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OLIVEIRA, A.A. DIVERSIDADE DE Camponotus spp.(HYMENOPTERA:FORMICIDAE) EM
AREAS VERDES URBANAS. Sao Paulo. 2015. Dissertacdo (Mestrado em Sanidade,
Seguranca Alimentar e Ambiental no Agronegoécio) — Instituto Bioldgico.

RESUMO

Os ecossistemas urbanos sdo marcados por intensa atividade humana e o processo de
urbanizacdo é considerado uma das maiores ameacas a biodiversidade. A preservacdo de
areas verdes urbanas é extremamente importante, pois podem atuar como repositério da
diversidade biolégica. Um taxon muito utilizado para mensurar condicbes ambientais é a
familia Formicidae. Por ter grande diversidade de espécies e funcbes ecoldgicas distintas é
possivel classificar as formigas em grupos funcionais, nos quais os géneros apresentam
comportamentos e preferéncias por alimentos e habitats distintos. Um género
frequentemente encontrado em areas urbanas é Camponotus, conhecida popularmente
como formiga-carpinteira. Dentre as formigas, € o maior género em numero de espécies,
abrigando cerca de 200 espécies apenas na Regido Neotropical. A hiperdiversidade e o
polimorfismo encontrados neste género geram entraves para a identificacdo taxondmica.
Métodos moleculares tém se mostrado como ferramentas auxiliares valiosas para a
distincdo e identificacdo de insetos de dificil separacdo com base em caracteristicas
morfoldgicas. O objetivo do presente estudo foi identificar a riqueza de espécies do género
Camponotus em duas areas verdes de Sao Paulo com perfis distintos de urbanizagéo (Horto
Florestal e Instituto Biol6gico), empregando métodos tradicionais e moleculares para a
identificacdo dos espécimes coletados ativamente ou com armadilha luminosa. A
identificacdo morfolégica foi realizada por meio de chaves dicotbmicas e por comparacéo
com espécimes depositados em colec¢des oficiais. As analises moleculares envolveram o
sequenciamento de fragmento do gene codificador da citocromo oxidase | mitocondrial e de
marcadores do tipo EPIC (exon-primed intron-crossing). A identificacdo baseada na
morfologia resultou em nove espécies e sete morfoespécies somando os dois locais de

coleta. No Horto Florestal foi encontrada maior riqueza de espécies provavelmente devido a
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maior proximidade a uma &rea remanescente de Mata Atlantica. Sequéncias do gene COI
obtidas para espécimes alados permitiu relaciona-los as respectivas operarias. As analises
filogenéticas indicaram a existéncia de espécies cripticas de C. balzani e C. atriceps, com
ampla divergéncia genética. O marcador EPIC ant.1281 confirmou os principais achados
obtidos com o gene COI, mas apresentou maior variabilidade intraespecifica, principalmente
na forma de inser¢cbes/dele¢cbes, podendo ser util em estudos de populacdes. Os resultados
mostraram que areas verdes urbanas abrigam uma riqueza de espécies significativa desse

género e auxiliam na manutencgéo da diversidade local.

Palavras-chave: Riqueza de espécies, COI, ldentificacdo, Formiga-carpinteira, espécie
criptica
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OLIVEIRA, A.A. DIVERSITY OF Camponotus spp.(HYMENOPTERA:FORMICIDAE) IN
URBAN GREEN AREAS. Séo Paulo. 2015. Dissertation (Mestrado em Sanidade, Seguranca
Alimentar e Ambiental no Agronegécio) — Instituto Biologico

ABSTRACT

Urban ecosystems are marked by intense human activity and the process of urbanization is
considered one of the greatest threats to biodiversity. Thus, to preserve urban green areas is
extremely important because it serves as a repository of biological diversity. A taxon widely
used to measure environmental conditions is the Formicidae family. It has a large diversity of
species and different ecological functions allowing classifying them into functional groups,
where each one shows behavior and preference for food and habitat. A genus often found in
urban areas is Camponotus, commonly known as carpenter ant. Among the ants, it is the
largest genus in humber of species, harboring 200 species only in the Neotropical Region.
Due to its hiperdiversity and being a polymorphic group, obstacles in taxonomic identification
are found frequently. In these cases, molecular methods have proved to be valuable tools for
distinguishing and identifying the specimens. The aim of this study was to verify the richness
of the Camponotus genus in two green areas of Sdo Paulo city with different urbanization
profiles (Horto Florestal and Instituto Biol6gico), using traditional and molecular methods for
the identification of specimens collected actively or by luminous trap. Morphological
identification was performed by dichotomous keys and through comparison with specimens
deposited at official collections. Molecular analyzes involved sequencing of a fragment of the
mitochondrial cytochrome oxidase | gene and EPIC (exon-primed intron-crossing) markers.
The identification based on morphology resulted in nine species and seven morphospecies in
the two collection sites. The Horto Florestal housed a larger richness species due to this site
being closer to a remnant of the Atlantic Forest. Sequences of COIl gene from alate

specimens allowed correlating them to their respective workers. Phylogenetic analysis



indicated the occurrence of cryptic species of C. balzani and C. atriceps, with wide genetic
divergence. EPIC marker ant.1281 confirmed the main results obtained with the COI gene
but showed higher intraspecific variability and it is suitable for population studies. The results
indicate that urban green areas are home to a significant richness of species of this genus

and help to maintain local diversity.

Keywords: species richness, COlI, identification, carpenter ant, cryptic specie
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1 INTRODUGAO

Estudos em ambientes urbanos tém demonstrado grande importancia de areas verdes,
pois auxiliam na reducdo da poluicdo sonora e do ar, estabelecem um microclima, amenizam
altas temperaturas promovidas pelo excesso de areas cinzas (asfalto e prédios), reduzem a
intensidade dos ventos, absorvem aguas pluviais e também cumprem uma fungéo paisagistica
(MARTINS et al., 2007). Também abrigam parcela da fauna e flora locais, o que, devido ao
crescente processo de urbanizacdo, demanda aumenta o numero de estudos sobre a
qualidade destes ambientes (MCINTYRE et al., 2001).

O conhecimento da diversidade biolégica permite avaliar a condigdo de um determinado
ambiente e como os fatores antropicos a afeta. A utilizagdo de organismos bioindicadores
auxilia neste desafio, pois minimas alteracdes do ambiente interferem a composicao de suas
comunidades (MORINI et al., 2007).

Um grupo muito utilizado como bioindicador é o das formigas, por apresentar grande
diversidade de espécies, ser facilmente coletados, ser um taxon conhecido e por sua
identificacdo ser de relativa facilidade. Formigas sdo agrupadas por suas fungdes ecologicas,
formando grupos funcionais ou guildas (SILVESTRE; SILVA, 2001).

Um género muito encontrado em areas verdes urbanas é Camponotus, popularmente
conhecidos como formiga-carpinteira por nidificar em troncos de arvores vivas ou mortas. E um
género hiperdiverso, abrigando em torno de 1.500 espécies identificadas com um total de 200
espécies apenas para a Regido Neotropical. Por ser um grupo altamente polimdrfico, a
identificacdo morfologica é de dificil execugdo, pois as chaves taxonémicas sdo geralmente
baseadas em operarias maiores (soldados) (DASH, 2004).

Ferramentas moleculares tém auxiliado em estudos taxondmicos dos mais diversos
grupos de seres vivos (JINBO; KATO; ITO, 2011). Uma metodologia amplamente utilizada € o
sequenciamento do gene mitocondrial codificador da enzima citocromo oxidase | (COI),
empregando-o como um codigo de barras (barcode) para a identificacdo de espécies e a
realizacao de inferéncias filogenéticas (HEBERT et al, 2003). Em ambientes megadiversos,
comumente encontrados na Regiao Neotropical, a utilizacdo do cédigo de barras permite uma
avaliagdo mais rapida da diversidade de espécies de uma determinada comunidade,
previamente a sua identificacdo morfolégica que demanda estudos detalhados e demorados
realizados por escassos pesquisadores especializados nos taxons envolvidos (SMITH et al,
2005; SMITH et al., 2013).

Espécimes alados de formigas sdo pouco utilizados em levantamentos de

biodiversidade devido as dificuldades na sua identificacdo. Entretanto, a captura destes



espécimes por meio de diferentes tipos de armadilhas pode resultar em um levantamento mais
abrangente da diversidade de um determinado ambiente quando comparado com a captura de
operarias somente. O sequenciamento de DNA auxilia na correta identificacdo destes alados
pela comparacdo com sequéncias obtidas para operarias devidamente identificadas
morfologicamente (WARD, 2007).



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a diversidade de formigas do género Camponotus em duas areas verdes do
municipio de S&o Paulo com perfis de urbanizacdo distintos, empregando métodos tradicionais
baseados na morfologia e métodos moleculares baseados no sequenciamento de DNA.

2.2 Objetivos especificos

- Identificar alados e operéarias de formigas do género Camponotus coletados no Horto
Florestal e Instituto Bioldgico, por meio de chaves dicotdbmicas e por comparacdo com
espécimes depositados em cole¢des oficiais.

- Sequenciar fragmento do gene codificador da citocromo oxidase | (COI) mitocondrial
dos espécimes coletados e verificar a correspondéncia entre 0s agrupamentos genéticos e a
identificacdo morfologica

- Sequenciar marcadores nucleares do tipo EPIC (exon-primed intron-crossing) de
espécimes representativos dos agrupamentos obtidos pelo gene COIl e comparar as inferéncias
genéticas obtidas com ambos marcadores

- ldentificar espécimes alados pela comparacdo com sequéncias obtidas de operérias
identificadas morfologicamente

- Comparar a rigueza de espécies nos dois locais de coleta



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Ecologiade areas verdes urbanas

Os ecossistemas urbanos sdo marcados por intensa atividade e considerados como uma
das maiores ameacgas a biodiversidade pela homogeneizacéo bidtica (MCINTYRE et al., 2001,
MCKINNEY, 2002). Essa perturbagéo criada pela urbaniza¢édo destréi o habitat de uma grande
variedade de espécies endémicas e muitas vezes cria um habitat atraente para espécies
capazes de se adaptar as condi¢des urbanas (MCKINNEY; LOCKWOOD, 1999). O estudo dos
processos ecolégicos em ambientes urbanos € um campo de pesquisas ainda pouco explorado
(MARTIN et al., 2015; SAVAGE et al., 2015)

As areas verdes sao componentes importantes dos ecossistemas urbanos, além da
fungdo paisagistica, proporcionam inumeros beneficios a populagéo, tais como: reducdo da
poluicdo do ar devido aos processos de oxigenacao, diminuigdo da poluicdo sonora, diminui¢cao
das temperaturas extremas, reducéo na velocidade dos ventos, sombreamento, abrigo a fauna
existente, influéncia no balanco hidrico, etc.

As areas verdes urbanas abrangem os jardins publicos, as pracas, 0S parques,
complexos recreativos e esportivos, cemitérios, e outras areas que podem ser classificadas em
trés categorias: (i) Urbanas privadas e semi-publicas — fazendo parte desta categoria os jardins
residenciais, hortos urbanos. (ii) Urbanas publicas — onde estéo inclusos os pargues urbanos,
as pracas, complexos recreativos e esportivos, jardim botanico e zooldgico, cemitérios, entre
outros; (iii) Sub-Urbanas — tendo como exemplo nesta categoria os cinturbes verdes (BENINI;
MARTIN, 2011; MARTINS et al., 2011).

Uma forma de avaliar o papel das areas verdes no ecossistema urbano é conhecendo a
biodiversidade que ali esta abrigada. O estudo das espécies ndo é uma tarefa facil, pois exige
metodologias variadas de coleta, expertise em taxonomia de diferentes grupos de seres vivos,
além de méo-de-obra e tempo para os levantamentos (RIBAS et al., 2007).

Selecionar organismos bioindicadores, ou seja, espécies, grupos de espécies ou
comunidades biologicas cujas presencas, abundancia e condicfes sdo indicativas de uma
determinada condicdo ambiental, € importante para correlacionar um determinado fator
antropico ou um fator natural com seu potencial impactante. Os bioindicadores permitem avaliar
a integridade ecoldgica, definida como a condicdo de “saude” de uma area, feita pela
comparagdo da estrutura e fungdo de uma comunidade biolégica entre uma area impactada e
areas de referéncia (CALLISTO; GONCALVES JR; MORENO, 2005)



Mcintyre (2000) considera que o uso de artropodes como bioindicadores para o estudo
dos efeitos da urbanizacdo é uma escolha logica por cinco razdes: (1) sdo diversificados e
fornecem um instantaneo da diversidade biol6gica total da area; (2) o tempo de geracdo
relativamente curto implica que podem responder rapidamente a mudancas antropogénicas no
solo ou vegetacao; (3) sdo razoavelmente faceis de amostrar e o publico em geral ndo costuma
se opor a coleta de artropodes, ao contrario da coleta de vertebrados; (4) representam um
espectro de niveis tréficos; e (5) podem ser componentes sociol6gicos, agrondmicos ou
econdmicos importantes de habitats alterados pelo homem.

3.2 Uso de formigas como bioindicadores e sua diversidade em areas verdes

As formigas constituem um grupo com grande aptiddo para atuarem como
bioindicadores em programas de monitoramento ambiental. As caracteristicas favoraveis deste
grupo sao: elevada abundancia e diversidade, dominéncia ecologica e amostragem e
identificacdo relativamente faceis (AGOSTI; SCHULTZ;, MAJER, 2000; FONSECA; DIEHL,
2004; RIBAS et al., 2007; UNDERWOOD; FISHER, 2006)

Como exemplos de impactos ambientais ou de ac¢des para sua remedia¢cdo monitorados
utilizando-se formigas, podem ser citados: recuperacdo apoés atividades de mineragéo
(OTTONETTI; TUCCI; SANTINI, 2006; VALENTIM, 2010), danos por queimada (BOSCARDIN
et al., 2014), poluicdo industrial (NUMMELIN et al., 2007), agroecologia (SANTOS; ALEGRE;
MULINA, 2007), préticas agricolas (GOMEZ et al., 2003), retirada de vegetacdo (DUNN, 2004)
e outros usos da terra (SCHNELL; PIK; DANGERFIELD, 2003). Apesar da existéncia de
extensa literatura sobre o uso de formigas como bioindicadoras, os mecanismos de resposta as
diversas condi¢cfes estudadas sdo pouco conhecidos. Frequentemente, somente um parametro
da comunidade é analisado, como a riqueza de espécies, por exemplo, limitando o uso desta
técnica a descricao das respostas das comunidades, impedindo generalizagbes e avancos no
entendimento dos processos que causam as respostas observadas (RIBAS et al. 2007).

Estudos sobre a diversidade de formigas que ocorrem em areas verdes urbanas no
Brasil ttm demonstrado a sua importancia como repositérios da biodiversidade regional
(ESTRADA et al.,, 2014; LUTINSKI et al., 2013; RIBEIRO et al.,, 2012; SOARES, 2005;
SOARES et al., 2006). Na regidao urbana de Uberlandia, MG, foi constatada a presenca de 14
espécies de formigas, predominando os géneros Camponotus, Monomorium e Tapinoma
(SOARES et al., 2006). Em estudo comparativo de dois métodos de coleta, pitfall e extrator de
Winkler, em é&rea verde na cidade de S&o Paulo, SP, foram constatadas 36 espécies com
predominancia de Wasmannia auropunctata, seguida de formigas dos géneros Pheidole e

Solenopsis (RIBEIRO et al., 2012). Em parques e pragas do municipio de Trés Rios, RJ, foram



coletadas 26 espécies de formigas no solo e 37 nas arvores, com predominancia de espécies
dos géneros Camponotus, Pheidole e Pseudomyrmex (ESTRADA et al.,, 2014). Em dez
municipios do estado de Santa Catarina, com popula¢des variando de 10.000 a 180.000
habitantes, foram encontradas 140 espécies de formigas, tendo os géneros Camponotus,
Pheidole, Solenopsis, Crematogaster e Acromyrmex apresentado os maiores valores de
riqueza de espécies (LUTINSKI et al., 2013). A maior diversidade de formigas observada no
estudo realizado em SC pode ser explicada pelo maior nUmero de municipios envolvidos,
inclus@o de fragmentos florestais e maior esforgo de coleta. Constata-se também que o género
Camponotus, objeto de estudo do presente trabalho, apresenta ampla distribuicdo em areas
verdes urbanas em diferentes regides do Brasil.

3.3 O género Camponotus

Camponotus é um género pertencente a subfamilia Formicinae, encontrado em uma
grande variedade de habitats, incluindo areas urbanas, com cerca de 1500 espécies no mundo,
dentre as quais 200 espécies ocorrendo na Regido Neotropical (DASH, 2004).

A maioria das espécies do género Camponotus € arboricola, forrageiam principalmente
no periodo noturno, possuem habito alimentar generalista e procuram por carboidratos e
proteinas (HOLLDOBLER; WILSON, 1990). Podem proteger insetos sugadores de seiva em
troca de honeydew (substéncia eliminada por pulgbes, cochonilhas e cigarrinhas oriunda da
seiva vegetal ingerida). Formigas deste género podem ser observadas em nectarios extraflorais
(JUNQUEIRA; DIEHL; DIEHL-FLEIG, 2001), podendo atuar na polinizacdo de algumas
espécies de plantas (GOMEZ et al., 1996). Sdo chamadas de formigas carpinteiras devido a
sua preferéncia por nidificar em madeira morta, em decomposi¢cdo ou que possuam antigas
galerias de cupins. Porém, o dano dessas formigas € limitado, pois ndo se alimentam da
madeira (JACKMAN; DREES, 1998).

As colbnias em &reas internas sdo muitas vezes localizadas em fissuras e fendas, mas
podem também construir tineis na madeira para formar galerias de nidificacdo. Espécies
menores geralmente forrageiam durante o dia e apresentam coloracdo preta ou muito escura,
enquanto as espécies maiores sdo frequentemente noturnas, com coloracdo marrom
avermelhada clara para amarela (LONGINO, 2002).

Dentro de residéncias, algumas espécies como Camponotus atriceps e Camponotus
balzani podem nidificar em aparelhos eletrdnicos tais como: impressoras, computadores,
estabilizadores, fax entre outros. Demonstram preferéncia por material celulésico como

batentes, vigas de madeira, rodapés, azulejos e etc. Causam incébmodo por sua presenca



indesejada e, no caso de algumas espécies, serem altamente agressivas (CAMPOS-FARINHA,
1995).

3.4 Emprego de ferramentas moleculares para a identificacdo de espécies bioldgicas

O Conceito Biolégico de Espécie (CBE) definido por Mayr, (1942) é caracterizado por
um grupo de organismos ou uma populacdo isolada reprodutivamente de outros grupos ou
populagbes. A capacidade de grupos de organismos e/ou populacdes se entrecruzar e deixar
descendentes férteis ou nd&o, tornou-se um fundamento chave para definir limites
interespecificos (ALEIXO, 2007). Popula¢gbes que permanecerem separadas geograficamente,
mas conservarem a capacidade de se entrecruzar e gerar proles férteis a partir de um contato
ocasional sdo consideradas populacdes de uma mesma espécie, independente se houver
outras diferencas entre elas (ALEIXO, 2007). Por outro lado, populacdes diferenciadas e com
um histérico de evolucdo independente, mesmo que recente, das outras populagbes
relacionadas filogeneticamente sao consideradas espécies distintas pelo Conceito Filogenético
de Espécie (CFE), enquanto o CBE as trata apenas como subespécies integrantes de uma
Unica espécie (ALEIXO, 2009)-

O CFE se baseia na ideia de que a taxonomia deve refletir a histéria evolutiva dos
organismos e as espécies devem ser delimitadas com base em filogenias. se utiliza da ideia de
divergéncia evolutiva que ocorre quando espécies com grau de parentesco proximo, ou seja,
semelhantes geneticamente, divergem para ambientes distintos e com o tempo, devido a
selecdo natural, passam a apresentar caracteristicas diferentes. Desta forma, espécies
aparentemente diferentes podem ser geneticamente muito semelhantes. Por outro lado, a
convergéncia evolutiva faz com que existam espécies morfologicamente semelhantes, com
grau de parentesco distante, que convivam em um mesmo habitat. A selecédo exercida pelo
ambiente molda, ao longo das geracfes, espécies filogeneticamente distintas a convergirem
para formas semelhantes.

Tanto a divergéncia como a convergéncia evolutivas podem resultar na ocorréncia de
espécies cripticas, que sao definidas por Seifert (2009), como duas ou mais espécies que nao
sdo separaveis por percepcao visual ou acustica primaria (no caso de passaros, por exemplo)
de um especialista, ou seja, as espécies ndo sao separaveis com seguranca por meio das vias
inatas do sistema cognitivo humano. Em vez disso, sua identificagdo confidvel requer a
aplicacdo de métodos elaborados como andlise de DNA ou bioquimica. A divergéncia evolutiva
entre duas espécies pode ndo ser observavel externamente em casos de retencdo da
morfologia ancestral, 0 mesmo podendo ocorrer em casos de convergéncia adaptativa de duas

espécies geneticamente distintas.



Segundo De Queiroz (1998), tanto o CBE quanto o CFE sdo variagcbes de um unico
“conceito” de espécie, pois subentendem que as espécies sdo segmentos de linhagens
evolutivas de nivel populacional. A diferenca estaria no “critério” utilizado para determinar em
gue ponto do processo de divergéncia (cladogénese), duas linhagens poderiam ser
consideradas espécies distintas. Assim, de Queiroz propde que CBE e CFE constituem
somente critérios distintos e alternativos de um mesmo conceito unificado de espécie batizado
por ele de “General Lineage Species Concept” ou Conceito Filético Geral de Espécie (CFGE)
(ALEIXO, 2007). O CFGE adota dois critérios para distinguir espécies: a existéncia de
caracteristicas diagnosticaveis e a monofilia (independéncia evolutiva em relacdo a outras
populacgdes).

Uma das formas para determinar a identidade dos organismos é estreitar as relacdes da
taxonomia com outras areas do saber, tornando-a integrativa. A taxonomia Integrativa prop6e
delimitar a “espécie” sob perspectivas mdltiplas e complementares, tais como morfologia
comparativa, filogeografia, genética, ecologia, comportamento, entre outros (DAYRAT, 2005).

Dentre estas perspectivas, a genética tem recebido grande énfase como estratégia para
a descoberta de caracteres diagnosticos para a separacdo de espécies. O emprego de
ferramentas moleculares levou a criacdo do termo Unidade Taxonémica Operacional Molecular
(MOTU - Molecular Operational Taxonomic Unit), que séo taxa gerados pelo agrupamento de
espécimes através de sequéncias de DNA, podendo também ser denominadas como filotipos
ou genoespécies (BLAXTER, 2004). Alguns dados ecoldgicos podem ser inferidos pelos dados
moleculares de forma a complementar os indices de biodiversidade classicos tais como:
riguezas de espécies, indice de Simpson e indice Shannon (VALENTINI; POMPANON;
TABERLET, 2009). Dessa forma, MOTU podem ser utilizados para rapidamente caracterizar a
diversidade de espécies de um determinado ambiente, mesmo na auséncia de um taxonomista
especializado que possa identificar os espécimes pelos métodos tradicionais. Em vista da
escassez destes especialistas e da urgéncia da caracterizacédo da diversidade de seres vivos
em ambientes que estédo sofrendo rapida degradacéo, a utilizacdo de MOTU é de grande valia
em estudos ecologicos.

Um exemplo da eficiéncia do emprego de MOTU foi demonstrado em trabalho realizado
em quatro localidades na ilha de Madagascar (SMITH; FISHER; HEBERT, 2005). Padrées de
riqueza de formigas medidos por meio de MOTU e por separacdo de morfoespécies nao
apresentaram diferencas significativas entre si. Entretanto, a utilizacdo de métodos baseados
em sequéncias apresentou tendéncia a gerar valores maiores de riqgueza e indices de
similaridade significativamente menores entre localidades. Em alguns casos onde uma
morfoespécie abrangeu grupos moleculares distintos, foi observada divergéncia média de 16%
nas sequéncias, apontando para espécies que necessitam estudos mais aprofundados de

genética, morfologia, ciclo de vida e comportamento (SMITH et al. 2005). Na maioria dos



casos, 0s caracteres fenotipicos utilizados na classificacdo taxonbmica de seres vivos ndo
refletem o mesmo nivel de diferenciacdo como os marcadores genéticos (GOODMAN et al.,
2009).

De interesse particular em estudos entomolégicos, o sequenciamento de DNA permite a
identificacdo de espécimes independentemente da fase de vida em que se encontram (ovo,
larva, juvenis e adultos) e, no caso de formigas, a associacdo de adultos alados com as
respectivas operarias, sendo estas Ultimas as mais utilizadas para a identificacdo morfol6gica
das espécies (WARD, 2007).

3.5 Identificagdo morfolégica e molecular de formigas do género Camponotus

A identificacdo das espécies do género Camponotus € uma das mais dificeis dentre os
géneros do Novo Mundo, sendo realizada principalmente pelas operarias maximas (soldados).
Entretanto, h4 um grande nimero de espécies com caracteristicas morfologicamente dificeis de
definir, que podem variar dentro de um complexo de espécies ou na mesma espécie, além da
presenca de varios subgéneros mal definidos (MACKAY; MACKAY, 2004). As espécies do
género Camponotus séo geralmente polimoérficas ou dimorficas, mas as chaves taxondmicas
sdo baseadas principalmente nas operarias maximas, embora na Australia a descricdo das
operarias menores é mais Util devido a maior facilidade de captura (MCARTHUR, 2007 e 2008).
Existem poucas chaves taxondmicas disponiveis para a identificacdo de espécies de
Camponotus da Regido Neotropical.

A frequente utilizacdo das operarias em trabalhos de taxonomia e sistematica se deve
pela facilidade de serem coletadas, enquanto a coleta de reprodutores (alados) é dificultada por
fatores fenoldgicos e pela necessidade de armadilhas especiais (KASPARI et al., 2001). Sendo
assim, sdo poucas as espécies identificadas que possuem alados depositados em cole¢ées. A
coleta de alados permite a detec¢cdo de espécies em um determinado ambiente que pode ser
de dificil captura pelos outros métodos de levantamento, como espécies hipogéicas, por
exemplo, caracterizando melhor a diversidade de formigas no local de estudo.

Diversas ferramentas de biologia molecular tém sido utilizadas para estudos de
sistematica, filogenia e de populac6es de formigas do género Camponotus. Dentre elas
podemos citar a técnica de RAPD (random amplified polymorphic DNA), andlise de
microssatélites e 0 sequenciamento do gene da citocromo oxidase | ou codigo de barras de
DNA (GOODISMAN; HAHN, 2004; GOODISMAN et al., 2005; MATTA; MORINI; HILSDOREF,
2013; GADAU; BRADY; WARD, 1999; BRADY; GADAU; WARD, 2000; ).
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A diversidade genética em espécies de Camponotus pode ser demonstrada através da
analise molecular de microssatélites. Estes segmentos de DNA repetitivo apresentam grande
polimorfismo entre populacdes da mesma espécie e constituem uma ferramenta valiosa para
estudos de estruturas genética e social e sistemas de acasalamento em espécies de formigas.
Através destes marcadores moleculares foi observado que a estrutura social de ninhos de
Camponotus ocreatus, estudados em area natural no estado do Arizona, EUA, é normalmente
caracterizada pela monoginia (uma unica rainha fértil por ninho), porém a poliginia (duas ou
mais rainhas férteis por ninho) também foi detectada em uma minoria de ninhos avaliados (1
em 15) (GOODISMAN; HAHN, 2004). Utilizando a mesma ferramenta, observou-se que
diferentes formas do complexo de espécies de formiga carpinteira do deserto, C. festinatus,
possuem o0 mesmo sistema social (poliginia e polidomia), mas sdo geneticamente isoladas.
(GOODISMAN et al., 2005).

Outra ferramenta que pode ser util na analise da variabilidade genética de formigas é o
RAPD. Trabalho que utilizou essa ferramenta verificou que ninhos proximos entre si de
formigas carpinteiras da espécie Camponotus rufipes apresentam baixa diferenciagdo genética,
sugerindo que as colbnias sdo monoginicas e que ninhos formados por rainhas geneticamente
relacionadas tendem a ser formados em locais proximos (MATTA; MORINI; HILSDORF, 2013).

Sequenciamento de um trecho de 385 pb do gene mitocondrial codificador da citocromo
oxidase | (COl), utilizando 45 espécimes do género Camponotus e dos géneros relacionados
Polyrhachis e Dendromyrmex, constatou uma monofilia dos trés géneros estudados e uma
possivel polifilia dentre as espécies de Camponotus, que nao pbde ser confirmada
estatisticamente (BRADY; GADAU; WARD, 2000). Sequenciamento do mesmo gene de uma
espécie endémica da Califérnia, Camponotus quercicola, permitiu chegar a conclusdo que esta
ndo pertence ao clado de C. herculeanus, conforme se acreditava anteriormente (GADAU;
BRADY; WARD, 1999).

O gene mitocondrial COl tem sido amplamente utilizado como cédigo de barras
universal (barcode) para a identificacdo de espécies (HEBERT; RATNASINGHAM; DE
WAARD, 2003). O banco de dados GenBank (www.nchi.nim.nih.gov/genbank) tém sido
largamente usado em comparacfes de sequéncias, no entanto, por ser uma base de dados
aberta, apresenta frequentemente erros de identificacdo. A sua utilizacdo requer um trabalho
criterioso de triagem das sequéncias com base na qualificacdo dos depositantes, experiéncia
do grupo de pesquisa responsavel pelo depdsito, publicacdo de artigo cientifico associado as
sequéncias e preservacao de espécimes em colecdes oficiais.

Uma questdo fundamental quando se utiliza o sequenciamento do gene COI para a
distincdo de espécies é qual o limite de divergéncia que separa uma espécie de outra. Essa
distancia genética que separaria as espécies tem sido denominada “intervalo do cdédigo de

barras de DNA” (DNA barcode gap). Para que esse intervalo efetivamente exista, a distancia
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genética média intraespecifica deve ser consistentemente menor que a interespecifica. Na
literatura, tanto estudos que suportam como 0s que negam a existéncia do intervalo podem ser
encontrados em abundancia (HEBERT; RATNASINGHAM; DE WAARD, 2003; HEBERT et al.,
2004; SMITH; FISHER; HEBERT, 2005; WIEMERS; FIEDLER, 2007; MEIER et al., 2006). Em
um estudo sobre espécies de lepiddpteros determinou-se que divergéncia de 3% entre as
sequéncias era capaz de revelar 98% das espécies identificadas pela taxonomia morfolégica
convencional (HEBERT; RATNASINGHAM; DE WAARD, 2003). Para péassaros, verificou-se
que um valor de 2,7%, era capaz de revelar 90% de um total de 260 espécies da América do
Norte (HEBERT et al., 2004). Estudos sobre formigas na América do Norte mostraram que a
divergéncia média intraespecifica foi de 1,9%, indicando que a utiliza¢cdo de um limite entre 2 e
3% seria apropriado para a separacdo de espécies (SMITH, et al. 2005 citado por SMITH,;
FISHER; HEBERT, 2005). Meier et al. (2006) e Wiemers e Fieldler (2007), estudando dipteros
e lepidopteros, respectivamente, observaram sobreposicdo na amplitude das distancias
genéticas intra e interespecificas, resultando em identificacbes errbneas com base nas
sequéncias.

Apesar de seu relevante papel na identificacdo de espécies, a analise de codigo de
barras ndo substitui um estudo taxondmico amplo. Portanto, quando algum espécime
desconhecido ndo apresentar uma estreita correspondéncia com 0s registros existentes na
biblioteca de cddigo de barras, isto ndo o qualifica para designacdo como uma nova espécie.
Ao invés disso, estes espécimes podem ser selecionados para uma analise taxondmica mais
aprofundada, com grande potencial para a descoberta de novas espécies. Em grupos ainda
pouco estudados, o cédigo de barras pode rapidamente separar 0s espécimes em grupos
geneticamente divergentes, antes mesmo da execucdo do estudo taxonémico convencional
(HAJIBABAEI et al., 2007).

Com relacdo a marcadores moleculares, outro aspecto a ser destacado é que a
utiizacdo de somente um marcador genético de heranca uniparental como o gene COI
mitocondrial pode gerar, em alguns casos, uma arvore filogenética pouco representativa devido
a acao preferencial de mecanismos seletivos sobre as mitocondrias como a introgressao e
varreduras seletivas (AVISE, 2000; WIENS; KUCZYNSKI; STEPHENS, 2010).

Uma forma de complementar as informacdes obtidas com o gene COI é a utilizacédo de
marcadores nucleares, como 0s genes housekeeping e regides intrbnicas de genes
conservados. Em insetos, os marcadores nucleares do tipo EPIC (Exon-primed intron-
crossing), apesar de ainda pouco utilizados, sdo promissores (STROHER et al., 2013). Nestes
marcadores, um par de primers € desenvolvido de forma a se anelar em regides conservadas
de éxons consecutivos de um gene, amplificando a regido intrébnica que separa esses €xons e
apresenta uma maior taxa de mutacdo que as regides codificadoras (LI; RIETHOVEN; MA,

2010). Para formigas, 15 marcadores EPIC foram desenvolvidos através da andlise dos
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genomas nucleares completos de Harpegnathos saltator (Ponerinae), Linepithema humile
(Dolichoderinae), Camponotus floridanus (Formicinae), Solenopsis invicta (Myrmicinae),
Pogonomyrmex barbatus (Myrmicinae) e Atta cephalotes (Myrmicinae) (STROHER et al.,
2013). A identidade observada para estes marcadores nesse conjunto de formigas variou de
93,5% a 97%. Os marcadores foram avaliados experimentalmente para as espécies
Gnamptogenys striatula (Ectatomminae), Hylomyrma reitteri (Myrmicinae), Brachymyrmex sp.
(Formicinae), Pheidole incisa (Myrmicinae) e Linepithema sp. (Dolichoderinae), tendo sido
possivel amplificd-los em todos os casos. Para quatro amostras de G. striatula originérias de
diferentes estados brasileiros, a identidade encontrada para seis destes marcadores variou de
91,1% a 99,78%. Concluiu-se que estes marcadores poderiam ser Uteis para estudos
filogeogréficos e filogenéticos de formigas de uma forma geral (STROHER et al., 2013).
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4.1 Areas de estudo

13

MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido em duas regibes na cidade de Sdo Paulo, o primeiro ponto

amostral foi no Instituto Biolégico de Sdo Paulo (23°35'19.2"S 46°38'564.5"W), proximo ao

Parque do lbirapuera (Figura 1). O Instituto possui uma &area 122.918.00 m? no total e
28.760.00 m? de area construida, abriga um cafezal urbano ocupando 10.000 m? com cerca de
1600 pés de café das variedades Catuai e Mundo Novo. No entorno existem &rvores como
pau-brasil, seringueira, pau-ferro, araucaria, abacate, manga, acerola, oliveira, manaca da

serra, paineira, palmeiras, geriva, goiabeira, amoreiras, jabuticabeira, cerejeiras entre outras.

(HOJO, comunicacéo pessoal 2015).
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Figura 1. Instituto Biolégico de Sao Paulo, localizado préximo ao Parque do Ibirapuera, regido central da cidade de

Séao Paulo.
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As coletas no segundo ponto amostral foram realizadas no Parque Estadual Alberto

Loefgren (23°27'43.8"S 46°38'13.8"W) que apresenta uma area de 174 hectares (ha), proximo

a Serra da Cantareira (Figura 2). Trata-se de um grande fragmento de Mata Atlantica Floresta

Ombrofila Densa/Floresta Estacional Semidecidual/Urbano (VELOSO et al.1991 ;“Instituto

Florestal de Sao Paulo”, 2015). A flora é mesclada com arborizacdo de espécies exdticas e

nativas em arboretos ou isolada com regeneracdo espontanea de espécies nativas e exdticas.

A vegetacao anterior existente e de seu entorno é classificada como Floresta Ombrofila Densa

Montana. Possui algumas espécies em extin¢do: Pinheiro-brasileiro, peroba-rosa, pau-marfim,
pau-brasil, cambuci, cedro-rosa, cedro-do-brejo, jacaranda-da-bahia, braina, sassafras, imbuia,
bolsa-de-pastor. A fauna abriga animais como o macaco-prego, tucano, gambd, soco, garca,
tico-tico, serelepe e martim pescador. O clima € tropical imido serrano da Cantareira. A
precipitacdo média anual € de aproximadamente 1500 mm. A temperatura média anual é de
19,3°C (média maxima de 27,7°C e minima de 14,4°C) (TARIFA; ARMANI; TARIFA, 2000)
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Figura 2. Parque Estadual Alberto Léfgren (Horto Florestal - SP), localizado préximo a Serra da Cantareira, na

Zona Norte da cidade de Sao Paulo..
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Além destas duas éareas de estudo, espécimes de Camponotus também foram
coletados esporadicamente em outras localidades na cidade de Sdo Paulo - SP, Campinas —
SP, Guarulhos — SP, Nazaré Paulista — SP, Rio Claro — SP, Sorocaba — SP, Andradas — MG,
Uberlandia — MG, Curitiba — PR e Fortaleza — CE. Estas coletas visaram aumentar a
diversidade de espécimes estudados e permitir uma melhor caracterizacdo da variabilidade

intraespecifica de alguns grupos.

4.2 Coletade formigas

As formigas foram coletadas com armadilhas luminosas e coletas ativas. Armadilhas de
luz modelo “Luiz de Queiroz” equipada com lampada “Blackblue” capturam espécimes em voos
nupciais noturnos e foram penduradas em arvores a 5 m de altura. Os locais de amostragem
foram: Parque do Instituto Biolégico proximo ao Laboratério de Anatomia Patoldgica e o Horto
Florestal, proximo a &area administrativa. As armadilhas luminosas estavam equipadas com
fotocélulas e acendiam ao entardecer e se apagavam ao amanhecer. O periodo de coleta foi
de fevereiro de 2014 a janeiro de 2015.

Os insetos capturados pelas armadilhas foram coletados semanalmente, levados para a
Unidade Laboratorial de Referéncia em Pragas Urbanas para triagem e identificagdo. As
formigas aladas foram fixadas em etanol a 70% e trés exemplares de cada espécie, sendo trés
fémeas e trés machos, foram montados para incorporagdo na Colecdo Entomoldgica Adolph
Hempel (CEAH) do Instituto Biolégico.

Coletas ativas foram realizadas quinzenalmente durante os meses de fevereiro a maio
de 2014 e de novembro de 2014 a janeiro de 2015, sendo estas divididas em dois periodos:
diurno (11h00 — 13h00) e vespertino (16h00 — 18h00), contemplando uma possibilidade maior
de captura de espécies que demonstrem preferéncias por um dos periodos, totalizando um
esforco de coleta de quatro horas. As coletas foram concentradas em solo, arbustos e arvores.
A area escolhida foi repetida em todas as coletas em ambos os periodos. Os espécimes foram
triados e identificados em morfoespécie para posterior identificacao taxonémica e um espécime
de cada morfoespécie foi reservado para os estudos moleculares. Para as morfoespécies mais
frequentes, mais de um espécime foi sequenciado, procurando-se obter sequéncias de

espécimes de diferentes origens a fim de melhor avaliar a variabilidade intraespecifica.
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4.3 Identificagdo morfolégica

Os espécimes foram montados em tridngulo de papel e identificados com as chaves
dicotdbmicas segundo Bolton et al. (2006). Quando a identificacdo nado foi possivel pelas chaves,
os espécimes foram comparados com tipos ou hol6tipos depositados na Colecdo Entomoldgica
Adolph Hempel (CEAH) no Instituto Biologico e na Colegdo de Hymenoptera no Museu de
Zoologia da Universidade de S&o Paulo.

Para a analise das espécies cripticas foram selecionados representantes de cada clado
com mesmo tamanho ou 0 mais proximo possivel para analise de caracteres morfol6gicos
usualmente utilizados para separacdo de morfoespécies. Foram observados tamanho da
carena frontal, formato do clipeo, abundéancia de pelos na margem inferior do clipeo, nUmero de
dentes, abundancia e distribuicdo de pelos no mesossoma, peciolo e géaster, formato do
peciolo, comprimento do escapo entre outros. Também foram utilizadas fotos em alta resolucéo
de espécimes depositados em colegbes, incluindo espécimes tipo (CASENT0173394,
CASENT0905198 disponiveis no site AntWeb) (“AntWeb”, 2015).

4.4 Extracdo de DNA

O espécime foi colocado sobre papel de filtro a fim de retirar o excesso de alcool,
transferido para microtubo de 1,5 mL e submetido a secagem em centrifuga a vacuo por 5-10
minutos. O DNA genbmico foi extraido utilizando-se o kit DNeasy Blood & Tissue (QIAGEN)
conforme as instru¢des do fabricante. Apds seco, o espécime foi congelado com nitrogénio
liquido e triturado com o auxilio de pistilo de plastico, a fim de fragmentar o exoesqueleto e
triturar os 6rgaos internos. Foram acrescentados 180 uL de tampéao ATL e 20 uL de proteinase
K (20 mg/mL) e agitado brevemente em vortex. Os microtubos foram incubados a 56°C em
banho seco com agitagcao por um periodo de 2-3 horas. Foram adicionados 200 pL de tampéao
AL a amostra, seguido de agitacdo em vortex. Foram adicionados 200 uL de etanol (96-100%)
seguido de nova agitacdo em vortex. A mistura foi transferida para coluna contendo um filtro de
silica para retencao do DNA, a qual estava inserida em tubo de 2 mL sem tampa. As amostras
foram centrifugadas a 8.000 g por 1 minuto. O filtrado foi descartado e a coluna transferida para
novo tubo de 2 mL. Foram acrescentados 500 uL de tampao de lavagem AW1 seguido de
centrifugacdo a 8.000 g por 1 minuto novamente. O filtrado foi descartado e a coluna foi
transferida para novo tubo de 2 mL. Foram acrescentados 500 yL de tamp&o de lavagem AW?2
e centrifugado a 14.000 g por 3 minutos. O filtrado foi descartado novamente e a coluna

transferida para um microtubo de 1,5 mL. Foram adicionados 80 uL de tampao AE para eluicdo



17

do DNA e centrifugado a 8.000 g por 5 minutos. A coluna foi descartada e o DNA purificado foi

armazenado em freezer a -20°C.

4.5 Reagdo em Cadeia pela Polimerase (PCR)

Para a amplificacdo de um fragmento de aproximadamente 460 pb do gene COI foi
desenhado o par de iniciadores COI-F (5-GATTTTTTGGKCAYCCMGAAG-3’) e COI-R (5-
CRAATACRGCTCCTATWGATAAWAC-3’), baseado em regides conservadas do gene em
diversas espécies de artropodes (desenvolvido no Laboratoério de Bioquimica Fitopatolégica do
Instituto Bioldgico).

Para a reacdo de PCR, foram utilizados 1 uL do DNA, 1 pL de cada iniciador a 10 uM,
10 pL de tampédo 5X para PCR, 1 uL de dNTPs a 10 mM, 0,2 uL de GoTaq DNA polimerase
5U/uL (Promega) e 35,8 pyL de agua MilliQ estéril, volume total de 50 uL. As amplificacdes
foram realizadas em termociclador (BIORAD-T100™ Thermal Cycler) com o0 seguinte

programa:

94 °C por 2 minutos — desnaturagao inicial
= 94 °C por 15 segundos — desnaturacéo
n o —

50 °C por 30 segundos — anelamento 40 ciclos
= 72 °C por 30 segundos — extensao
= 72 °C por 4 minutos — extensao final

= 12 °C por tempo indeterminado

Para verificagdo da amplificagdo do produto esperado foi realizada eletroforese em gel
de agarose 0,8% em tampédo TAE, adicionado de brometo de etideo na concentragéo final de
0,1 yg/mL. Para cada amostra foram aplicados 4 uL do produto amplificado adicionado de 0,4
ML de tampdo de carregamento BlueJuice 10X (Life Technologies). O marcador de tamanho
molecular 1 Kb DNA ladder (Life Technologies) foi utilizado para estimar o tamanho do produto
amplificado. A eletroforese foi realizada a 90 V por 30 min. A imagem do gel sobre
transiluminador de luz ultravioleta foi capturada em equipamento fotodocumentador digital
(Alpha Innotech).

Para a amplificagdo dos marcadores EPIC, foram selecionados os iniciadores ant.1281-
F (3-GACGCAGGTTGYAACGAAATCAC-5) e ant.1281-R (3-
GCCRCTAATATCCAGCTTCACGAG-5’), que amplificam produto de aproximadamente 500
pares de bases e ant.346-F (3-GTGGTCCACCATCCGTKGGATCT-5) e ant.346-R (3'-
GGATTGTTTTGTGTAATCTGCGTTCG-5’), que amplificam produto de aproximadamente 400
pares de bases (STROHER; LI; PIE, 2013).
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Ambos produtos foram amplificados utilizando as mesmas concentracdes de reagentes

utilizados para o gene COI e o programa a seguir:

= 94 °C por 2 minutos — desnaturacéo inicial

= 94 °C por 15 segundos — desnaturacéo

= 58 °C por 30 segundos — anelamento 40 ciclos
= 72 °C por 30 segundos — extenséo

= 72 °C por 4 minutos — extensao final

= 12 °C por tempo indeterminado

4.6 Purificacdo dos produtos de PCR

Os produtos da PCR foram purificados seguindo-se o protocolo descrito por Schmitz e
Riesner (2006). Foi adicionado ao produto da PCR (+ 46 uL), 1,6 yL de EDTA 0,5 M, 21,0 uL
de PEG a 50% e 8,1 pL de NaCl 5 M. Apés incubagdo em temperatura ambiente por 10
minutos, centrifugou-se durante 10 minutos a 14.000 rpm e o sobrenadante foi descartado.
Foram adicionados 125 pL de etanol 70%, centrifugado a 14.000 rpm por 5 min e o
sobrenadante foi descartado. O sedimento foi seco em uma centrifuga a vacuo por 10 minutos.

O DNA foi suspendido em 30 pL agua de MilliQ esterilizada.

4.7 Sequenciamento de DNA

Os produtos purificados foram sequenciados pelo método de terminagdo de cadeia
(SANGER; NICKLEN; COULSON, 1977).

A reagdo de sequenciamento foi realizada em placas de 96 pocos de 200 pL e
constituiu de 5 pyL do produto da PCR purificado, 1,5 yL de tampé&o de diluicdo 5X, 1 pyL de Big
Dye 3.1 (Applied Biosystems) e 0,32 uL de iniciador a 10 uM e 2,18 uL de H,O. O programa

utilizado no termociclador T100 (BioRad) constituiu de:

= 96 °C por 60 segundo
= 96 °C por 5 segundos
= 50 °C por 30 segundos 25 ciclos

= 60 °C por 4 minutos
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= 12 °C por tempo indeterminado

A reacdo de sequenciamento foi precipitada pela adicdo de 40 pL de isopropanol 75%
em cada amostra e centrifugacdo a 4.000 g por 30 minutos. O sobrenadante foi descartado e a
placa foi centrifugada invertida sobre papel toalha a 1.000 g por 1 minuto. Foram adicionados
100 pyL de isopropanol 75% por amostra, o qual foi descartado em seguida. ApGs nova
centrifugacdo com a placa invertida sobre papel toalha a 1.000 g por 1 minuto, a mesma foi
mantida em estufa a 37°C por 30 minutos para secar. As amostras foram retomadas em 10 L
de formamida HiDi (Applied Biosystems) e deshaturadas em termociclador por 2 minutos a
95°C. As amostras foram analisadas em sequenciador capilar 3500 XL (Applied Biosystems).

As sequéncias obtidas foram analisadas e editadas manualmente com o0 uso do
programa BioEdit versao 7.2.5 (HALL, 2013).

4.8 Andlises filogenéticas

Para uma possivel identificacdo dos espécimes procurou-se por sequéncias
semelhantes no GenBank através do programa Blast-n (ALTSCHUL et al.,, 1990). As
sequéncias foram alinhadas empregando-se o programa ClustalwW (THOMPSON; HIGGINS;
GIBSON, 1994).

Para as sequéncias do gene COl, arvore filogenética foi construida pelo método de
Neighbor-Joining a partir dos valores de divergéncia genética calculados pelo método de
Kimura 2-Parameter. Esta forma de andlise tem sido utilizada na maioria dos estudos que
utilizaram o cédigo de barras de DNA, entretanto, as razdes para a sua utilizagdo ndo sdo bem
fundamentadas (SRIVATHSAN; MEIER, 2012). Como alternativa, também foi construida arvore
filogenética pelo método de méxima verossimilhanga, selecionando-se o melhor modelo de
substituicdo de nucleotideos indicado pela ferramenta Find Best DNA Model do software MEGA
6.0 (TAMURA et al.,, 2013). O modelo indicado para as sequéncias COIl foi o GTR+G+l
(General Time Reversible +. Gamma distribution + Invariable sites). Ambas as arvores foram
submetidas ao teste de bootstrap com 1000 repeticdes. Foram incluidas sequéncias
encontradas no GenBank que apresentavam nivel de similaridade acima de 90% com as
sequéncias dos espécimes do presente estudo. Sequéncia de Formica fusca (AY334398) foi
utilizada como grupo externo.

As sequéncias obtidas com o marcador EPIC Ant1281, devido a presenca de grandes
insercBes/delecdes, foi submetida a duas andlises filogenéticas distintas. Uma arvore foi
construida pelo método de Neighbor Joining a partir da divergéncia evolutiva calculada pelo

método de Kimura 2-parameter com remocdo de gaps de sequéncias pareadas (pairwise
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deletion) e teste de boostrap com 1000 repeticbes. Desta forma, somente os gaps formados a
cada par de sequéncias alinhadas foi eliminado da comparacéo. Outra arvore foi construida por
inferéncia Bayesiana considerando as informacgfes contidas nos gaps utilizando o programa
MrBayes 3.2 (RONQUIST et al.,, 2011). Previamente a andlise Bayesiana, o alinhamento
nucleotidico foi realizado no programa BioEdit (HALL, 2013) e as inser¢cbes/delecbes (indels)
foram codificadas em uma matriz de presenca/auséncia pelo método de Simmons; Ochoterena
(2000) utilizando o programa FastGap v1.2 (BORCHSENIUS, 2009). A andlise Bayesiana foi
realizada por 500 mil gerac6es com arvores amostradas a cada 1.000 geracdes.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Espécimes de Camponotus coletadas

Foram coletados 1.357 espécimes de formigas do género Camponotus, tanto por coleta
ativa como por armadilhas luminosas, sendo 644 operarias e 713 alados. Foram submetidos as
andlises moleculares 97 espécimes sendo 65 operarias e 32 alados.

Os meses em que alados de Camponotus spp foram capturados foram marco,
novembro e dezembro de 2014 e janeiro de 2015. A maior diversidade de alados (3 espécies e
6 morfoespécies) foi capturada em Dezembro de 2014 (Tabela 1).

Quanto a riqgueza de espécies de Camponotus, foram identificadas dezesseis espécies
nos pontos amostrais, sendo nove no Instituto Bioldgico e treze no Horto (Tabela 2). O numero
de espécies na area do Instituto Biologico foi menor em relacdo ao Horto Florestal, entretanto,
houve seis espécies que foram recorrentes em ambas as localidades, C. atriceps, C. balzani,
C. cingulatus, C. crassus, C. lespesii e Camponotus sp.3. Isto indica uma maior tolerancia ou
adaptacdo dessas espeécies aos ambientes com grau de perturbagdo maior ou mesmo area
com cobertura verde reduzida . A maioria das espécies relatadas no presente estudo também
foi encontrada em um levantamento realizado por (LUTINSKI et al.,, 2013) como C.
sericeiventris, C. sexguttatus, C. atriceps, C. cingulatus, C. rufipes, C. lespesii e C. melanoticus
em dez cidades do estado de Santa Catarina no qual foram encontradas 21 espécies e
morfoespécies apenas para 0 género Camponotus, demonstrando a alta diversidade desse
grupo em areas verdes urbanas. Lutinski et al. (2013) realizou amostragens através de iscas e
coletas ativas, enquanto que, no presente estudo, foram realizadas somente coletas ativas e
disposicdo de armadilhas luminosas em dois pontos da cidade de Sdo Paulo. Levantamento
realizado no municipio de Uberlandia, MG, com armadilhas no interior de domicilios, mostrou
em comum ao presente estudo a presenca das espécies C. crassus e C. atriceps (SOARES et
al., 2006) enquanto que no municipio de Trés Rios, RJ, com iscas em parques urbanos, a

espécie em comum foi somente C. crassus (ESTRADA et al., 2014).
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Tabela 1. Espécies de formigas do género Camponotus capturadas em armadilha luminosa e por coleta ativa no Instituto Biolégico e no Horto Florestal, no periodo

de fevereiro de 2014 a janeiro de 2015.

2014 2015
MESES Fev. Mar. Abr. Maio Jun. Jul. Ago. Set. Out. Nov. Dez. Jan.
ESPECIES AL CA|AL CA|AL CA|AL CA|AL CA|AL CA|[AL CA|AL CA|AL CA|AL CA|AL CA| AL CA
Camponotus atriceps X X X X X
Camponotus balzani X X X X X X
Camponotus cingulatus X X X
Camponotus crassus X X X X
Camponotus melanoticus X X X X X X X X
Camponotus sericeiventris X X X X X
Camponotus sexguttatus X X
Camponotus lespesii X X X X X X
Camponotus rufipes X X X
Camponotus sp.1 X X X X X X
Camponotus sp. 2 X X X
Camponotus sp. 3 X X X X X X
Camponotus sp. 4 X X
Camponotus sp.5 X
Camponotus sp.6 X
Camponotus sp.7 X

AL= Armadilha Luminosa CA= Coleta Ativa
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Tabela 2. Espécies de formigas do género Camponotus coletadas no Instituto Biolégico e no Horto Florestal
no periodo de janeiro de 2014 a janeiro de 2015.

Espécie/Morfoespécie Il?stitu-to Horto
Bioldgico Florestal

Camponotus atriceps v v

Camponotus balzani v v

Camponotus cingulatus v v

Camponotus crassus v v

Camponotus lespesii v v

Camponotus melanoticus v

Camponotus rufipes v

Camponotus sericeiventris v

Camponotus sexguttatus v

Camponotus sp.1 v

Camponotus sp.2

Camponotus sp.3 v

Camponotus sp.4 v

Camponotus sp.5 v

Camponotus sp.6 v

Camponotus sp.7 v

Total de espécies/morfoespécies 9 13

As espécies C. melanoticus, C. rufipes e C. sericeiventris s&o comumente coletadas em
fragmentos de Mata Atlantica (ROSUMEK et al., 2008). No presente estudo, essas espécies
foram coletadas no Horto Florestal, uma &rea caracterizada por possuir grande regido
arborizada no entorno. A presencga de C. melanoticus e C. rufipes em domicilios do municipio
de Uberlandia, MG, se deve a proximidade dos bairros & zona rural e veredas (SOARES et al.,
2006).

Na Tabela 3 sdo apresentadas as diversidades de espécies observadas no presente
estudo e as obtidas por Lutinski et al. (2013), no estado de Santa Catarina, e por Estrada et al.
(2014), no estado do Rio de Janeiro. Embora as diferencas nos métodos e esforcos de
amostragem dos trés estudos ndo permitam uma comparacao rigorosa, € possivel observar
que dez espécies co-ocorreram em pelo menos dois desses levantamentos C. fastigatus, C.
novogranadensis, C. sexguttatus, C. atriceps, C. cingulatus, C. rufipes e C. lespesii e duas
espécies C. crassus e C. melanoticus, ocorreram nos trés levantamentos.

Os resultados do presente estudo estdo de acordo com as observactes de Pacheco e

Vasconcelos (2007) que a proximidade de parques urbanos a outros ambientes naturais e a
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presenca de vegetacao nativa nestes parques possibilitam a existéncia e manutencdo de uma

mirmecofauna relativamente diversificada.

Tabela 3.Espécies do género Camponotus encontradas em trés levantamentos realizados em areas urbanas

em diferentes estados do Brasil

Espécie/Morfoespécies Lutinski Estrada et Presente
et al.,2013 al .,2014 estudo
(SC) (RJ) (SP)

Camponotus (Myrmaphaenus) blandus Smith, 1858 v
Camponotus (Myrmaphaenus) cameranoi Emery, 1894
Camponotus (M.) fastigatus Roger, 1863

Camponotus (M.) novogranadensis Mayr, 1870

Camponotus (M.) personatus Emery, 1894

Camponotus (Myrmepomis) sericeiventris Guérin-Méneville, 1838

<

Camponotus (Myrmobrachys) crassus Mayr, 1862
Camponotus (M.) mus Roger, 1863

Camponotus (Myrmocladoecus) hedwigae Forel, 1912
Camponotus (Myrmosphincta) sexguttatus Fabricius, 1793
Camponotus (Myrmothrix) atriceps Smith, 1858

CC CCCKCCKC CK K«
<
<

Camponotus (Myrmotrix) cingulatus Mayr, 1862
Camponotus (Myrmotrix) renggeri Emery, 1894
Camponotus (Myrmotrix) rufipes Fabricius, 1775
Camponotus (Pseudocolobopsis) alboannulatus Mayr, 1887
Camponotus (Tanaemyrmex) lespesii Forel, 1886

< K € <

Camponotus (Tanaemyrmex) melanoticus Emery, 1894

C € KK K
<

Camponotus (Tanaemyrmex) punctulatus Mayr, 1868
Camponotus (Tanaemyrmex)balzani Emery, 1894 v
Camponotus prox. brettesi Forel, 1899 v

Camponotus senex Smith, 1858 v

Camponotus sp.1-SC
Camponotus sp. 2 - SC
Camponotus sp.3-SC
Camponotus sp. 4 - SC

€ € <«

Camponotus sp.1-RJ v
Camponotus sp. 1 - SP
Camponotus sp.2-SP
Camponotus sp. 3-SP
Camponotus sp. 4 - SP
Camponotus sp.5 - SP
Camponotus sp.6 — SP
Camponotus sp.7 — SP
Total 21 7

P € K K < K
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5.2 Identificagdo molecular e andlise filogenética dos espécimes de Camponotus

utilizando o gene COI

Nos estudos sobre o uso do codigo de barras de DNA para a identificacdo de espécimes
de Camponotus e sobre sua diversidade genética, além dos espécimes coletados no IB e HF
foram acrescentados espécimes oriundos de outras localidades tanto na cidade de S&o Paulo,
como em outras cidades em SP, MG, PR e CE. A inclusdo destes espécimes permitiu melhor
avaliar a variabilidade intra-especifica e obter uma pequena amostra da diversidade genética
do género Camponotus no Brasil.

A utilizacdo do cédigo de barras de DNA para a identificacdo dos espécimes de
Camponotus foi bem sucedida para trés espécimes de C. rufipes e quatro de C. sericeiventris,
gue apresentaram similaridade maior que 97% com sequéncias depositadas no GenBank.

Esse relativo insucesso é devido ao pequeno numero de sequéncias de espécies de
Camponotus da Regido Neotropical depositadas no GenBank. As poucas sequéncias de
espécimes coletados nas Américas sdo de trabalho de Brady; Gadau; Ward (2000), que
realizaram estudo preliminar sobre a sistematica de Camponotus utilizando sequenciamento do
gene COI. O espécime SP11 apresentou similaridade de 98,7% com C. rufipes (AF187957) e
os espécimes SP14 e MGOL1 apresentaram 98,7% e 98,9%, respectivamente, com C. rufipes
(AF187956). As sequéncias de C. rufipes, de acordo com Brady; Gadau; Ward (2000), séo de
espécimes coletados no Rio de Janeiro e El Bagual (Argentina), porém nos acessos do
GenBank os autores nao especificaram a origem de cada um. O espécime de alado SP09-A e
0os espécimes HF06, SP03 e PRO03 apresentaram similaridades de 97,7% e 98,2%,
respectivamente, com C. sericeiventris (AF187959) coletado em Missiones (Argentina). Esses
autores também sequenciaram dois espécimes de C. atriceps de Trinidad e Tobago e do
México e um de C. floridanus da Flérida (EUA), que apresentaram similaridades variando entre
88,1% e 93,1% com os espécimes CEO01, MGO06, IB26-A, HF38, SP16 e SP17, valores
inferiores ao usualmente utilizado para a identificacdo especifica de formigas, que é de 97-
98%.

As arvores filogenéticas construidas pelos métodos de Neighbor Joining a partir das
divergéncias genéticas calculadas pelo método de Kimura 2-parameter (K2P) e por Maxima
Verossimilhanga baseada no modelo General Time Reversible com distribuicio Gamma
discreta e permitindo que algumas bases fossem evolutivamente invariaveis (GTR+G+l) nao
apresentaram diferencas notéaveis nos agrupamentos formados.

Para cinco espécimes ou agrupamentos de espécimes alados, HF26/HF28/HF33, IB30,
IB21, HF30, HF31/HF32/HF34 n&o foram encontradas as respectivas operarias. Este resultado
confirma que a captura de alados constitui uma estratégia promissora para o levantamento da

diversidade de formigas em um ambiente, possibilitando encontrar espécies que ndo seriam
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constatadas por outros métodos de captura, tal como a coleta ativa utilizada no presente
estudo.

O seguenciamento permitiu associar espécimes alados com as respectivas operdrias das
seguintes espécies: C. atriceps, C. balzani, C. lespesii, C. melanoticus, C. sericeiventris, C.
sexguttatus e as morfoespécies Camponotus sp.1 e Camponotus sp.3. Este € um resultado
relevante do presente estudo, pois confirma a utilidade do sequenciamento de DNA para a
identificacdo de espécimes alados, o que é de dificil execu¢gdo com base na morfologia ou
quando ndo sdo capturados conjuntamente a operdrias. Esta aplicagdo do sequenciamento
permitiu que Ward (2007) identificasse um macho da espécie de formiga subterranea
Leptanilloides mckennae. Formigas de hébito hipogéico apresentam operarias com varias
caracteristicas morfolégicas em comum como tamanho reduzido, tegumento pélido, auséncia
de olhos, auséncia de lobos frontais, entre outras, constituindo uma convergéncia adaptativa a
este modo de vida que pode dificultar estudos taxonémicos. Ward (2007) confirmou que as
semelhancas superficiais entre Leptanilloides e Leptanilla ndo passam disso, tendo essas
espécies surgido em pontos distantes da filogenia de formigas. O cddigo de barras de DNA
também permitiu relacionar um espécime de macho alado com operarias de Odontomachus cf.
ruginodis em estudo realizado na Isla del Coco, Costa Rica, realizado por Smith et al. (2013).

Os resultados do presente estudo mostram que a captura de espécimes alados tem
grande capacidade para revelar a diversidade de formigas de uma determinada area e que a
identificacdo destes espécimes, embora dificil do ponto de vista morfoldgico, pode ser auxiliada
pelo emprego do codigo de barras de DNA. Para tal, uma base de dados com sequéncias
obtidas de operarias devidamente identificadas morfologicamente é fundamental e, nesse
sentido, este estudo da um passo inicial fornecendo, pela primeira vez, sequéncias de pelo
menos 18 espécies/morfoespécies de formigas do género Camponotus.

Outros aspectos importantes observaveis nas arvores construidas como o gene COI sao
a polifilia de C. balzani, a formagdo de um complexo de espécies de C. atriceps e a clara
separacdo entre C. rufipes e C. renggeri. Estes aspectos serdo discutidos com maior

detalhamento separadamente.

5.3 Andlise filogenética de espécimes de Camponotus utilizando marcadores EPIC

Os iniciadores selecionados para os marcadores EPIC ant.346 e ant.1281, permitiram a
amplificacdo de produtos com tamanhos proximos ao esperado, com maior variabilidade de
tamanhos para o marcador ant.1281. Analise preliminar das sequéncias obtidas mostrou que o
marcador ant.346 apresentou menor variabilidade de sequéncias e poucas diferencas com
relacdo a insercBes/delecdes entre espécimes de Camponotus. Por outro lado, o marcador

ant.1281 apresentou grande variabilidade, principalmente na forma de inser¢cbes/delecbes, com
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tamanhos dos produtos amplificados variando de 424 pb (Camponotus sp.1) a 569 pb (C.
rufipes). Por se tratar de regido intrénica, essa modalidade de polimorfismo era esperada.
Stroher; Li; Pie (2013), estudando a varia¢cdo intraespecifica de espécimes de Gnamptogenys
striatula oriundos de diferentes estados brasileiros distantes até 2900 km, observaram
divergéncias genéticas entre 1,1 a 1,4% para os marcadores ant.263, ant.965 e ant.1281 e de
8,9% para ant.346. Entretanto, a variacdo intergenérica nos tamanhos dos produtos
amplificados com estes marcadores para Brachymyrmex sp., Pheidole incisa, Hylomyrma
reitteri e Gnamptogenys striatula foi maior para ant.1281 (400 a 550 pb) do que para ant.346
(400 a 500 pb).

Estudos recentes tém demonstrado a importancia de se utilizar as informacgdes contidas
nas insercbes/delecbes para a construcao de arvores filogenéticas, apesar de ainda ser pratica
comum a remocdo destas diferengcas nos alinhamentos de sequéncias, previamente a
construgdo das arvores (NAGY et al., 2012; OGDEN; ROSENBERG, 2007). No presente
estudo, as sequéncias obtidas para o marcador EPIC ant.1281 foram analisadas de duas
formas: (1) Neighbor Joining com base na distancia genética calculada por Kimura 2-parameter
e gaps eliminados na comparacdo de cada par de sequéncias (pairwise deletion) (Figura 5) e
(2) inferéncia Bayesiana com gaps codificados em uma matriz de presenga/auséncia
construida segundo Simmons; Ochoterena (2000) (Figura 6).

As A&rvores obtidas por ambos os métodos agruparam as sequéncias de maneiras
semelhantes e que de maneira geral confirmaram os agrupamentos formados nas arvores
construidas com as sequéncias do gene COIl. Uma diferenca observada entre as arvores do
marcador EPIC ant.1281 e do gene COI foi uma maior separacdo entre C. atriceps e C. rufipes
pelas sequéncias COI. A polifilia de C. balzani e a formag&o de um complexo de espécies de C.
atriceps, foram confirmadas pelo marcador EPIC ant.1281.

O tipo de polimorfismo observado no marcador EPIC ant.1281, principalmente de
insercdes/delecbes, parece ter maior utilidade no estudo da variagéo intraespecifica, conforme
proposto por Stroher; Li; Pie (2013). Espécimes de C. balzani, C. melanaoticus, C. crassus ou C.
atriceps que néo apresentaram diferencas no gene COIl puderam ser separadas pelas

sequéncias EPIC ant.1281 (Figuras 3 e 5).
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Figura 6. Arvore filogenética construida por inferéncia Bayesiana para as sequéncias do marcador EPIC
ant.1281 de espécimes de Camponotus e com os gaps codificados em matriz de auséncia/presenca segundo

Simmons e Ochoterena (2000). Os numeros junto aos ramos indicam a probabilidade posterior.
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5.4 Espécies cripticas em Camponotus

Duas espécies sequenciadas no presente estudo, C. atriceps e C. balzani j4 tém
sequéncias depositadas no GenBank, porém apresentaram divergéncias acima de 13% para o
gene COI. Além disso, em ambos 0s casos, espécimes considerados morfologicamente como
espécie Unica, situaram-se em ramos distintos da arvore filogenética.

Espécimes de C. balzani do presente estudo separaram-se em trés clados com
divergéncias de 9,0% a 17,8% entre os clados. Um quarto clado com a sequéncia de C. balzani
do GenBank (AF187955), coletado em Cuzco, Peru (BRADY; GADU; WARD, 2000) apresentou
divergéncias entre 15,4% a 19,7% com os espécimes do presente estudo (Tabela 4).

A analise macroscopica dos espécimes Figura 7 e comparacao com as fotos disponiveis
em banco de dados, ndo permitiu a distincdo morfolégica dos espécimes de C. balzani
pertencentes aos diferentes clados.

Figura 7. Comparacdo morfoldgica entre espécimes de C.balzani, dispostas em clados distintos na &rvore
filogenética.



33

Tabela 4. Matriz de divergéncia genética (%) entre espécimes de C. balzani. A divergéncia foi calculada pelo

modelo Kimura 2-parameter.

1B02 RCO3 AF187955 SP01 IB10 1B22
1B02 =
RCO3 9,0 -
AF187955 19,7 19,8 =
SPO1 16,1 15,9 16,9 -
1B10 16,1 15,9 16,6 0,3 =
1B22 15,5 14,6 15,9 1,5 1,8 -
1B23 16,1 15,2 16,2 0,5 0,8 1,0

Camponotus atriceps é altamente polimérfica com cores que variam do marrom
avermelhado até o preto, com pelos abundantes. A espécie € bem sucedida na ocupacgéo de
ambientes sinantropicos, sendo considerada uma praga em residéncias (CAMPOS-FARINHA
et al., 2002). Existem registros da ocorréncia de C. atriceps (e de suas diversas sinonimias)
para toda a regido Neotropical, do sul da América do Sul até o sul dos Estados Unidos. E
possivel que C. atriceps corresponda a um complexo de espécies estreitamente relacionadas,
em vez de uma Unica espécie. Extensos estudos taxondmicos e filogenéticos serdo
necessarios antes que a questao seja resolvida (Antweb, 2014).

Os espécimes de C. atriceps coletados em diferentes localidades do estado de Sé&o
Paulo, Minas Gerais e Ceara sdo morfologicamente semelhantes entre si. Com base em
fotografias destes espécimes (Figura 8 e Figura 9), Dr. Wiliam Mackay (Universidade do
Texas), confirmou que todos correspondiam a C. atriceps, semelhantes a espécie que ocorre

na Argentina.

CEO01 IBOS

Figura 8. Operarias menores de C. atriceps espécimes CEO1 e IB05. A e C —fotos das cabecgas, B e D — vista dorsal.
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Figura 9. Operérias maiores de C. atriceps espécimes SP02 e NZP01. A e C - fotos das cabecgas, B e D — vista
dorsal.

Nas arvores filogenéticas construidas com o gene COl, os espécimes de C. atriceps do
presente estudo separaram-se em quatro clados (CE01/MGO06, IB26A/HF38/SP16/SP17,
IBO5/SP02/NZP01 e HF04). As distancias genéticas entre representantes de clados distintos
variaram entre 9,9% a 17,6% (Tabela 5). Os espécimes SP16 e HF38, foram os que
apresentaram sequéncias de menor divergéncia (7,5% e 8,9%) com as sequéncias de C.
atriceps depositadas no GenBank (AF398174 e AF186361). Os dados obtidos indicam a
existéncia de espécies cripticas subjacentes a morfoespécie C. atriceps, confirmando a
existéncia de um complexo de espécies com ampla diversidade genética.

C. atriceps abriga em uma Unica espécie diversas subespécies que anteriormente
pertenciam a C. abdominalis (Hashmi, 1973). A diversidade genética revelada no presente
estudo suscita a necessidade de rever essa fusdo taxondémica, pois as divergéncias genéticas
observadas entre espécimes localizados em diferentes clados de C. atriceps estdo muito acima

dos valores reportados para diferenciacdo de espécies, usualmente entre 2% e 3%.
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Tabela 5. Matriz de divergéncia genética (%) entre espécimes de C. atriceps. A divergéncia foi calculada pelo

modelo Kimura 2-parameter.

SP02 1BO5 CEO1 MGO6 SP16 HF38 HF04 AF186361 AF398174

SP02 -

IBOS 1,0 -

CEO1 17,6 16,7 -

MGO06 17,0 16,4 2,1 =

SP16 15,3 14,1 10,5 9,9 -

HF38 15,3 14,1 10,5 9,9 0,5 =

HF04 14,2 14,0 16,8 17,2 17,5 17,2 -

AF186361 (C. atriceps) 15,7 15,1 13,2 12,9 8,9 8,9 15,0 -

AF398174 (C. atriceps) 14,3 13,8 12,7 12,1 7,5 7,5 16,2 9,0 -
AY334397 (C. floridanus) 14,7 14,1 10,6 10,0 7,3 7,3 15,9 8,4 2,1

5.5 C.renggeri e C. rufipes: uma ou duas espécies?

As analises filogenéticas também ajudam a esclarecer uma questao sobre as espécies
C. renggeri e C. rufipes que sdo morfologicamente muito semelhantes (Figura 5). Em revisao
taxondmica ainda ndo publicada sobre o género Camponotus, mas com versdo provisoria
disponivel na Internet (https://www.utep.edu/leb/ants/Camponotus.htm), W. Mackay sugere que
o tegumento mais brilhante e pernas com coloragdo mais amarelada de C.renggeri constituam
variagbes morfolégicas de C. rufipes (Figura 10). Entretanto essa sugestdo contradiz as
evidéncias ecolégicas e comportamentais observadas por Ronque (2013), que distinguem
claramente as duas espécies, principalmente sobre preferéncias de nidificacdo, onde
C.renggeri constréi ninhos em troncos mortos, solo ou troncos mortos eretos sem associacao
com plantas que dispde de nectarios extraflorais, ao contrario de C.rufipes sempre associado
com plantas com nectarios extraflorais ou insetos sugadores de seiva como pulgdes,
cigarrinhas e cochonilhas.

As analises filogenéticas suportam essas observacdes, pois 0 espécime de C. renggeri
RCO1 apresentou divergéncia genética de 8,4% a 10,2% quando comparado com espécimes
de C. rufipes (Tabela 6).

Os espécimes de C. rufipes coletados no presente estudo foram separados em dois
clados (MG01/SP14/SP11 e PR0O1/NZPQ7). As diferencgas intraclados maximas foram de 3,1%
e 0,5%, enquanto que a diferengca minima entre espécimes de clados diferentes foi de 5,0%.

Esses valores sugerem a existéncia de duas espécies ou subespécies diferentes.
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Figura 10. Vistas laterais de (A) — C. renggeri RC01 e (B) — C. rufipes MGO01

Tabela 6. Matriz de divergéncia genética (%) entre espécimes de C. rufipes e C. renggeri. A divergéncia foi

calculada pelo modelo Kimura 2-parameter

MGO1  AF187956 SP11 AF187957 PRO1 NZPO7

MGO01

AF187956 C. rufipes 1,0

SP11 2,1 3,1

AF187957 C. rufipes 2,3 2,9 1,3

PRO1 5,9 6,4 5,9 5,6

NzPO7 5,3 5,9 5,3 5,0 0,5

RCO1 9,5 8,4 10,1 10,2 9,2 9,2
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6 CONCLUSOES

A rigueza de espécies de Camponotus no Horto Florestal foi maior que a observada no
Instituto Bioldgico, estando de acordo com o esperado devido a maior proximidade do primeiro
a reserva natural da Serra da Cantareira.

A coleta de alados permitiu encontrar espécies que ndo foram obtidas pela coleta ativa
de operérias.

O sequenciamento do gene COI mitocondrial revelou a existéncia de espécies cripticas
constituindo um complexo de espécies de C. atriceps e C. balzani, com ampla variabilidade
genética.

O sequenciamento também permitiu a associacdo de espécimes alados com suas
respectivas operarias, quando sequéncias de ambas as formas foram obtidas.

Polifilia de C.balzani e complexo de C.atriceps foram confirmados pelo marcadores EPIC
Ant1281.
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ANEXO 1. Espécimes coletados com seus respectivos codigos e locais de coleta.

ID Identificacdo morfoldgica Local de coleta
CEO1 C.atriceps Fortaleza — CE
HF04 C.atriceps Horto Florestal — SP
HF38 C.atriceps Horto Florestal — SP

IB26 (A) C.atriceps Instituto Biol6gico — SP
MGO06 C.atriceps Uberlandia — MG
SP16 C.atriceps Braganca Paulista — SP
SP17 C.atriceps Braganca Paulista — SP

IBO5 C.atriceps Instituto Biologico — SP
NZPO1 C.atriceps Nazaré Paulista — SP
SP02 C.atriceps Vila Mariana — SP
HF19 C.balzani Horto Florestal — SP
HF36 C.balzani Horto Florestal — SP
IBO2 C.balzani Instituto Biol6gico — SP
IB27 C.balzani Instituto Biol6gico — SP
NZPO05 C.balzani Nazaré Paulista — SP
NZPO06 (A) C.balzani Nazaré Paulista — SP
SP05 C.balzani Instituto Federal S&o Paulo — SP
RCO03 C.balzani Rio Claro — SP
IBO4 C.balzani Instituto Biologico — SP
IBO6 C.balzani Instituto Bioldgico — SP

IBO9 (A) C.balzani Instituto Bioldgico — SP
IB10 C.balzani Instituto Bioldgico — SP

IB22 (A) C.balzani Instituto Biologico — SP

IB23 (A) C.balzani Instituto Biologico — SP

IB28 (A) C.balzani Instituto Biologico — SP
IB32 C.balzani Instituto Bioldgico — SP
IB33 C.balzani Instituto Bioldgico — SP
SPO1 C.balzani Santo André — SP
SP13 C.balzani Sorocaba — SP
SP15 C.balzani Instituto Federal de Sdo Paulo — SP
HF13 C.crassus Horto Florestal — SP
HF15 C.crassus Horto Florestal — SP
HF22 C.crassus Horto Florestal — SP
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IB11 C.crassus Instituto Biologico — SP
IB12 C.sexguttatus Instituto Biologico — SP
IB13 (A) C. sexguttatus Instituto Bioldgico — SP
IB14 (A) C. sexguttatus Instituto Biol6gico — SP
MGO7 C.crassus Uberlandia — MG
NZPO02 C.crassus Nazaré Paulista — SP
NZPO03 C.crassus Nazaré Paulista — SP
SP04 C.crassus Guarulhos — SP
SP12 C.crassus Campo Limpo — SP
HF16 C.lespesii Horto Florestal — SP
HF20 C.lespesii Horto Florestal — SP
IBO1 C.lespesii Instituto Biologico — SP
IB19 (A) C.lespesii Instituto Biologico — SP
IB20 (A) C.lespesii Instituto Biologico — SP
NZP04 C.lespesii Nazaré Paulista — SP
SP06 C.lespesii Instituto Federal S&o Paulo — SP
SPO7 C.lespesii Campinas — SP
HFO3 C.melanoticus Horto Florestal — SP
HF09 C.cingulatus Horto Florestal — SP
HF10 C.melanoticus Horto Florestal — SP
HF11 C.melanoticus Horto Florestal — SP
HF12 C.melanoticus Horto Florestal — SP
HF24 (A) C.melanoticus Horto Florestal — SP
HF25 (A) C.melanoticus Horto Florestal — SP
HF29 (A) C.melanoticus Horto Florestal — SP
HF35 C.melanoticus Horto Florestal — SP
MGO01 C.rufipes Andradas — MG
NZPO7 C.rufipes Nazaré Paulista — SP
SP11 C.rufipes Sao Paulo — SP
SP14 C.rufipes Campo Limpo — SP
PRO1 C.rufipes Curitiba — PR
RCO1 C.renggeri Rio Claro — SP
HF06 C.sericeiventris Horto Florestal — SP
PRO3 C.sericeiventris Curitiba — PR
SP03 C.sericeiventris Campinas — SP

SP09 (A)

C.sericeiventris

Guarulhos — SP




HFO1(A)
HF07
HF08

HF27 (A)

Camponotus sp.1
Camponotus sp.1
Camponotus sp.1

Camponotus sp.1

Horto Florestal — SP
Horto Florestal — SP
Horto Florestal — SP
Horto Florestal — SP

HF26 (A)
HF28 (A)
HF33 (A)

Camponotus sp.2
Camponotus sp.2
Camponotus sp.2

Horto Florestal — SP
Horto Florestal — SP
Horto Florestal — SP

HF17
HF19
HF21 (A)
IBO7
IBOS (A)
IB18 (A)
IB25 (A)
IB31 (A)
MGO3
PRO2 (A)
SP08
SP10 (A)

Camponotus sp.3
Camponotus sp.3
Camponotus sp.3
Camponotus sp.3
Camponotus sp.3
Camponotus sp.3
Camponotus sp.3
Camponotus sp.3
Camponotus sp.3
Camponotus sp.3
Camponotus sp.3

Camponotus sp.3

Horto Florestal — SP
Horto Florestal — SP
Horto Florestal — SP
Instituto Biolégico — SP
Instituto Biolégico — SP
Instituto Biolégico — SP
Instituto Biolégico — SP
Instituto Biolégico — SP
Uberlandia — MG
Curitiba — PR
Campo Limpo — SP
Guarulhos — SP

HF31 (A)
HF32 (A)
HF34 (A)

Camponotus sp.4
Camponotus sp.4

Camponotus sp.4

Horto Florestal — SP
Horto Florestal — SP
Horto Florestal — SP

IB30 (A)

Camponotus sp.5

Instituto Biol6gico — SP

HF30 (A)

Camponotus sp.6

Horto Florestal — SP

1B21 (A)

Camponotus sp.7

Instituto Biolégico — SP

MGO04

Camponotus sp.8

Uberlandia — MG

MGO05

Camponotus sp.9

Uberlandia — MG
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