Efeito da altitude na diversidade genética de Cephalotes pussilus Latreille, 1802
(Hymenoptera: Formicidae) na Chapada Diamantina, Bahia, Brasil.
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INTRODUCAO

A distribuicdo espacial e temporal da biodiversidade é resultante de uma série de
fatores ecoldgicos de carater fisico, quimico e bioldgico que, conjunta ou separadamente,
provocaram processos evolutivos complexos nas diversas formas de vida. Umas das formas
de se avaliar a biodiversidade, ou alteracdes nela devido a acdo humana, é o uso de espécimes
que tem um grande potencial para serem bioindicadores. As formigas tém grande potencial
para serem modelo em estudos de biodiversidade e indicadoras de qualidade ambiental por
sua grande importancia ecoldgica, possuirem distribuicdo geografica ampla, alta riqueza local
e regional, grande nimero de espécies, taxonomia e ecologia relativamente bem conhecidas,
serem sensiveis a mudancgas na condicdo do ambiente e facilmente amostradas (Alonso &
Agosti, 2000). Sendo um dos géneros mais diversos, Cephalotes também conhecido com
formigas tartarugas, por causa de sua armadura de aparéncia plana e bem bizarra, tem como
principais caracteristicas uma dieta amplamente baseada em pdlen, seus ninhos séo
basicamente cavidades de plantas pré-existentes, e se comportam como uma casta de soldados
dedicada essencialmente a defesa do ninho (Prado & Brand&o, 2013).

A Chapada Diamantina esta situada na posicdo central no estado da Bahia, essa
ecorregido é uma das mais elevadas do Bioma Caatinga, quase sempre acima de 500m de
altitude, mas variam em geral de 200 a 1.800 m. Caracteristicas como altitude ou latitude
influenciam na divergéncia genética de populaces, e varios trabalhos evidenciam isso, como
de (Hirao & Kudo, 2004), que mostrou que a altitude foi uma importante variavel que
explicou diferencas genéticas em trés espécies de ervas.

Na atualidade existem varios métodos de se estudar a diversidade genética, e um dos
métodos é a utilizacdo de marcadores moleculares, que se tornou possivel a identificacdo e
estudos entre a distancia genética dos organismos. Com seu uso a qualidade dos estudos em
genética subiu muito, melhorando as analises, dando resultados mais consistentes e
satisfatorios. VVarios marcadores sdo utilizados em estudos com insetos, no qual se destaca o
marcador ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) que € baseado numa técnica chamada de
PCR(Reagdo da Polimerase em Cadeia) (Zietkiewicz et al. 1994). Produtos que sdo obtidos
através da reacdo de ISRR na reacdo de PCR, possuem sequéncias de tamanho diferentes que
se localizam entre regiGes repetidas microssatélites, iguais e orientadas em dire¢fes opostas.

Para entender mais sobre o efeito, o objetivo geral foi analisar a diversidade genética
de formigas Cephalotes pussilus, em gradientes de altutude, na regido da Chapada Diamantina
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com marcadores moleculares ISSR. E tendo com objetivos espécificos a analise do fluxo
génico de Cephalotes pussilus na Chapada Diamantina e avaliagédo do efeito da altitude na
variabilidade genética em Cephalotes pussilus.

A necessidade de estudar os efeitos da altitude na diversidade genética de formigas na
Chapada Diamantina tem como finalidade conhecer e entender, até que ponto a altitude pode
influenciar na adaptacdo dessas populacdes. Visto que é esse trabalho ainda ndo foi realizado
com essas populaces nos morros selecionados, é de grande importancia para a analise da
diversidade da populagéo de Cephlotes sp, como elas reagiram geneticamente a diferenca de
altitude e também auxiliar trabalhos futuros. O trabalho feito também ¢é justificado
principalmente pelo baixo indice de custo, um plano de trabalho bem fundamentado, eficécia
bastante sustentada. O uso do ISSR também foi bastante importante no trabalho, pois
possuem técnicas simples, e podem ser usados com qualquer grupo de organismo.

MATERIAL E METODOS

Foram coletadas amostras de Formicidaes na Chapada Diamantina, especificamente
no Vale do Capdo, em dois morros principais, com coletas feitas sobre, ao longo e entre 0s
morros. O nimero amostral foi de 192 individuos, correspondente aos meses de coleta. As
amostras foram identificadas em laborat6ério com a ajuda de uma lupa, e dados cientificos de
um website (AntWeb) e especialista como Cephalotes pusillus.

As extracdes de DNA gendmico foram realizadas a partir de uma perna dos espécimes
de Cephalotes pussilus coletados ao longo de areas dentro do Parque Nacional da Chapada
Diamantina e entorno. As amostras foram acondicionadas em alcool 80%, sendo
transportadas até o Laboratorio de Entomologia-Molecular (UEFS), onde foram mantidas em
freezer até o inicio da extracao.

Foram avaliados um total de 10 primers de ISSR por PCR desenvolvidos pela
University of British Columbia (UBC), Vancouver, Canada com a finalidade de selecionar
aqueles com maior polimorfismo, maior nimero e melhor resolucdo de bandas para serem
utilizados na caracterizacdo molecular de formigas. Os fragmentos de ISSR foram tratados
como marcadores dominantes e julgados como caracteres binarios: presente (1) ou ausente
(0). Uma matriz binaria (presenca ou auséncia do fragmento) sera obtida e com ela estimara
os indices de diversidade genética dentro e entre populacdes. A frequéncia dos alelos nas
populacdes foi inferida pelo equilibrio de Hardy-Weinberg. As estimativas incluiram a o
namero Total de Bandas (NTB); Percentual de locos polimérficos (PLP); Numero de alelos
por locos (Na); Total de fragmentos encontrados em cada populacdo; Numero de alelos
exclusivos (Ne): Total de fragmentos encontrados em uma Unica populacgdo; Heterozigosidade
dentro do ponto amostrado - considerando popula¢des(Hs) - diversidade génica de Nei (1973)

RESULTADOS

Encontramos diferencas nos padrdes de diversidade genética entre os individuos ao
longo dos diferentes padrdes de altitude, indicando isolamento por distancia entre 0s pontos
amostrados. Foram testados todos os 10 primers, mas apenas 5 destes primers obtiveram bons
resultados para avaliacdo da diversidade genética em Cephalotes pussilus. O nimero de locos



total dos 5 primers com melhores resultados foi de 48 (variando de 6 a 12). Na andlise dos
géis de poliacrilamida, o primer Terry foi o de melhor resultado e evidenciou um total de 12
fragmentos de DNA, entre 300 e 500 pares de base. A proporcdo de polimorfismos foi
considerada alta variando de 80% nos pontos 1 e 2 (altitudes acima de 1000) e 60% (para
altitudes abaixo de 1000) no ponto 3 (Vale do Capao). Com os trés morros em altitudes
diferenciadas, sendo abaixo e acima de 1000m, foram observados diferenciacdo genética por
influéncia altitudinal. N&o houve uma clara evidencia de estruturacdo genética, constando
apenas uma populacéo.

Quadro 1. Diversidade genética em Cephalotes pussilus.

Pontos amostrados N NTB PLP (%) Na Ne Hs
Morro do Candoba (CAM) 64 21 79,7 1,49 | 1,69 | 0,54
Morro da Fumacga (FUM) 84 20 80,9 1,47 | 166 | 0,51

Vale do Capéo (CAP) 44 20 61,5 1,39 | 1,63 | 0,40

Numero Total de Bandas (NTB); Percentual de locos polimorficos (PLP); Nimero de
alelos por locos (Na); Total de fragmentos encontrados em cada populagdo; Numero
de alelos exclusivos (Ne): Total de fragmentos encontrados em uma Unica populacéo;
Heterozigosidade dentro do ponto amostrado - considerando populacdes(Hs) -
diversidade génica de Nei (1973).

Figura 1: Eletroforese em gel de poliacrilamida, com o uso do primer
Terry[GTG],- RC, mostrando 21 fragmentos totais de DNA entre 200 e
500 pares de base e 12 fragmentos entre 300 e 500 pares de base( usado
para a analise de diversidade).

DISCUSSAO

Observando os indices do quadro 1 podemos inferir uma diferenciacdo genética em
acdo da altitude e que também obteve um fluxo génico diferente bem evidenciado. O
percentual de locus polimorficos foi bastante alto, principalmente entre as formigas com
altitude acima de 1000m, mostrando que a altitude influenciou diretamente na diversidade
genética de Cephalotes pussilus. O nimero de fragmentos exclusivos para cada local de
coleta, também mostrou um maior nimero, apesar de pouco nos locais com altitudes acima de



1000m, com uma fragdo maior de alelos exclusivos, tem-se a ideia de um isolamento entres as
formigas com altas atitudes do que com as de altitude menor. A heterozigosidade dentro da
populacdo também foi maior nas populacGes que foram coletados nos locais de altitude
superior a 1000m, sendo o pontos 1 e 2 quase 1,6 X mais heterozigoto do que o ponto 3,
mostrando um maior isolamento entre os pontos 1 e 2. Em questdo da diversidade genética
entre 0s pontos amostrados, observa-se que mesmo com isolamentos geogréaficos e altitude
influenciando fortemente na diversidade genética, existe um fluxo génico diferenciado entres
eles.

CONSIDERACOES FINAIS

A diversidade genética apresentada ao longo dos trés pontos indicou que Cephalotes
pussillus possui uma diferenciacédo devido a altitude e possivelmente isolamento por distancia,
tendo um fluxo génico diferenciado nos pontos amostrados. O ISSR é um 6timo marcador
para estudos, mesmo em escala local (fina escala).
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