograficamente. Entretanto, como no caso da analise anterior, observou-

se a formacdo de quatro clados maiores. O clado 1 foi formado por
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algumas das coldnias provenientes de Linhares/ES, S&o Mateus/ES,
Marica/RJ, Araruama/RJ, Itapemirim/ES, Marataizes/ES, Aracruz/ES, Rio
de Janeiro/RJ, Sao Jodo da Barra/ RJ, Campos de Goytacases/RJ, Cabo
Frio/RJ, Sé&o Francisco de Itabapoana/RJ e Presidente Kennedy/ES. O
clado 2, geneticamente mais proximo de 1, € formado por colénias
provenientes de Aracruz/ES, Itapemirim/ES, Rio de Janeiro/RJ, Sao
Mateus/ES. O clado 3, mais préximo de 2, é formado por coldénias do Rio
de Janeiro/RJ, Aracruz/ES, Presidente Kennedy/ES e Sao Mateus/ES. O
clado 4 agrupou colbnias provenientes de Aracruz/ES, Rio das Ostras/RJ,
Itapemirim/ES, Presidente Kennedy/ES, S&o Francisco de ltabapoana/RJ,
Marataizes/ES e Sao Mateus/ES. O clado 5, mais distante, agrupou as
demais colbnias provenientes de Aracruz/ES, Sdo Mateus/ES, Sao Joao
da Barra/RJ e Rio de Janeiro/RJ. Esses agrupamentos com colbnias do
Espirito Santo e Rio de Janeiro no mesmo clado indicam a similaridade

genética entre as coldnias existentes nesses dois Estados.
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Figura 2: Dendrograma gerado por UPGMA com base nas distancias genéticas de Nei (1978) entre as 14

subpopulagdes de Atta robusta analisadas. As localidades amostradas no Espirito Santo estdo com um asterisco.
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Figura 3: Dendrograma, gerado por UPGMA, com base nas distancias
genéticas de Nei (1978) entre as 80 colbnias de A. robusta analisadas (1
— Aracruz; 2 — Sao Mateus; 3 — Iltapemirim; 4 — Linhares; 5 — Marataizes;
6 — Presidente Kennedy; 7 — Sao Francisco de Itabapoana; 8 — Sdo Joao
da Barra; 9 — Campos de Goytacases; 10 — Rio de Janeiro; 11 — Rio das
Ostras; 12 — Cabo Frio; 13 — Araruama; 14 — Marica). Os asteriscos
indicam os cinco clados principais formados.
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4. Discussao

As populagdes do Espirito Santo e Rio de Janeiro de A. robusta
estudadas apresentaram uma alta variabilidade genética, o que pode ser
devido ao uso de primers microssatélites espécie-especificos. Com
relagdo ao numero de alelos por loco, os valores obtidos no presente
trabalho se assemelham aqueles encontrados por Helmkampf et al.
(2008) e Gyllenstrand & Seppa (2003) para A. colombica e Formica
lugubris, respectivamente, em trabalhos que também utilizaram primers
microssatélites especificos. Ja a heterozigosidade média observada
(0,51) foi menor do que a encontrada por Helmkampf et al. (2008) ao
estudar A. colombica (0,81). Assim, os resultados obtidos indicam que A.
robusta, uma espécie ameacada e endémica, apresenta diversidade
genética comparavel a de A. colombica, que € uma espécie relacionada
nao ameagada, com grande tamanho populacional.

As anadlises realizadas também evidenciaram desvios nas
frequéncias alélicas esperadas, para todos os locos. Isto evidencia,
juntamente com os valores de Fis que estas populagdes apresentam um
excesso de homozigotos. Estes desvios podem ser explicados pelo
pequeno tamanho amostral, o que levou a ndo detecgao de alguns alelos
e combinagdes genotipicas, uma vez que se utilizou um individuo/colénia
amostrada, ao longo da faixa de distribuicdo de A. robusta.

Considerando-se as colbnias amostradas em cada uma das 14
localidades, como uma subpopulagdo, verificou-se que elas estdo
altamente estruturadas devido a diversidade genética entre os individuos
amostrados. As localidades amostradas em um mesmo estado
apresentaram diferentes numeros de alelos em cada loco e, ao se
comparar os tipos de alelos observados/loco, verificou-se que elas
compartilham poucos alelos entre si.

Apesar disto, a analise de agrupamento n&o evidenciou a formagéao

de clados contendo apenas col6nias de localidades geograficamente
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préximas, o que pode ser explicado pelo fato de colénias provenientes
tanto do Rio de Janeiro como do Espirito Santo compartilharem alelos.

Por outro lado, quando se considerou as 80 col6nias amostradas,
nao se verificou estruturacao (Fst: 0,01) e nem agrupamento de colbnias
de acordo com a localidade de origem das mesmas. Isto confirma que
geneticamente as populagdes do Espirito Santo e Rio de Janeiro sao
homogéneas.

Adicionalmente, a AMOVA confirmou, nas duas analises, que a
maior parte da variabilidade genética encontrada era devido as diferengas
entre individuos dentro das subpopulacoes.

Apesar da fragmentacédo do habitat e da deriva genética contribuir
para aumentar a diferenciagcado genética entre as subpopulagdes (Viginier
et al., 2004), os resultados obtidos no presente trabalho indicam que a
fragmentacao da restinga, por enquanto, nao teve o efeito de estruturar as
colbnias amostradas. Entretanto, torna-se preocupante a conservagao
deste habitat uma vez que os principais fatores que contribuem para
extingdo estdo direta ou indiretamente relacionados aos impactos
humanos (Frankham et al., 2008).

A restinga do Rio de Janeiro, por exemplo, tem sido degradada de
diversas formas como a remogao da vegetacdo para desenvolvimento
imobiliario, o estabelecimento de espécies vegetais exadticas, alteragado do
substrato original e a coleta seletiva de espécies vegetais de interesse
paisagistico (Rocha et al., 2007). Esta fragmentacédo pode levar a perda
da variabilidade genética e ocasionar um declinio no tamanho
populacional, aumentando a endogamia (Sanetra & Crozier, 2003; Maki-
Petays et al., 2005). Estes fatores em conjunto podem levar a extingao de
espécies, uma vez que ocasionam uma reducao em sua habilidade de se
adaptar e evoluir as mudangas ambientais (Frankham et al., 2008).

Em conclusao, os resultados obtidos indicam que as colbnias de
A. robusta amostradas, tanto no Rio de Janeiro como no Espirito Santo,
apresentam alta variabilidade genética e que as mesmas néo estdo

estruturadas. Entretanto, considerando-se o endemismo e a ameacga a
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extincdo de A. robusta, para conserva-la sera necessario a manutengao
do maior numero possivel de colénias nas regides de restinga destes dois

Estados.
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Conclusdes Gerais

Onze dos vinte pares de primers microssatélites desenhados para

Atta robusta foram altamente polimoérficos;

As populagbes de A. robusta analisadas apresentaram alta

variabilidade genética;

As populagdes do Espirito Santo e Rio de Janeiro sao

geneticamente similares;

Considerando-se o endemismo e a ameaca a extincdo de A.
robusta, para conserva-la sera necessaria a manutengao do maior
numero possivel de colbonias nas regides de restinga do Espirito

Santo e Rio de Janeiro.
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ANEXO |

Tabela 1: Alelos observados e suas frequéncias em cada loco
microssatélite analisado na populagdo do estado do Espirito Santo. Os
alelos exclusivos desta populagao estdo marcados com um asterisco

Loco
Alelos | Atrol | Atro3 | Atro6 | Atro7 | Atro8 | Atro9 | Atroll | Atrol8
A 0,06 | 0,23 | 0,01 | 0,05 | 0,04* | 0,03* | 0,04*
B 0,07 | 0,03 | 0,01 | 0,38 | 0,02 | 0,06* 0,38
C 0,04 0,02 0,20
D 0,02 0,02* | 0,02* | 0,02 | 0,02* 0,01
E 0,77 0,01* | 0,05 | 0,03* | 0,03 0,01*
F 0,03* | 0,02* | 0,07 | 0,02 | 0,02 0,02*
G 0,03* 0,04 | 0,03 | 0,02
H 0,03* 0,01* 0,05 | 0,04~ 0,30
I 0,01* 0,02* | 0,03
J 0,02 | 0,70 0,03* 0,02
K 0,03* | 0,13 | 0,01 | 0,02* | 0,02*
L 0,09* | 0,01* | 0,02 | 0,02 0,83*
M 0,02 | 0,07 | 0,36 | 0,02 | 0,03 | 0,05 0,05
N 0,02* | 0,03 | 0,02* | 0,07 | 0,02 0,01*
O 0,01* | 0,43
P 0,02 | 0,02*
Q 0,02 0,14 | 0,05
R 0,03* 0,03* | 0,11*
S 0,02 0,03* | 0,03
T 0,03* 0,02
U 0,38
\ 0,01* 0,34
W 0,01* 0,02
X 0,03*
Y 0,01*
Z 0,01* 0,01*
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ANEXO |

Tabela 2: Alelos observados e suas frequéncias em cada loco
microssatélite analisado na populacdo do estado do Rio de Janeiro. Os
alelos exclusivos desta populagao estdo marcados com um asterisco

Loco

Alelos | Atrol | Atro3 | Atro6 | Atro7 | Atro8 | Atro9 | Atroll | Atrol8
A 0.24 | 0.01 | 0.08 0.15*
B 0.02 | 0.15 | 0.01 | 0.28 | 0.03 0.03* 0.23
C 0.15 | 0.02* | 0.02* 0.03* | 0.04 0.12

0.10 | 0.02* 0.02 0.02
D 0.02*
E 0.81 | 0.03* 0.02 0.02 | 0.05*
F 0.06 | 0.06 | 0.02 | 0.02*
G 0.02* | 0.03* | 0.02* 0.02 0.02*
H 0.02* | 0.02* 0.05* | 0.02 0.38
I 0.02* 0.02* 0.04 | 0.02* | 0.01*
J 0.70 | 0.03* 0.04* | 0.02*
K 0.08 | 0.04
L 0.03 | 0.02* | 0.84 0.01*
M 0.02 | 0.05 | 0.45 | 0.03 | 0.04 0.06
N 0.02 0.05 | 0.02 | 0.02*
O 0.02* | 0.02* 0.58 | 0.02*
P 0.03* | 0.02* 0.03
Q 0.02 0.11 | 0.06
R
S 0.06
T
U 0.31 0.06*
\ 0.46
w 0.04
X
Y
Z
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ANEXO Il

Tabela 3: Alelos observados e suas frequiéncias em cada loco microssatélite analisado nas 14 subpopulacdes de A.

robusta

Subpopulacéo

Atrol Atro3 Atro6 Atro9 Atroll Atrol8
A A: 0,06
I: 0,06 B: 'E‘f gf 8’82
A: 0,29 _ J: 0,56 F: . e B: 0,69
: F: 0,25 ) ) N: G: 0,13 )
B: 0,14 ; K:0,13 H: ) ; ) C:0,13
Aracruz ' L: 0,50 ) ) O: H: 0,06 L: 1,00 )
E: 0,43 U- 025 L: 0,06 L: Q K- 0.06 D: 0,06
H: 0,14 T M: 0,06 M: ) S H: 0,12
N: 013 N- R: R: 0,19
Y O: S: V: 0,31
) Z:0,07
A: 0,60 . G: .
C: 0,07 N: 0,10 J: 0,89 g’, L: R: 0,25 G- 025 (B:: 828
Sao Mateus E: 0,86 Q: 0,10 K: 0,05 E: M: V: 0,25 L'. 0’75 H: 0’20
G: 0,07 U: 0,10 M: 0,06 M- O: X: 0,50 n M- 0’10
W: 0,10 ) Q: "
A E 008
gf 8’28 B: 0,08 'IE H: 017 B: 0,42
ltapemirim C: 0,07 R: 0’20 F: 0,09 K M: 0,17 A: 0,17 C: 0,33
P E: 0,93 < 010 J: 0,58 N N: 0,08 L: 0,83 H: 0,17
S K: 0,25 ) Q: 0,08 M: 0,08
U: 0,20 O: _
Q T: 0,09
) V: 0,25




Tabela 2: Continuacao

o Loco
Subpopulagao Atrol Atro3 Atro6 Atro7 Atro8 Atro9 Atroll Atro18
A 007
B: 0,07
A033 | A006 | A 005 5 8’;8 [l)-:c?’1047 D: 0,08 gf 8’??
. C: 0,07 L: 0.06 J: 0,69 B:0.28 -0, 0, H: 0.17 -9,
Linhares : i ) ; 0:0,40 P: 0,07 ) F: 0,08
E:093 | M: 005 | K:013 F:0.11 : _ L: 0,67 :
U:056 | M:012 | Mm-o056 | £-0.10 | Q014 M: 0,08 H:0.,42
-9, -0, -9, Q020 | V-029 -0, M: 0.08
W: 0,07
Y: 0,08
D017
’ J: 0,67 B: 0,50
. B:050 | K:033 9, -9, 0:050 | R:050 _ B: 0,50
Marataizes E: 0,50 U: 0,33 K:0,16 F:0,17 Q: 0,50 V: 0,50 L-1,00 H: 0,50
: M:017 | M:0,33
Z:017
_ B: 0,09 _ B:0.15
_ J- 0,09 E:010 | A:006 | D-009 | B:0.08 C: 007
B: 0,10 L: 0.08 : : : E:0.17 _ :
. : : J:0.70 B:0.38 | N:0.08 _ L: 0,86 E: 0,07
Presidente Kennedy E: 0,80 T:0,17 K- 01 = ) R: 0,08 M: 0 14 H-
a0 | U oss -0.10 1006 | 0:058 | & o' 0, -0.57
’ Vioes | M:010 | M:050 | Q008 | ' o's J: 0,07
+0, S: 0.08 H0, N: 0,07
B: 0,30 E 8’18 A: 0,30
S#o Francisco de B-047 | B:010 1 J:075 1 B:0,40 4 L:017 o 5y, E: 0,10 C: 0,20
ltabapoana E083 | E020 | M:013 | F010 1 N-016 | o75%, L: 0.90 D: 0.10
P e P: 0,10 N: 0,12 M: 0,50 0: 0,67 - e e
U030 U: 0.10 H: 0.40
Y V: 0,40
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Tabela 2: Continuacao

Subpopulacéo Loco
Atrol Atro3 Atro6 Atro7 Atro8 Atro9 Atroll Atrol8
A 0.20
B: 0.10 B: 0,30 A:0.10
C:0.10 _ F:0.10 _ _ B: 0.30
S0 Jodo da Barra (E3_' 8’52 D: 0.20 é’, %’ﬁg G: 0,10 8; 8’28 S; 8’32 L: 1,00 C: 0.10
-0, G- 0.10 -0, K: 0.10 -0, -0, H: 0.40
0: 0.10 M: 0,40 M: 0.10
U: 020
C: 025 A:025 | B:025 | B:025 ,SI 8’%2 5 0.50 A: 025
Campos de Goytacases E- 0’75 U: 1,00 B: 0,25 J: 0,50 N: 0,25 U 0’25 L 0’50 C: 0,25
0, J:050 | M:025 | 0:050 -0, 0, H: 0.50
V:025
g; 8’82 A: 0,09
A: 044 A 023 oo B: 0.32
C:006 | D:019 | G010 | £ | Foa7 | 200 F: 0,05 C: 0,09
Rio de Janeiro D:006 | P:006 | J08 | 2% | M008 | W00 L:0.90 G- 0.05
E:088 | Q006 | K005 0, 0:0.75 -0, N: 005 H: 0.32
U:025 M: 0,54 0:0,05 I 0,04
V: 056 vy
W: 011 -0,
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Tabela 2: Continuacao

Subpopulacéo Loco
Atrol Atro3 Atro6 Atro7 Atro8 Atro9 Atroll Atrol8
_ _ B: 0,25 _ D: 0,25 _ A: 0,25
Rio das Ostras (E3: 8’%’ B: 1,00 ;i %2% K: 0.25 g: 8’28 H: 0.25 t %'2755 C: 025
0, -0, M: 050 -0, I- 0,50 -0, H: 0.50
_ A: 0,50 _ B:050 | H:050 | J:050 _ A: 033
Cabo Frio CE;; 8’;; M: 017 ‘FJ,'_ g’gﬁ K:017 | 0:025 | S:025 E; 8’28 B: 0.17
-0, U: 0,33 -0, M:033 | Q025 | V:-025 0, H: 0.50
A:050 | D:025 | B:050 _ _ B: 0,50
Araruama E-100 | H:025 | J:050 10,25 8: 8’28 V: 1,00 E‘ 8?2 H: 0,25
U:025 | M:025 | M:025 -0, 0, L: 0,25
_ H: 0.25 _

Marica C: 0,25 ?’8’22;’ 2025 | F050 | 0:050 | Q:050 E: 0,50 E; 8’22

E: 0.75 : 0, K:025 | M:050 | Q050 | V:050 L: 0,50 -0,
U050 | 1020 M: 0.25
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