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RESUMO

Atta sexdens (Hymenoptera: Formicidae) é uma formiga cortadeira conhecida por seu
habito de cortar folhas para o cultivo do fungo simbionte. Em ambientes antropizados, tendem
a ocorrer em maior densidade de ninhos o que influencia consideravelmente a intensidade de
sua atividade forrageadora tornando-as pragas agricolas. A presenca dessa espécie em
ambiente antropizados tem ocasionado mudancas de importancia ecoldgica e econdmica, fato
que impulsiona o interesse por estudos ecologicos e genético-moleculares com vistas ao
entendimento das populacdes de formigas cortadeiras. Com o intuito de contribuir para o
avanco de estudos genéticos para a espécie A. sexdens este trabalho teve como objetivo gerar
subsidios metodoldgicos e informagdes genético-moleculares que possibilitem compreender a
variabilidade e a estrutura genética de populacdes de A. sexdens (Hymenoptera: Formicidae)
em diferentes fragmentos no sudoeste da Bahia.

Inicialmente para a obtencdo de DNA gendmico de Atta sexdens foram testados seis
protocolos de extracdo de DNA genémico disponiveis na literatura e ja adotados por varios
grupos de pesquisas para diferentes espécies vegetais, a saber: Sunnucks e Hales (1996),
método modificado por Cerqueira-Silva (2009), método modificado por Storchova et al.
(2000), método modificado por Russel et al. (2010), Mogg e Bond (2003) e Barnwell et al.
(1998), adotando-se como P1, P2, P3, P4, P5 e P6, respectivamente. Para essa estapa,
verificou-se a influéncia da utilizagdo de diferentes partes do corpo da formiga (‘Cabega’;
‘Mesossoma, Pernas e Gaster’; e ‘Corpo Inteiro”). Este estudo comprova a eficiéncia de trés
protocolos (P1, P4 e P5) de extracdo dentre os seis que foram testados com destaque para 0s
tecidos ‘Mesossoma, Pernas e Gaster’ e ‘Corpo Inteiro’, que possibilitaram a obtencéo de
maior quantidade e qualidade de DNA de A. sexdens.

Ap0s a etapa de extragdo iniciou-se a fase de caracterizacdo do padrdo de amplificacdo
de 23 marcadores ISSR e a sele¢do do conjunto de marcadores que potencializasse 0 sucesso
de estudos genético-populacionais para A. sexdens. Dentre os 23 marcadores ISSR testados 17
geraram produtos de amplificagdo (sendo 12 destes marcadores classificados como —tipo
ideal e 5 como —tipo razoavel). O percentual de polimorfismo variou entre 0% e 100%. Os
resultados atestam que os 17 marcadores ISSR selecionados apresentam um grau de
polimorfismo consideravel e, portanto, sdo adequados para estudos de diversidade genética

em formigas cortadeiras, especialmente para A. sexdens.
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Por fim a diversidade genética de Atta sexdens foi acessada através de seis marcadores
ISSR em 32 ninhos, aqui entendidas como populacGes, sendo 17 pertencem a regido 1,
fragmento de caatinga localizado na Fazenda Lagoa das Covas (FLC), zona de amortecimento
da Floresta Nacional Contendas do Sincora (FNCS), Contendas do Sincora, Bahia; e as outras
15 populagdes pertencem a regido 2, fragmento de Floresta Estacional Semidecidual ou “mata
de cipo”, em Itapetinga, Bahia. Neste estudo cada populagéo foi representada por um conjunto
de 15 formigas. Os resultados mostraram que a genotipagem das populac@es gerou um total
de 49 marcas, das quais 85% foram polimdrficas. A analise molecular de variancia apresentou
elevados valores de estruturacdo (maior que 0,25) para ambas as regides (média de 0,47 e
0,74 para as regides 1 e 2, respectivamente), bem como para a metapopulacdo (média de
0,81); na Andlise de variancia molecular (AMOVA) foi obtido um nivel elevado de
diversidade intrapopulacional para caatinga (84%), “mata de cip6” (71%), metapopulacédo
com uma regido (73%) e duas regibes (69%). De acordo com a andlise bayesiana, as regides
estudadas sdo individualmente compostas por diferentes pools génicos distintos (caatinga
K=3, com subestrutura em K=2; “mata de cip6” K=4; metapopulacdo K=2, com subestrutura
em K=3 e K=4). A analise bayesiana revelou que as regifes estudadas pertencem a origens
genéticas diferentes e por sua vez, a variacdo de pools em cada populacdo indica a
estruturacdo nas regides. Em sintese, os resultados obtidos neste estudo de diversidade
genética das populagBes de Atta sexdens, permitem concluir que as amostras da “mata de
cip6” indicaram maior grau de estruturacdo que a caatinga. Apesar das regifes estudadas
compartilharem caracteristicas genéticas em comum, elas ndo comp&em uma metapopulacéo,
pois as regiGes encontram-se relativamente isoladas geograficamente. A diversidade genética
intrapopulacional encontrada para A.sexdens é provavelmente influenciada pelo acasalamento
poliandrico em acdo conjunta com outros fatores, tais como a dispersdo e o fluxo génico que

ocorre entre as popula¢fes em cada fragmento estudado.

Palavras chave: caatinga, extracdo de DNA, Floresta Estacional Semidecidual, genética de
populagdes, ISSR, salva.
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ABSTRACT

Atta sexdens (Hymenoptera: Formicidae) is a leafcutter ant known for its habit of
cutting leaves for the cultivation of the symbiotic fungus. In anthropic environments, they
tend to occur in higher nest density, which considerably influences the intensity of their
foraging activity, making them agricultural pests. The presence of this species in anthropic
environment has caused changes of ecological and economic importance, a fact that promotes
interest in ecological and genetic-molecular studies with a view to understanding the
populations of leaf-cutting ants. In order to contribute to the advancement of genetic studies
for the species A. sexdens, this work had as objective to generate methodological subsidies
and genetic and molecular information to understand the variability and genetic structure of
populations of A. sexdens (Hymenoptera: Formicidae), contributing Thus for the
understanding of the distribution patterns of this species in different fragments in the
Southwest in the Southwest of Bahia.

Initially to obtain genomic DNA from Atta sexdens, six genomic DNA extracting
protocols were tested in the literature and already adopted by several research groups for
different plant species, namely Sunnucks and Hales (1996), a method modified by Cerqueira-
Silva (2009), method modified by Storchova et al. (2000), a method modified by Russel et al.
(2010), Mogg and Bond (2003) and Barnwell et al. (1998). In addition, the influence of the
use of different parts of the body of the ant ("Head', 'Mesosome, Legs and Gaster' and 'Full
Body') was verified. In this study the protocols mentioned above were identified, respectively,
as P1, P2, P3, P4, P5 and P6. This study confirms the efficiency of three extraction protocols
(P1, P4 and P5) among the six that were tested with special emphasis on 'Mesosome, Pernas
and Gaster' and 'Full Body' tissues, which allowed obtaining a greater quantity and quality Of
A. sexdens DNA.

After the extraction phase, the characterization stage of the amplification pattern of 23
ISSR markers was started and the selection of the marker set that potentiated the success of
genetic-population studies of A. sexdens. Among the 23 ISSR markers tested, 17 generated
amplification products (12 of these markers being classified as an ideal type and 5 as a
reasonable type). The percentage of polymorphism ranged from 0% to 100%. The results
confirm that the 17 selected ISSR markers present a considerable degree of polymorphism
and are therefore suitable for studies of genetic diversity in leaf-cutting ants, especially for A.
sexdens.

Finally, the genetic diversity of Atta sexdens was accessed through six ISSR markers
in 32 nests, here understood as populations, being 17 belonging to region 1, a fragment of
caatinga located in the Fazenda Lagoa das Covas (FLC), buffer zone of Contendas do Sincora
National Forest (FNCS), located in the municipality of Contendas do Sincora, Bahia; And the
other 15 populations belong to region 2, fragment of Seasonal Semideciduous Forest or "mata
de cip6” located in Itapetinga, Bahia. In this study, each population was represented by a set
of 15 ants. Our results showed that the genotyping of the populations generated a total of 49
marks, of which 85% were polymorphic. The molecular analysis of variance showed high
structuring values for both regions (mean 0.47 and 0.74 for regions 1 and 2, respectively), as
well as for metapopulation (mean 0.81); In the analysis of molecular variance (AMOVA) a
high level of intrapopulational diversity was obtained for caatinga (84%), “mata de cipd”
(71%), metapopulation with one region (73%) and two regions. According to the Bayesian
analysis, the studied regions are individually composed of different distinct gene pools
(caatinga K = 3, with substructure in K = 2; “mata de cip6” K = 4; metapopulation K = 2,
with substructure in K = 3 and K = 4). In summary, the results obtained in this study of
genetic diversity of the populations of Atta sexdens, allow to conclude that the samples of the
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"mata de cip6” indicated a greater degree of structuring than the caatinga. Although the
studied regions share common genetic characteristics, they do not make up a metapopulation
because the regions are relatively geographically isolated. The intrapopulational genetic
diversity found for A. sexdens is probably influenced by polyandric mating in conjunction
with other factors, such as the dispersion and gene flow that occurs between populations in
each fragment studied.

Keywords: caatinga, DNA extraction, Seasonal Semideciduous Forest, genetics of
populations, ISSR, salva.



1. INTRODUCAO

As formigas (Hymenoptera: Formicidae) compreendem um grupo de insetos cuja
ocorréncia é generalizada em todo o globo e apresentam uma alta diversidade de espécies
(HOLLDOBLER; WILSON, 1990). Entretanto, as formigas ndo ocorrem nos polos, em
algumas ilhas oceénicas e em regides de elevadas altitudes, como por exemplo, acima de
2.400 metros (WARD, 2006).

Os formicideos constituem um dos grupos de maior sucesso dentre 0s animais
invertebrados (WILSON, 1987), sendo uma grande parte deste grupo atualmente classificada
dentro da tribo Attini, representada por 45 géneros, dentre os quais podemos destacar os dois
géneros das formigas cortadeiras: Atta e Acromyrmex (HOLLDOBLER & WILSON, 1990,
2010; BOLTON, 2014; WARD et al., 2014). Dentro da tribo Attini, as formigas cortadeiras
formam um grupo monofilético com outros 14 géneros cultivadores de fungos (WARD et al.,
2014).

Os géneros Atta (17 spp.) e Acromyrmex (32 spp.) (Myrmicinae: Attini) (BOLTON,
2014) apresentam-se distribuidos exclusivamente na regido Neotropical (HOLLDOBLER &
WILSON, 1990; WIRTH et al., 2003) e sdo conhecidos por cultivarem fungos para sua
alimentacdo. Para desempenhar essa atividade forrageiam em busca de folhas, flores e frutos
com o objetivo de corte e coleta desses materiais para manter um substrato adequado para o
cultivo do fungo e assim a sobrevivéncia da colonia (WEBER 1972, 1982).

As formigas cortadeiras do género Atta sdo conhecidas popularmente como saulvas e
apresentam no territério brasileiro nove espécies pertencentes ao grupo (BACCARO et al.,
2015). Atta sexdens é dentre as Atta, a espécie de maior distribuicdo geogréafica
(BORGMEIER, 1959; DELABIE et al., 2011), causadora de danos a pastagens e agricultura
(DELLA LUCIA, 1993), além de ser capaz de invadir ambientes modificados tais como
estradas, areas fragmentadas, clareiras e florestas secundarias (VASCONCELOS et al., 2006;
SILVA et al., 2009).

No sudoeste da Bahia, ninhos de Atta sexdens tém sido observados frequentemente no
fragmento de caatinga pertencente a Fazenda Lagoa das Covas (FLC), zona de amortecimento
da Floresta Nacional de Contendas do Sincord (FNCS) em Contendas do Sincora. Desde
entdo, vem sendo realizados estudos ecoldgicos relacionados a dieta (OLIVEIRA, 2012),
forrageamento (CARMO, 2012), a distribui¢do de ninhos e comportamento da espécie nessa
area antropizada (CRUZ, 2015).



Segundo Cruz (2015), a elevada densidade de coldnias de Atta sexdens na zona de
amortecimento da FNCS, pode ser influenciado por caracteristicas da vegetacdo e da
paisagem que favorecem o desenvolvimento e crescimento de suas coldnias nesses ambientes.
A autora, ao realizar testes de agressividade entre individuos de coldnias diferentes, percebeu
que houve um reconhecimento ou toleréncia entre as colénias (isto é, falta de agressividade),
sugerindo um grau de parentesco alto entre as varias coldnias estudadas na zona de
amortecimento da FNCS.

No municipio de Itapetinga, Ba, também foram encontradas col6nias de Atta sexdens
no fragmento de Floresta Estacional Semidecidual (ou “mata de cip6”). No entanto, até o
momento ndo ha conhecimento de estudos ecolégicos ou genético populacionais realizado
para A. sexdens nessa area.

As formigas cortadeiras tém sido o foco de inUmeras pesquisas cientificas,
principalmente, envolvendo sua relagdo ecoldgica com o fungo simbiético, bem como estudos
que investigam as modificacbes causadas pelas mesmas em ambientes naturais e
antropizados. Nos ultimos anos, com o aprimoramento da biologia molecular os estudos
populacionais com formigas cortadeiras tém complementado os estudos ecolégicos, uma vez
que, estdo sendo destinados a: mensuracdo da diversidade bioldgica (HELMKAMPF,
GADAU & FELDHAAR, 2008; CANTAGALLI et al., 2013; REIS et al., 2014),
embasamento do mutualismo existente com seus fungos cultivados (SCHULTZ & MEIER,
1995; SHULTZ & BRADY, 2008; MEHDIABADI & SCHULTZ, 2009; SUEN, et al.,
2011), abordagem de suas caracteristicas evolutivas (WILSON & NOWAK, 2014) e a
influéncia da diversidade genética sobre o comportamento destes insetos (CONSTANT et al.,
2012).

Os estudos genético-moleculares com formigas cortadeiras podem fazer uso de
diferentes métodos de extracdo conforme descrito na literatura (SAGHAI-MAROOF, 1984;
SAMBROOK, FRITSCH & MANIATIS, 1989; DOYLE E DOYLE, 1990; WALSH et al.,
1991; YU et al., 1993; CHEUNG et al., 1993; OLERUP & ZETTERQUIST, 1994;
WALDSCHMIDT et al., 1997) bem como, o uso de diferentes marcadores moleculares para
estudos genético-populacionais (FALEIRO, 2007). Dentre os marcadores existentes, 0s ISSR
(Inter-Simple Sequence Repeat) sdo vantajosos por apresentar carater arbitrario podendo ser
aplicaveis para qualquer espécie, uma vez que ndo exigem o prévio sequenciamento do DNA
gendmico da espécie em estudo para a construcdo do marcador (ZIETKIEWICZ et al., 1994;
FALEIRO, 2007).



Apesar da empregabilidade vantajosa dos ISSR nas mais variadas espécies, a maioria
dos estudos realizados com esses marcadores tém sido realizados com plantas, sendo também
empregados em insetos, porém sdo incipientes os estudos genéticos utilizando esses
marcadores especificamente para o grupo das formigas cultivadoras de fungo. Na literatura,
até 0 momento, registra-se apenas o estudo realizado por Reis et al. (2014) que fez uso de
marcadores ISSR para andlise da estrutura populacional da formiga cortadeira Atta robusta,
uma espécie endémica das restingas do Rio de Janeiro e Espirito Santo e ameacada de
extincao.

Nesse contexto, o objetivo desta dissertacdo é gerar subsidios metodoldgicos e
informacdes genético-moleculares que possibilitem compreender a variabilidade e a estrutura
genética de populacdes de Atta sexdens (Hymenoptera: Formicidae) que reside em diferentes

fragmentos no sudoeste da Bahia.



2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 AS FORMIGAS CORTADEIRAS

Historicamente, a tribo Attini incluia apenas géneros de formigas cultivadoras de
fungos, sendo no total 16 géneros (WILSON, 1986; HOLLDOBLER & WILSON, 1990;
BOLTON, 2014). No entanto, em recente revisdo filogenética da subfamilia Myrmicinae,
Ward et al. (2014) incluiram nesta tribo outros 29 géneros que ndo possuem o habito de
cultivar fungos simbiontes dentro de seus ninhos, incluindo o género hiperdiverso Pheidole,
gue ocorre nos cinco continentes e engloba mais de 1000 espécies. Mesmo assim, o grupo dos
cultivadores de fungos continua sendo monofilético dentro da tribo Attini (WARD et al.,
2014).

As formigas cultivadoras de fungo da tribo Attini, continuam para fins praticos sendo
divididos em dois grupos, attines basais e derivadas (SOSA-CAVO et al., 2013; WARD et
al., 2014). O primeiro destaca-se por coletar carcacas e fezes secas de insetos, além de
matéria vegetal morta, como fonte de alimento para o fungo. O segundo apresenta espécies
capazes de cortar folhas e flores frescas para servir de substrato para cultivar o fungo,
possibilitando a formacdo de ninhos maiores quando comparados com ninhos de Attinis
basais, com a capacidade de abrigar milhGes de individuos o que influencia na intensidade do
forrageamento (HOLLDOBLER & WILSON, 1990). Deste grupo derivado fazem parte
apenas dois géneros: Atta e Acromyrmex (HOLLDOBLER & WILSON, 1990; SCHULTZ &
BRADY, 2008; SOSA-CAVO et al., 2013).

Na relacdo mutualistica entre o grupo das cortadeiras e seu jardim de fungo, todas as
larvas e as formigas adultas sdo alimentadas pelo fungo cultivado. Registra-se que além do
consumo do préprio fungo as formigas adultas possam recorrer a outro tipo de alimentacéo,
como por exemplo, a seiva exsudada das plantas cortadas (HOLLDOBLER & WILSON,
1990). Por sua vez, o fungo pode ser beneficiado por receber prote¢do contra patdgenos
dentro da colbnia e pela dispersdo que ocorre quando a rainha carrega dentro de sua cavidade
infrabucal micélios de fungo que fardo parte da nova colbnia. Dessa forma, ha um beneficio
mutuo entre a colonia de formigas e o fungo simbionte (HOLLDOBLER & WILSON, 1990).

Por desempenhar o papel de cortar folhas e flores, as formigas cortadeiras destacam-
se como pragas ou herbivoros dominantes nos Neotropicos (FOWLER et al., 1989;
HOLLDOBLER & WILSON, 1990; LEAL et al., 2014). A selecio de plantas adequadas para



o cultivo de fungo pelas cortadeiras € complexa e ndo se faz de qualquer maneira, existindo
processos que envolvem desde a avaliagdo de multiplos caracteres da planta, fatores induzidos
pelo ambiente até a histdria de forrageamento individual das formigas (LEAL et al., 2014).
Por outro lado, elas também sdo consideradas como engenheiras do ecossistema
(LEAL et al., 2014), pois sdo capazes de modificar o0 ambiente desde o inicio da construcdo
de seus ninhos até a sua permanéncia com atividade de carregamento de material vegetal para
dentro do solo. Nessas condigdes, 0 solo passa por alteracdes fisico-quimicas capazes de
determinar os padrdoes da vegetacdo associada aos ninhos (FARJI-BRENNER, 1992;
CORREA et al., 2010; LEAL et al., 2014). Sabe-se que o estudo de fatores ambientais que
determinam a distribuicdo de formigas cortadeiras € importante para entender 0s processos

gue regem a estrutura de ecossistemas nos quais elas estéo presentes (SILVA et al., 2011).

2.2 IMPORTANCIA ECOLOGICA DAS FORMIGAS CORTADEIRAS

As formigas cortadeiras sao capazes de alterar o ambiente mais do que qualquer outro
grupo animal invertebrado (HOLLDOBLER & WILSON, 1990). Essa alteracio se deve
inicialmente pela construgdo de seus ninhos, processo de escavacdo cujo descarte dos graos
do solo resulta na elevacgdo de terra sobre o ninho (murundu). Internamente, os ninhos das
formigas do género Atta podem chegar a profundidades de vinte metros e larguras variaveis
apropriadas para suportar milhdes de individuos numa colénia (WEBER, 1972;
HOLLDOBLER & WILSON, 1990).

Cada ninho de Atta pode apresentar vérios orificios de contato com o ambiente
externo, que por sua vez, servirdo de entrada de ar para o controle da temperatura interna. E
por estes orificios que ocorre a retirada de residuos de dentro da coldnia, bem como, alguns
destes orificios funcionam como local de entrada e saida das formigas para o forrageamento
(SILVA, 2008; HOLLDOBLER & WILSON, 2010; CARMO, 2012).

A presenca das formigas cortadeiras pode trazer impactos positivos sobre a estrutura
fisico-quimica do solo, ajudando na aeragdo e ciclagem de nutrientes (FARJI-BRENNER,
1992; BACCARO et al., 2015). Estas engenheiras do ecossistema modificam ambientes de
floresta relativamente intactos, aumentando a entrada de luz nos locais em que se estabelecem

e auxiliando na formacéo de ambientes mais heterogéneos. Assim, sua atividade e distribuicdo



acabam afetando positivamente o estabelecimento de algumas espécies vegetais, bem como a
ocorréncia de outras espécies animais (DALLING & WIRTH, 1998; WIRTH et al., 2003).

Os efeitos benéficos das formigas cortadeiras no ambiente se estendem até mesmo
guando uma coldnia deixa de existir num determinado local, pois o ninho inativo podera se
tornar um local livre de competi¢do, com maior luminosidade ao nivel do solo e apresentando
camaras subterraneas com alta concentracdo de nutrientes, o que representa condicdes ideais
para o estabelecimento de plantas (PERFECTO & VANDERMEER, 1993; FARJI-BRENER
& ILLES, 2000; MOUTINHO et al., 2003).

2.3 FORMIGAS CORTADEIRAS E SUA EXPANSAO EM AMBIENTES
ANTROPIZADOS

Algumas espécies animais se adaptam melhor a um novo ambiente do que outras e ao
ser identificado os parametros que auxiliam no processo de dispersdo, estabelecimento,
persisténcia e invasdo de uma dada populacdo é possivel entender as consequéncias desta
sobre o ecossistema das comunidades invadidas, inclusive quando os invasores se tornam
pestes (WILLIAMSOM, 1996). As formigas representam um grupo de sucesso ecolégico em
varios ambientes terrestres e se destacam pela sua abundancia, tamanho populacional e
riqueza de especies (WILSON, 1987; WARD et al., 2006). Tais fatores sdo cruciais na
colonizacdo e algumas espécies de formigas destacam-se por invadir ambientes antropizados
(FARJI-BRENNER & CORLEY, 1998).

No caso particular das formigas cortadeiras, algumas espécies tém sido consideradas
invasoras de areas como estradas, pois facilitam o estabelecimento e a expansao das col6nias
(VASCONCELOS et al., 2006) sendo comum sua presenca em habitats como florestas
secundarias, pastagens e campos agricolas (WEBER, 1966; FARJI-BRENER & RUGGIERO,
1994).

Nestes ambientes antropizados, observa-se um aumento do numero de ninhos de
formigas cortadeiras e uma reducdo da area de forrageamento de cada col6nia (SILVA et al.,
2012). Consequentemente, ocorre um aumento nos niveis de herbivoria nestas areas,
comprometendo assim 0 processo de sucessdo ecologica nessas comunidades vegetais

(SILVA et al., 2009). Dadas as possiveis mudangas ambientais, pode-se destacar que 0S



ninhos de cortadeiras nesses ambientes podem alterar a abundéncia de outros organismos e
também a trajetdria sucessional da vegetacdo a nivel ecossistémico (LEAL et al., 2014).

Mesmo que os ambientes antropizados sejam favoraveis a presenca das formigas
cortadeiras (FARJI-BRENER & RUGGIERO, 1994), existem algumas restricdes alimentares
relacionadas aos pardmetros fisico-quimicos da vegetagdo (FOWLER & STILES, 1980). No
geral as cultivadoras de fungos rejeitam plantas que apresentem dureza foliar, tricomas, latex
(STRADLING, 1978), e plantas com baixo teor de agua nas folhas (CHERRETT, 1972).
Além disso, as formigas cortadeiras preferem coletar partes de plantas jovens por possuirem
menos compostos secundarios (VASCONCELLOS, 1990) e por apresentarem as suas partes
vegetais mais tenras (CHERRETT, 1972).

Em ambientes cuja oferta de recurso é favoravel ao forrageamento das formigas
cortadeiras, esses insetos sdo capazes de devastar a vegetacdo proxima a seus ninhos
(WIRTH et al., 2003; 2007) e por esse motivo passam a serem consideradas como pragas aos
sistemas agricolas e florestais (DELLA LUCIA, 1993). Dentre as espécies de maior
importancia econdmica por impactar negativamente as areas de cultivos, destaca-se
principalmente Atta sexdens (Linnaeus, 1758) (salva-limdo), seguida por Atta laevigata
(Smith, 1858) (salva-cabeca-de-vidro), Acromyrmex rugosus (Smith, 1858), Acromyrmex
niger (Smith, 1858), Acromyrmex crassispinus (Forel, 1939), Acromyrmex balzani (Emery,
1890), e Acromyrmex landolti (Forel, 1885) (BOARETO; FORTI, 1997; RANDO; FORTI,
2005).

A presenca de cortadeiras no ambiente é ideal para entender a intensidade de seus
impactos sobre a paisagem (WIRTH et al., 2007). Atualmente, estudos tém abordado os
efeitos da presenca de formigas cortadeiras em ambientes antropizados e a sua maioria tém
sido realizado em florestas tropicais Umidas como a mata Atlantica (WIRTH, et al., 2007;
MEYER et al., 2009; SILVA et al., 2009; SILVA et al., 2012; SILVA et al.,, 2013) e a
Amazonia (VASCONCELOS & CHERRETT, 1995; MOUTINHO et al., 2003; DOHM et al.,
2011; CARVALHO et al., 2012). Na Caatinga ainda pouco se sabe sobre os efeitos das
formigas cortadeiras em ambientes antropizados, embora estudos sobre a dieta alimentar
(OLIVEIRA, 2012), o forrageamento (CARMO, 2012) e a densidade de ninhos (CRUZ,
2015) tenham sido recentemente realizados. Em areas de transigdo entre os biomas mata
Atlantica e Caatinga, cuja vegetacdo € conhecida popularmente como ‘mata de cipd’ no

Sudoeste baiano, esses registros sao ainda inexistentes.



2.4 CAATINGA

A Caatinga é um ecossistema exclusivamente brasileiro, caracterizado pela presenca
de arbustos espinhosos e trechos de florestas secas na maior parte do ano (LEAL et al., 2005)
e se estende por cerca de 800.000 km2 de regido semiarida, principalmente no Nordeste do
Brasil (IBGE, 1985). Essa extensdo geografica ocupada pela Caatinga equivale a cerca de
11% do territorio nacional e ocupa cerca de 54% da regido Nordeste (ALVES et al., 2009).
Sua abrangéncia é desde o estado do Piaui até o norte de Minas Gerais, regido Sudeste do
Brasil (ANDRADE-LIMA, 1954). O nome “caatinga” ¢ de origem Tupi-Guarani e significa
floresta branca, pois a regido se caracteriza pelo aspecto seco e esbranquicado da vegetagéo e
também pela perda de suas folhas devido aos longos periodos de seca (PRADO, 2003).

O dominio da Caatinga estende-se por diversas formacdes geologicas de bacias
sedimentares, montanhas e platés (IBGE, 1985). Sua precipitacgdo média anual varia entre
240 e 1.500 mm, sendo que em geral metade da regido recebe menos de 750 mm e algumas
areas centrais menos de 500 mm (SAMPAIO, 1995; PRADO, 2003). Além disso, cerca de 50
a 70% das chuvas na Caatinga sdo concentradas em trés meses consecutivos, apesar de haver
uma alta variagdo anual e dos longos periodos de seca serem frequentes (NIMER, 1972).

Em geral, a vegetacdo que compde a Caatinga apresenta espécies lenhosas arboreas (8
a 12 metros), arbustivas (2 a 5 metros), bem como herbaceas (abaixo de 2 metros) (RIZZINI
et al., 1988; COIMBRA-FILHO & CAMARA, 1996). Ha também uma vegetacio conhecida
como brejos de altitude que ocupam &reas mais Umidas como topos das chapadas e serras
(ANDRADE-LIMA, 1982; PRADO, 2003). Esse mosaico vegetacional apresenta variacdo em
sua estrutura condicionada por fatores como topografia, precipitacdo média anual e atributos
do solo e também pela perturbacdo humana (SAMPAIO, 1995; PRADO, 2003).

Nos ultimos anos, houve uma reducdo da densidade arbdrea devido a ocupacéo
desordenada do solo e 0 uso insustentavel dessa vegetacdo para fins de atividades como a
construcdo de casas, fazendas e pecuéria (COIMBRA-FILHO & CAMARA, 1996; PRADO,
2003). Um estudo feito recentemente na Caatinga revela que entre os anos de 1990 a 2010 a
Caatinga perdeu 9 milhdes de hectares (90.000km?) de vegetacdo nativa devido a préticas de
desmatamento, expansao agropecuaria e ao uso de arvores nativas como fonte de energia
(lenha) em residéncias e em pequenas industrias (BEUCHLE et al., 2015). Outra atividade
que aumenta as taxas de desmatamento é a agricultura itinerante cuja ocupacao territorial

desordenada leva a reducdo significativa da biodiversidade regional (MMA, 2002).



Durante anos a Caatinga foi considerada como uma regido pobre em espécies e
endemismos (ANDRADE-LIMA, 1982) e estudos posteriores demonstram que isso ndo é
verdadeiro (CASTELLETTI et al., 2003; LEAL et al., 2003). Devido as condigdes secas deste
bioma, muitas espécies ao longo do tempo desenvolveram caracteristicas morfoldgicas e
fisiologicas que Ihes permitiram a adaptacao nesse tipo de ambiente.

Atualmente, reconhece-se um total de 1.981 espécies de plantas, 143 espécies de
mamiferos, 510 espécies de aves, 239 espécies de peixes, 167 espécies de anfibios e répteis,
187 espécies de abelhas (LEAL et al., 2003; ALBUQUERQUE et al., 2010) e pelo menos,
173 espécies de formigas (ULYSSEA & BRANDAO, 2013). Apesar de ainda haver poucos
estudos relacionados a biodiversidade na Caatinga, registra-se um elevado nimero de espécies
endémicas vegetais (com 34% para as espécies vegetais lenhosas e suculentas) e animais (de
3% para aves até 57% para peixes) (LEAL et al., 2005).

Muito embora esses dados sugiram a importancia ecoldgica da Caatinga, este € um dos
biomas brasileiros mais ameagados e alterados por agdo antropica, principalmente pelo
desmatamento que levou a degradacédo da vegetacao e deixou 0s solos sob intenso processo de
desertificacdo (CASTELLETTI et al., 2003).

A Caatinga apresenta menos de 40% de sua area original (ALMEIDA et al., 2014),
sendo que deste total, apenas 14,6% encontra-se protegida por Unidades de Conservacgéo e 2%
esta resguardada por unidades de Protecdo Integral, tais como, Parques Nacionais, Reservas
Biologicas e EstacGes Ecoldgicas, que sdo as mais restritivas a intervencdo humana (HAUFF,
2010). Embora algumas politicas ambientais venham sendo empregadas na maioria dos
estados que possuem remanescentes de Caatinga vale ressaltar que uma parte das unidades de
protecdo integral encontram dificuldades na implementacdo, fato que contribui para que este

bioma seja um dos menos protegidos do pais (MMA, 2002).

2.4.1 FLORESTA NACIONAL CONTENDAS DO SINCORA (FNCS)

A Floresta Nacional Contendas do Sincora (FNCS) possui 11.034,3 hectares de
vegetacdo de caatinga, a qual esta situada em uma microrregido da Chapada Diamantina, no
municipio de Contendas do Sincora, Bahia (BRASIL, 2006).

A regido em que esta inserida a FNCS possui uma altitude que varia entre 295m e

580m. O clima € semi-arido caracterizado por uma média anual da temperatura de 23°C, com
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indices baixos de umidade, de precipitacdo (média anual de 596 mm) e de estresse hidrico.
Quanto ao tipo de solo, a maior parte da FNCS e de sua zona de amortecimento esta inserida
na classificacdo Argissolos, mas ha uma pequena parte da porcdo sudeste da zona de
amortecimento que apresenta Latossolos (BRASIL, 2006).

A vegetagdo da regido é decidual e xerofila, constituida de vérios tipos
fitofisionbmicos: caatinga arbdrea arbustiva, caatinga arbustiva fechada e complexo herbaceo
- arbustivo. No entanto, a matriz predominante é arbustiva (maior que 2 metros), e a
vegetacdo arbdrea (chega até 8 metros) é restrita apenas as regides de mata ciliar (SOUZA,
2003; BRASIL, 2006).

A zona de amortecimento da FNCS, localizada nos arredores da FNCS, compreende
uma area de 65.086,74 ha. Apesar desta area ja ter apresentado a mesma fitofisionomia
encontrada na FNCS, boa parte dela atualmente encontra-se modificada por acdo antrépica,
onde é comum observar pastagens para a criacdo do gado, bem como, a ocupa¢do humana do
povoado de Palmeiras (BRASIL, 2006).

Sabe-se que as formigas cortadeiras sao comuns em ambientes modificados por acao
humana e especialmente na Fazenda Lagoa das Covas (FLC), situada na zona de
amortecimento da FNCS, foi registrada a presenca da formiga Atta sexdens. Como esta
espécie ndo é encontrada dentro da area FNCS, o que leva a crer que seja uma espécie que se
beneficiou da degradacdo causada pelo homem para ocupar a regido (CRUZ, 2015). Desde
entdo a espécie tem sido alvo de estudos ecoldgicos na regiao (CARMO, 2012; OLIVEIRA,
2012; CRUZ, 2015).

Segundo Oliveira (2012) a dieta de Atta sexdens no entorno da FNCS apresenta
variedade alimentar de acordo com as estacdes do ano devido as diferencas na disponibilidade
de espécies vegetais em torno da colbnia, sendo que na estacdo seca ha um aumento do
nimero de espécies de plantas que tém suas folhas coletadas, enquanto que na estacdo
chuvosa elas utilizam menos espécies vegetais.

Foi observado por Carmo (2012) que a intensidade de forrageamento de Atta sexdens
no entorno da FNCS é maior na estagdo seca do que na estacdo chuvosa, tendo como espécies
vegetais mais herbivoradas: Senna acuruensis, Thiloa glaucocarpa e Pereskia bahiensis.
Segundo Carmo (2012), entre as estacGes seca e chuvosa, ndo houve variagcdo quanto ao
comprimento total acumulado das trilhas por colonia, nem tampouco houve variacdo

significativa da area de forrageamento.
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Em relagdo a elevada densidade de coldnias de Atta sexdens na zona de amortecimento
da FNCS, Cruz (2015) concluiu que esse fator € influenciado por caracteristicas da vegetacdo
e da paisagem que favorecem o desenvolvimento e crescimento de suas coldnias nesses
ambientes. Ao realizar testes de agressividade entre individuos de coldnias diferentes, Cruz
(2015) percebeu que houve um reconhecimento ou tolerancia entre as col6nias (isto é, falta de
agressividade), sugerindo um grau de parentesco alto entre as varias coldnias estudadas na

zona de amortecimento da FNCS.

2.5 A FLORESTA ESTACIONAL (FE) OU “mata de cip6”

As florestas estacionais ou florestas secas ocorrem em diferentes regides brasileiras
especialmente sobre solos férteis classificados em latossolos eutroficos, nitossolos e
argissolos (IBGE, 2012). As florestais estacionais podem ser divididas em dois tipos
fisiondmicos: (1) as Semideciduais cuja fisionomia é estratificada, com porte arbdreo entre 18
e 30 m de altura, ocorrendo em ambientes com maior disponibilidade hidrica; (2) e as
Florestas Estacionais Deciduais, que geralmente apresentam menor porte arbéreo e
localizados em ambientes de escassez hidrica, chegando a obter perdas foliares de até 50%
das arvores no periodo seco (VELOSO, RANGEL & LIMA, 1991; BARBOSA & THOMAS,
2002; IBGE, 2012).

A Floresta Estacional Semidecidual (FES) ou “mata de cip6” € caracterizada por
apresentar duas estacdes climaticas bem demarcadas (seca e chuvosa), que influenciam na
perda de folhas da vegetacdo. Assim na estacdo seca a vegetacdo perde boa parte das folhas
(50% das avores) e durante o periodo chuvoso essa perda é relativamente menor (20% das
arvores). Esta floresta apresenta rica camada de serapilheira e a vegetacdo é constituida por
estrato arboreo com formacdo de dossel elevado, estrato arbustivo e herbaceas, além da
presenca de epifitas e cipos (IBGE, 2012).

A FES apresenta areas descontinuas localizadas em todas as regides brasileiras
podendo ser classificadas em quatro tipos: aluvial (formacdes de mata ciliares nas margens de
rios), terras baixas (depressdes sedimentares numa média de 100 m de altitude), submontana
(desenvolve em solos secos em regides ndo montanhosas) e montana (ocorre em Aareas
montanhosas com altitude média de 400m) (IBGE, 2012).
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Apesar da ampla ocorréncia desse tipo vegetacional (FES) no Brasil, ainda sdo poucos
os estudos destinados ao levantamento floristico (MEIRA-NETO & MARTINS 2002;
PINHEIRO & MONTEIRO, 2008; IBGE, 2012) e faunistico (SANTOS et al., 2006;
AGUIAR & GAGLIANONE, 2008). Além disso, sdo incipientes as acfes que visem a
conservacdo da rica biodiversidade encontrada nas Florestas Estacionais Semideciduais
brasileiras.

No Sudoeste da Bahia, o fragmento de Floresta Estacional Semidecidual ou “mata de
cipo” (15°15' S, 040°17'0) apresenta cerca de 323,5 ha de dimensdo e localiza-se proximo a
Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, campus do municipio de Itapetinga. Em geral, a
flora carateristica dessa regido sdo arvores (até 30 m), arbustos, vegetacdo xerofita e
espinhosa e muitos cipos, essa floresta apresenta o dossel semiaberto (L. KRAUS, informacao
pessoal). O solo na maior parte do fragmento estd coberto por uma camada fina de
serapilheira, apresenta a formacgéo de enormes montes de terra seca e compactada (com cerca
de 2m de altura), abandonados por cupins, e por vezes, habitados por formigas cortadeiras.
Além disso, no fragmento de “mata de cip6” estudado foram observadas modificacdes
antropicas recentes, tais como, a extracdo de madeira, 0 desmatamento, a queimada de arvores
e 0 pastoreio de gado (C.F. Matos-Oliveira, observacdo pessoal). Nesse referido fragmento
foram encontradas populacdes da formiga cortadeira Atta sexdens, uma espécie comum em

florestas naturais e também em florestas degradadas.

2.6. ESTUDOS GENETICOS MOLECULARES

2.6.1 GENETICA DE POPULACOES

Entende-se por populagdo, um grupo de organismos de mesma espécie capaz de
reproduzir entre si e que estdo localizados numa determinada area geografica durante um dado
periodo de tempo (RICKLEFS, 2003). Logo, a genética de populacbes vem a ser o estudo de
como as informacOes genéticas (pool génico) existentes numa populacdo natural podem ser

transmitidas por seus descendentes ao longo de geragfes (SALMAN, 2007).
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O estudo genético das populagdes toma por base um teorema criado conjuntamente em
1908 pelo matematico inglés Godfrey H. Hardy e pelo médico alemao Wilhem Weinberg, os
quais concluiram: uma populacdo em equilibrio é aquela que nenhum fator evolutivo exerce
influéncia sobre ela, de maneira que suas freqiéncias génicas e genotipicas permanecem
constantes ao longo das geracdes. Neste aspecto, o teorema do equilibrio das populagdes,
intitulado Teorema de Hardy-Weinberg, considera varias premissas que devem ser respeitadas
(Quadro 1) para que uma populacéo esteja em equilibrio (LOPES, TORRES & PIRES, 2005).

Quadro 1- Conjunto de premissas necessarias segundo o Teorema de Hardy-Weinberg para que
uma populacdo mantenha-se em equilibrio genético ao longo do tempo

Premissas de Hardy-Weinberg.

a) Populacdo Grande e/ou infinita;

b) Deve haver mesma proporc¢ao de machos e fémeas na populacéo;

c) Populagdo deve ser pan-mitica (com auséncia de endogamia);

d) Todos os casais da populagéo sdo igualmente férteis e geram o mesmo ndmero de filhos;
e) Néo ha sobreposi¢éo de geracdes na populagio;

f) Auséncia de mutacgdes na populacao;

g) Auséncia de selecéo natural na populagéo;

h) Auséncia de migracdo na populacéo;

Contudo, as variacdes alélicas existentes nas populacdes naturais interagem entre si e
com o ambiente, e por vezes, alguns fatores evolutivos tendem a agir sobre os alelos da
populacdo alterando as suas frequéncias alélicas e/ou genotipicas (SALMAN, 2007).
Considerando a existéncia de diversos fatores evolutivos que afetam a composicdo genética
das populacbes, podemos citar: i) selecdo natural (sele¢cdo dos individuos mais aptos a
determinada condi¢do do ambiente); ii) mutacdo (mudancas aleatorias no genoma que podem
ser herdaveis ou ndo); iii) sistemas de acasalamento (cruzamento entre individuos
aparentados ou ndo, sendo chamados de acasalamento endogamico e aleatodrio,
respectivamente); iv) migracdo (deslocamento de individuos de uma populagdo para outra
que seja reprodutivamente compativel); e por ultimo, v) deriva genética (perda aleatoria de
alelos em populacdes pequenas) (SALMAN, 2007).

A acdo de fatores evolutivos sobre uma populacdo pode trazer alteracGes genéticas de
carater benéfico a populacdo, tais como o aumento de diversidade genética (LOPES,

TORRES & PIRES, 2005). Mas, por vezes, algumas mudancas trazem maleficios a populagéo
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quando reduzem a sua variabilidade genética deixando-a estruturada, isto €, com seus alelos
ndo distribuidos uniformemente, o que resulta na formagédo de subgrupos (HAMRICK, 1983).

Sendo assim, como ndo se pode controlar a evolucdo das populacbes naturais, é
impossivel encontrar na natureza uma populacdo que respeite todas as premissas do equilibrio
e/ou que alguns dos fatores evolutivos mencionados acima ndo tenham ocorrido sobre ela. O
que se espera, € que através do Teorema de Hardy-Weinberg possamos estimar o grau
significativo das mudangas que ocorreram numa populacdo ao longo das geraces, e
posteriormente, através de estudos ecoldgicos mais especificos, estimar quais seriam as causas
que propiciaram a evolucao das populagfes estudadas.

Diante das premissas que regem o Teorema de Hardy-Weinberg e os fatores que
influenciam na evolucdo das espécies, € sabido que para formigas cortadeiras, qualquer
alteracdo da diversidade genética refletird em consequéncias ecoldgicas sobre a populacgéo,
sobre a comunidade e também em diferentes niveis ecossistémicos (HUGUES et al., 2008).

Vellend (2006) sugere que numa competicdo entre individuos, por exemplo, a
diversidade genética permitira que cada espécie responda a selecdo que lhe for imposta, seja
ela por alimento, abrigo, parceiro, nicho, entre outros. Caso a diversidade genética promova a
coexisténcia dos individuos durante um evento de selecdo a composicdo das espécies
continuara a mesma. O autor reforca que o declinio da diversidade genética em sistemas
naturais pode ter consequéncias ndo apenas para as espécies isoladamente, mas também para a
diversidade ao nivel da comunidade e na composicdo de espécies como um todo.

Em meio aos eventos que influenciam a composicdo genética das populacdes, cada
individuo carrega uma combinacdo de alelos em particular que aliados as condigdes
ambientais determinardo seu fendtipo. Logo, havera diferentes respostas as presses
ambientais e poderdo ocorrer mudancas genéticas populacionais, responsaveis pela evolucéo
da espécie que por sua vez, refletird na sua interacdo com outros organismos localizados num

determinado espaco abidtico.

2.6.2 MARCADORES MOLECULARES

Para o estudo a nivel molecular das populacGes existentes, 0 progresso das técnicas

moleculares destinadas & manipulacio do Acido Desoxirribonucleico (DNA) bem como, o

desenvolvimento de marcadores moleculares foram imprescindiveis para a intensificacdo do
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estudo do genoma. Além do que, os estudos moleculares possibilitaram mapear caracteres
quantitativos que permitem a identificacdo de regifes génicas associadas a carateristicas de
interesse e a selecdo assistida por marcadores em varias espécies (GUIMARAES et al., 2009).

As técnicas moleculares podem gerar resultados mais esclarecedores quando
acopladas de forma multidisciplinar a outras ciéncias tais como, ecologia, ecologia de
populacbes, genética quantitativa, bioinformatica e estatistica (LACERDA et al., 2002;
GUIMARAES et al., 2009). Todo esse progresso tem possibilitado a resolugdo de problemas
de carater cientifico, contribuindo também para o aumento da eficiéncia dos programas de
conservagdo e o melhor uso dos recursos genéticos (FALEIRO, 2007).

A diversidade bioldgica a nivel molecular tem sido mensurada com o uso de
marcadores moleculares (FREELAND et al., 2011) que podem ser classificados entre aqueles
que se baseiam na hibridizacdo (RFLP- Restriction Fragmentlength polymorphism;
Minissatélites) e os que sdo baseados na técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction). Nesta
ultima categoria, merecem destaque alguns dos marcadores dominantes, tais como o RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA), o AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism), o ISSR (Inter-simple Sequence Repeat) e também os de natureza
codominante, a exemplo do SSR (Simple Sequence Repeats) (ZIETKIEWICZ et al., 1994;
MUELLER & WOLFENBARGER 1999; BARDAKCI, 2001; ZANE et al., 2002; FALEIRO,
2007; GUIMARAES et al., 2009; GALAL, 2009; SCALDAFERRI, 2013). Por fim, os
marcadores de genotipagem-por-sequenciamento (GBS) frequentemente usado para
identificacdo de marcadores moleculares SNP (Single Nucleotide Polymorphism) do genoma
de estudo (ELSHIRE et al., 2011).

Embora existam varios marcadores moleculares, os codominantes caracterizam-se por
diferenciar os loci em homozigose dos em heterozigose, consequentemente, geram mais
informacBes genéticas (FALEIRO, 2007). No entanto, o custo para a criacdo desses
marcadores € bem maior uma vez que, necessitam de um estudo prévio do genoma da espécie.
Em contrapartida, os marcadores dominantes sdo vantajosos por apresentarem carater
aleatdrio, podendo ser utilizados para estudar qualquer espécie, sem necessidade de
conhecimento prévio do genoma da espécie em estudo (FALEIRO, 2007; SCALDAFERRI,
2013).

Para Hardrys et al. (1992), a eficacia dos marcadores moleculares pode variar entre
mais ou menos eficiente a depender de diversos fatores, como: os procedimentos tecnoldgicos

exigidos, a quantidade de DNA necessaria para a obtencéo de informac6es necessarias para 0
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estudo, o poder analitico de atribuicdo de parentesco no gendtipo, os custos de trabalho e
dinheiro e a precisao de aplicacGes em laboratorio.

2.6.3 MARCADOR MOLECULAR: ISSR

O ISSR (Inter-simple Sequence Repeat) é um marcador baseado na técnica de PCR
que amplifica segmentos de DNA entre duas regifes repetidas de microssatélites utilizando
marcadores com 16 a 25 pares de bases de comprimento (ZIETKIEWICZ et al., 1994).

Como principal vantagem, o marcador ISSR é de carater aleatorio e, portanto ndo
exige o conhecimento prévio do DNA-alvo para a constru¢cdo do marcador, podendo ser
aplicavel em estudos para varias espécies. Outra vantagem do uso da técnica € a utilizacdo da
PCR, que permite a amplificacdo do DNA com marcadores ISSRs a partir de pequenas
quantidades de DNA (ZIETKIEWICZ et al., 1994). Esta técnica é simples, répida e de alta
reprodutibilidade devido ao maior comprimento dos marcadores o0 que se torna mais vantajosa
sua aplicacdo quando comparada a técnica de RAPD (MORENO, MARTIN & ORTIZ, 1998).
Por outro lado, o ISSR é desvantajoso por detectar menos polimorfismo e, além disso, pode
levar a ma interpretacdo de dados quando fragmentos de DNA comigrantes (de mesmo
tamanho), que mesmo pertencentes a lécus distintos, por vezes, sdo apresentados como
homologos (BUSSEL et al., 2005).

Muito embora a maioria dos estudos com ISSR contemplem o grupo das plantas, ha
registros na literatura da aplicacdo desses marcadores em insetos, principalmente da ordem
Hymenoptera, grupo que comtempla as abelhas, vespas e formigas. Dentre os himenopteros, o
grupo das abelhas apresenta um numero significativo de estudos genético-moleculares com
ISSR (PAPLAUSKIENE et al., 2006; NASCIMENTO et al., 2010; CEKSTERYTE et al.,
2012; SHOUHANI et al., 2014; RAHIMI et al., 2016) comparado as formigas, em especial as
formigas cortadeiras.

Para o género Atta 0 uso de marcadores ISSR para estudos de caracterizagdo da
diversidade genética sdo incipientes, tendo sido encontrado na literatura, até o presente
momento, apenas o estudo de Reis et al. (2014), que apresenta a estrutura populacional da
espécie Atta robusta, uma espécie endémica de restingas do Espirito Santo e do Rio de

Janeiro, atualmente ameagada de exting&o.
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2.6.4 ESTUDOS MOLECULARES APLICADOS A FORMIGAS CORTADEIRAS

As formigas cortadeiras tém recebido atencdo em diversos estudos genético-
moleculares e dentre os marcadores moleculares empregados, destacam-se o RAPD
(CARVALHO & VIEIRA, 2000; 2001; GRUTZMACHER et al., 2006; CANTAGALLI et al.
2013), o PCR-RFLP (BEZERRA, 2008), o marcador ISSR (REIS et al., 2014) e o marcador
SSR (FJERDINGSTAD, BOOMSMA & THOREN, 1998; EVISON & HUGUES, 2011;
HUGUES & BOOMSMA, 2004; HELMKAMPF et al., 2008; HUGUES et al., 2009;
CONSTANT et al., 2012); este dltimo um dos mais utilizados em estudos genético-
moleculares com formigas cortadeiras.

Nos ultimos anos, com o grande desenvolvimento tecnoldgico-cientifico, tem sido
possivel a realizacdo de estudos moleculares mais especificos, com objetivo de entender a
evolugdo dos organismos. Desse modo, estudos filogenéticos com formigas cortadeiras tém se
baseado no sequenciamento gendmico nuclear (SHULTZ & BRADY, 2008); ou do genoma
mitocondrial (SOLOMON et al., 2008; RODOVALHO et al., 2014; CRISTIANO et al.,
2016); bem como, o sequenciamento do genoma nuclear e mitocondrial (BACCI JR et al.,
2009; MARTINS JUNIOR, 2011) para estudos de sistematica molecular e filogenia,
respectivamente.

Embora ja exista na literatura estudos genético-moleculares para os géneros Atta e
Acromyrmex, ainda ha poucos estudos que utilizaram marcadores do tipo ISSR, o qual tem se
mostrado menos custoso e mais vantajoso por ndo exigir o sequenciamento gendmico prévio
da espécie-alvo. Portanto, esse marcador pode ser aplicavel ao estudo populacional de Atta
sexdens, uma das espécies de formigas cortadeiras com maior distribuicdo geogréafica
(BORGMEIER, 1959; DELABIE et al., 2011) e com maior potencial de dano econdémico a
pastagens e culturas agricolas (DELLA LUCIA, 1993).

2.6.5 FATORES EVOLUTIVOS EM FORMIGAS CORTADEIRAS

A reconstrucdo da historia evolutiva das Attini demonstrou que a tribo divergiu em

dois clados as Paleoattini e Neoattini, a cerca de 50 milhdes de anos, corroborando com
Holldobler & Wilson (1990) (SCHULTZ & BRADY, 2008).
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O clado Paleoattine constitui-se como 0 mais antigo, sendo formado pelos géneros
Mycocepurus, Myrmicocrypta e Apterostigma que compartilham especificamente uma
mancha clara na asa das fémeas (SCHULTZ & BRADY, 2008). De acordo com Schultz &
Brady (2008) o clado Neoattini apresenta trés divergéncias sucessivas, classificando em grupo
as formigas cultivadoras de fungos: a primeira divergéncia mais basal compreende os géneros
Mycetophylax, Mycetarotes, Mycetasoritis e Cyphomyrmex; a segunda esta representada pelas
Attini superiores ndo cortadoras de folhas Mycetagroicus, Sericomyrmex e Trachymyrmex que
provavelmente deram origem ao terceiro grupo, o mais derivado representado pelas Attini
superiores cortadoras de folhas que compreende 0s géneros Acromyrmex e Atta.

Mais recentemente a descoberta da espécie Cyatta abscondita e posterior analise
filogenética mostrou que essa espécie é cultivadora de fungo. Assim, o clado Neoattini
passou de trés para quatro divergéncias sucessivas, sendo o grupo mais basal agora
representado por Cyatta e Kalathomyrmex; os géneros Mycetophylax, Mycetarotes,
Mycetasoritis e Cyphomyrmex, passam a fazer parte do segundo grupo divergente. O grupo
trés continua representado pelas Attinis superiores ndo cortadoras (Mycetagroicus,
Sericomyrmex e Trachymyrmex) e finalmente, o quarto grupo apresenta os géneros das
formigas cortadoras de folhas Acromyrmex, Pseudoatta e Atta (SOSA-CALVO et al., 2013).

Com base em dados moleculares, as Attinis foram agrupadas, de acordo com o fungo
cultivado em cinco tipos de sistemas de agriculturas: (i) a agricultura primitiva (Lower
Agriculture) composto por 11 géneros (74 espécies) sendo considerado o maior grupo de
agricultores dentre as Attines (SCHULTZ & BRADY, 2008; SOSA-CALVO et al., 2013); (ii)
a agricultura de Coral de Fungos (Coral Fungus Agriculture) apresentando 34 espécies do
género Apterostigma; (iii) agricultura de leveduras (Yeast Agriculture) com 18 espécies do
género Cyphomyrmex; (iv) a agricultura das formigas que ndo possuem o habito de cortar
folhas (Higher Agriculture) praticado por 63 espécies dos géneros Sericomyrmex e
Trachymyrmex e finalmente o grupo (v) das cortadeiras (Leaf-Cutter Agriculture) composto
pelos géneros Atta e Acromyrmex (cerca de 40 espécies) cultivadoras de fungos mais
derivados (SCHULTZ & BRADY, 2008; MEHDIABADI & SCHULTZ, 2009; SOSA-
CALVO etal., 2013).

E sabido que as formigas mais derivadas Atta e Acromyrmex mantém uma relagéo
simbiotica mutualistica com fungos, mas, foi ao longo de sua evolucdo, ha cerca de 50
milhdes de anos atras que essa relacdo se estabeleceu no grupo das cortadeiras (SHULTZ &

BRADY, 2008). Basicamente essa evolugdo simbidtica entre formigas e fungos, pode ser
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explicada por dois modelos. No primeiro modelo, os fungos teriam se desenvolvido no
substrato no interior dos ninhos, as formigas, por sua vez, passaram a se alimentar desses
fungos e com o tempo desenvolveram adaptacdes para seu cultivo. J& no segundo modelo, as
formigas eram utilizadas como vetores de dispersdo pelos fungos e mais tarde, as formigas
teriam evoluido o comportamento de cultivar esses microrganismos (MUELLER et al., 2001).

O mutualismo obrigatério existente entre as formigas cortadeiras e seus fungos pode
ser explicado atraves do primeiro sequenciamento genémico de Atta cephalotes, onde foi
possivel detectar reducdes de genes e perdas de proteinas (ex.: Hexamerina) diretamente
relacionados com a aquisicdo de nutrientes. Evolutivamente essas perdas passaram a ser
compensadas através da pratica de cultivar fungos que fornecem nutrientes sob a forma de
hidratos de carbono e aminoéacidos livres (SUEN et al., 2011).

A jornada das cortadeiras para criacdo de jardins de fungos inicia-se quando uma
rainha apds copular com varios machos (poliandria) parte para a fundacdo de seus ninhos
carregando na cavidade infrabucal micélios flingicos (HOLLDOBLER & WILSON, 1990).
Apds a escavacdo e regurgitacdo do fungo, as rainhas, para formar uma nova colénia, passam
a ovipositar primeiramente operarias fémeas (tamanho pequeno, médio e grande) que irdo
desempenhar diferentes trabalhos no ninho e, posteriormente, individuos reprodutores
(machos e fémeas) (WEBER, 1972). A postura de ovos por uma rainha de formiga-cortadeira
sera garantida por todo o seu periodo de vida, uma vez que 0s espermas recebidos durante a
copula ficardo armazenados na espermateca (podendo ficar ativos por um periodo até 20 anos)
(DELLA LUCIA & SOUZA, 2011). Na espermateca ocorrerd a producdo de proteinas para
garantir o bom acondicionamento e viabilidade dos espermatozoides (MALTA et al., 2014).

Evolutivamente, sabe-se que a poliandria € uma caracteristica derivada em insetos
sociais (EVISON & HUGUES, 2011), porém este comportamento é custoso as rainhas, pois,
estas ficam mais sujeitas a exposicdo a parasitas sexualmente transmissiveis, ao risco de
predacdo fora do ninho e ao gasto de energia necessario para copular com varios machos
(WEBER 1972; EVISON & HUGUES, 2011). Mesmo assim, existem hipdteses que explicam
as vantagens obtidas a partir do multiplo acasalamento, uma vez que, potencializa 0 aumento
da diversidade genética intra-colonial (BOOMSMA, FJERDINGSTAD, FRYDENBERG,
1999; EVISON & HUGUES, 2011), aumenta a vida reprodutiva util das fémeas e a defesa
contra patdégenos (BOOMSMA, FJERDINGSTAD, FRYDENBERG, 1999) bem como,

melhora a divisdo do trabalho, jA que as operarias tornam-se mais adaptadas as tarefas
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especificas da colonia e as condicbes ambientais (HUGUES & BOOMSMA, 2007;
OLDROYD & FEWELL, 2007; CONSTANT et al., 2012).

Evison & Hugues (2011) explicam que no grupo das formigas cortadeiras existe uma
alta taxa poliandrica e ha influencia da diversidade genética sobre as diferentes castas
presentes em seus ninhos. Os autores afirmam ainda que a divisdo do trabalho, incluindo a
derivacdo do habito cortador de folhas, seria o elemento crucial que potencializou a evolugao
da poliandria no grupo das formigas cortadeiras. Assim, é provavel que a evolugédo das castas
e as suas respectivas especializagdes comportamentais, vistas em insetos sociais, seja fruto de
uma complexa interagdo entre 0 meio ambiente e fatores genéticos promovidos através da
poliandria (EVISON & HUGUES, 2011). Além disso, a divisdo do trabalho entre individuos
eussociais € afetada pela idade, experiéncia, tamanho corporal, morfologia e fisiologia
(HOLLDOBLER & WILSON, 1990; ROBINSON, 1992, 2009; RAVARY et al., 2007;
JOHNSON, 2010).

Considerando a ocorréncia de poliandria em cortadeiras, tanto rainhas da espécie Atta
colombica quanto da espécie Atta sexdens chegam a obter uma média de 2,6 cruzamentos com
machos, sendo que a média efetiva de paternidade chega a 2,31 (FJERDINGSTAD,
BOOMSMA & THOREN, 1998; FJERDINGSTAD & BOOMSMA, 2000). Entretanto, as
rainhas de Acromyrmex octopinosus apresentam uma média de acasalamento com cerca de 6,1
machos (BOOMSMA, FJERDINGSTAD, FRYDENBERG, 1999), sendo este valor bem
maior aos que foram encontrados para o género Atta, embora este grupo tenha sido registrado
como um dos mais proeminentes em relacdo a complexidade na divisdo do trabalho (EVISON
& HUGUES, 2011).

Como pode ser visto, a poliandria potencializa o aumento da diversidade genética
intracolonial, torna col6nias mais resistentes a doencas e contribui significativamente para o
comportamento eussocial. Contudo, ha outros mecanismos que podem auxiliar na protecédo
das col6nias, tais como as estruturas envolvidas na assepsia, a exemplo das glandulas
mandibulares (BROUGH, 1983) e glandulas metapleurais (VEAL et al., 1992). Dessa
maneira, sao varios mecanismos genéticos, morfofisioldgicos e ecoldgicos que se interagem a
fim de permitir que esses organismos eussociais obtenham sucesso reprodutivo e mantenham

suas coldnias no ambiente por vérias geragoes.
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RESUMO

As formigas cortadeiras (Atta e Acromymex) se destacam tanto como praga
agricola, como pelo potencial modificador de ambientes naturais e antropizados.
Considerando a importancia ecologica e econbémica das formigas cortadeiras,
estudos genético-moleculares tém sido realizados com vistas ao entendimento da
diversidade e estrutura genética das suas populac¢des. Visando contribuir para o
avanco de estudos genéticos para Atta sexdens, espécie de mais ampla distribuicao
do género e considerada como principal praga agricola, objetivou-se comparar a
eficiéncia de seis protocolos de extracdo de DNA, bem como, testar o uso de
diferentes partes do corpo da formiga para a obtencdo de DNA gendmico para essa
espécie. Os resultados revelam que trés protocolos (P1, P4 e P5) foram mais
eficientes para a extracdo de DNA gendmico. Além disso, verificou-se a influéncia da
utilizacao de diferentes partes do corpo da formiga na obtencdo de DNA genémico,
sendo os tratamentos ‘Mesossoma, Pernas e Gaster’ e ‘Corpo Inteiro’, aqueles que
possibilitaram a obtencdo de maior quantidade e qualidade de DNA. Este estudo
comprova a eficiéncia de trés protocolos de extragcdo dentre os seis que foram
testados para A. sexdens, podendo-se utilizar o Corpo Inteiro da formiga, retirando
apenas o Gaster para a maceracao, caso o destino do material extraido seja para
estudos com marcadores moleculares dominantes.

PALAVRAS-CHAVE: Formiga cortadeira, genética molecular, inseto social.

COMPARISON OF PROTOCOLS FOR THE EXTRACTION OF GENOMIC DNA OF
THE SPECIES Atta sexdens (HYMENOPTERA: FORMICIDAE)

ABSTRACT
Leaf-cutting ants (Atta and Acromymex) stand out as both agricultural plague and
their potential modifier of natural and anthropized environments. Considering the
ecological and economic importance of leaf-cutting ants, genetic-molecular studies
have been carried out with a view to understanding the diversity and genetic
structure of their populations. Aiming to contribute to the advancement of genetic
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studies for Atta sexdens, a species with the broadest distribution of the genus and
considered as the main agricultural pest, the objective was to compare the efficiency
of six DNA extraction protocols, as well as to test the use of different parts of the
genus ant body to obtain genomic DNA for this species. The results show that three
protocols (P1, P4 and P5) were more efficient for extracting genomic DNA. In
addition, the influence of the use of different parts of the ant body on obtaining
genomic DNA was verified, being the treatments 'Mesosoma, Legs and Gaster' and '
Full Body', those that enabled the obtaining of greater quantity and quality of DNA.
This study proves the efficiency of three extraction protocols among the six that were
tested for A. sexdens, using the whole body of the ant, only removing the gaster for
maceration, if the destination of the extracted material is for studies with dominant
molecular markers.

KEYWORDS: leaf-cutting ant, molecular genetics, social insect.

INTRODUCAO

As formigas constituem um grupo de sucesso dentre 0s animais
invertebrados, sendo parte desse grupo conhecido como formigas cortadeiras
(Myrmicinae: Attini) (WARD et al., 2014), cuja distribuicAo abrange a regido
Neotropical (HOLLDOBLER & WILSON, 1990). As formigas cortadeiras
compreendem 0s géneros Atta e Acromyrmex que ao longo de milhdes de anos
desenvolveram o habito de cultivar fungos (WARD et al., 2014). Para tanto, estas
formigas, em geral desempenham a sua atividade forrageadora em busca de folhas,
flores e frutos, os quais sao cortados e levados para a colonia para serem utilizados
como substrato pelo fungo simbionte.

Atta sexdens € uma espécie de formiga cortadeira popularmente conhecida
como saulva e promove intensa atividade desfolhadora dos vegetais estabelecidos
préximos aos seus ninhos, o que leva essas formigas a serem consideradas como
“pragas” as culturas agricolas (HOLLDOBLER & WILSON, 1990). Por outro lado,
durante a fundacdo e manutencédo do ninho no ambiente estas formigas contribuem
para mudancas fisico-quimicas e biolégicas favoraveis ao desenvolvimento vegetal
(HOLLDOBLER & WILSON, 1990), fato que as transformam em engenheiras dos
ecossistemas (HOLLDOBLER & WILSON, 1990; LEAL et al., 2014).

Diante da importancia ecoldogica e econbmica, as formigas cortadeiras tém
sido alvo de estudos associados a biologia, comportamento e genética populacional.
No que diz respeito a estudos genéticos moleculares, a utilizacdo de diferentes
protocolos de extracdo de DNA gendmico tem se mostrado necesséaria para a
realizagdo das mais diversas técnicas moleculares.

Segundo ASGHAR et al. (2015) a extracdo do DNA dos insetos pode ser
realizada usando desde técnicas moleculares mais simples até as mais avancadas.
A selecdo da técnica de extracdo de DNA, independente dos organismos a ser
avaliado, depende da amostra estudada, do tempo necessario para a extracao,
suporte econdmico da técnica (devido aos reagentes e equipamentos utilizados na
extracdo) e mais importante, a qualidade do DNA extraido. Neste sentido,
comumente sao realizados estudos de comparacao e otimizacdo de protocolos para
extracdo de DNA (SCALDAFERRI et al., 2013; DALBOSCO et al., 2015; VIANA et
al., 2015; ZORTEA et al., 2016).

Na literatura ha registro de diferentes métodos de extracdo de DNA que tém
sido utilizados para formigas cortadeiras (DOYLE & DOYLE, 1990; WALDSCHMIDT
et al., 1997). No entanto, ha apenas um registro de estudo avaliando protocolos de
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extracdo com A. sexdens (CARVALHO & VIEIRA 2001) para determinar a eficiéncia
na obtencdo de DNA gendmico desta espécie. Neste estudo os autores detectaram
diferenca na qualidade e quantidade do DNA obtido para a subespécie A. sexdens
rubropilosa. Entretanto, o estudo citado ndo determinou se existe alguma influéncia
das partes do corpo da formiga utilizadas para obtencdo de DNA gendmico.

Em relacdo a fonte de tecido utilizada para extracdo de DNA gendmico de
formigas cortadeiras os registros na literatura apontam para o uso de diferentes
tecidos, a exemplo da: Cabeca (CARVALHO & VIEIRA, 2001; CANTAGALLI et al.,
2013), Cabeca e Mesossoma (REIS et al., 2014) e Corpo Inteiro (GRUTZMACHER
et al., 2002; KAKAZU et al., 2013), inexistindo contudo comparagédo que possibilite
justificar a escolha de um tecido em detrimento do outro.

Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo comparar a eficiéncia
de seis protocolos de extracdo de DNA gendmico em Atta sexdens, bem como testar
qual a parte do corpo desta espécie seria mais eficiente para potencializar a
obtencéo de DNA gendmico.

MATERIAL E METODOS

Foram coletados espécimes de Atta sexdens em col6nias localizadas em um
fragmento de Floresta Estacional Semidecidual (15°15"S e 040°17'O), popularmente
conhecida como “mata de cipd”, localizada nas proximidades da UESB, campus de
Itapetinga, Bahia. Os espécimes coletados foram armazenados em Ultra-Freezer no
Laboratorio de Genética Molecular Aplicada - LGMA (UESB, Itapetinga). Para os
testes foram utilizados seis protocolos de extracdo de DNA gendmico disponiveis na
literatura e ja adotados por varios grupos de pesquisas para diferentes espécies
vegetais, a saber: SUNNUCKS & HALES (1996), método DOYLE & DOYLE (1990),
método modificado por STORCHOVA et al. (2000), método modificado por RUSSEL
et al. (2010), MOGG & BOND (2003) e BARNWELL et al. (1998). Neste estudo os
protocolos acima citados foram identificados respectivamente, como P1, P2, P3, P4,
P5 e P6.

Para todos os protocolos foram consideradas a utilizacdo das seguintes
partes do corpo como fontes de tecido: ‘Cabega’ (CB), ‘Mesossoma, Perna e Gaster’
(MPG), e ‘Corpo Inteiro’ (Cl). As extracdes foram realizadas em duplicatas, sendo
utilizada em cada uma das extracdes cinco operarias médias de tamanho médio
1,5mm (independente de protocolo e fonte de tecido utilizado). Apds serem
maceradas em solugdo tampéo (com volume padronizado de 750 pl) o material foi
transferido para tubos eppendorfs de 2 mL e, por fim, quando ja obtido o DNA
gendmico da espécie, as amostras foram armazenadas em tubos de 1,5 ml a 4° C.

A qualidade das extracdes foi avaliada em gel de agarose a 1% (m/v) por
eletroforese (90 min sob uma corrente elétrica de 90 V) e visualizados com o tampéao
Gel Red (adotando-se as especificacbes do fabricante) num sistema de
documentacéo fotografica Kodak, com a incidéncia de luz UV. Para quantificacdo da
concentracdo de DNA (ng/ml-1) adotou-se um marcador de peso padrédo (DNA
Lambda né&o digerido) nas concentracdes de 50, 100 e 200ng de DNA por microlitro.
A quantificacdo espectrofotométrica também foi realizada utilizando o Biodrop
(Whitehead Scientific) considerando as razfes Asorso, (Onde Az equivale aos
valores quantificados de acidos nucléicos e, A,gy equivale aos valores proteina nas
amostras analisadas) para estimativa da concentracdo e da qualidade do DNA
obtido.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi observada diferenca na eficiéncia dos seis protocolos quanto a quantidade
e qualidade do DNA extraido para Atta sexdens, bem como se observou influéncia
do tecido utilizado na extracdo. Os resultados da eletroforese revelam que o0s
melhores protocolos para a extracdo de DNA gendmico, tendo-se como base a
qguantidade de DNA estimada e o sucesso da extracdo a partir dos diferentes
tecidos, foram P1, P4 e P5 nos quais todos os tecidos (CB, MPG e CI) apresentaram
DNA com padrdo de banda desejado no gel de agarose (i.e., banda visivel e com
pouco arraste indicando maior integridade do DNA obtido). Em relacdo aos
protocolos que nao se mostraram eficientes para todas as amostras, mas
apresentaram extracdes de DNA para algumas das partes do corpo, destacaram-se
P2 para os tecidos MPG e CI, P3 para os tecidos MPG e CIl e também P6 para o
tecido CI (Figura 1).

A Pl P2 P3 A
200 100 50 CB CB MPG MPG CI (I CBCB MPGMPG CI CI CB CB MPG MPG CI CI 200 100 50

A P4 P5 P6 A

200 100 CB CB MPG MPG CI CI CBCB MPGMPG CI CI CB CB MPG MPG CI CI 200 100 50

FIGURA 1. DNA gendmico da formiga cortadeira Atta sexdens obtido a
partir de seis protocolos de extracdo P1 a P6 que correspondem
respectivamente aos protocolos: SUNNUCKS & HALES (1996),
método DOYLE & DOYLE (1990), método modificado por
STORCHOVA et al. (2000), método modificado por RUSSEL et
al. (2010), MOGG & BOND (2003) e BARNWELL et al. (1998).
Para a espécie A. sexdens, utilizou-se diferentes partes do corpo
como fonte de tecido para extragao (‘CB — ‘Cabega’; MPG —
‘Mesossoma, Pernas e Gaster’; Cl — ‘Corpo Inteiro’). O marcador
de peso padrdo (DNA Lambda néo digerido) foi adotado nas
concentragdes de 200, 100 e 50 ng de DNA Lambda (Invitrogen).
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Os protocolos de extracdo de DNA aplicados no presente estudo vem sendo
utilizados em extracdes de DNA gendmico de plantas com diferentes finalidades
(CERQUEIRA-SILVA et al., 2014; DALBOSCO et al., 2015; SANTOS et al. 2015;
ZORTEA et al., 2016; ROCHA et al., 2016) e com exce¢do do Protocolo 2, nédo
haviam sido testados para espécies de animais, tampouco havia registro de
comparacdo entre estes em relagdo aos diferentes tecidos utilizados para a
obtencdo de DNA gendmico de formigas cortadeiras.

Ao utilizar os seis protocolos de extracdo deste estudo, porém com a espécie
de planta Croton linearifolius (Euphorbiaceae), SCALDAFERRI et al. (2013)
registraram o P1 como o menos eficiente e os demais protocolos como satisfatorios
para a extracdo de DNA de C. linearifolius. Tal contraste deve estar associado as
grandes variacdes entre o material biolégico utilizado nesses dois estudos, sendo
esperada a existéncia de compostos secundarios distintos entre tecidos de vegetais
e de insetos.

Os seis protocolos testados, no presente estudo, apresentaram técnicas de
extragcdo mais econdmicas, variando a composicdo das solu¢des tampao: Dodecil
Sulfato de Sddio ‘SDS 10%’ (P1), Brometo de Cetil Trimetil de Aménia ‘CTAB’ 5%
(P2), ‘Manitol’ (P3), Sorbitol (P4), ‘'SDS 0,7% e Cloreto de sédio ‘NaCl’ (P5), e por fim
‘CTAB’ 2% (P6).

Os melhores protocolos de extracdo foram P1, P4 e P5 (SDS 10%, Sorbitol, e
‘SDS e NaCl’, respectivamente), seguido dos demais protocolos P2, P3 e P6
(‘CTAB’, ‘Manitol’, e ‘CTAB e NaCl’, respectivamente) que foram menos indicados
para extracdo de DNA de Atta sexdens. A diferenca na qualidade de extragcao
observada em relacdo aos protocolos utilizados pode ser explicada em parte pelos
tipos de reagentes e solu¢des que as compdem, sendo que a solucdo tampao tem
importancia fundamental no rompimento da membrana celular dos tecidos animais
utilizados. O ‘SDS’ e o ‘CTAB’ sdo compostos organicos com propriedades
surfactantes (anidnicas) usado para ajudar a lise celular. Além disso, o ‘SDS’ pode
agir também desnaturando proteinas.

Esses dados corroboram em parte com os resultados obtidos por CARVALHO
& VIEIRA (2001), pois um dos protocolos indicados por estes autores apresentou
solucéo tampéo composto por ‘SDS’. Em relagdo ao protocolo com menor qualidade
na extracdo de DNA, (DOYLE & DOYLE, 1990), este era composto pela solucdo
tampao ‘CTAB’, utilizada nos protocolos P2 e P6 do presente trabalho. Segundo
CARVALHO & VIEIRA (2001), a concentragdo de ‘CTAB’ utilizada no tampao (5%)
pode ter sido inadequada para a extracdo de DNA de Atta sexdens rubropilosa.
Corroborando com os resultados obtidos neste estudo, os protocolos que se
mostraram menos adequados para a extracdo de DNA de Atta sexdens foram os
protocolos que apresentaram em sua composig¢ao solugao tampao contendo ‘CTAB’
(2% e 5%) e, além disso, o protocolo que continha em sua composicao a substancia
‘Manitol’.

GRUTZMACHER et al. (2002) mesmo ndo encontrando diferenca quanto a
obtencdo de DNA gendmico entre 0s quatro protocolos que testaram para
Acromyrmex heyeri, indicaram preferencialmente o uso de protocolos com baixo
custo, rapidez, praticidade e menor agressividade ao meio ambiente (priorizando a
auséncia ou reducao de produtos tdo toxicos, como é o caso do fenol, presente em
muitos protocolos de extracdo de DNA). Portanto, se faz necessario na etapa de
extracdo de DNA gendmico a avaliagdo do custo-beneficio que cada protocolo pode
oferecer, a fim de minimizar os impactos negativos gerados com as diferentes
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aplicacoes das técnicas de extracdoes de DNA gendmico realizadas para varias
espécies.

Para o grupo dos insetos, ASGHAR et al. (2015) apontam as técnicas Chelex,
Chargswitching, DNAzol e prepGEM como mais rentaveis por fazer uso de pequeno
namero de reagentes, por haver menor necessidade de gestdo de residuos e
propiciar a extragdo rapida com obtencdo de DNA (entre 10 - 40 min). Apesar da
relacdo custo-beneficio das técnicas apontadas pelos autores, estudos com formigas
cortadeiras fazem uso de técnicas de extracdo ainda mais simples e menos
custosas, porém com maior gasto de tempo para extracdo de DNA genémico de A.
sexdens.

Conforme os tratamentos utilizados neste estudo, € possivel indicar, ao
menos nas condi¢des testadas, o uso do tecido MPG, seguida pelo uso do tecido ClI,
como sendo os mais adequados para extracdo de DNA em Atta sexdens. Embora as
partes MPG e CI tenham sido os tecidos com maior qualidade de DNA, ressalta-se a
necessidade de retirada do Gaster quando o objetivo do estudo envolver o
sequenciamento e/ou estudo de polimorfismo baseado em marcadores arbitrarios
(ndo espécie-especificos). Esse cuidado é necessario para evitar que possiveis
contaminacgdes presentes no Gaster do individuo (restos de alimentos) possam levar
a falhas na genotipagem. Como todas as formigas cortadeiras (Atta e Acromyrmex)
possuem morfologia corporal muito similar entre si (BACCARO et al.,, 2015),
certamente os resultados apresentados quando a melhor parte do corpo para fazer
extracdo de DNA também podem ser aplicados as demais espécies de cortadeiras.

Considerando os resultados de quantificacdo espectrofotométrica, realizada
com o Biodrop, observou-se resultados diferentes em relacdo aos protocolos com
maior e menor concentracao estimada de DNA, tendo o protocolo trés apresentado
valores da razdo Agzeo/A2so igual a 2.13 (para CB), enquanto o protocolo seis
apresentou valor igual a 9.56 (para CB) (Tabela 1).

A existéncia de impurezas de natureza proteica e de &cidos nucleicos foi
observada nas extracOes realizadas, visto que 0s protocolos apresentaram valores
de Ageo/Azgo inferiores ou maiores que 1.8 (Tabela 1). As amostras que
apresentaram contaminagdo por proteinas foram P1 (MPG), P4 (MPG e CIl) e P6
(C). Todas as amostras com valores maiores que 1.8 e proximos a 2.0
apresentaram presenca de RNA (CB: P1, P2, P3, P4, P5; MPG P6; Cl P2). As
amostras mais puras pertenceram aos protocolos P1 (Cl = 1.85), P2 (MPG = 1.85) e
P5 (MPG = 1.89, Cl = 1.84), pois obtiveram média proxima a 1.8.

As estimativas de contaminantes podem ser justificadas devido a auséncia de
Proteinases e Rnases nas solucdes de extracdo adotadas nos protocolos testados.
A presenca de proteinas nas amostras analisadas, poés-extracdo, também foi
observada no estudo realizado por VIANA et al. (2015), que utilizaram oito
protocolos de extracdo para a palmeira Babassu (Orbignya phalerata) e encontraram
variacdo na pureza das amostras entre os protocolos testados.

A presenca de residuos de RNA, e mesmo de proteinas, em amostras que
serdo utilizadas para estudos de diversidade com marcadores moleculares, via de
regra, ndo se apresenta como limitacdo. Além do que, testes preliminares de
amplificacdo, comumente realizados em estudos dessa natureza, poderdo confirmar
em cada caso, a necessidade de uso de Rnases. A auséncia de influéncia de tais
contaminantes em reacdes de PCR foi verificada por SCALDAFERRI et al. (2013).
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TABELA 1. Média geral da quantificacdo espectrofotométrica das extracOes
realizadas com seis protocolos (*descrigcao) utilizando os diferentes
tecidos da espécie Atta sexdens: Cabeca (CB), Mesossoma, Pernas e
Gaster (MPG), Corpo Inteiro (Cl). Para a obtencdo desses valores
foram realizadas trés leituras em cada repeticdo (fonte de tecido x
protocolo) e posteriormente calculou-se a média. Considerou-se o valor
de absorbancia das razdes Asonso para estimativa da pureza das

amostras.
Protocolo 1 Protocolo 2
Tecido Absorbancia Tecido Absorbancia
Azeo Azgo Ageol2so NG/ Pl Ageo  Azgo  Ageozso NG/
CB 0,18 0,12 1.92 136,63 CB 0,10 0,06 2.01 90,84
MPG 0,09 0,25 1.71 50,64 MPG 0,16 0,10 1.85 126,17
Cl 0,24 0,15 1.85 184,07 Cl 0,79 0,37 1.97 729,83
Protocolo 3 Protocolo 4
Tecido Absorbancia Tecido Absorbancia
Aseo Azgo  Azeopso NG/ pl Azeo  Acgo  Ageopso NG/ pl
CB 0,02 0,01 2.13 2650,32 CB 0,02 0,01 205 20,9
MPG 0,02 0,02 2.11 15,68 MPG 0,02 0,01 1.77 11,51
Cl 0,03 0,02 1.82 20,24 Cl 0,04 0,03 1.68 991,03
Protocolo 5 Protocolo 6
Tecido Absorbancia Tecido Absorbancia
Azeo Azgo  Aoeorpso NG/ pl Azeo  Acgo  Ageopso NG/ pl
CB 0,04 0,01 2.10 51,50 CB -0,02 -0,03 9,57 2.367,6
MPG 0,26 0,21 1.89 209,68 MPG 0,02 0,00 2.04 48,30
Cl 0,28 0,18 1.84 215,37 Cl 0,15 0,09 1.65 141,41

*Descricdo dos Protocolos: P1-SUNNUCKS & HALES (1996); P2-Método DOYLE &
DOYLE (1990); P3-Método modificado por STORCHOVA et al. (2000); P4-Método
modificado por RUSSEL et al. (2010); P5-MOGG & BOND (2003); P6- BARNWELL
et al. (1998).

Em sintese, de acordo com a quantificacdo espectrofotométrica analisada
para todas as amostras, 0s melhores protocolos (citando-0s na categoria
decrescente a partir do melhor valor quantificado na extracdo) foram P1, P2, P5, P4,
P3 e P6. Corroborando em grande parte os dados obtidos para a andlise feita a
partir do gel de eletroforese, onde foi observado como melhores protocolos P1, P4 e
P5. Ao avaliar a fotografia do gel de agarose, comparativamente com os dados
espectrofotomeétricos, observou-se que as amostras CB e MPG de P3, e CB de P2
ndo permitiram visualizacdo no gel apesar dos valores de absorbéncia serem
significativos (CB= 2.13 e MPG=2.11, P3; CB= 2.01, P2), o que pode ser explicado
porque apesar da presenca de &cidos nucléicos, as amostras encontravam-se
degradadas impedindo que houvesse a formacdo de marcas, sendo possivel
visualizar apenas o arraste no gel. Esse mesmo resultado pode ser observado para
a amostra CB de P6, cujo valor de absorbéancia Azeo/Azgo foi igual a 9.56.

No geral, considera-se que a amostra do tecido Cl pertencente aos
protocolos P1, P2, P3 e P5, que por sua vez, correspondem a metade dos
protocolos utilizados neste estudo, apresentaram valores da razao Azeo/Azso entre
1.8 e 2.0 e por isso a analise espectrofotométrica confirma as boas condi¢cdes de
extracdo de DNA para a espécie Atta sexdens ja indicada pela analise do gel.
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CONCLUSOES

A eficiéncia diferenciada dos protocolos foi confirmada, sendo possivel, a
despeito da possibilidade de uso de diferentes protocolos, indicar preferencialmente
o protocolo SUNNUCKS & HALES (1996), seguido dos protocolos Método
modificado por RUSSEL et al. (2010) e MOGG & BOND (2003) para extracao de
DNA em Atta sexdens. Nao foi constatada a necessidade de separar partes do corpo
para a extracdo, sendo possivel, ao menos para 0s protocolos selecionados a
utilizacdo do Corpo Inteiro da formiga, para obtencdo de melhor obtencdo de DNA
gendmico de A. sexdens.
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Resumo: Com o intuito de gerar subsidios para realizacdo de estudos genéticos em formiga
cortadeira (especificamente Atta sexdens), caracterizou-se o padrdo de amplificagdo de DNA
gerado por iniciadores ISSR. Para tanto, operarias médias de A. sexdens tiveram DNA
gendmico extraido utilizando a cabeca, mesossoma e pernas. Os padres de amplificacdo
foram analisados em géis de agarose 2%. Dentre os 23 iniciadores ISSR testados 17 geraram
produtos de amplificagdo (sendo 12 destes iniciadores classificados como “tipo ideal” e cinco
como “tipo razoavel”). O percentual de polimorfismo variou entre 0% (iniciadores
TRICAC3’YC, TRITGT3’YC, TRIACA3’RC, TRITGG3’RC, TRICGA3’RC,
TRIGCA3’RC) e 100% (iniciador DiCA 3°YG). Os resultados atestam que os iniciadores
ISSR selecionados apresentam um grau de polimorfismo adequado e, portanto, sdo adequados
para estudos de diversidade genética em formigas cortadeiras, especialmente para A. sexdens.
Palavras-chave: formigas cortadeiras, ISSR, marcadores moleculares, “satva”

Abstract: In order to generate subsidies for the genetic studies on cutter ant (specifically Atta
sexdens), the pattern of DNA amplification generated by ISSR primers was characterized. For
this, average workers of A. sexdens had genomic DNA extracted using the head, mesosome
and legs. Amplification patterns were analyzed on 2% agarose gels. Among the 23 ISSR
primers tested 17 generated amplification products (12 of these primers being classified as
"ideal type™ and five as "reasonable type™). The percentage of polymorphism ranged from 0%
(TRICAC3’YC, TRITGT3’YC, TRIACA3’RC, TRITGG3’RC, TRICGA3’RC,
TRIGCA3’RC) to 100% (DiCA3'YG). Therefore, they are suitable for studies of genetic
diversity in leaf-cutting ants, especially for A. sexdens.

Keywords: leaf-cutting ant, ISSR, molecular markers, “satva”

1. Introducéo

As regides ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) constituem-se sequéncias de 100 a
3.000 pares de bases contidas no genoma, localizadas entre sequéncias microssatélites que
podem ser acessadas a partir de marcadores ISSR (Zietkiewicz et al., 1994). Os ISSR
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possuem heranca de padrdo dominante (ndo diferindo os loci em homozigose dos em
heterozigose) (Faleiro, 2007) e baseiam-se na técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction)
com a aplicacdo sendo realizada a partir de iniciadores que tém de 16 a 25 pares de bases
(Zietkiewicz et al., 1994).

Os marcadores ISSR sdo amplamente utilizados em estudos genéticos, visto que sao
potencialmente aplicaveis para qualquer espécie, ndo exigindo sequenciamento prévio
(Faleiro, 2007), além do que oferecem vantagens por gerar numero significativo de
sequéncias polimorficas (Nagaoka & Ogihara, 1997). Portanto, sdo destinadas a estudos
genéticos de fingerprinting, diversidade genética e andlise filogenética (Faleiro, 2007).
Considerando as vespas, abelhas e formigas (classe Insecta, ordem Hymenoptera) é possivel
verificar um nimero bem superior de estudos com estes marcadores em espécies pertencente
ao grupo das abelhas (Ceksteryte et al., 2012, Shouhani et al., 2014, Rahimi et al., 2016) e
vespas (De Leon et al., 2010, Ardeh, 2013) quando comparado ao grupo das formigas, em
especial as formigas cortadeiras (Reis et al., 2014).

As formigas cortadeiras, Atta e Acromyrmex, S40 0rganismos eussociais cujas
caracteristicas biologicas Ihe permitem nidificar tanto em ambientes naturais, como em
ambientes modificados pela acdo antropica (Holldobler & Wilson, 1990, Vasconcelos et al.,
2006). Atta sexdens (Myrmicinae: Attini) ou “sativa”, como ¢ popularmente conhecida,
realiza intensa atividade forrageadora em busca de partes vegetais para o cultivo do fungo
simbionte (Holldobler & Wilson, 1990). Devido ao habito de cortar folhas A. sexdens é
considerada uma praga importante na agricultura e silvicultura brasileira (Della Lucia, 1993).

Estudos ecoldgicos e genéticos contribuem para a compreensdo das populagbes de
formigas cortadeiras em diversos ambientes (Cantagalli et al., 2013, Reis et al., 2014).
Entretanto, para A. sexdens ha caréncia de estudos genético-moleculares. Uma importante
etapa na realizacdo de estudos genético-moleculares é a caracterizacdo e a selecdo de
marcadores adequados (com boa visualizagdo dos produtos de amplificacdo, reprodutibilidade
e presenga de polimorfismo). Neste contexto, objetivou-se caracterizar o padrédo de
amplificacdo de 23 marcadores ISSR e selecionar um conjunto de marcadores que
potencialize o sucesso de estudos genético-populacionais de A. sexdens.

2. Materiais e métodos

O material bioldgico utilizado para as extracbes de DNA e posteriores testes de
amplificacdo é oriundo de expedicdo de coleta realizada em quatro ninhos localizados no
fragmento de Floresta Estacional Semidecidual ou “mata de cip6” (15°15"S e 040°17'N), em
Itapetinga, Bahia. Foram coletadas quatro amostras, sendo cada uma destas compostas por
cinco individuos (operarias médias 1,5mm), totalizando 20 formigas. As amostras foram
armazenadas em eppendorfs contendo alcool 70% para manter a integridade do material
bioldgico até que se procedesse a etapa de extragao.

A extracdo de DNA gendmico de cada amostra (mix de cinco formigas) foi realizada
pelo método descrito por Sunnucks e Halles (1996), sendo este definido como mais adequado
para A. sexdens a partir de testes previamente realizados (Matos-Oliveira et al., 2015). As
andlises quali-quantitativas das extracGes foram avaliadas em eletroforese em gel de agarose
1% (durante 90 minutos em uma corrente elétrica de 90 V) e visualizados com tampao Gel
Red (adotando-se as especificagOes do fabricante) em sistema de fotodocumentacdo Kodak,
com a incidéncia de luz ultravioleta. Apds extracdo, as amostras foram armazenadas em
ultrafreezer no Laboratério de Genética Molecular Aplicada da Universidade Estadual do
Sudoeste da Bahia, campus de Itapetinga.

O padrdo de amplificacéo de 23 iniciadores ISSR foi caracterizado de acordo com o
proposto por Santos et al. (2011). As amplificagdes foram conduzidas em termociclador MJ
96 (Biocycler) em um volume total de 15 pL e 15 ng do DNA extraido, tampdo de PCR 1X
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(20 mM Tris-HCI [pH 8,4] e 50 mM de KCI), 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM de cada dNTP, 1 pM
do marcador e 1U de polimerase de DNA Taq (Invitrogen, Carlsbad, Califérnia, EUA). O
programa de amplificacdo adotado para as reacfes de PCR foi: 94°C durante 5 min, seguido
por 34 ciclos (94°C por 50 s, 48°C por 60 s e 72°C por 60 s) e extenséo final de 72°C por 5
min. Os produtos de amplificacdo foram separados em eletroforese em gel de agarose a 2%
(m/v) em tampao de corrida TBE 1X e 120 volts por 2 horas. A coloragédo do gel e a aquisi¢do
de imagens foram realizadas como descrito para a quantificacdo de acidos nucléicos.

Os iniciadores foram classificados a partir do padrdo de amplificacdo em: (i) Ideal -
amplificacdes em todas as amostras e com facil visualizacéo, (ii) Razoavel - amplificacdo em
partes das amostras e/ou com dificil visualizacdo e (iii) Ausente - auséncia de produtos de
amplificacdo visivel (Figura 1).

Andlises descritivas considerando o total de marcas e o ndmero de marcas
monomorficas (presentes em todas as amostras) e polimorficas (ausente em ao menos uma das
amostras) também foram realizadas.

3. Resultados e Discussao

Aproximadamente 75% dos 23 iniciadores testados possibilitaram a amplificacdo de
fragmentos Uteis para estimativas genéticas, sendo 12 destes classificados como ideais e cinco
classificados como razoaveis (Figure 1; Tabela 1).

Padrio de Amplificacao
Ideal Razoavel Ausente

TRITGT3’YC DICA3YG TRIGTG3’YC

Figura 1 - Exemplo ilustrativo da classificacdo do
padrdo de amplificagdo observado a partir de trés
dos 23 iniciadores ISSR testados para espécie Atta
sexdens. O padrdo observado com o iniciador
TRITGT3’YC também observado para outros 11
iniciadores, sendo por sua vez o padrdo observado
para DICA3°’YG e TRIGTG3’YC observado para
outros 4 e 5 iniciadores, respectivamente.

Foram observadas um total de 88 marcas (aproximadamente cinco marcas por
marcador), sendo observada uma ampla variacdo em relacdo ao nimero de marcas (entre duas
e nove) e em relacdo ao percentual de polimorfismo (entre 0% e 100%) (Tabela 1). Destaca-
se que a maioria dos padrdes de amplificacdo gerados (independente da classificacdo) foram
polimorficos, atestando para eficiéncia dos marcadores ISSR em identificar polimorfismo.
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Considerando estudos de diversidade genética ja realizados com insetos, onde o

namero de iniciadores utilizados variou entre cinco (Shouhani et al., 2014),

nove

(Nascimento et al., 2010) e 15 (Zhu et al., 2012), é esperado que os 17 iniciadores
caracterizados com padrdo de amplificacdo ideal ou razoavel possibilitem a conducdo de
robustas estimativas genéticas para A. sexdens.

Tabela 1. Descricao do padrdo de amplificacdo observado a partir de 23 iniciadores ISSR em

amostras de DNA gendmico da formiga cortadeira Atta sexdens.

Iniciadores Ndmero de marcas ) )
Polimorfismo  Padrdo de
(%) amplificacao
Nome Sequéncia Total Monomorficas Polimdrficas
DIGA3’G (CA)G — — — — Ausente
DICA3’RG (CA)SRG — — — — Ausente
DICA3’YG (CARYG 7 0 7 100% Razoavel
DIGA3’C (GA)sC 6 3 3 50% Ideal
DIGA3’RC (GARC 4 1 3 75% Razoével
DIGA3’T (GA)T 5 3 2 40% Ideal
TRICAC3’RC (CAC)sRC 5 4 1 20% Ideal
TRICAC3’YC (CAC)sYC 3 3 0 0% Ideal
TRICAC5’CY CY(CAC)s 5 1 4 80% Ideal
TRICAG3’RC (CAG)sRC — — — — Ausente
TRIGTG3’YC (GTG)sYC — — — — Ausente
TRITGT3’YC (TGT)sYC 5 5 0 0% Ideal
TRIAAC3’RC (AAC)sRC 9 1 8 89% Ideal
TRIAAG3’RC (AAG)sRC 9 5 4 44% Ideal
TRIACA3’RC (ACA)sRC 3 3 0 0% Ideal
TRIAGA3’RC (ACG)sRC 5 4 1 20% Razoavel
TRITGG3’RC (CGC)sRC 4 4 0 0% Ideal
TRICGA3’RC (GCA)sRC 3 3 0 0% Ideal
TRICGC3’RC (GGA)sRC 5 2 3 60% Razoavel
TRIGAC3’RC (GAC)sRC 8 2 6 75% Ideal
TRIGCA3’RC (GCA)sRC 2 2 0 0% Razoavel
TRIGCC3’RC (CGC)sRC — — — — Ausente
TRIGGA3’RC (GGA)sRC — — — — Ausente
TOTAL 88 46 42
Média 5,18 2,88 3,82 59,4%

Nota: Os iniciadores foram classificados como ideal (excelente visualizacdo), razoavel (nao
permitiram uma boa visualizagéo), ausente (ndo apresentaram marcas definidas).
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4. Concluséo

O sucesso observado neste estudo para as amplificacdes realizadas com os iniciadores ISSR
atesta para a eficiéncia dos mesmos em subsidiar estimativas genéticas em Atta sexdens, devendo
ser priorizados para futuros estudos os 12 iniciadores classificados como ideal, visto que
apresentam caracteristicas favoraveis. Os iniciadores selecionados deverdo potencializar a
obtencdo de informacdes populacionais associadas a diversidade e estrutura genética em populagdes
naturais de A. sexdens presentes em diferentes biomas e regides.
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Resumo

Atta sexdens (Hymenoptera: Formicidae) é uma especie de formiga cortadeira conhecida por
seu habito de cortar folhas para o cultivo do fungo simbionte. Em ambientes antropizados,
esta especie tende a ocorrer em maior densidade de ninhos o que influencia
consideravelmente a intensidade de sua atividade forrageadora tornando-as pragas agricolas.
A presenca dessa espécie em ambientes antropizados tem ocasionado mudancas ecoldgica e
econbmica, fato que impulsiona o interesse por estudos ecoldgicos e genético-moleculares
com vistas ao entendimento das popula¢Bes de formigas cortadeiras. Com o intuito de
contribuir para o avanco de estudos genéticos para a espécie A.sexdens este trabalho teve
como objetivo estudar a diversidade genética das populacdes desta especie com marcadores
ISSR. A diversidade genética de A.sexdens foi acessada através de seis marcadores ISSR em
32 ninhos, aqui entendidos como populagdes, sendo cada uma delas representadas por um
conjunto de 15 formigas. Neste estudo dentre as 32 populacfes estudadas, 17 pertencem a
regido 1, area de caatinga pertencente a Fazenda Lagoa das Covas (FLC), zona de
amortecimento da Floresta Nacional Contendas do Sincord (FNCS), Contendas do Sincora,
Bahia; e as outras 15 populacGes pertencem a regido 2, fragmento de “mata de cipé” (Floresta
Estacional Semidecidual),ltapetinga, Bahia. Os resultados mostraram que a genotipagem das
populacbes gerou um total de 49 marcas, das quais 85% foram polimdrficas. A analise
molecular de variancia apresentou elevados valores de estruturacdo para ambas as regides
(média de 0,47 e 0,74 para as regides 1 e 2, respectivamente), bem como para a
metapopulacdo (media de 0,81). Na Anélise de variancia molecular (AMOVA) foi obtido um
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nivel elevado de diversidade intrapopulacional para a caatinga (84%), “mata de cip6” (71%),
metapopulacdo com uma regido (73%) e duas regifes (69%). De acordo com a analise
bayesiana, as regides estudadas sdo individualmente compostas por trés pools génicos
distintos (K = 3). Também € indicada a possibilidade, para uma suposta metapopulacéo que
contemple as duas regifes, de subestruturacdo para dois ou quatro pools génicos,
corroborando com os dados obtidos com a AMOVA. Os resultados corroboraram de que as
populagdes da “mata de cipd” encontram-se mais estruturadas que as da caatinga, fato que
pode ser influenciado pelo fluxo génico especifico de cada regido. Em relacdo a suposta
existéncia da metapopulacdo sugere-se que embora haja semelhancas genéticas entre as
regides da caatinga ¢ “mata de cipo” existem caracteristicas genéticas exclusivas e, portanto,
entende-se que as regides passaram por diferentes eventos evolutivos, 0s quais permitem
considera-las como duas regides efetivamente distintas.

Palavras chave: Genética de populagdes, ISSR, Salva, Floresta Estacional Semidecidual,
caatinga.

Introducéo

As formigas cortadeiras, género Atta e Acromyrmex, sdo popularmente conhecidas
como salvas e quenguéns, respectivamente, e apresentam-se distribuidas na regido
Neotropical (Holldobler e Wilson, 1990). Estes insetos mantém uma relagdo mutualistica com
seus jardins de fungos, cujo habito de forragear em busca de folhas, flores e frutos tém como
objetivo cortar e/ou coletar esses materiais para servirem de substrato aos seus fungos
cultivaveis. Esses, por sua vez, encontram-se dentro dos ninhos protegidos contra patdgenos e
viaveis a qualquer momento para serem dispersos pela rainha durante a fundacdo de um novo
ninho (Weber 1972, 1982; Holldobler e Wilson, 2010). Em troca, parte das hifas dos fungos
cultivados serve de alimento para todas as larvas e alimentam também formigas adultas
(Holldobler e Wilson, 1990; 2010).

Quando presente em ambientes antropizados, as formigas cortadeiras encontram
facilmente sitios para nidificacdo e recursos para o seu forrageamento, aumentando a
densidade de seus ninhos (Terborgh et al., 2001; Wirth et al., 2007; Silva et al., 2009) fato
gue as tornam conhecidas como pragas ou herbivoros dominantes nos Neotrdpicos
(Holldobler e Wilson, 1990; Leal et al., 2014). O género Atta contém 17 espécies (Bolton,
2016) e dentre as 12 espécies que ocorrem no Brasil somente cinco delas A. bisphaerica,
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A.laevigata, A.capiguara, A.sexdens rubropilosa e A.sexdens sexdens destacam-se sob o
ponto de vista econdmico por influenciar negativamente os agrossistemas (Della Lucia, 1993).

A formiga cortadeira Atta sexdens tem sido observada frequentemente no sudoeste da
Bahia, no fragmento de caatinga pertencente a Fazenda Lagoa das Covas (FLC), zona de
amortecimento da Floresta Nacional de Contendas do Sincord (FNCS) em Contendas do
Sincora, o que motivou a realizacdo de estudos ecoldgicos relacionados a dieta (Oliveira,
2012), forrageamento (Carmo, 2012), a distribuicdo de ninhos e comportamento da espécie
nessa area degradada (Cruz, 2015). Além disso, a espécie também foi vista no fragmento de
“mata de cipd” (Floresta Estacional Semidecidual) localizada em Itapetinga, Bahia. No
entanto, até o momento ndo ha conhecimento de estudos genéticos populacionais embasados
em dados moleculares realizado para A. sexdens nessa area.

Os estudos ecoldgicos podem tornar-se mais completos quando aliado a estudos
genéticos moleculares. Assim, as populagdes naturais sdo analisadas sob o ponto de vista
genético, isto é, estudam-se como as informacdes genéticas (pool génico) estdo arranjadas
numa populacdo natural, pois este fato influencia diretamente na transmissdo dessas
caracteristicas para seus descendentes ao longo de geracGes (Salman, 2007). Sabe-se que
qualquer alteracdo da diversidade genética das formigas cortadeiras podera refletir em
consequéncias ecoldgicas sobre a populacdo, sobre a comunidade e também em diferentes
niveis ecossistémicos (Hugues et al., 2008).

O estudo a nivel molecular das populagdes naturais tornou-se possivel com a evolucao
de técnicas moleculares e o desenvolvimento de marcadores moleculares (Lacerda et al.,
2002; Guimaraes et al., 2009). Dentre os inUmeros marcadores moleculares existentes, 0s
marcadores dominantes sdo vantajosos por apresentarem carater aleatério, podendo ser
utilizados para estudar qualquer espécie, sem necessidade de conhecimento prévio da
sequéncia de DNA gendmico da espécie de estudo (Simpson, 1997; Scaldaferri, 2013).

Considerando a importancia ecoldgica e econdmica de Atta sexdens, bem como a
escassez de informacGes genético-moleculares (a excecdo dos estudos de Carvalho e Vieira
2001; Cantagalli et al., 2013) e o potencial destes estudos em complementar estudo
ecologicos ja realizados, o objetivo deste trabalho foi estimar a diversidade e a estrutura
genética de populagdes de A. sexdens que residem em duas regides da Bahia: fragmento de
caatinga localizado na Fazenda Lagoa das Covas (FLC), zona de amortecimento da Floresta
Nacional Contendas do Sincora (FNCS), localizada em Contendas do Sincora e o fragmento

de “mata de cip6” (Floresta Estacional Semidecidual) localizado na cidade de Itapetinga.
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Ambas as regides de estudo encontram-se modificadas por acdo antropica e com

presenca de gado dentro dos fragmentos.

Material e método

Area de estudo

O material biologico foi coletado em duas regides de estudo, sendo ambos 0s
fragmentos de mata localizados no estado da Bahia. A primeira regido corresponde a area de
caatinga na qual estd inserida a Fazenda Lagoa das Covas (FLC) (13°54°S, 41°07°0),
localizada na zona de amortecimento da Floresta Nacional Contendas do Sincord (FNCS),
Contendas do Sincora (Figura 1). A segunda regido corresponde ao fragmento de “mata de

cipo” ou Floresta Estacional Semidecidual (15°15"S e 040°17'N), localizado em lItapetinga

(Figura 2).
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Figura 1- Area de ocorréncia dos ninhos de Atta sexdens na zona de amortecimento da Floresta
Nacional Contendas do Sincora (FNCS), localizado em Contendas do Sincora, Bahia. As populagdes estdo
dispostas na estrada que liga Contendas do Sincora-Tanhagcu e também numa &rea na caatinga pertencente a

Fazenda Lagoa das Covas (FLC).
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Bahia, com destaque para &rea de ocorréncia das populacfes de Atta sexdens.

A Floresta Nacional Contendas do Sincora (FNCS) possui aproximadamente 11 mil
hectares de Caatinga, a qual estd situada em uma microrregido da Chapada Diamantina, no
municipio de Contendas do Sincord, Bahia (Brasil, 2006). A vegetacdo da regido é decidual e
xerofila, constituida de varios tipos fitofisiondmicos: Caatinga arbdrea arbustiva, Caatinga
arbustiva fechada e complexo herbaceo - arbustivo. No entanto, a matriz predominante é
arbustiva (maior que 2 metros), e a vegetacdo arborea (chegam até 8 metros) é restrita apenas
as regides de mata ciliar (Souza, 2003; Brasil, 2006).

Na area preservada de Caatinga ndo ha presenca de ninhos de formigas cortadeiras,
porém, a ocorréncia dessas formigas foi observada na zona de amortecimento da FNCS,
localizada nos arredores da FNCS, que compreende uma area com cerca de 65 mil ha. Apesar
desta area ja ter apresentado a mesma fitofisionomia encontrada na FNCS, boa parte dela
atualmente encontra-se modificada por acdo antropica, onde € comum observar pastagens
para a criacdo do gado, bem como, a ocupa¢do humana do povoado de Palmeiras (Brasil,
2006). Sabe-se que as formigas cortadeiras sd&o comuns em ambientes modificados por acéo
humana e especialmente na Fazenda Lagoa das Covas (FLC), zona de amortecimento da

FNCS, foi registrada a presenca da formiga Atta sexdens, desde entdo a espécie tem sido alvo
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de estudos sobre a dieta (Oliveira, 2012), o forrageamento (Carmo, 2012) e a densidade de
ninhos (Cruz, 2015).

Por sua vez, a segunda regido considerada neste estudo, a Floresta Estacional
Semidecidual, conhecida popularmente como “mata de cip6”, apresenta fisionomia
estratificada, com porte arboreo entre 18 e 30 m de altura, ocorrendo em ambientes com maior
disponibilidade hidrica (Veloso, Rangel & Lima, 1991; Barbosa & Thomas, 2002).

O referido fragmento de “mata de cip6” (15°15"S e 040°17'0) adotado neste estudo
apresenta cerca de 323,5 ha, com dossel semiaberto e vegetacdo arborea tipica de mata tmida
(chegando a atingir uma altura de até 30m), além disso, apresenta também arbustos, uma
vegetacdo xerdfita espinhosa e cip6s que emaranham-se em meio a vegetacdo Estacional
Semidecidual (L. Krause, informacdo pessoal). O solo na maior parte do fragmento esta
coberto por uma camada fina de serapilheira, apresenta a formacdo de enormes montes de
terra seca e compactada (com cerca de 2 m de altura) abandonados por cupins, e por vezes,
habitados por formigas cortadeiras (C.F., Matos-Oliveira, observacdo pessoal). A distribuicao
ds ninhos de Atta sexdens nesta area encontram-se apenas a margem do fragmento conforme
pode ser obervado na figura 2, e vale ressaltar, que conforme aumenta a densidade

vegetacional na regido 1, nota-se a auséncia de populacdes de Atta sexdens.

Coleta de Material Bioldgico

Nas regides 1 e 2 foram coletados um total de 255 e 225 formigas (operarias médias)
respectivamente, buscando-se uma amostragem de 15 formigas em cada um dos 32 ninhos.
Aqui neste estudo cada ninho passou a ser considerado como uma populagédo, assim, foram
encontrados e amostrados um total de 17 populacdes para a regido 1 e 15 populagdes para a
regido 2. As populacdes foram amostradas mantendo uma distancia minima de 10 m entre
elas, para evitar que uma populagéo fosse amostrada duas vezes.

Apols a coleta realizada com o uso de pinca entomoldgica, as formigas foram
acomodadas em tubos devidamente etiquetados e preenchidos com alcool 70%.
Posteriormente os exemplares coletados foram armazenados em Ultra freezer no Laboratorio

de Genética Molecular Aplicada da UESB, Campus de Itapetinga.



57

Descrigédo da etapa de extracdo de DNA gendmico de Atta sexdens

A extracdo do DNA foi realizada utilizando como fonte de tecido os corpos das
formigas (sem gaster) por meio do protocolo 1, Sunnucks & Hales (1996) (conforme definido
no Capitulo 1). A retirada do gaster foi importante, especialmente, devido ao uso de
marcadores moleculares de ordem arbitréria para estimativa de diversidade, evitando assim, o
acesso a marcas moleculares oriundas de fragmentos de DNA indesejaveis (presentes nos
restos alimentares possivelmente presentes no trato digestivo das formigas). Todo o DNA
gendmico obtido através da extracdo foi utilizado para montar um Banco de DNA genémico
de A. sexdens para as duas localidades, no Laboratorio de Genética Molecular Aplicada.

Com o referido protocolo de extracdo, Sunnucks & Hales (1996), as amostras foram
incubadas durante 3 h a 55°C em solu¢do tampédo contendo Solucdo de Dodecilsulfato de
Sodio (SDS) e invertido a cada 20 min. No final do periodo de incubacéo, as amostras foram
centrifugadas a 12000xg, durante 10 min, a 15°C; o sobrenadante foi removido e 700 pl de
isopropanol frio foram adicionados. As amostras foram cuidadosamente homogeneizadas e
novamente centrifugadas a 12000 xg durante 10 min a 15°C. O sobrenadante foi removido e
800 pl de etanol 70% frio foram adicionados. As amostras foram centrifugadas a 12.000 xg
durante 5 min a 15°C; o sobrenadante foi removido e 800 pl de etanol 95% frio foram
adicionados; elas foram em seguida centrifugadas a 12.000 xg, durante 5 min, a 15°C; o
sobrenadante foi descartado. Quando completamente secas, o sedimento (pellet) foi
ressuspenso em 60 ul de &gua ultrapura.

A avaliacdo da qualidade das amostras de DNA em gel de agarose a 1% (m/v) por
eletroforese (90 min em uma corrente eléctrica de 90 V) e visualizados com Gel Red
(adotando-se as especificacbes do fabricante) num sistema de documentacdo fotografica
Kodak, com a incidéncia de luz UV. Para quantificacdo da concentracdo de DNA (ng/ml-1)
adotou-se um marcador de peso padrdo (DNA Lambda néo digerido) nas concentragdes de 50,
100 e 200ng.

Genotipagem

Foram utilizados seis marcadores ISSR previamente selecionados por apresentar 6timo
padrdo de amplificacdo (Matos-Oliveira et al.,, 2017 — artigo referente ao capitulo 2 e
submetido para publicacdo). Na genotipagem das 32 populacGes de A. sexdens As reagdes de
amplificagdo e as corridas eletroforéticas foram realizadas conforme descritro por Santos et al.
(2011).
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O padrdo de marcas presente nos geis foi transformado em tabela de dados binarios
(adotando-se um para presenca de marca, zero para auséncia de marca e nove para dados
faltantes). Avaliacdo descritiva foi realizada tendo-se como objetivo calcular o nimero de
marcas por marcadores, o numero total de marcas e o percentual de polimorfismo em cada

regido isoladamente e em conjunto (considerando-as como uma metapopulacao).

Anélises Estatisticas

O programa GenALEX v.6.5 (Peakall e Smouse, 2012) foi utilizado para realizar
Anélise Molecular de Variancia (AMOVA), objetivando-se estimar a diversidade genética
dentro e entre populacfes, bem como entre as regides consideradas neste estudo. Nestas
analises foi adotado um total de 999 permutacdes. Analise de coordenadas principais (PCoA)
foi realizada, considerando tanto as regides separadamente, como conjuntamente.

Estimativas de diversidade foram também realizadas por meio do programa Genes
(Cruz, 2006), adotando-se como estratégia de célculo o complemento do coeficiente de
similaridade de Jaccard e o Método de Agrupamento Ndo Ponderado baseado na Média das
Distancias (UPGMA) (Cruz, 2006).

Anélise Bayesiana, visando estimativas de estruturacdo genética e definicdo de
provaveis pools génicos, foi realizada com o uso do programa STRUCTURE (Pritchard et al.,
2000) e com o auxilio da ferramenta on line STRUCTURE Harvester (Earl e vonHoldt,
2012). Entre os principais parametros adotados nas analises Bayesianas, destacam-se: uso do
modelo admixture (que admite fluxo genético entre as amostras e populacdes), realizacdo de
10 corridas para cada um dos possiveis pools génicos testados (adotando-se um intervalo de
k1 a k6) e ado¢do de 20,000 corridas para os periodos de pré-analise (burnining) e 200,000

corridas para o desenvolvimento da MCMC (cadeia de Markov), respectivamente.

Resultados

A genotipagem das populaces realizada com seis dos marcadores, classificados como
tipo ideal (Matos-Oliveira et al. 2017, artigo submetido), gerou um total de 49 marcas
(Tabela 1). O menor e o maior numero de marcas foram observados com os marcador
TriCAC5’CY (seis marcas) e TriCAC 3°YC (10 marcas), respectivamente. O percentual de
polimorfismo variou ente 43% a 100%, sendo representado pelos marcadores DiGA 3°C,
TriCAC 5°CY, TriTGT 3°YC, respectivamente (Tabela 1).
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Considerando a genotipagem das populacGes de cada regido separadamente, a média
do numero de marcas geradas foi de 7,2 (para caatinga) e 6,2 (para “mata de cip6”). Por sua
vez, o percentual de polimorfismo observado foi de 82,6% (para caatinga) e 76% (para “mata

de cip0o”).

Tabela 1- Genotipagem realizada a partir de seis marcadores ISSR aplicados em estudos de diversidade genética
para populacdes da espécie Atta sexdens localizadas na area de caatinga (Fazenda Lagoa das Covas, zona de
amortecimento da FNCS) e “mata de cip6” (Floresta Estacional Semidecicual).

Numero Numero de Numero de : . 0
Marcadores de Marcas Monomoérficas  Polimorficas Polimorfismo(%)
DiGA 3°C 7 4 3 43%
DiGA 3’T 9 1 8 89%
TriCAC 3°RC 9 1 8 89%
TriCAC 3°YC 10 1 9 90%
TriCAC 5°CY 6 0 6 100%
TriTGT 3°YC 0 8 100%
i 8,17 1,17 7 85%
NUmero Numero de Numero de Polimorfismo
Regiso de Marcas Monomorficos  Polimdrficos (%)
caatinga
X 7,2 13 5,8 82,6%
‘mata cipé’
X 6,2 13 4,6 76%

A Anélise Molecular de Variancia apresentou elevados valores de estruturacao (Phit >
0,25) para ambas as regides, média de 0,47 e 0,74 para as regides 1 e 2, respectivamente, bem

como para a metapopulacdo, média de 0,81 (Tabela 2).
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Tabela 2. Principais valores de estruturagdo (Phit) observados a partir da Analise Molecular de Variancia
(AMOVA) para os pares de Populagdes (P) da formiga cortadeira Atta sexdens localizadas na regido 1
(caatinga), na regido 2 (“mata de cip6”) e metapopulagdo. Os valores de (Phit) maiores que 0,25 indicam
estruturacdo nas populacdes.

Estrutura genética regido 1 (caatinga)

Pares com maior  Valores Pares com menor Valores

estruturacao estruturacao*
P04-P09 0,505 P01-P02 0
P06-P09 0,450 P01-P03 0
P07-P09 0,462 P02-P03 0
P06-P16 0,476 P05-P08 0
P04-P06 0,478 P10-P11 0

Estrutura genética regido 2 (“mata cip6™)

Pares com maior  Valores Pares com menor Valores

estruturacao estruturacao*
P3-P10 0,906 P01-P02 0
P3-P14 0,823 P01-P06 0
P4-P10 0,78 P06-P0O7 0
P5-P10 0,73 P06-P08 0
P4-P06 0,478 P07-P08 0

Estrutura genética regido 1 e 2 (Metapopulacédo)

Pares com maior Valores Pares com menor Valores

estruturacao estruturacio*
P20-P27 0,906 P01-P02 0
P04-P27 0,848 P01-P03 0
P20-P31 0,823 P02-P03 0
P06-P27 0,776 P05-P08 0
PO7-P27 0,744 P10-P11 0

*O numero dos pares menores com valor igual a zero foi maior que cinco amostras e

gg?ersl;J entre caatinga (25 pares), “mata de cip6” (20 pares) e a metapopulacéo (55
Os resultados obtidos atraves da AMOVA demonstraram ser menor a estruturacao
genética existente entre as populacdes da regido 1 (16%) do que entre as populacGes da regido
2 (29%) (Figura 3). Ao se considerar as duas regiGes como apenas uma unica metapopulagéo,
o valor de estruturagdo estimado foi semelhante a 27% entre as populacdes. Para a anélise da
metapopulacdo utilizando-se duas regifes separadas, estimou-se um valor de 18%
mostrarando que a estrutura genética entre as populacdes € influenciada pelos individuos de
cada populacdo e apenas 13% da estrutura indica um percentual consideravel de diversidade

restrita a cada uma destas regides.
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Figura 3- Estrutura genética dentro (Within) e entre (Among) as populacdes de Atta sexdens obtidos a partir da
Analise Molecular de Variancia (AMOVA) para as regides: (A) regido 1, area de caatinga (Fazenda Lagoa das
Covas, zona de amortecimento da Floresta Nacional Contendas do Sincora) e (B) regido 2, a “mata de cipd”
(Floresta Estacional Semidecidual); (C) metapopulacdo um, considerando que as populacfes localizam-se em
apenas uma regido (caatinga e “mata de cipd”) (D) e a metapopulacdo dois, adotando-se que as populagdes
encontram-se em duas regides separadas (caatinga e “mata de cip6”).

Na analise de coordenadas principais (PCoA), com enfoque para diversidade entre as
populacBes, pode-se observar que a maioria das populacdes da caatinga se distribuiram de
maneira mais préxima, a excecao das populacbes Pop 09 e Pop13 (Figura 4-A). No entanto, a
anélise de diversidade genética dentro das populagbes mostrou dispersdo entre as amostras
que representam cada populacdo da caatinga (Figura 4-B).

Para a “mata de cipd” a diversidade genética observada entre as populacGes apresentou
uma maior dispersdo, destacando a distribuicdo aleatéria das populacfes 01, 02, 03, 04, 05 e
13 (Figura 5-A). Na andlise de distancia genética dentro das populagdes, as amostras da
“mata de cipd” mostraram formacdo de subgrupos com mistura entre amostras de diferentes
populagdes, bem como, ocorreu o isolamento de algumas amostras (sem participar de nenhum
grupo) destas populacdes (Figura 5-B).

Ao considerar que caatinga e “mata de cip6” formam uma metapopulagdo, a
diversidade genética permitiu que houvesse a formagdo de subgrupos com populacdes de
mesma regido, bem como, a formacdo de subgrupos com mistura entre as populagdes de
ambas as regides. Apenas algumas populacdes se dispersaram dos subgrupos formados, a
saber, populacdo 09 e 13 (da caatinga) e populacéo 32 (da “mata de cip6”) (Figura 6).
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Figura 4- Dispersao das populagdes (ou seja, coldnias) da formiga cortadeira Atta sexdens da regido 1, area de
caatinga (Fazenda Lagoa das Covas, zona de amortecimento da Floresta Nacional Contendas do Sincord),
baseada na andlise de coordenadas principais (PCoA); (A) a diversidade genética entre as populacdes; (B) a
diversidade genética dentro das popula¢des representada por diferentes individuos.
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de cip6” (Floresta Estacional Semidecidual), baseada na analise de coordenadas principais (PCoA); (A) a
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diversidade genética entre as populacoes; (B) a diversidade genética dentro das populacdes representada
representada por diferentes individuos.
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Figura 6- Dispersao das populagdes (ou seja, colnias) da formiga cortadeira Atta sexdens baseada na analise de

coordenadas principais (PCoA). A dispersdo teve por base a diversidade genética entre as populacfes que
representam a metapopulacdo. As populacdes localizadas na regido 1, area de caatinga (Fazenda Lagoa das
Covas, zona de amortecimento da Floresta Nacional Contendas do Sincord) estdo representados pelos simbolos
de cor azul (Cddigo Popl — Popl7). As populagdes presentes na regido 2, “mata de cipo” (Floresta Estacional
Semidecidual) estdo representados pelos simbolos de cor vermelha (Cddigo Popl8 — Pop32).

A estimativa de delta K obtida indicou estruturacdo baseada em diferentes pools
génicos em todos os testes realizados para cada regido. A probabilidade associada ao valor de
delta obtido foi K=18 para a regido 1- caatinga (Figura 7A), delta K=72 para regido 2 - “mata
de cipo” (Figura 8A) e delta K=15 para a metapopulacdo (Figura 9A). Com base nos
provaveis pools génicos estimados foi possivel a construcdo de histogramas para as regides 1,
2 e para metapopulacao.

Para a regido da caatinga observou-se valor de delta K=3, com tendéncia de
subestruturacdo de delta K=2 (Figura 7A). Considerando esses valores e a construcdo do
histograma correspondente na caatinga, para a subestruturacdo em K=2 houve tendéncia de
populacbes homogéneas, com predominancia do pool génico representado em cor verde
(abrangendo as populagdes de 04 a 12 e entre 14 & 17), seguido do pool génico vermelho
(abrangendo as populagdes 01, 02, 03 e parte da populagéo 13) (Figura 7B). Para K=3 houve
a predominancia do pool génico representado em cor verde (populacdes 04 a 12 e 14), azul
(populagdes 15, 16, 17) e vermelho (populagdes 01, 02, 03 e 13) (Figura 7C).
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Figura 7- Provaveis pools génicos obtidos de acordo com o método descrito por Evanno et al. (2006), a partir de
marcadores ISSR para as populagdes da formiga cortadeira Atta sexdens localizadas na regido 1, area de caatinga
(Fazenda Lagoa das Covas, zona de amortecimento da Floresta Nacional Contendas do Sincora). (A) Estimativa
de delta K=3 e com subestruturagdo em K=2 para as populagdes; (B) a distribuicdo de dois pools génicos
estimado para caatinga; (C) a distribui¢do de trés pools génicos estimado para caatinga. Cada populagéo esta
representada por trés amostras contendo um mix de cinco individuos, totalizando 51 amostras para a regido 1.

Por sua vez, a “mata de cipd” apresentou valor de delta K=4 (Figura 8A) e ndo
apresentou tendéncia a subestruturagdo. O histograma obtido mostrou a origem genética
predominantemente para o pool génico vermelho (predominando nas populacfes 06, 07, 08,
09, 10, 11), verde (presente nas populaces 03, 04 e 12), seqguido do pool génico azul
(representado pelas populagBes 01, 02, 05, 13) e finalmente o pool génico amarelo

(majoritariamente na populacdo 14 e 15) (Figura 8B).
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Figura 8- Provaveis numeros de pools génicos obtidos de acordo com o método descrito por Evanno et al.
(2006), a partir de marcadores ISSR para as populacdes da formiga cortadeira Atta sexdens localizadas na regido
2, “mata de cip6” (Floresta Estacional Semidecidual). (A) Estimativa de delta K=4 para as populagdes; (B) a
distribuicdo de quatro pools génicos estimados para “mata de cip6”. Cada populacdo esté representada por trés
amostras contendo mix de cinco individuos, totalizando 45 amostras para regido 2.

A metapopulacéo apresentou valor de delta K=2, tendo tendéncia a subestruturacdo em
K=3 e K=4 pools génicos (Figura 9A). Para o valor de K=2, embora tanto o pool génico um
(representado pela cor verde), quanto o pool génico dois (representado pela cor vermelha)
ocorram nas duas regiGes avaliadas, € possivel perceber a predominancia do pool génico
verde na primeira regido e do pool génico vermelho na segunda regido (Figura 9B).
Considerando a existéncia de trés pools génicos (K=3), ndo € possivel observar
predominancia de pools génicos nas duas regides, estando o terceiro pool génico
(representado pela cor azul), igualmente distribuido nas duas regides (Figura 9C). Essa

mesma tendéncia foi observada para a estimativa baseada em K=4 (dados ndo apresentados).
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Figura 9- Padrdo de distribuicdo dos provaveis pools génicos para as populagdes da formiga cortadeira Atta
sexdens obtido de acordo com o método descrito por Evanno et al. (2006). A estimativa foi realizada adotando-se
32 populacdes para a metapopulacdo, correspondendo a 17 populagdes da caatinga (Fazenda Lagoa das Covas,
zona de amortecimento da Floresta Nacional Contendas do Sincord) e 15 pertencente & “mata de cip6” (Floresta
Estacional Semidecidual). Cada populagdo est4 sendo representada por trés amostras com cinco individuos (93
amostras). A metapopulacdo apresentou a existéncia de dois pools (A) e a possibilidade de subestruturacéo para
trés (A) e quatro pools génicos (histograma ndo apresentado para esta Gltima estimativa).

Apesar de haver populagdes compostas por apenas um pool génico, foi possivel
observar nas regides estudadas que algumas populagdes demostraram uma mistura com
relacdo a origem genética (populacdes formadas por mais de um pool génico predominante), a
exemplo das populacdes 03, 04, 12, 13 e 15 da caatinga (com K=3) e as populagdes 01, 02,
04, 05, 06, 11, 12 e 13 (com K=4) da “mata de cip6”. Em relacdo a metapopulagdo (com
K=2) a mistura de pools génicos foi observada para as populagdes 05, 08, 09, 10, 11 e 12
pertencente a caatinga, sendo que para a “mata de cipd” foi observada mistura para as
populacBes 24, 28 e 32. Para o grafico com K=3 as popula¢es que apresentaram mistura
foram 03, 06, 09, 12, 13 e 15 (caatinga) e 18, 23, 28, 31 e 32 (“mata de cipd”); Para K=4
destacam-se pela mistura das populagdes 04, 12, 13, 14 (caatinga) 19, 23, 29, 30, 31, 32

(“mata de cip6”).
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Discussao

O presente estudo fez uso de seis marcadores ISSR para a analise genético-
populacional de Atta sexdens em duas localidades do Sudoeste Baiano. O nUmero de
marcadores é similar ao utilizado por outros estudos de diversidade genética com insetos, que
em geral fazem uso entre cinco e 15 marcadores ISSR (Luque et al., 2002, Paplauskiené et al.,
2006, Souza et al., 2008, Al-Otaibi 2008, Nascimento et al., 2010, Zhu et al., 2012, Shouhani
etal., 2014, Reis et al., 2014).

Muito embora os marcadores ISSR ainda venham sendo pouco aplicados em estudos
de diversidade genética com formigas cortadeiras, estes marcadores sao utilizados em estudos
de insetos, com destaque para a ordem Hymenoptera, que agrupa além das formigas, as
vespas e abelhas, sendo que a gama de estudos de diversidade genética com ISSR
contemplam especialmente o grupo das abelhas (Paplauskien¢ et al., 2006, Nascimento et al.,
2010, Ceksteryte et al., 2012, Shouhani et al., 2014, Rahimi et al., 2016).

A anélise da diversidade das populaces da formiga Atta sexdens revelaram que 0s
dados obtidos atraveés dos programas apoiam-se mutuamente entre si (os valores de Phit,
AMOVA e a estrutura mostrada pelos graficos de PCoA), mostrando que as populacbes da
caatinga encontram-se menos estruturadas que as da “mata de cip6”. A estruturagdo pode
ocorrer quando a diversidade genética nao esta distribuida uniformemente entre as populacdes
de uma espécie, levando a formacédo de subgrupos que compartilham pools génicos diferentes,
contribuindo assim, para o grau de isolamento entre as subpopulagdes (Chakrabort, 1993).

De acordo com a andlise bayesiana, as regifes estudadas pertencem a origens
genéticas distintas e por sua vez, a variacdo de pools em cada populacdo indica estruturacdo
nas regides. Os dados do Structure corroboram com os dados da AMOVA e PCoA,
destacando que existem populacfes estruturadas em cada regido e que a formacdo de
subgrupos dessas populacdes no PCoA é influenciado pelo pool génico compartilhado entre
elas.

Dentre as 17 populacfes estudadas na caatinga e os trés pools génicos existentes foi
possivel visualizar as populagcdes em subgrupos um, dois e trés. Aqui podemos observar
claramente que mesmo com as distancias entre as populaces elas compartilham pools
génicos semelhantes, ou seja, essas populagdes de Atta sexdens conseguem se dispersar em
distancias consideraveis e realizar o fluxo génico. Esses dados corroboram com Cruz (2015)
que estudou a mesma especie nessa localidade e observou que quando individuos de

diferentes populagdes (coldnias) sdo conduzidos ao confronto ndo ha ocorréncia de brigas, ou
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seja, os individuos se reconhecem quimicamente, sugerindo a existéncia de certo grau de
parentesco entre as populacdes dessa regido.

Para a “mata de cip6” foram formados quatro subgrupos de acordo com os pools
génicos estabelecidos atraves do delta K, assim temos a estrutura genética dividida em
subgrupo um, dois, trés e quatro. Neste caso, pode-se observar que o grau de estruturagéo
entre as populacGes é maior que o grau encontrado para as populages da caatinga, pois a
maioria das populacdes vizinhas compartilnam caracteristicas genéticas semelhantes, com
excecdo das populacdes 11, 12 e 13. As populacGes que apresentaram mistura de mais de dois
pools génicos devem ser fruto de interagcdes reprodutivas (poliandricas), comportamento
comum para formigas, inclusive as cortadeiras.

A analise da diversidade genética intrapopulacional (representado por 15 individuos
por populacéo) avaliada pela AMOVA e PCoA se mostrou mais similar para as populagdes da
caatinga (84%) do que para “mata de cipd” (71%), e portanto, a distribuicdo dos populacGes
da caatinga, se d4 de maneira mais agrupada que a “mata de cipd”. Neste caso, uma maior
taxa de acasalamento poliandrico pode estar ocorrendo para as populacdes presente na
caatinga e por isso estas encontram-se menos estruturadas. Em se tratando da metapopulacéo,
a diversidade genética intrapopulacional apresentou diferentes niveis de diversidade. Foram
observados para apenas uma regido e duas regides, mostrando que ao se considerar duas
regides, a diversidade diminui com o aumento da estruturacdo entre as regides.

Sabe-se que a diversidade genética intrapopulacional em formigas cortadeiras pode ser
aumentada com a poliandria (acasalamento da rainha com mais de um macho) (Boomsma et
al., 1999, Evison & Hugues, 2011), tornando as populagfes mais resistentes a doencas
(Boomsma et al., 1999) e também contribuindo significativamente para o comportamento
eussocial (Hugues & Boomsma, 2007, Oldroyd & Fewell, 2007) uma vez que, populagdes (ou
colbnias) geneticamente diversas podem ter melhor variacdo genotipica e consequentemente,
melhor diviséo do trabalho (Constant et al., 2012).

Embora as espécies de formigas cortadeiras sejam favorecidas pela poliandria
(Boomsma et al., 1999, Evison & Hugues, 2011) e capazes de se adaptar em ambientes
modificados (Farji-Brenner & Corley, 1998, Vasconcelos et al., 2006, Silva et al., 2009) isso
ndo significa que as populacbes encontram-se com diversidade genética alta ou que essa
diversidade esteja distribuida uniformemente entre elas.

Tanto no grupo das plantas como no dos animais, a estrutura e diversidade genética

refletem em grande parte do sistema reprodutivo da espécie. Mas existem fatores como a
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diminuicdo do numero de populagbes, acompanhada da perda de diversidade genética e
fragmentacdo que tendem a refletir sobre a estrutura genética populacional (Pinto e Carvalho,
2004, Rocha & Gasca, 2007).

A fragmentagdo, por exemplo, causada por questbes naturais ou antrépicas, criam
barreiras entre as populacfes impedindo que alguns dos fatores evolutivos (o fluxo génico, a
migracdo e o acasalamento aleatdrio) ocorram livremente e propiciem o aumento da
diversidade genética (Pinto e Carvalho, 2004, Salman, 2007). Apesar das formigas cortadeiras
se adaptarem bem em ambientes antropizados, as populacdes podem ainda assim sofrer os
efeitos da fragmentacdo. Reis et al. (2014) observou que a estrutura genética encontrada para
Atta robusta é decorrente da perda do habitat, fator que tem interferido no fluxo génico dessa
espécie endémica das restingas dos estados do RJ e ES.

Por outro lado, algumas populacdes conseguem romper as barreiras geogréficas e
manter o fluxo génico a depender das distancias que se encontram. Cantagalli et al. (2013)
encontrou alto grau de polimorfismo nas cinco populacdes de Atta sexdens rubropilosa
presente em diferentes regides do estado de Sdo Paulo e Parand. Mesmo com a estruturacéo
encontrada, os autores revelam que ainda ha troca génica entre populacdes de A. sexdens
rubropilosa das regides estudadas em Maringa e lvatuba (PR) cuja distancia genética e
geogréfica é de 42,3 km.

Ambas as regides deste estudo encontram-se fragmentadas. No entanto, a regido 1,
apresenta areas mais abertas, quando comparada a regido 2. Na caatinga, as coldnias de Atta
sexdens ocorrem em areas que foram fragmentadas para a criacdo de gado, e também para
construgdo de estradas. Como nos Ultimos anos houve uma redugdo na densidade da
vegetacdo (Cruz, 2015) a espécie Atta sexdens parece ter se favorecido nesta area,
colonizando em areas mais abertas que permitem melhor distribui¢do e fluxo génico entre as
populacdes. Na regido 2, o fragmento se resume a uma area de borda, apresentando em seu
interior uma maior densidade de espécies arbéreas, arbustivas e cipés. 1sso pode explicar o
porqué da distribuicdo das populacGes de Atta sexdens localizarem-se apenas a margem deste
fragmento, mas por outro lado é responsével por reduzir o fluxo génico entre as populacgdes e
induzir a fundagdo de ninhos de maneira sequencial neste fragmento. Estes fatores podem
estar influenciando no padrdo de estrutura genética (K=4) retratado para as populacdes de
Atta sexdens da “mata de cipd”.

Como pode ser visto a densidade vegetacional pode influenciar diretamente a

distribuicdo das populacfes na &rea de ocorréncia, e consequentemente gera efeito sobre a
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estruturacdo genética. Nas regides estudadas, quanto menor a densidade vegetacional menor
foi a estrutura encontrada nas regides.

No caso da possibilidade de existéncia da metapopulacao, as populacGes da regido 1 e
2 mesmo compartilhando caracteristicas genéticas semelhantes ndo compdem uma
metapopulagdo, pois as regides encontram-se bastante isoladas geograficamente
(aproximadamente 187,30 km em linha reta) limitando a capacidade de dispersdo entre as
duas regides estudadas. Assim os dados obtidos corroboram o que a distancia geogréafica ja
sugeria que ndo havia formacéo de uma metapopulacao.

Em sintese, os resultados obtidos neste estudo de diversidade genética das populacdes
de Atta sexdens, permitem concluir que quando consideramos cada regido separadamente
(caatinga e “mata de cipd”), as amostras da “mata de cipd” indicaram maior grau de
estruturacdo. Apesar das regides estudadas compartilharem caracteristicas genéticas em
comum, elas ndo compdem uma metapopulacdo, pois as regides encontram-se relativamente

isoladas geograficamente.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

A espécie Atta sexdens, umas das formigas cortadeiras de maior importancia
econbmica no Brasil, apresenta estudos preliminares em sua maioria de cunho ecologico,
havendo poucos estudos genético-moleculares em nivel de género e espécie. Este estudo
gerou contribuicdes de natureza metodoldgica, bem como gerou informacBes genético-
moleculares para a compreensdo da variabilidade e a estrutura genética de populagdes de A.
sexdens em diferentes fragmentos no sudoeste da Bahia.

Para Atta sexdens testou-se quais as partes do corpo propiciariam maior obtencéo de
DNA genbdmico e quais dos seis protocolos aplicaveis até o presente momento para 0 grupo
das plantas seriam viaveis para extracdo de DNA da espécie. Os protocolos selecionados
foram Sunnucks & Hales (1996), método modificado por Russel et al. (2010) e Mogg & Bond
(2003) sendo indicada a realizacéo da extracdo com Corpo Inteiro, excluindo apenas o Géster
em casos de uso com marcadores moleculares aleatorios.

No que refere a atividades voltadas a amplificacdo, dentre os 23 marcadores ISSR
testados, 17 marcadores sdo passiveis de serem utilizados em estudos de diversidade genética
para espécie Atta sexdens. Com base nesta etapa de selecdo, seis dos 17 marcadores
selecionados foram aplicados em populagdes de A. sexdens localizada na caatinga e ‘mata de
cipd’. Os resultados revelaram que ambas as regides estudadas encontram-se estruturadas,
porém o maior grau de estruturacdo pertence as populacfes da “mata de cipd”. A variacao
genética intrapopulacional encontrada para as populacdes de A. sexdens é provavelmente
influenciada pelo acasalamento poliandrico existente em formigas cortadeiras, sendo a
estrutura genética ocasionada pela interferéncia do fluxo génico entre as populacdes (ou
ninhos) de cada regido. Muito embora as populacfes estudadas compartilhem caracteristicas
genéticas em comum (provavelmente fruto da mesma ancestralidade), elas ndo compoem uma
metapopulagéo, pois se encontram distantes geograficamente impedindo o fluxo génico entre

as populagOes de ambas as regides.
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8. ANEXO 1

Apresentacdo das normas da revista escolhida para submissdo do capitulo I:
ENCICLOPEDIA BIOSFERA

1) Forma de apresentacdo: O Trabalho devera ser apresentado de forma completa — Digitado
em formato DOC (nédo sendo aceito formato DOCX, PDF ou outro), contendo Titulo, nome(s)
completo(s) do(s) autor(es) (sem abreviacGes), e-mail do autor principal, incluindo instituicdo
de origem, cidade e pais.

2) O trabalho deve ter: resumo em lingua portuguesa, palavras-chave (em ordem alfabética),
Titulo em lingua estrangeira, resumo em lingua estrangeira (abstract), palavras-chave em
lingua estrangeira (keywords). O resumo deve ter o maximo de 250 palavras.

3) O artigo cientifico regular deve apresentar as secfes: introducdo, material e métodos,
resultados e discussdo, conclusdo (se for o caso), agradecimentos (opcional) e referéncias
bibliograficas. A revisdo bibliografica deve conter as sec@es: introducdo, desenvolvimento,
conclusdo, agradecimentos (opcional) e referéncias bibliograficas.

Regras de formatacao:

- corpo do texto justificado;

- espacamento simples;

- margem superior e esquerda de 3 cm, margem inferior e direita de 2 cm;

- fonte: Arial 12;

- as paginas ndo devem ser numeradas;

- Artigo cientifico regular: minimo de sete (7) paginas, maximo de 15 paginas;
- Revisdo bibliografica: minimo de 15 paginas, maximo de 25 péaginas.

4) Figuras: Deverdo ser apresentadas em formato jpg, com resolucdo minima de 300 dpi.
Orientamos para que o trabalho tenha preferencialmente tamanho méaximo de 1.000Kb. As
figuras devem informar a fonte.

5) As situagBes ndo previstas devem seguir o que é determinado pelas normas da ABNT. E
fundamental observar exemplo de trabalho dentro destas normas, disponivel aqui.

Importante:
Para as referéncias oriundas de artigos cientificos, OBRIGATORIAMENTE inserira URL e 0
namero de identificacdo de DOI:

Exemplo:
VIJAYARAGHAVAN, K.; JOSHI, U. M. Hybrid Sargassum-sand sorbent: A novel
adsorbent in packed column to treat metal-bearing wastewaters from inductively coupled
plasma-optical emission spectrometry. Journal of Environmental Science and Health, Part A,
V. 48, n. 13, p. 1685-1693, 2013. Disponivel em:
<http://dx.doi.org/10.1080/10934529.2013.815503>. doi: 10.1080/10934529.2013.815503
6) Sao aceitos trabalhos nos idiomas: portugués, espanhol e inglés.

7) Para todas as publicacbes: devem conter, pelo menos, 60% das referéncias citadas
sendo dos ultimos cinco anos. Ndo citar trabalhos oriundos de resumos de congressos, teses e
dissertagdes.
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8) TRABALHOS QUE NAO ESTIVEREM DENTRO DA FORMATACAO
INDICADA NO EDITAL PODERAO SER RECUSADOS SUMARIAMENTE.

9) As submissdes de trabalhos devem ser feitas durante o periodo de vigéncia do
edital, obedecendo as regras do mesmo.

10) Trabalhos resultantes de pesquisa com pessoas ou animais devem informar o
parecer do comité de ética e nimero de registro. (esta informacgdo pode ser enviada anexa ao
trabalho)

11) Orientag0es para desenvolvimento do texto:

- Trabalho cientifico deve ser escrito de forma impessoal.

- Referéncias no texto devem constar na lista final e vice-versa.

- NAO SAO ACEITOS ARTIGOS DE OPINIAO.

- Todos os artigos submetidos recebem resposta dos avaliadores e orientagdes para
gue os autores possam melhorar seus trabalhos (quando € o caso).

- Parte de textos de terceiros que nao é citada de forma correta é considerado como
plagio e o artigo é recusado.

13) Orientamos para a utilizagdo das normas NBR 6023 e NBR 10520 da ABNT.
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9. ANEXO 2

Apresentacdo das normas da revista escolhida para submissdo do capitulo 1l1: MULTI-
SCIENCE JOURNAL

INFORMACOES PRELIMINARES

1) A simples remessa dos originais para apreciacdo implica autorizacdo para
publicacdo na Multi-Science Journal. O contetido do(s) artigo(s) publicados na Multi-Science
Journal, inclusive quanto a veridicidade, atualizagdo e precisdo dos dados, é de Unica e
exclusiva responsabilidade do(s) autor(es). A Multi-Science Journal ndo se responsabiliza
pelos idearios, conceitos, apreciacdes, julgamentos, opiniGes e consideracfes langados nos
textos dos artigos. Além disso, ndo se responsabiliza ainda por quaisquer desvio de natureza
ética, tais como plagios e ndo cumprimento de resolucdes nacionais sobre a experimentacao
com seres humanos e animais, bem como o cumprimento de acordos internacionais, ligados a
bioética. OS TRABALHOS PUBLICADOS NA REVISTA SAO DE INTEIRA E
EXCLUSIVA RESPONSABILIDADE DE SEUS AUTORES.

2) Os autores deverdo indicar NA PRIMEIRA PAGINA do manuscrito, além das
informacBes sobre o trabalho, A CATEGORIA DE ARTIGO QUE O MANUSCRITO SE
ENCAIXA (artigo original, comunicacao breve, revisao ou carta ao editor).

3)  Os autores deverdo fornecer informac6es de contato detalhado (home, instituicéo
de origem e e-mail) de pelo menos 3 (TRES) POTENCIAIS REVISORES PARA O SEU
TRABALHO. Estas informagdes deverdo ser digitadas no campo “COMENTARIOS AO
EDITOR”, durante a submissdo. Os potenciais revisores deverdo ser especialistas na area de
concentracdo do trabalho enviado. Qualquer um dos revisores sugeridos nao devera ter
publicado qualquer trabalho com os autores nos dltimos trés (3) anos, nem ser membro da
mesma instituicdo. Revisores sugeridos serdo considerados revisores em potencial de acordo
com a analise e recomendacdo dos Editores.

1. FORMATACAO DOS TRABALHOS

N&o ha requisitos de formatacdo rigorosos para submissdo a Multi-Science Journal,
mas todos 0s manuscritos devem conter os elementos essenciais necessarios para transmitir
cientificamente as informacgdes do manuscrito, tais como, Resumo (Abstract), Palavras-chaves
(Keywords), Introdugdo, Material e Métodos, Resultados, Conclus@es, assim como elementos
gréaficos (quadros, tabelas, esquemas, dentre outros), com titulos e legendas.

Sugerimos que os autores dividam os manuscritos em secOes bem definidas. Os
elementos graficos devem ser encaixados no corpo do texto, préximo as suas citacées.

Os textos devem ser digitados em extenséo .doc, .txt ou .rtf, espagamento entre linhas
de 1,5, com letras Times New Roman, corpo 12, pagina em tamanho A-4, incluindo resumos,
agradecimentos, referéncias e tabelas. Todas as paginas deverdo ser numeradas. Deve-se
evitar no texto o uso indiscriminado de siglas, excetuando as ja consagradas.

2. CATEGORIAS DE ARTIGOS

2.1. Artigos originais

Incluem estudos observacionais, experimentais, descritivos ou tedricos. Cada artigo
deve conter objetivos claros, desenho e métodos utilizados, resultados, discussdo e
conclusdes. Além disso, incluem ensaios tedricos (criticas e formulagdo de conhecimentos
teoricos relevantes) e artigos dedicados a apresentagéo e discussdo de aspectos metodoldgicos
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e técnicas utilizadas na pesquisa cientifica. Neste caso, o texto deve ser organizado em topicos
para guiar os leitores quanto aos elementos essenciais do argumento desenvolvido.

Limite maximo de paginas: 25 laudas. Artigos com extensdao maior serdo avaliados
pelo corpo editorial.

Numero de tabelas e figuras: preferencialmente 5 (cinco) no conjunto, devendo ser
incluidos apenas os elementos gréaficos imprescindiveis, evitando-se tabelas muito longas.

2.2. Comunicac0es breves

Sdo relatos curtos de achados que apresentam interesse para as areas da Multi-Sicence
Journal, mas que ndo comportam uma analise mais abrangente e uma discussdo de maior
folego.

Limite maximo de paginas: 6 laudas, incluindo resumo, tabelas, figuras e referéncias.

2.3. Artigos de revisao

Revisdo sistematica e meta-anélise - Por meio da sintese de resultados de estudos
originais, quantitativos ou qualitativos, objetiva responder a pergunta especifica e de
relevancia para uma determinada area. Descreve com pormenores o processo de busca dos
estudos originais, os critérios utilizados para selecdo daqueles que foram incluidos na reviséo
e os procedimentos empregados na sintese dos resultados obtidos pelos estudos revisados (que
poderdo ou ndo ser procedimentos de meta-analise).

Revisdo narrativa/critica - A revisao narrativa ou revisdo critica apresenta carater
descritivo-discursivo, dedicando-se a apresentacdo compreensiva e a discussdo de temas de
interesse cientifico. Deve apresentar formulacdo clara de um objeto cientifico de interesse,
argumentacdo logica, critica tedrico-metodoldgica dos trabalhos consultados e sintese
conclusiva. Deve ser elaborada por pesquisadores com experiéncia no campo em questdo ou
por especialistas de reconhecido saber. Poderdo ser publicados mediante convite do corpo
editorial da Multi-Science Journal.

Limite m&ximo de péaginas: 30 laudas, incluindo resumo, tabelas, figuras e
referéncias.

2.4. Cartas ao Editor

Publicam-se também Cartas Ao Editor com até 600 palavras e 5 referéncias.

3. IDIOMA

Aceitam-se manuscritos nos idiomas portugués e inglés. Independentemente do idioma
empregado, todos manuscritos devem apresentar dois resumos, sendo um em portugués e
outro em inglés.

4. DADOS DE IDENTIFICACAO
A primeira pagina do manuscrito deve conter:

a) Titulo do artigo - deve ser conciso e completo. Deve ser apresentada a versdo do
titulo em inglés.

b) Titulo resumido, para fins de legenda nas paginas impressas.

c) Nome e sobrenome de cada autor.

d) Instituicdo a que cada autor estd afiliado, acompanhado do respectivo endereco
(uma instituicdo por autor).

e) Nome e endereco do autor responsavel para troca de correspondéncia.

f) Se foi subvencionado, indicar o tipo de auxilio, 0 nome da agéncia financiadora e o
respectivo numero do processo.

g) Categoria do artigo (artigo original, comunicacao breve, revisdo ou carta ao editor)

5. REFERENCIAS
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IMPORTANTE: EM CASO DE ACEITE DO MANUSCRITO, ESTE SO SERA
PUBLICADO APOS A ADEQUAQAO DAS REFERENCIAS PELOS AUTORES.

Nesses casos, as referéncias deverdo seguir RIGOROSAMENTE as normas da
American Psychological Association (APA) (American Psychological Association (2010).
Publication manual of the American Psychological Association (6th Ed.). Washington, DC:
APA.

Artigos de revistas cientificas

Menezes, I. P. P., Barroso, P. A. V., Silva, J. O., & Hoffmann, L. V. (2015).
Distribuicdo do modo de ocorréncia in situ de landraces de algodoeiro Semiarido Brasileiro.
Multi-Science Journal, 1(1), 39-47.

(OBS.: Artigos com seis ou mais autores, usa-se a expressao “et al.”)

Livros

Oliveira, A. (1986). Monografia do concelho de Olhéo. Faro: Algarce em Foco.

Reis, C. (2001). O conhecimento da literatura: introducdo aos estudos literarios (22 ed.)
Coimbra: Almedina.

Mateus, M. H. et al. (2003). Gramaética da lingua portuguesa. Lisboa: Caminho.

(OBS.: Livros com seis ou mais autores, usa-se a expressao “et al.”)

Capitulo de livro

Hughes, D., & Galinsky, E. (1988). Balancing work and Family lives: Research and
corporate applications. In A. E. Gottfried & A. W. Machado (Eds), Maternal employment and
children’s development (pp. 233-268). New York: Plenum.

DissertacOes ou Teses

Rodrigues, A. S. L. (2012). Caracterizacdo da bacia do rio Gualaxo do Norte, MG,
Brasil: avaliagdo geoquimica ambiental e proposicdo de valores de background. (Tese de
doutoramento). Universidade Federal de Ouro Preto, Brasil.

Eventos académicos

Nicol, D. M., & Liu, X. (1997). The dark side of risk (what your mother never told
you about time warp). In Proceedings of the 11th Workshop on Parallel and Distributed
Simulation, Lockenhaus, Austria, 10-13 June 1997 (pp. 188-195). Los Alamitos, CA: IEEE
Computer Society.

Links de internet

Bryant, P. (1999). Biodiversity and conservation.  Disponivel em:
<http://darwin.bio.uci.edu/~sustain/bio65/Titlpage.htm> Acesso em: 19/10/1999.

Berenstein, I., & Puget, J. (2004). Curso de psicoanalisis de familia, Nivel | e I,
promovido pelo Campus Virtual da APDEBA. Disponivel em: <http://www.apdeba.org>
Acesso em: 19/10/2004.

Comunicacdo pessoal ndo é considerada referéncia bibliografica. Quando essencial,
pode ser citada no texto, explicitando em rodapé os dados necessarios. Devem ser evitadas
citagdes de documentos ndo indexados na literatura cientifica mundial e de dificil acesso aos
leitores, em geral de divulgacdo circunscrita a uma instituicio ou a um evento; quando
relevantes, devem figurar no rodapé das paginas que as citam. Da mesma forma, informacdes
citadas no texto, extraidas de documentos eletronicos, ndo mantidas permanentemente em
sites, ndo devem fazer parte da lista de referéncias, mas podem ser citadas no rodapé das
paginas que as citam.

AS REFERENCIAS DEVEM SER ORGANIZADAS EM ORDEM ALFABETICA,
AO FINAL DO MANUSCRITO.

6. CITACAO
Citacdes no interior do texto
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(...) educacdo para saude (Fisher, 1999), para prestacdo de servicos (Weist &
Christodulu, 2000) e para a cidadania (Mulligan et al., 1997).

Segundo Fonseca (2000), o trabalho é necessario (...)

Para Machado & Santiago (2015), a populagdo consome muitos alimentos (....)

Seguindo o raciocinio de Beatriz et al. (2014), a educacdo (...)

No caso em que um autor citado, ou um conjunto de autores, tiveram dois ou mais
trabalhos publicados no mesmo ano, tanto no texto quanto na lista de referéncias, a referéncia
deve ser seguida por letra minascula em ordem alfabética.

Smith (2010a) ou (Smith, 2010a); Smith (2010b) ou (Smith, 2010b)

White (2009ab) ou (White, 2009ab), Souza & Garcez (2011a) ou (Souza & Garcez,
2011a); Souza e Garcez (2011b) ou (Souza & Garcez, 2011b),

Santibaries et al. (2008a) ou (Santibafies et al., 2008a); Santibaries et al. (2008b) ou
(Santibaries et al., 2008b), Santibaries et al. (2008ab) ou (Santibafies et al. 2008ab)

CitacOGes em sequéncia, no texto, devem ser apresentadas em ordem cronoldgica (e na
lista de referéncias em ordem alfabética).

Baker (2008), Costa e Silva (2010), Dantas et al. (2011abc)

ou (Baker, 2008, Costa & Silva, 2010, Dantas et al. 2011abc)

7. SUPLEMENTOS

Temas relevantes nas areas da Multi-Science Journal podem ser temas de suplementos.
A Revista podera publicar até dois suplementos por ano, sob demanda.

Os suplementos sdo coordenados por, no minimo, trés editores. Um é obrigatoriamente
da Multi-Science Journal e dois outros editores-convidados podem ser sugeridos pelo
proponente do suplemento.

Todos os artigos submetidos para publicacdo no suplemento serdo avaliados por
revisores externos, indicados pelos editores do suplemento. O suplemento podera ser
composto por artigos originais (incluindo ensaios tedricos), artigos de revisdo, comunicacoes
breves ou artigos no formato de comentarios. Os autores devem apresentar seus trabalhos de
acordo com as instruc@es aos autores disponiveis no site da Multi-Science Journal.

8. CONFLITO DE INTERESSES

A confiabilidade publica no processo de revisdo por pares e a credibilidade de artigos
publicados dependem em parte de como os conflitos de interesses sdo administrados durante a
redacdo, revisdo por pares e tomada de decisdes pelos editores.

Conflitos de interesses podem surgir quando autores, revisores ou editores possuem
interesses que, aparentes ou ndo, podem influenciar a elaboracédo ou avaliacdo de manuscritos.
O conflito de interesses pode ser de natureza pessoal, comercial, politica, académica ou
financeira.

Quando os autores submetem um manuscrito, eles sdo responsaveis por reconhecer e
revelar conflitos financeiros ou de outra natureza que possam ter influenciado seu trabalho.
Os autores devem reconhecer no manuscrito todo o apoio financeiro para o trabalho e outras
conexdes financeiras ou pessoais com relacdo & pesquisa. O revisor deve revelar aos editores
quaisquer conflitos de interesse que poderiam influir em sua opinido sobre o manuscrito, e,
guando couber, deve declarar-se ndo qualificado para revisa-lo. Se os autores ndo tiverem
certos do que pode constituir um potencial conflito de interesses, devem contatar os Editores
da Multi-Science Journal.

Condigdes para submissao
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Como parte do processo de submissdo, os autores sdo obrigados a verificar a
conformidade da submissdo em relacéo a todos os itens listados a seguir. As submissdes que
ndo estiverem de acordo com as normas serdo devolvidas aos autores.

A contribuicdo é original e inédita, e ndo esta sendo avaliada para publica¢do por outra
revista; caso contrario, deve-se justificar em "Comentarios ao editor".

O arquivo da submisséo esta em formato Microsoft Word, OpenOffice ou RTF.

URLSs para as referéncias foram informadas quando possivel.

O texto esta em espago simples; usa uma fonte de 12-pontos; emprega italico em vez
de sublinhado (exceto em enderecos URL); as figuras e tabelas estdo inseridas no texto, ndo
no final do documento na forma de anexos.

O texto segue os padrdes de estilo e requisitos bibliograficos descritos em Diretrizes
para Autores, na pagina Sobre a Revista.

Em caso de submissdo a uma secdo com avaliacdo pelos pares (ex.: artigos), as
instrucGes disponiveis em Assegurando a avaliacdo pelos pares cega foram seguidas.

Declaracéo de Direito Autoral

Autores que publicam nesta revista concordam com os seguintes termos:

Autores mantém os direitos autorais e concedem & revista o direito de primeira
publicacdo, com o trabalho simultaneamente licenciado sob a Licenca Creative Commons
Attribution que permite o compartilhamento do trabalho com reconhecimento da autoria e
publicacéo inicial nesta revista.

Autores tém autorizagdo para assumir contratos adicionais separadamente, para
distribuicdo ndo-exclusiva da versdo do trabalho publicada nesta revista (ex.: publicar em
repositério institucional ou como capitulo de livro), com reconhecimento de autoria e
publicacéo inicial nesta revista.

Autores tém permissdo e sdo estimulados a publicar e distribuir seu trabalho online
(ex.: em repositérios institucionais ou na sua pagina pessoal) a qualquer ponto antes ou
durante o processo editorial, ja que isso pode gerar alteracdes produtivas, bem como aumentar
0 impacto e a citacdo do trabalho publicado (Veja O Efeito do Acesso Livre).

Politica de Privacidade

Os nomes e enderecos informados nesta revista serdo usados exclusivamente para 0s
servigos prestados por esta publicacdo, ndo sendo disponibilizados para outras finalidades ou
a terceiros.
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10. ANEXO 3

Apresentacdo das normas da revista escolhida para submissdo do capitulo Il1I:
REVISTA GENETICS AND MOLECULAR BIOLOGY

1. Manuscripts have to be submitted through our online submission platform:
https://mc04.manuscriptcentral.com/gmb-scielo

A cover letter addressed to the Editor-in-Chief is required
2. For submission the following instructions must be observed:

The manuscript must be submitted by the Corresponding Author, identified as such in the title
page of the manuscript. This is the person who will also check the page proofs, and arranges
for any payment that may incur during the editorial process.

Entering the following metadata is required: (i) the manuscript title, (ii) a short running title
(max. 35 characters), (iii) the Abstract, and (iv) up to five keywords. All these items must be
exactly the same as those figuring in the first two pages of the manuscript file.

Statements are required informing that the data have not been published and are not under
consideration elsewhere, and that all authors have approved the submission of the manuscript.
Furthermore, possible conflicts of interest (e.g. due to funding, consultancies) must also be
disclosed. For statements on ethical issues in research see below (3.1.m)

The names of all co-authors, including institutional affiliations and e-mail addresses must be
entered, as contact information for the Editorial Office.

In the referee suggestions field, up to five reviewer names can be entered by the author(s);
valid e-mail contact addresses for these are required, in case they are selected by the editor.
These suggestions can be made separately as preferred and opposed reviewer(s).

Files must be uploaded separately and identified according to file types, respecting the
following sequence: main text document (title page as page 1), tables, figures and, if
applicable, supplementary material. The main text file must include the title page, Abstract,
References and, if applicaple, figure legends, which must be typed on a separate page
following the References and Internet Resources sections. Each table, figure and element
containing supplementary material must be saved and uploaded in a separate file. Formats for
text and tables are Word or RTF in Windows platform. Figures should be in TIFF or JPEG
formats (see detailed instructions in 3.1.i).

Manuscripts including photos or any other identifiable data of human subjects must be
accompanied by a copy of the signed consent by the individual or his/her guardian.

Failure to adhere to these guidelines can delay the handling of your contribution and
manuscripts may be returned before being reviewed.

Special attention should be given to the structuring of the manuscript and correct language
usage. These are important factors in the smooth running of the editorial and peer-review
process, and can result in faster publication.

3. Categories of Contribution

3.1. Research Atrticles

Manuscripts must be written in English in double-spaced, 12-point type throughout; marked
with consecutive line and page numbers, beginning with the title page.
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The following elements must start on a new page and be ordered as they are listed below:

a) The Title Page must contain: a concise and informative title; the authors’ names (first name
at full length); the authors’ institutional affiliation, including department, institution, city,
state or province, and country; different affiliations must be indicated with superscript Arabic
numbers; a short running title of up to 35 characters (including spaces); up to five key words;
the corresponding author’s name, full postal, and email address.

b) The Abstract must be a single paragraph that does not exceed 200 words and summarizes
the main results and conclusions of the study. It should not contain references.

¢) The text must be as succinct as possible. Text citations: articles should be referred to by
authors’ surnames and date of publication; citations with two authors must include both
names separated by “and”; in citations with three or more authors, name the first author and
use et al. List two or more references in the same citation in chronological order, separated by
semi-colons. When two or more works in a citation were published in the same year, list them
alphabetically by the first author surname. For two or more works by the same author(s) in a
citation, list them chronologically, with the years separated by commas. (Example: Freire-
Maia et al., 1966a, 1966b, 2000). Only articles that are published or in press should be cited.
In the case of personal communications or unpublished results, all contributors must be listed
by initials and last name (et al. should not be used). Numbers: In the text, numbers nine or
less must be written out except as part of a date, a fraction or decimal, a percentage, or a unit
of measurement. Use Arabic numerals for numbers larger than nine. Do not start a sentence
with an Arabic numeral. Binomial Names: Latin names of genera, species and infraspecific
taxa must be printed in italics; we also recommend to present names of orders or families in
the Title and/or when first mentioned in the text. URLs for programs, data or other sources
should be listed in the Internet Resources Section, immediately following the References
Section, not in the text.

The text includes the following elements:

Introduction - Description of the background that led to the study.

Material (or Subjects) and Methods - Details relevant to the conduct of the study. Statistical
methods should be explained at the end of this section.

Results - Undue repetition in text and tables should be avoided. Statistical analyses should be
presented as complete as possible, i.e. not only P-values should be shown, but also all other
test variables required for full appreciation of the results. Comments on relevance of results
are appropriate but broader discussion should be part of the Discussion section.

Discussion - The findings of the study should be placed in context of relevant published data.
Ideas presented in other publications should not be discussed solely to make an exhaustive
presentation.

Some manuscripts may require different formats appropriate to their content.
d) The Acknowledgments must be a single paragraph that immediately follows the discussion
and includes references to grant support.

e) Conflict of Interest: Any possible conflict of interest must be disclosed here. If there is
none, please state: The authors declare that there is no conflict of interest that could be
perceived as prejudicial to the impartiality of the reported research.

f) The References Section: Only articles that are published or in press should be included in
this section. Works submitted for publication but not yet accepted, personal communications
and unpublished data must be cited within the text. “Personal communication” refers to
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information obtained from individuals other than the authors of the manuscript being
submitted; “unpublished data” refers to data produced by at least one of the authors of the
manuscript under consideration. Works of restricted circulation (e.g., theses not available in
public databases, congress abstracts not published in regular journals or public databases)
should not be listed in this section.

References must be ordered alphabetically by the first author surname; references with the
same first author should be ordered as follows: first, as single author in chronological order;
next, with only one more co-author in alphabetical order by the second author; and finally
followed by references with more than two co-authors, in chronological order, independent of
the second author surnames. In references with more than 10 authors only the first ten should
be listed, followed by et al. Use standard abbreviations for journal titles as suggested by
NCBI (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/journals/) or Thomson Reuters Webofknowledge.

Sample journal article citation:

Breuer ME and Pavan C (1955) Behaviour of polytene chromosomes of Rhynchosciara
angelae at different stages of larval development. Chromosoma 7:371-386.
Yonenaga-Yassuda Y, Rodrigues MT and Pellegrino KCM (2005) Chromosomal banding
patterns in the eyelid-less microteiid lizard radiation: The X1X1X2X2:X1X2Y sex
chromosome system in Calyptommatus and the karyotypes of Psilophtalmus and
Tretioscincus (Squamata, Gymnophthalmidae). Genet Mol Biol 28:700-709.

Sample book citation:

Dobzhansky T (1951) Genetics and Origin of Species. 3rd edition. Columbia University
Press, New York, 364 p.

Sample chapter-in-book citation:

Crawford DC and Howard-Peebles PN (2005) Fragile X: From cytogenetics to molecular
genetics. In: Gersen SL and Keagle MB (eds) The Principles of Clinical Cytogenetics. 2nd
edition. Humana Press, New Jersey, pp 495-513.

Sample electronic article citation:

Gotzek D, Ross KG (2009) Current status of a model System: The gene Gp-9 and its
association with social organization in fire ants. PLoS One 4:e7713.

g) Internet Resources Section: this section should contain a list of URLs referring to data
presented in the text, as well as software programs and other Internet resources used during
data processing. Date of consultation must be stated.

Sample Internet resource citation:

Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM), http://www.ncbi.nlm.nih.gov/OMIM
(September 4, 2009)

LEM Software, http://dir.niehs.nih.gov/dirbb/weinbergfiles/hybrid_design.htm (September 4,
2009)

h) Tables: Formats for tables are Word or RTF in Windows platform. They must be prepared
with the table tool (do not use space bar or tabulator) and must be numbered consecutively in
Arabic numerals). A concise title should be provided above the table. Each column should
have a title in the box head. Footnotes typed directly below the table should be indicated in
lowercase superscript letters. Tables that are to appear in the printed version must be saved in
Word format and not as figures, so that they can later be fitted during typesetting. Each table
must be saved and uploaded as a separate file.

1) Figures: Formats for figures are TIFF or JPEG. They must be numbered consecutively
using Arabic numerals. Figures in Word, PowerPoint or Excel format cannot be published.
Only sequence data can be presented in Word format. Journal quality reproduction will
require resolution yielding 300 dpi for grayscale and color figures. These resolutions refer to
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the output size of the file, that being the size in which it will appear printed in the journal; if it
Is anticipated that images will be enlarged or reduced, the resolutions should be adjusted
accordingly. Figures composed of several elements should be sent as a single panel, obeying
the print size definitions of the journal (single or two columns width). Scanned figures should
not be submitted. Color illustrations are accepted and will be reproduced free of chrge in the
electronic and printed versions. Figure legends must be included at the end of the main text
file and should be typed on a new page. When uploading, identify each illustration by the first
author name and the number of the respective figure. Each figure/panel must be saved and
uploaded as a separate file.

J) Nomenclature: Taxonomic names should be in accordance with current international
standards. For rules concerning gene names and gene symbols, please see separate Instruction
form.

K) Sequences may appear in text or in figure. DNA, RNA and protein sequences equal to or
greater than 50 units must be entered into public databases and accession numbers must be
provided upon acceptance of the article. Failure to do so will inadvertently delay publication.

I) Data access: reference should be made to availability of detailed data and materials used for
reported studies.

m) Ethical issues: Reports of experiments on live vertebrates must include a statement in the
text that the institutional review board approved the work and the protocol number must be
provided. For experiments involving human subjects, a statement must be provided that
informed consent was obtained from all subjects. If photos or any other identifiable data are
included, a copy of the signed consent must be uploaded during manuscript submission.

n) Supplementary Material: Data that the authors consider of importance for completeness of
a study, but which are too extensive to be included in the print version, can be submitted as
Supplementary Material. At publication, this material will be made available together with the
electronic version. In case a manuscript contains such material, it should be appropriately
identified within the text file. Supplementary material in tables should be identified as Table
S1, Table S2, etc., in case of figures they should be named accordingly, Figure S1, Figure S2.
In addition, a list of this material should be presented at the end of the manuscript text file,
containing the following statement:

Supplementary material - the following online material is available for this article:

Table S1 — < short title >

Figure S1 — < short title >

3.2 Short Communications

Short Communications present brief observations that do not warrant full-length articles.
They should not be considered preliminary communications. They should be 15 or fewer
typed pages in double spaced 12-point type, including literature cited, include an Abstract no
longer than five percent of the paper’s length, but no further subdivision, with introduction,
material and methods, results and discussion in a single section and without headers. Up to
four items (tables and/or figures) may be submitted. The title page and reference section
format is that of a full-length Research Article. For Supplementary Material see instructions
initem 3.1.n

3.3 Letters to the Editor

Relate or respond to recent published items in the journal. Discussions of political, social and
ethical issues of interest to geneticists are also welcome in this form.

3.4 Review Articles

Review Atrticles are welcome.
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3.5 Book Reviews

Publishers are invited to submit books on Genetics, Evolution and related disciplines, for
review in the journal. Aspiring reviewers may propose writing a review.

3.6 History, Story and Memories

These are accounts on historical aspects of Genetics relating to Brazil.

4. Articles accepted for publication

Once an article is accepted, the Editorial Office will send it to copy editor for language and
technical corrections. If major corrections were proposed, the manuscript with the highlighted
corrections will be returned to the corresponding author for approval. The final version
approved by the authors must be free of any text/correction markings when returned to the
Editorial Office.

After typesetting, page proofs will be sent to the corresponding author. Changes made to page
proofs, apart from typesetting errors, will be charged to the authors. Notes added in proof
require Editorial approval.

Together with the proofs, a form of consent to publish and transfer of copyright is sent to the
corresponding author, who will have sign this form, also on behalf of any co-authors, and
send it by e-mail to the Editorial Office.

5. Availability of articles and deposition in databases
Article copies are provided as PDF-files. Authors may deposit these in their personal or
institutional homepage, as well as in public databases.

6. Publication charge
There is a publication charge for manuscripts once they are accepted. For price information,
exemptions and waiver policies, please consult the journal homepage http://www.gmb.org.br.

Gene/Protein Nomenclature Guidelines and Requirements for Genetics and Molecular
Biology Authors:

1. General Guidelines

ALWAYS use approved gene/protein names and symbols in your paper (see below)
ALWAYS check out every single gene/protein name and symbol in your paper (even if you
have seen it published previously and think you know what it is)

Sometimes the approved gene/protein name or symbol is no longer valid. In these cases, on
first mention of the gene/protein, first use the approved designation and then add in
parenthesis (previously known as xxx). Thereafter, use the correct symbol and not the
previous designation.

2. Guidelines for Specific Species

Human/Non-human primates/Domestic species/and default for everything that is not a mouse,
rat, fish, worm, or fly

Website for nomenclature rules and finding human gene (and mutant allele) symbols:
http://www.genenames.org

General rules:

Full gene names are not italicized and Greek symbols are NEVER used

eg: insulin-like growth factor 1

Gene symbols

Greek symbols are never used

hyphens are almost never used
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gene symbols are italicized, all letters are in upper case

eg: IGF1 (in italics)

Proteins designations

same as the gene symbol, but not italicized and, depending on species, all in upper case, but at
least first letter in upper case

eg: IGF1

mMRNA and cDNA use the gene symbol and formatting conventions
eg: "... levels of IGF1 (in italics) mRNA increased when..."
Mouse/Rat/Chicken

Websites for nomenclature rules and finding gene (and mutant allele) symbols:

(mouse, rat, and chicken) http://www.informatics.jax.org/
(dedicated to rat) http://rgd.mcw.edu/
General nomenclature rules (applicable to mouse, rat, and chicken):

Full gene names are not in italics and Greek symbols are NEVER used
eg: insulin-like growth factor 1

Gene symbols

Greek symbols are never used

hyphens are almost never used

gene symbols are italicized, first letter upper case all the rest lower case

eg: Igfl (italicized)

Proteins designations same as the gene symbol, but not italicized and all upper case
eg: IGF1 mRNA and cDNA use the gene symbol and formatting conventions

eg: "... levels of Igfl (italicized) mRNA increased when..."

Mutant alleles should be defined when first mentioned

eg: lgfltmlArge/lgfitml1Arge (italicized) is one of several knockout alleles of Igfl
(italicized)

All letters and numbers are italicized and the allelic designation (tm1Arge) is a superscript
After initial specification, the homozygous KO can be indicated as Igfl-/- (all in italics and -/-
as superscript); the heterozygote is Igf1+/- etc.

For more details on these nomenclature conventions, see:

MGI Nomenclature page: http://www.informatics.jax.org/mgihome/nomen/index.shtml

MGl Quick Guide for Genes:
http://www.informatics.jax.org/mgihome/nomen/short_gene.shtml

Fish (use for all fish)

Website for nomenclature rules and gene (and mutant allele) symbols http://zfin.org/cqi-
bin/webdriver?MIval=aa-ZDB_home.apg

General rules: Full gene names are italicized, all lower case, NEVER use Greek symbols. eg:
cyclops (in italics)

Gene symbols are italicized, all lower case.eg: cyc (in italics)

Protein designations are the same as the gene symbol, but first letter only upper case and not
italicized. eg: Cyc

Fly

Website for nomenclature rules and gene (and mutant allele) symbols http://www.flybase.org
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