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RESUMO

A avaliagdo do contexto genético de organismos, bem como sua
correspondéncia geografica, formam um potencial para estudos biogeograficos
histdricos e filogeograficos. A interagdo Cecropia-Azteca € bastante conhecida
por ser amplamente distribuida nos trépicos e pode servir de modelo para
estudos populacionais e de coevolugdo. Este estudo tratou da interagao entre
Cecropia e Azteca, sua distribuicdo geografica potencial e real e implicagbes
genéticas e ecologicas dessa interagao. Para este fim o trabalho foi divido em
dois capitulos, o primeiro objetivou avaliar a distribuicao geografica de espécies
do género Cecropia e formigas do género Azteca associadas. Buscou-se
descrever a estrutura populacional de C. pachystachya, C. glaziovii e C.
saxatilis nos locais de ocorréncia, foram verificados quais os pares
mutualisticos formados entre Cecropia-Azteca e foi produzido um mapa de
distribuicdo potencial baseando-se na teoria de nicho ecolégico. No segundo
capitulo objetivou-se descrever a estrutura genética de C. pachystachya e C.
glaziovii com marcadores ISSR-PCR, avaliar a variabilidade genética de Azteca
com o gene do DNA mitocondrial COIl e interpretar sobre possiveis efeitos de
processos coevolutivos no sistema Cecropia-Azteca. O estudo abrangeu areas
da porgdo Sul da Mata Atlantica e regido central do Cerrado. No primeiro
capitulo individuos de Cecropia e Azteca foram amostrados em 19 pontos
sendo onze na Mata Atlantica e oito no Cerrado. Em cada ponto de coleta
foram amostrados 20 individuos de Cecropia e 20 exemplares de Azteca
correspondente a cada arvore, buscando a rainha para fins de identificacdo. As
arvores foram medidas em altura, circunferéncia a altura do peito (CAP) e
numero de ramificacdes, para interpretagao de estrutura populacional. Utilizou-
se ainda dados de ocorréncia das espécies de Cecropia estudadas para uma
modelagem de distribuicdo potencial baseada na teoria de nicho, utilizando o
aplicativo openModeller e o algoritmo MaxEnt para gerar um mapa para cada
espécie. A distribuicdo observada mostrou que C.pachistachya € a mais
amplamente distribuida, sendo observada em formacgdes de Cerrado e de Mata
Atlantica, C. glaziovii foi observada apenas em Mata Atlantica e C. saxatilis
exclusivamente em Cerrado. A maioria de individuos das trés espécies
estudadas, estavam na faixa etaria juvenil e adulta, férteis e plenamente
estabelecidos, apesar de estarem em classes iniciais de tamanho. Os pares
mutualisticos encontrados foram de C. pachystachya com A. alfari, C. saxatilis
com A. alfari e C. glaziovii com A. muelleri. A espécie A. alfari se mostrou mais
generalista na interacdo, ocorrendo em duas das espécies de Cecropia. A
espécie A. muelleri foi mais especifica, pois as formigas sdo mais agressivas e
protetoras dos ninhos, sendo que esses ninhos provocam deformacdes no
fuste principal das plantas de C. glaziovii. Os mapas de distribuicdo potencial
gerados mostraram mais coeréncia com a distribuicdo observada para C.
pachystachya e C. saxatilis do que para C. glaziovii, considerando as limitagdes
do modelo, pois é sujeito aos dados de ocorréncia que podem ter erros e
também limitagdes do proprio algoritmo. No capitulo dois, para extragdo de
DNA, amplificagcdo através de PCR-ISSR e interpretacdo genético-
populacional, utilizou-se oito populacbes de C. pachystachya e quatro
populagdes de C. glaziovii coletando uma folha de cada uma das 20 plantas.
Quatro primers amplificaram adequadamente para 94 individuos de C.



pachystachya de Mata Atlantica e Cerrado e 36 de C. glaziovii de Mata
Atlantica. Foram selecionados 50 exemplares de Azteca coletados e apds a
identificacdo foram submetidos ao sequenciamento do gene (COIl), para
inferéncia sobre variabilidade genética. As duas espécies de Cecropia
mostraram baixa diversidade genética e a distribuicdo da variagdo se mostrou
maior dentro das populagcdes do que entre as populagcdes, mostrando baixa
estruturagdo genética correspondente as localidades de ocorréncia. Existem
efeitos de um conjunto de fatores homogeneizadores dessas populagdes
referentes a sua biologia aliados a descontinuidade de coleta, bem como o
numero baixo de primers, que podem ter influenciado nesse resultado. Azteca
mostrou uma separagédo em duas linhagens diferentes, porém essas linhagens
nao correspondem as duas espécies do estudo, misturando ambas e ainda,
sem correspondéncia com a estrutura geografica. Além disso, os
agrupamentos nao foram coerentes com a distribuicdo geografica das
amostras, talvez por existir espécies cripticas n&o detectadas
morfologicamente ou por limitagdo na resolugédo do marcador, que isolado pode
nao ser adequado para algumas interpretacbes. As analises interpretadas em
conjunto podem sugerir que estejam ocorrendo eventos coevolutivos que
influenciem reciprocamente os mutualistas e resultem em consequéncias
ecologicas e genéticas evidenciadas na falta de estrutura genética de Cecropia
e na falta de padrbes coerentes de variabilidade em Azteca de acordo com a
estruturagdo geografica.

Palavras chave: distribuigdo geografica, mutualismo, marcadores moleculares



ABSTRACT

The assessment of the genetic context of organisms, as well as its geographical
correspondence, are a potential for historical biogeographic and
phylogeographic research. The interaction between Cecropia-Azteca is well
known because it widely distributed in the tropics and can serve as a model for
population studies and coevolution. This study discussed the interaction
between Cecropia and Azteca, its geographic distribution real and potential,
genetic and ecological implications of this interaction. To this purpose, the work
was divided into two chapters, where the first chapter aimed to evaluate the
geographic distribution of the genus Cecropia and ants of the genus Azteca
associated. Was sought to describe the population structure of these plants in
places of occurrence and were verified which mutualistic pairs formed between
Cecropia and Azteca, and produced a map of potential distribution created
through modeling, based on the theory of ecological niche. In second chapter
aimed to describe the genetic structure of Cecropia with ISSR-PCR to evaluate
the genetic variability of Azteca with the mtDNA COI gene and interpret about
possible effects of co-evolutionary processes in the system Cecropia-Azteca.
The study included areas of the southern portion of the Atlantic Forest and the
Cerrado core area. In the first chapter, Cecropia and Azteca individuals were
sampled in 19 points and eleven at the Atlantic Forest and the Cerrado eight. At
each point was sampled 20 individuals of Cecropia and 20 Azteca specimens
corresponding to each tree, searching the queen for identification purposes.
The trees were measured for height, circumference at breast height and
number of ramifications for interpretation of population structure. Was also used
occurrence data of Cecropia species studied for a potential distribution
modeling based on the theory of niche, and using the application openModeller
and MaxEnt algorithm to generate a map for each species. The observed
distribution has shown that C.pachistachya is the most widely distributed, and
found in formations of Cerrado and Atlantic Forest, C. glaziovii was observed
only in the Atlantic Forest and C. saxatilis exclusively in Cerrado. Most species
collected was small, being predominantly in the initial size classes, however
showed mostly individuals aged juvenile and adult reproductive and well
established. The mutualistic pairs were C. pachystachya with A. alfari, which is
less specialized, as occurred in C. saxatilis and know that it occurs in other
species of Cecropia. In C. glaziovii observed interaction with A. muelleri, more
specialized, because ants are more aggressive and protective of the nests, and
these nests cause deformations in the main stem of the plants. The potential
distribution generated maps showed more consistent with the observed
distribution for C. pachystachya and C. saxatilis than for C. glaziovii,
considering the limitations of the model, it is subject to the occurrence data that
may have errors, and limitations of the algorithm. In chapter two we used eight
populations of C. pachystachya and four populations of C. glaziovii collecting a
leaf of each of the 20 plants for DNA extraction, amplification by PCR-ISSR and
population genetic interpretation. Four primers amplified appropriately for 94
individuals of C. pachystachya Atlantic Forest and Cerrado and 36 C. glaziovii
Atlantic Forest. We selected 50 samples collected and Azteca after
identification were submitted to sequencing of the gene (COIl), for inference of
genetic variability. The genus Cecropia showed low genetic diversity and



distribution of variation showed a higher within populations than among
populations, showing low genetic structure corresponding to the locations of
occurrence. There are effects of a group of factors homogenizing these
populations. About its biology combined discontinuous sampling, as well as the
low number of primers, which may have influenced this result. Azteca showed a
separation into two different lineages, but these lineages do not correspond the
two species in the study, mixing both also without correspondence with the
geographical structure In addition, groups were not consistent with the
geographic distribution of the samples, perhaps because there are cryptic
species not detected morphologically or restriction the resolution of the marker,
that alone may not be appropriate for some interpretations. The analyzes
interpreted in combination may suggest that coevolutionary events are
occurring, influencing each other such mutualists result in ecological and
genetic consequences evidenced in the low genetic structure of Cecropia and
lack of consistent standards of variability in Azteca according to geographic
structuring.

Keywords: geographical distribution, mutualism, molecular markers
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1 INTRODUGAO GERAL

Existem muitas formas de interagdo entre organismos nas etapas dos
seus ciclos de vida (Braga et al. 2004). Durante o processo evolutivo, foram
geradas associagdes especificas e especializadas, incluindo amensalismo,
comensalismo, parasitismo e mutualismo (Braga et al. 2004). Essa ultima se
caracteriza pelos beneficios mutuos a todos os participantes envolvidos na
interacdo (Zarbin et al. 2009; 1zzo & Peneti-Benelli 2011).

Nas interagcbes mutualisticas ambas as espécies envolvidas obtém
beneficios maiores do que os custos de estarem associadas (Bronstein 2006).
Um dos casos mais bem estudados € o mutualismo entre formigas e plantas
(Heil & Mckey 2003; Del-Claro 2004; Byk & Del-Claro 2010; Cardel & Koptur
2010; lzzo & Peneti-Benelli 2011). As arvores chamadas mirmecofitas
oferecem estruturas ocas para formigas especializadas nidificarem (Fonseca &
Ganade 1996; Vasconcelos & Davidson 2000; Solano et al. 2005; Edwards &
Yu 2008).

Plantas do género Cecropia (Urticaceae) Loefl. sdo arvores pioneiras que
ocorrem na regidao neotropical (Kricher 1997), em areas perturbadas, como
clareiras, e ao longo de estradas e trilhas, embora também possam ser
encontradas no interior de florestas (Longino 1989a). Popularmente chamadas
de embaubas, embauvas ou imbaubas, as espécies do género alcangam até
30 metros de altura e ocorrem em regides alagadas ou de terra firme. Essas
plantas possuem troncos finos e ocos, folhas palmadas e um baixo grau de
ramificacado (Kricher 1997).

Apesar da grande uniformidade na maioria das estruturas reprodutivas e
vegetativas, o grupo apresenta cerca de 80 espécies arbdreas presentes nos
neotrdpicos (Berg 1978). Elas atingem a maturidade em torno de um ano e sao
didicas, apresentando as flores femininas e masculinas em individuos
separados (Parolin 2002). Espécies de areas alagadas florescem apenas nos
dois meses iniciais do periodo de inundagao (Parolin 2002), mas as de terra
firme, em geral, apresentam floracdo durante quase todo o ano e em grandes
quantidades (centenas de inflorescéncias por individuo), como muitas das

espécies pioneiras (Berg 1978).
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As inflorescéncias de Cecropia sao grupos de espigas, contendo cerca de
40-60 espigas nas plantas masculinas e duas a quatro nas plantas femininas,
que se desenvolvem nas axilas foliares, com 5-20 cm de comprimento,
geralmente envolvidas por uma bractea e compreendendo milhares de
minusculas flores. Por se tratarem de plantas pioneiras formam,
frequentemente, grandes agrupamentos compostos por uma unica espécie
como acontece, por exemplo, com C. pachystachya Trécul (Berg et al.1990).
Esses agrupamentos, que ocorrem principalmente em regides desmatadas,
alcangam centenas de metros de extensdo e compreendem grande numero de
individuos (Berg 1978). Plantas deste género sdo muito atrativas e dispersas
por aves, morcegos e até insetos além de serem polinizadas pelo vento (Berg
1978; Berg et al.1990; Berg &Rosseli 2005).

Muitas espécies de Cecropia abrigam formigas do género Azteca
(Dolichoderinae) Forel., as quais protegem a planta ao combater insetos
herbivoros e trepadeiras. Em troca, as plantas fornecem abrigo, locais para
nidificacdo e alimento para as formigas (Janzen 1973). As formigas ocupam a
regido interna do caule oco e se alimentam de corpusculos miuillerianos,
estruturas ricas em glicogénio, produzidas em regides pilosas presentes nas
axilas das folhas, denominadas triquilias (Gonsales et al. 2002).

As formigas constituem um ter¢co da biomassa dos insetos das florestas
tropicais umidas da América do Sul e pertencem a uma unica familia,
Formicidae da Ordem Hymenoptera (Wilson 1987). Existem cerca de 20.000
espécies de formigas, as quais sao distribuidas em linhagens evolutivas com
grande sucesso ecoldgico. Isto se deve ao fato de ser o primeiro grupo de
predador social a ter explorado o solo e a vegetagado da superficie da Terra. A
grande diversidade do grupo €& oriunda das variedades de nidificagéo,
preferéncias alimentares e comportamento social com divisdo de trabalho
(Wilson 1987; Holldolbler & Wilson 1990).

A interacdo das formigas com as plantas pode dar-se de diferentes
maneiras. Elas podem atuar como dispersoras de sementes, polinizadoras,
herbivoras, além de utiliza-las como hospedeiras para a nidificagcdo, como € o
caso das formigas Azteca, as quais constroem seus ninhos preferencialmente
nos ocos de arvores do género Cecropia (Longino 1989b). Um dos fatores que

reforcam a possivel obrigatoriedade desta relagdo mutualistica € a
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possibilidade de as plantas também aproveitarem o nitrogénio proveniente das
carcacgas de formigas e subprodutos (Janzen 1969; Agrawal & Dubin-Thaler
1999; Sagers et al. 2000).

Espécies de formigas que se associam a plantas mirmecodfitas
geralmente desenvolvem uma forte relacdo de fidelidade com a planta
hospedeira (Bronstein et al. 2006), mas raramente ha associagcbes espécie-
especificas (Fonseca & Ganade 1996; Guimaraes et al. 2007). Porém, podem-
se encontrar interagdes de formigas e plantas que sejam espécie-especificas,
mesmo que raras, dentro do género Azteca e Cecropia (Longino 1991a). Por
exemplo, existem relatos de espécies diferentes de Cecropia sendo ocupadas
pela mesma espécie de Azteca e de até cinco espécies de Azteca ocorrendo
em uma mesma planta hospedeira (Longino 1991a).

De uma maneira geral, plantas do género Cecropia ocorrem em locais
de vegetagdo naturalmente aberta e/ou degradada por atividades antropicas
(Vieira et al. 2010). Essa caracteristica favorece a ocupagao de formigas com
comportamento menos agressivo, nidificagao periférica e efémera, quanto a
sua permanéncia na planta hospedeira, devido a dinamica do habitat, que se
caracteriza principalmente pela instabilidade de microclima (Longino 1991b).

Em contrapartida, em habitats mais protegidos, com menor agao
antrépica e naturalmente mais fechados ocorrem outras espécies de Cecropia
provavelmente mais adaptadas ao sombreamento e a niveis mais altos de
umidade (Silva-Matos 2005; Berg & Rosseli 2005). Essas apresentam em
geral, estrutura adaptada a esses habitats, fazendo com que haja, inclusive,
modificagdes morfolégicas nas plantas, como troncos mais largos no local de
nidificacdo, bem como um comportamento diferenciado das formigas
hospedeiras (Longino 1991b).

Nos individuos de areas protegidas, ocorrem formigas mais agressivas,
que defendem melhor a planta, apresentando uma relagdo mais estreita entre
as espécies (Longino 1989). Isso pode ser uma diferenciagdo na intensidade
da interagcao Azteca-Cecropia dependendo das espécies que estiverem sendo
relacionadas (Agrawal 1998). Assim tém-se um padrdo de ocorréncia de
Cecropia, possivelmente determinado por fatores historicos, reprodutivos e
ecologicos que podem guiar a colonizacéo de Azteca (McKey 1984). Essa idéia

baseia-se na hipétese do habitat influenciar a distribuicao das plantas e na nao
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aleatorizagdo da colonizagdo de plantas por formigas (Dattilo et al. 2009;
Grangier et al. 2009).

Para auxiliar no entendimento da distribuicdo de espécies, utilizam-se,
dentre outras técnicas, a modelagem de nicho (Sillero 2011). A partir da
modelagem de nicho ecoldgico, pode-se identificar caracteristicas ambientais
favoraveis a sobrevivéncia de uma espécie, bem como visualizar o resultado no
espago geografico sob diferentes cenarios ambientais (Sillero 2011). O
contexto da aplicagcdo de modelos aproxima-se mais do conceito de nicho
fundamental de Hutchinson (1957) pela utilizagdo exclusiva de fatores
abioticos. Os resultados de modelos podem indicar uma distribuicdo potencial
de uma espécie, mas dificilmente apontarao para a distribuicdo real da mesma
(Soberdén & Peterson 2005).

Diversos estudos foram realizados visando a aplicagdao de modelos de
nicho ecologico na definicdo de estratégias para a conservagao, visto que
podem auxiliar na escolha de areas prioritarias (Ferrier et al. 2002; Nelson &
Boots 2008), indicar areas para reintrodugdo de espécies (Pearce &
Lindenmayer 1998), direcionar a busca por novas populagdes (Bourg et al.
2005; Guisan et al. 2006), prevenir a invasao de espécies exdticas em habitats
de espécies ameagadas (Higgins et al. 1999; Peterson 2003), avaliar o impacto
de mudangas climaticas (Araujo & New 2007; Hannah et al. 2007), avaliar o
risco de exposicdo a doengas (Peterson et al. 2006; Peterson et al. 2007),
direcionar agdes de recomposi¢cao de areas degradadas (Siqueira 2005) entre
outras aplicagdes. As plantas do género Cecropia tém uma distribuicdo e
diversificagao, aliadas a importancia ecolégica de suas espécies, tornando-a
particularmente relevante como objeto de estudo para geragao de modelos de
distribuicdo potencial com fins de conservagéo.

Questdes de genética populacional das espécies do género Cecropia e
do género Azteca (Barnes et al. 1998) apontaram a necessidade dos estudos
envolvendo biodiversidade e genética ecoldgica, que considera a variagao das
espécies e suas propriedades adaptativas com relagdo ao ambiente nas quais
estdo inseridas. A preocupagdo com a conservagdo dos recursos geneticos
requer conhecimento de como estes se encontram distribuidos na natureza
(Williams 1991). Cada populagcdo representa uma fonte de variabilidade

genética com adaptagcbes a condigbes especificas, ou seja, material com
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potencialidades para melhoramento, uso e conservagao genética, com possivel
aproveitamento econémico (Willians 1991).

A genética molecular esta consolidada como uma ferramenta importante
para estudos evolutivos dos mais variados taxons e tem fornecido dados muito
uteis para embasar o estabelecimento de programas de preservagao e
monitoramento de espécies em geral (Rezende et al. 2010). Para investigacao
de genética populacional pode-se explorar regides ricas em microssatélites
sem utilizar o sequenciamento de DNA e, para isso, foi desenvolvido um
método denominado “Inter Simple Sequence Repeat” (ISSR) (Zietkiewicz et al.
1994). O principio da técnica é baseado na Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) e envolve a amplificagdo de segmentos de DNA entre duas regides
repetidas invertidas de microssatélite (Godwin et al. 1997). ISSR-PCR é uma
técnica relativamente simples, rapida e eficiente e, devido ao uso de primers
longos, os produtos amplificaveis apresentam alta reprodutibilidade (Bornet&
Branchard 2001; Reddyet al. 2002). Por causa da abundancia de regides
microssatélites no genoma, a técnica de ISSR tem sido muito utilizada para
estudar relagdes entre populagbes muito préximas (Huang & Sun 2000;
Deshpande et al. 2001), como em estudos de genética de populagdes (Gupta
et al. 1994) e na avaliagdo da variabilidade genética em melhoramento de
plantas (Mcgregor et al. 2000)

Dentre os estudos de genética molecular, destacam-se aqueles com
abordagens em analises filogeograficas e populacionais de varias espécies de
formigas (Goropashnaya et al. 2004; Ahrens et al. 2005; Miller & Allsopp 2005;
Azuma et al. 2006; Solomon et al. 2008; Ahern et al. 2009; Rezende et al.
2010). Um dos marcadores genéticos utilizados nesses estudos populacionais
€ o DNA mitocondrial (mtDNA), por apresentar, entre outras caracteristicas,
padrao de herancga uniparental, auséncia de recombinacédo e rapida taxa de
evolugdo, caracteristicas estas, consideradas importantes em estudos de
estrutura populacional (Shoemaker et al. 2006; Abbott et al. 2007; Drescheret
al. 2007; Quek et al. 2007; Avise 2009; Norgate et al. 2009; Bromilow &
Sperling 2011; Triponez et al. 2011). Além disso, por ser de heranga materna, o
mtDNA é considerado muito util em estudos de populagdes de insetos sociais
onde as fémeas sao responsaveis pela dispersdo e formagdo de novas

colénias (Sarnat & Moreau 2011). Dentre os genes mitocondriais mais
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utilizados nesses estudos encontram-se os que codificam para Citocromo
Oxidase | (CQl), Citocromo Oxidase Il (COIl) e Citocromo b (Cytb), que tém
permitido estudos populacionais, reconstrugao da filogenia e a filogeografia de
diversos taxons de formigas (Ahrens et al. 2005; Azuma et al. 2006; Sarnat &
Moreau 2011). O gene codificador da proteina da COIl e o da COI (que se
refere a sequéncia mais conservada em termos da evolugdo de aminoacidos)
tém sido extensamente estudados devido a propostas de utiliza-los como um
“‘DNA barcoding” (cédigo de barras de DNA) na diferenciacao e identificacéo de
espécies de animais (Simon et al. 1994; Herbert et al. 2003; Ratnasingham &
Hebertet al. 2007).

Considerando isso, este estudo teve como objetivos: 1. oferecer
informacdes sobre a ocorréncia e a estrutura populacional de Cecropia
pachystachya, C. glaziovii e C. saxatilis; 2. registrar os pares mutualisticos
formados com formigas do género Azteca; 3. caracterizar os ambientes de
ocorréncia desses pares de mutualistas; 4. simular uma distribuigdo potencial
por meio de modelagem de nicho para as espécies ocorrentes no sul da Mata
Atlantica e no nucleo do Cerrado; 5. verificar a genética populacional por meio
de marcadores ISSR para Cecropia; 6. verificar a estrutura filogenética de
Azteca alfari e A. muelleri com marcador do gene mitocondrial (COl).

O presente estudo sera dividido em dois capitulos que abrangem os
objetivos acima, sendo o capitulo um intitulado “A interacdo Cecropia-Azteca
em areas de Cerrado e Mata Atlantica: distribuicdo geografica e variagdes
interespecificas” e capitulo dois, intitulado “Genética molecular e populacional
de Cecropia e Azteca em areas de Cerrado e Mata Atlantica”.
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RESUMO

A interacdo Cecropia-Azteca tem ampla distribuicdo na regido neotropical. Sua
ocorréncia pode estar associada a caracteristicas do habitat refletindo em
variagbes de pares mutualisticos. Este trabalho teve o objetivo de avaliar a
distribuicdo geografica real e potencial de trés espécies do género Cecropia e
as formigas do género Azteca associadas, descrever a estrutura populacional
dessas plantas nos locais de ocorréncia e verificar quais os pares mutualisticos
formados entre Cecropia-Azteca. O estudo foi realizado em onze pontos da
por¢cao sul da Mata Atléntica e oito pontos da regido central do Cerrado. Em
cada area foram amostrados 20 individuos de Cecropia e 20 exemplares de
Azteca correspondentes a cada arvore. Foram realizadas medidas
morfométricas das arvores para interpretacdo de estrutura populacional. As
espécies encontradas foram Cecropia pachystachya associada a Azteca alfari,
C. glaziovii associada a A. muelleri e C. saxatilis associada a A. alfari. Na
distribuicdo geografica observada, C. pachystschya, mostrou-se mais
amplamente distribuida e apresentou menor porte entre as espécies coletadas,
pois ocorreu na Mata Atlantica e no Cerrado em areas abertas e com
antropizacdo bem aparente, C. glaziovii, apresentou maior porte e foi
observada apenas em Mata Atlantica em areas mais protegidas e C. saxatilis,
de porte intermediario, foi observada exclusivamente em Cerrado em areas
naturalmente abertas. O comportamento das formigas em relagdo a defesa da
planta e dos ninhos e a forma de nidificagdo sdo parametros de intensidade
dessa interagdo. Gerou-se um mapa de distribuicdo geografica potencial para
cada espécie de Cecropia que mostraram mais coeréncia com a distribuicdo
observada para C. pachystachya e C. saxatilis do que para C. glaziovii.

Palavras-chave: mutualismo, plantas pioneiras, modelagem de nicho
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ABSTRACT

The interaction Cecropia-Azteca has wide distribution in the tropics. Its
occurrence may be associated with habitat characteristics reflecting variations
in pairs mutualistic. This study aimed to evaluate actual and potential
geographic distribution of the genus Cecropia and ants of the genus Azteca
associates, describe the population structure of these plants in the places of
occurrence and determine which pairs mutualistic formed between Cecropia
and Azteca. The study was conducted in eleven areas of the southern portion of
the Atlantic Forest and eight areas of the core region of the Cerrado. In each
area we sampled 20 individuals of Cecropia and 20 Azteca specimens for each
tree. Morphometric measures were taken from the trees to the interpretation of
population structure. The species found were: Cecropia pachystachya
associated with Azteca alfari, C. glaziovii associated with A. muelleri and C.
saxatilis associated with A. alfari. The geographical distribution observed, C.
pachystschya, was more widely distributed and presented smaller among
species sampled, as occurred in the Atlantic Forest and the Cerrado in open
areas and with readily apparent human disturbance, C. glaziovii presented
larger and was only observed in the Atlantic Forest in more protected areas and
C. saxatilis, of intermediate size, was observed exclusively in Cerrado areas
naturally open. The behavior of ants in relation to plant defense and nests, and
nesting way, act as parameters for the intensity of this interaction. Created a
map of potential geographic distribution for each species of Cecropia showed
more consistent with the observed distribution for C. pachystachya and C.
saxatilis than for C. glaziovii.

Keywords: mutualism, pioneer plants, niche modeling
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1 INTRODUGAO

O entendimento dos processos ecoldgicos das populagdes vegetais sao
parametros importantes que norteam agdes de conservagdo e manejo (Longui
et al. 2009). Muitos estudos em ecologia vegetal ttm usado a analise espacial
para detectar padrbes em comunidades vegetais e entender a distribuicdo dos
individuos e a sua relagcdo com os fatores que influenciam a estruturacéo
populacional (Fortin et al. 2002).

Padrdes de distribuicdo de espécies podem ser investigados em (pelo
menos) duas escalas de analise: a) escala local, com trés padrdes basicos de
distribuicdo espacial (aleatério, agrupado e uniforme) (Ludwig & Reynolds
1988, Krebs 1999); b) escala regional, considerando a ocorréncia das espécies
in loco ou acessando diversas bases de dados e coleg¢des bioldgicas (Turner et
al. 2001). Tais informacdes podem ser consideradas como nicho realizado de
uma determinada espécie conforme ideia proposta por Hutchinson (1957).

Numa abordagem baseada na teoria de nicho, usa-se para a predi¢cao da
distribuicdo de espécies em um espago geografico, representagcbes com mapas
de sua distribuicdo, associando registros de ocorréncia com fatores ambientais
(Patten & Auble 1981). Trata-se de uma distribuigdo potencial a qual considera
0 nicho ecoldgico como modelo basico que sustenta a possibilidade de produzir
predigdes sobre a ocorréncia de espécies (Peterson 2001; Thuiller et al. 2005;
Elith et al. 2006; Stockwell 2006). A fundamentacéao principal esta na definicao
de nicho como o conjunto de condigbes e recursos nos quais os individuos de
uma espécie sao capazes de sobreviver, crescer e reproduzir (De Marco Jr &
Siqueira 2009).

Espécies do género Cecropia Loefl. (Urticaceae) sdo amplamente
distribuidas nos neotropicos. No Brasil ocorrem em todos os biomas em
ambientes diversificados. Dentre esses biomas, destaca-se o Cerrado e a Mata
Atlantica, que fazem parte dos 34 Hotspots mundiais, que sdo consideradas
areas prioritarias para conservagao (Cl Brasil 2005). O Cerrado com 2.045.064
km? e suas diversas formacdes esta concentrado na regido central do Brasil,
porém segundo IBAMA 2007, considera-se que ha outras areas de Cerrado,

chamadas periféricas ou ecotonais, que sao transicbes com os biomas
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Amazonia, Mata Atlantica e Caatinga. A Mata Atlantica, com 1.363.000 Km? de
area ou 15% do territério brasileiro, se estende dos Estados do Rio Grande do
Sul ao Piaui, apresentando diversas formas de relevo, paisagens e
caracteristicas climaticas diversas. No entanto, uma caracteristica comum é
sua alta diversidade biolégica (IBAMA 2007).

Muitas espécies do género Cecropia, conhecidas como mirmecdfitas,
possuem estruturas adaptadas para abrigar ninhos de formigas, especialmente
as do género Azteca Forel., que conferem a planta defesa contra herbivoros
(Davidson et al. 1991; Vasconcelos 1993). As espécies do género Cecropia
apresentam caules ocos que proporcionam abrigo para o estabelecimento de
formigas, (Ribeiro et al. 1999). Essa interacdo €& amplamente estudada
(Longino 1989, 1992, Davidson et al. 1991, Vasconcelos 1993) em virtude da
distibuicdo geografica de Cecropia nos neotropicos (Longino 1989). Podem
existir outros pares mutualisticos de outros géneros de formigas com Cecropia
(Longino com. pess.), porém com menos frequéncia que Azteca (Davidson et
al.1991).

Este estudo teve como objetivos: a) verificar a ocorréncia e a estrutura
populacional de espécies do género Cecropia da regidao central do Cerrado até
areas de Mata Atlantica no Sul e no Sudeste; b) caracterizar os locais de
ocorréncia das plantas de Cecropia e das formigas Azteca associadas; c)
registrar os pares mutualisticos formados entre as espécies de Cecropia e
Azteca e d) simular a distribuicdo geografica potencial através da modelagem

de nicho ecolégico para as espécies de Cecropia ocorrentes nas areas.



31

2 MATERIAL E METODOS

2.1 AREA DE ESTUDO

O estudo foi realizado entre os anos de 2009 e 2012 abrangendo as
regides Sul, Sudeste, Centro-Oeste e Norte, e sete Estados brasileiros: Santa
Catarina, Parana, Sdo Paulo, Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Goias e
Tocantins. Os trechos percorridos estdo contidos nos dois Hotspots de
biodiversidade do Brasil: Cerrado e Mata Atlantica (Cl Brasil 2005).

Dentro do bioma Mata Atlantica no Sul do Brasil, percorreu-se trechos de
Floresta Ombrofila Densa, Floresta Ombrdfila Mista, Floresta Estacional Semi-
Decidual, em altitudes que variaram de zero (litoral) a 1.200 metros (planalto de
Guarapuva-PR). Nos Estados do Sudeste percorreram-se areas de Bioma
Mata Atlantica e Cerrado. As formagdes predominantes foram a de Floresta
Estacional e Cerrado stricto sensu nos Estados de Sao Paulo e Minas Gerais.
Na regidao Centro-Oeste e Norte o Bioma preponderante nesse estudo foi o
Cerrado, pois a amostragem se restringiu a regido central do Cerrado nos

Estados de Mato Grosso do Sul, Goias e Tocantins (Figura 1).

2.2 COLETA DE DADOS

Para verificar a ocorréncia das espécies de Cecropia e das formigas
Azteca associadas foram percorridas as principais estradas, algumas
secundarias e algumas trilhas, da regidao subamazonica brasileira. Um total de
4.000 km foram percorridos nas areas pertencentes ao Bioma Mata Atlantica e
4.500 km em formacgdes de Cerrado. Para fins de registro de ocorréncia foi
observado durante todo o trajeto a presenga, quando avistado pelo menos um
individuo, ou a auséncia de individuos de Cecropia nas margens das estradas.

Para caracterizar os locais de ocorréncia de Cecropia e das formigas
Azteca associadas, foram registradas informagdes sobre o posicionamento
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geografico e varidveis ambientais como temperatura, umidade, altitude e
formacgao vegetacional especifica. Utilizou-se a caracterizacdo do IBGE 2004
para referenciar os Biomas e detalhou-se sobre a formac&o vegetacional
quando necessario.

Para descrever a estrutura populacional de Cecropia foram selecionados
dois pontos de coleta em cada Estado, e sete pontos no Parana, com 20
individuos de Cecropia em cada ponto. Foram medidos altura, circunferéncia a
altura do peito (CAP) e numero de ramificacbes de todos os individuos
coletados. Para estabelecer um valor numérico representativo do tamanho dos
individuos arbdreos foi empregada a seguinte férmula: Tamanho=(CAP/altura)
x n° ramificagdes. Foi testada de maneira preliminar a correlagao entre altura e
CAP das plantas e obteve-se um resultado positivo. Assim, obteve-se uma
razao entre as variaveis que posteriormente foi multiplicada pelo numero de
ramificacdes de cada arvore.

Para a analise da estrutura vertical (altura) e horizontal (circunferéncia)
dos individuos foram utilizados histogramas de frequéncia, com intervalos de
classes determinados a partir da férmula de Spiegel (Felfili & Resende 2003):
IC = A/ nc, onde A é a amplitude das classes e nc é o numero de classes,
sendo que nc = 1 + 3,3 log(n), onde n representa o numero de individuos. Os
individuos amostrados foram também classificados em trés categorias de altura
adaptadas da proposta geral de Mueller-Dombois & Ellenberg (1974): classe |:
individuos jovens (altura total < 1,60 m); classe Il: individuos juvenis (altura
total entre 1,61 — 3,00 m); classe lll: individuos adultos (altura total > 3,00 m).

O registro dos pares mutualisticos em cada local foi obtido pela coleta de
20 individuos de Cecropia e cerca de 20 individuos de Azteca associados, por
planta em um unico ramo, incluindo a rainha por facilitar a identificacdo em
nivel especifico. Para coletar as formigas residentes utilizou-se um método de
ruptura do tronco para acessar os ninhos. As formigas foram coletadas com
auxilio de pinga de ponta fina e posteriormente acondicionadas em tubos
plasticos contendo &lcool 70%. A identificagdo das formigas foi feita em
laboratorio com auxilio de lupa e os exemplares foram depositados no Longino
Utah Ant Lab na Universidade de Utah — Salt Lake City — EUA. As plantas
foram identificadas e depositadas no herbario HFC da UTFPR - Campo

Mouréo.
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Os dados de ocorréncia das trés espécies de Cecropia foram
compilados através de pesquisa em colecdes cientificas disponiveis na rede
Specieslink (http://splink.cria.org.br) e revisao da literatura. Foram utilizadas as

variaveis bioclimaticas, disponiveis em http://www.dpi.inpe.br/Ambdata/, e uma

variavel topografica disponivel em http://www.ibge.gov.br/. Estas variaveis séao

derivadas através da interpolacdo de dados obtidos em estacdes
metereologicas no periodo de 1950 a 2000, localizadas em varias partes do
globo terrestre (Hijmans et al. 2005).

Para se obter a modelagem da distribuicdo potencial das espécies de
Cecropia, utilizou-se o software openModeller e o algoritmo de Maxima
Entropia (MaxEnt) versdo 3.3.1. O MaxEnt baseia-se no principio da maxima
entropia, pois considera que a melhor aproximagao para uma distribuicdo de
probabilidades desconhecida é aquela que satisfaga qualquer restricdo a
distribuicdo. Trata-se de um método pra realizar previsdes ou inferéncias a
partir de informagdes incompletas (Philips et al. 2006).

Os dados ambientais AMBDATA séao disponibilizados como grades, no
formato ASCIl-raster, projetados no sistema de coordenadas geodésicas de
projecdo “LatLong”, Datum WGS-84, com resolugdo espacial de 30 arc-
segundos, ou aproximadamente 1 km. Os dados foram convertidos para grade
no formato geotiff utilizando o aplicativo “My Geodata Converter’ na opgao
converter raster. Os dados de distribuicdo das espécies C. glaziovi, C.
pachystachya e C. saxatilis, foram disponibilizados sob a forma ASCII no
formato padréo do open Modeller. Antes de utilizar os dados no openModeller
os mesmos foram verificados e ajustados para que os nomes de uma mesma
espécie mantivesse o mesmo padrdao em todos os campos (normalizados).

Os dados biolégicos foram carregados no programa openModeller
Desktop (na opgdo Layerset manager), selecionando quais os dados
ambientais seriam utilizados e qual a mascara para a area de dados (contorno
da area de estudo - Brasil). Os resultados de modelagem foram plotados em
mapas ambientais sugerindo uma distribuicdo potencial das espécies baseado
na teoria de nichos. Os dados foram analisados através de mapas, tanto da
distribuicdo observada como da distribuigcdo potencial gerada pelos modelos, e
os calculos referentes as medidas morfométricas relacionadas a anadlise de

estrutura populacional foi feita através do software PAST (Hammer et al. 2001).
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O mesmo procedimento de modelagem de distribuicdo potencial nao foi
realizado para as formigas por dois limitantes: os dados de ocorréncia séo
bastante raros com identificacdo em nivel especifico, uma vez que sao poucos
taxonomistas especialistas no género Azteca. Na maioria das consultas a
colegdes e dados disponives, as identificagdes se limitam ao nivel de género.
Isso poderia causar um erro bastante significativo nos parametros de
modelagem, pois a correta identificagdo, que origina os dados de ocorréncia, €

algo essencial para esse tipo de analise (De Marco Jr & Siqueira 2009).
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3 RESULTADOS

Na area total de estudo foram amostradas trés espécies de plantas do
género Cecropia sendo elas C. glaziovii (N=80), C. pachystachya (N=270) e C.
saxatilis (N=40), e duas espécies de formigas do género Azteca sendo elas A.
alfari (N aproximado de 3500) e A. muelleri (N aproximado de 1000).

A presencga ou auséncia das plantas avistadas estdo representadas nas
rotas percorridas, assim como os pontos onde foram coletadas (Figura 2).
Cecropia glaziovii teve sua ocorréncia observada exclusivamente em
formagdes de Mata Atlantica do Sul do Brasil, especificamente em habitats
pertencentes a formagdes de Floresta Ombréfila Densa nos Estados do Parana
e Santa Catarina e mais raramente em formacoes de Floresta Estacional Semi-
Decidual no Estado do Parana. Nesta espécie foi observada a formacédo de um
unico par mutualistico com a espécie A. muelleri.

Cecropia pachystachya foi observada tanto na Mata Atlantica como no
Cerrado brasileiro, em ambientes mais abertos, sejam estes naturais ou
antropizados. Esta espécie foi observada e coletada em formacgdes de Cerrado
stricto sensu nos Estados de Goias, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais e Séo
Paulo e em areas de Floresta Estacional Semidecidual nos Estados do Parana
e Sao Paulo. Seu par mutualistico foi A. alfari.

Cecropia saxatilis foi observada apenas em formagdes de Cerrado, mas
em sua porgdo mais ao Norte, uma vez que foi amostrada apenas no Estado
do Tocantins. Assim como C. pachystachya, esta espécie foi hospedeira de A.
alfari. As espécies C. glaziovi e C. pachystachya apresentaram-se
coocorrentes no Parana em formacdes de Floresta Estacional Semidecidual,
especificamente no municipio de Campo Mourdo, que apresenta um mosaico
vegetacional de encraves de Cerrado, Floresta Ombroéfila Mista e Floresta
Estacional Semidecidual. Mesmo nesta area de coocorréncia os pares
mutualisticos se mantiveram (Tabela1).

As espécies de Cecropia apresentaram os seguintes valores médios de
tamanho segundo a férmula utilizada: C. glaziovii 18,39 (+44,82), C. saxatilis
13,02 (x17,09) e C. pachystachya 10,84 (£16,85). As classes de tamanho
predominantes nas trés espécies de Cecropia coletadas foram as iniciais,
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entretanto, houve nas trés espécies de Cecropia poucos individuos jovens,
predominando individuos plenamente estabelecidos (Figura 3).

Foi gerado um mapa de distribuigdo potencial para cada espécie de
Cecropia (Figura 4). Para C. glaziovii o resultado do modelo potencial abrange
predominatemente areas da Mata Atlantica e areas de transi¢ao principalmente
com Cerrado, porém com maior probabilidade de ocorréncia na regiéo litordnea
da Mata Atlantica. C. pachystachya mostrou maior potencial de expansao, uma
vez que apresentou mais area na cor vermelha (probabilidade entre 80-100%
de ocorréncia) em relagdo as outras espécies. Sua distribuicdo potencial
abrangeu grande parte da Mata Atlantica, grande parte do Cerrado brasileiro e
poucas areas de transicdo com a Caatinga. Em complemento, C. saxatilis teve
um resultado de modelagem da distribuicao potencial que abrange o Cerrado,

parte da Caatinga e transi¢gdes com a Amazodnia (Figura 4).
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4 DISCUSSAO

As trés espécies de Cecropia se mostraram amplamente distribuidas nos
diversos habitats estudados, tanto no Cerrado quanto na Mata Atlantica. Em
uma pequena por¢ao do Estado de Santa Catarina e do Parana as mesmas
nao foram avistadas provavelmente por alguma restricdo ambiental do local,
uma vez que podem existir fatores climaticos limitantes a sua distribuicéo (Berg
& Rosseli 2005). Essas plantas parecem estar adaptadas a diferentes
condicdes ambientais, o que pode resultar em uma distribuicdo mais ampla ou
mais restrita, dependendo de quais espécies estejam sendo consideradas
(Davidson 2005).

Cecropia glaziovii esteve presente exclusivamente em habitat de Mata
Atlantica e predominantemente em formacgdes de Floresta Ombrofila Densa.
Segundo Berg e Rosseli (2005), essa espécie tem habito que restringe sua
distribuicdo principalmente a regides de altitude entre 600-1.500 metros e em
ambientes mais protegidos e umidos. Foi o observado neste estudo, ocorréncia
menos usual em formacgdes de Floresta Estacional Semidecidual, com
caracteristicas de ambientes mais umidos e protegidos.

Cecropia pachystachya mostrou-se a espécie mais amplamente
distribuida na area de estudo. No Cerrado, observou-se a ocorréncia em todos
os tipos de habitat, contudo, na Mata Atlantica, foi registrada em areas de
Floresta Estacional semidecidual, geralmente em areas antropizadas e em
areas de restinga, corroborando a revisao feita por Berg & Rosseli (2005) que
cita esses tipos de ambientes como frequentes para essa espécie. C. saxatilis
apesar de menos amostrada no estudo, também teve sua distribuicdo dentro
dos limites geograficos observados por Berg & Rosseli 2005, restritos ao
Cerrado até limites Amazonicos.

Existe um efeito de caracteristicas do habitat na distribuicdo tanto nas
espécies de Cecropia como nas espécies de Azteca associadas (Longino
1989). Assim, as variantes estruturais das plantas e os diferentes
comportamentos das formigas residentes estdo intimamente ligados as
caracteristicas do habitat e, como consequéncia, ha uma distribuicdo

dependente entre Cecropia e Azteca. Arvores de Cecropia mais adaptadas a
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areas abertas e frequentemente perturbadas, como € o caso de C.
pachystachya, tendem a ser ocupadas pela espécie A. alfari, que apresenta
comportamento de colonizagdo nas extremidades dos caules, defendendo
pouco seus ninhos (Harada & Benson, 1988; Longino 1989; Davidson et al.
1989; Clark & Clark 1993; Folgarait et al. 1994; Agrawal & Dubin-Thaler, 1999).
Demostra-se assim sinais de adaptagao de A. alfari ao habito pioneiro de C.
pachystachya.

De forma analoga, as plantas adaptadas a locais mais confinados, como
C. glaziovii, ttm uma relacdo mais intima com as formigas da espécie A.
muelleri. Essa utima interagdo se mostrou bastante integrada, pois as formigas
defendem com maior agressividade os ninhos que s&o permanentes e no
interior do fuste principal. Essa interagcdo de plantas e formigas foi bastante
explorada descrevendo a adaptacédo e correlacdo com efeitos de habitat em
estudos complexos como os de Davidson et al. (1989), Davidson & Fischer
(1991) e Davidson et al. (1991).

A distribuicdo dos individuos em classes de tamanho apresentou uma
forma aproximada de J—invertido, ou seja, mais individuos menores, assim
como a maioria dos individuos das populagbes estudadas sao juvenis ou
adultos. Araujo et al. (2006) afirmam que neste tipo de distribuicdo diamétrica
ha um decréscimo gradual no numero de individuos em diregdo as classes
superiores, sendo que em sua maioria sdo individuos juvenis ou adultos, em
pleno desenvolvimento. Esse tipo de estrutura apresentada pelas populagdes
de Cecropia sugere nao haver problemas de recrutamento de novos individuos,
pois as classes de menor didametro podem repor as de maior didametro (Valio &
Scarpa 2001; Martins 1993). Assim, os individuos com maior CAP seriam
aqueles reprodutivamente maduros e potencialmente capazes de manter o
estoque de sementes na area, e individuos jovens garantiriam a manutengéo
da populagdo, mesmo havendo alta taxa de mortalidade destes individuos até o
seu estabelecimento (Kageyama & Gandara 2005). Além dessa estabilidade,
mesmo que momentanea, considera-se o estadio sucessional das arvores
desse género que, por serem pioneiras tipicas, tém otima capacidade de
germinagao e estabelecimento nos diferentes habitats, pois espécies pioneiras
investem em crescimento primario para se estabelecer em clareiras (Janzen,
1980; Kageyama & Castro 1989).
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Apesar desse padrdao observado no género, provavelmente estabelecido
pelo comportamento pioneiro, existem adaptag¢des relativas ao habitat de cada
especie que podem ser evidenciados na estrutura. As caracteristicas
observadas como plantas de menor tamanho em C. pachystachya,
intermediario em C. saxtilis e maior em C. glaziovii, estdo coerentes com o
observado em relacdo ao tempo de duragao dos individuos dessas espécies.
Cecropia saxatilis € descrita como espécie que ocupa areas abertas e tem ciclo
de vida relativamente curto (Berg & Rosseli 2005). Conforme Andrade &
Carauta (1982), C. pachystachya dura até 20 anos no ambiente,
diferentemente de C. glaziovii que pode ficar até 50 anos, dependendo das
condigdes ambientais (Oliveira-Filho et al. 2004; Davidson 2005; Berg &
Rosseli 2005).

Em complemento aos aspectos de distribuicdo geografica, habitat e
estrutura poulacional, a ferramenta de modelagem da distribui¢do potencial das
espécies pode ajudar no entendimento do atual status das plantas desse
género, bem como das formigas associadas. Os resultados revelam areas de
ocorréncia potencial que apresentam condigdes ambientais similares aos
pontos de ocorréncia conhecida das espécies. Apesar de corresponder a um
modelo simplificado, baseado no conceito de similaridade ambiental, o mapa
preditivo pode direcionar novas amostragens para areas com alta probabilidade
de ocorréncia de espécies de interesse. O estudo utilizou tecnologias
amplamente acessiveis como o aplicativo de uso livre de modelagem de nicho
ecologico — openModeller — e mapas de variaveis ambientais disponiveis na
internet (Hijmans et al., 2005) para estimar a distribuicdo potencial de Cecropia
glaziovii, C. pachystachya e C. saxatilis no Brasil. Raramente a quantidade de
dados sobre a ocorréncia é suficiente para determinar a distribuicdo atual das
especies, mas quando isso ocorre permite diferenciar a extensao da area de
distribuicdo em potencial da distribuicdo atual (Munguia et al. 2008).

Geralmente a quantidade de informagdes para a maioria das espécies é
insuficiente para permitir uma estimativa acurada da distribuicdo atual, entédo é
recomendado interpretar com cautela os modelos gerados e planejar a
amostragem de dados de forma a cobrir a maior parte da distribuicdo (Munguia
et al. 2008). Existem ainda limitagbes dos modelos que sdo de natureza dos

préprios algoritmos usados, e podem gerar confusao na interpretagdo dos
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resultados como incongruéncias quando se confrontam dados do mapa de
distribuicdo potencial com os dados de ocorréncia reais (Giannini et al. 2012).
Observou-se esse tipo de situagdo neste estudo onde o modelo gerou uma
probabilidade de ocorréncia de 80-100% para C. glaziovii na regiao do segundo
planalto paranaense, onde a distribuigdo real € bastante rara. Cita-se o caso de
Curitiba-PR por ser um local que mostrou alta probabilidade de ocorréncia de
C. glaziovii e existirem poucos registros atuais. Elenca-se também a propria
ocuagao humana e destruicdo de habitats como possibilidade de explicagao
para esse resultado. Os dados de ocorréncia disponiveis nas bases de dados
foram em quantidade proporcional ao que se observou em campo nesse
estudo onde C. pachystachya foi mais abundante, C. glaziovii foi intermediaria
e C. saxatilis mais rara. Assim, o mapa final gerado a partir da experimentagéo
feita com os algoritmos de distancia do aplicativo openModeller ndo deve ser
interpretado como um mapa probabilistico de ocorréncia de Cecropia no Brasil
e sim de uma distribuicdo potencial (Guisan & Zimmermann 2000; Elith &
Burgman 2002; Peterson & Papes 2006; Wisz et al. 2008, Giannini et al. 2012).

Ha uma concordancia nos resultados desse trabalho com respeito aos
dados de distribuicdo geografica observada e a distribuicdo geografica
potencial. Apesar de nao ter sido feito uma validagdo estatistica do modelo
gerado, uma maneira de se verificar sua acuracia, mesmo que indireta, é
confrontar os dados observados com os dados potenciais (Giannini et al. 2012).
Mesmo que se considere uma interacdo bastante conhecida, foi possivel
expandir o conhecimento sobre ocorréncia, adaptagdo aos diferentes
ambientes, tanto nas plantas como nas formigas residentes além de gerar
informacgdes a cerca da estrutura populacional e da distribuicdo potencial dessa

interagdo mutualistica.
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Lista de tabelas
Tabela 1- Localizagao, coordenadas geograficas, altitude e ocorréncia de individuos
coletados das populagdes de Cecropia e de Azteca no Cerrado* e na Mata Atlantica*”.

Onde x indica ocorréncia e — indica auséncia de coleta.

Local (Municipioe Coordenadas Altitude Ocorréncia de individuos

Estado) § geogréficas Cecropia Azteca

C. pachystachya C. glaziovii C. saxatilis  A. alfari  A.mueller

i

Mateiros — TO* S-10°32' 51" 493 X -
W-46°25'16"

Ponte Alta do S-10°44' 38" 303 X -

Tocantins — TO* W-47°32'10"

Aporé — GO* S-19°06' 35" 445 X -
W-51°41' 18"

Itaja — GO* S-19°05' 28" 440 X -
W-51°37' 12"

lturama — MG* S-19°43' 34" 413 X -
W-50°14' 28"

Carneirinho — S-19°41' 31" 446 X -

MG* W-50°44' 52"

Paranaiba - MS*  S-19°39' 25" 412 X -
W-51°07' 23"

Campo Grande —  S-20°26'34" 532 X -

Ms* W-54°38'47"

Aparecida S-20°30'23" 337 X -

D’Oeste — SP** W-50°54'57"

Junqueirépolis — S-21°29'14" 410 X -

SP** W-51°27'43"

Tuneiras D'Oeste  S-24°02'55" 549 X -

- PR** W-52°44'32"

Campo Mourdo —  S-24°02'44" 630 X X

PR** W-52°22'59"

continua
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Tabela 1- Localizagao, coordenadas geograficas, altitude e ocorréncia de individuos

coletados das populagdes de Cecropia e de Azteca no Cerrado* e na Mata Atlantica™.

Onde x indica ocorréncia e — indica auséncia de coleta.

continuagao

Local (Municipioe Coordenadas Altitude Ocorréncia de individuos
Estado) § geograficas Cecropia Azteca
C. pachystachya C. glaziovii  C. saxatilis  A. alfari  A.mueller
i
Goioeré — PR** S-24°11'06" 505 X - - -
W-53°01'40"
Mamboré — PR** S-24°19'10" 762 X - - -
W-52°31'48"
Luiziana — PR** S-24°17'10" 754 - X - X
W-52°16'33"
Morretes — PR** S-25°28'58" 19a727 - X - X
W-48°49'29" a
S-25°35'39"
W-48°53'48"
Pontal do Parana  S-25°39'38" 5 X - - -
- PR** W-48°27'02"
Garuva — SC** S-26°01'42" 25 - X - X
W-48°50'46"
Barra Velha — S-26°35'57" 0 - X - X
SC** W-48°40'43"

§ Estados Brasileiros: Tocantins (TO), Goias (GO), Minas Gerais (MG), Mato Grosso do Sul
(MS), Sao Paulo (SP), Parana (PR) e Santa Catarina (SC)
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Legenda das figuras
Figura 1- Mapa de Estados brasileiros, abrangendo os Biomas Cerrado e Mata Atlantica,

contendo os pontos de coleta dos individuos de Cecropia e Azteca associadas.

Figura 2- Distribuicdo e ocorréncia de Cecropia e Azteca em rotas percorridas nos
Hotspots brasileiros, Cerrado e Mata Atlantica.

Figura 3- Estrutura populacional das espécies de Cecropia analisadas. Classes de
tamanhos e classes etarias observadas em C. glaziovii (N= 80) C. pachystachya (N= 270)
e C. saxatilis (N= 40). *Classes de tamanhos consideram as variaveis CAP, altura e
numero de ramificacbes, e classes etarias seguem o critério de Mueller-Dombois &
Ellenberg (1974).

Figura 4- Distribuicdo geografica potencial de Cecropia glaziovii, C. pachystachya e C.
saxatilis no Brasil com as probabilidades de ocorréncia baseando-se na teoria de nicho
ecologico. Variaveis utilizadas: bio1-Temperatura média anual; bio2-Variagao Diurna Média
de Temperatura (Média mensal (Tmax-Tmin)); bio3-Isotermalidade ( (bio2/bio7) (* 100));
bio4-Sazonalidade da Temperatura(desvio padrao * 100); bio5-Temperatura maxima do
més mais quente; bio6-Temperatura minima do més mais frio; bio7-Amplitude térmica
anual(bio5-bio6); bio8-Temperatura meédia do trimestre mais umido; bio9-Temperatura
média do trimestre mais seco; bio10-Temperatura média do trimestre mais quente; bio11-
Temperatura média do trimestre mais frio; bio12-Precipitagcdo Anual; bio13-Precipitagao do
més mais chuvoso; bio14-Precipitacdo do més mais seco; bio15-Sazonalidade da
Precipitagao(coeficiente de variagao); bio16-Precipitacdo do trimestre mais chuvoso; bio17-
Precipitacdo do trimestre mais seco; bio18-Precipitacdo do trimestre mais quente; bio19-

Precipitacdo do trimestre mais frio
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ANEXOS

Anexo |- Listagem de Colegbes Bioldgicas consultadas para cada espécie.

C. glaziovii: Herbario Alexandre Leal Costa (ALCB), Herbario da Universidade Federal de
Minas Gerais (BHCB), Herbario do Centro de Pesquisas do Cacau (CEPEC), Herbario
Leopoldo Krieger (CESJ), Colegado de plantas medicinais e aromaticas (CPMA), Herbario
Pe. Dr. Raulino Reitz (CRI), Herbario da Reserva Natural Vale (CVRD), Herbario da Escola
Superior de Agricultura Luiz de Queiroz (ESA), Field Museum of Natural History - Brazilian
records (F), Herbario do Departamento de Botanica da Universidade Federal de Santa
Catarina (FLOR), Herbario da Universidade Estadual de Londrina (FUEL), Herbario Dr.
Roberto Miguel Klein (FURB), Herbario da Universidade Tecnoldgica Federal do Parana
Campus Campo Mourao (HCF), Herbario de Sao José do Rio Preto (HSJRP), Herbario do
Trépico Semiarido (HTSA), Herbario da Universidade Estadual de Feira de Santana
(HUEFS), Herbario UEM (HUEM), Herbarium Uberlandense (HUFU), Herbario Mogiense
(HUMC), Herbario do Instituto Agronémico de Campinas (IAC), Herbario do Instituto de
Ciéncias Naturais (ICN), Herbario do Museu Boténico Municipal (MBM), Herbario Mello
Leitdo (MBML-Herbario), Missouri Botanical Garden - Brazilian records (MOBOT_BR),
Herbario do Museu da Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande do Sul (MPUC), The
New York Botanical Garden - Brazilian records (NY), MNHN - Herbario Virtual A. de Saint-
Hilaire (P), Herbario Dimitri Sucre Benjamin (RB), Sistema de Informag¢do do Programa
Biota/Fapesp (SinBiota), xiloteca do Instituto de Biociéncias da Universidade de Sao Paulo
(SPFw), Herbario da Universidade Estadual de Campinas (UEC), Herbario do
Departamento de Boténica (UPCB), Herbario Central da Universidade Federal do Espirito
Santo VIES (VIES) disponivel na rede speciesLink (http://www.splink.org.br) em 28 de
Fevereiro de 2013 as 10:48.

C.pachystachya: Herbario Alexandre Leal Costa (ALCB), Herbario da Universidade
Federal de Sergipe (ASE), xiloteca Calvino Mainieri (BCTw), Herbario da Universidade
Federal de Minas Gerais (BHCB), xiloteca "ProfA. DrA. Maria Aparecida Mouréao Brasil"
(BOTw), Herbario do Centro de Pesquisas do Cacau (CEPEC), Herbario Leopoldo Krieger
(CESJ), Herbario da Fundagao Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (CGMS),
Herbario CPAP (CPAP), Colecdo de plantas medicinais e aromaticas (CPMA), Herbario
Pe. Dr. Raulino Reitz (CRI), Herbario da Reserva Natural Vale (CVRD), Colegao de Acaros
DZSJRP (DZSJRP-Acari), Herbario Prisco Bezerra (EAC), Herbario do Instituto Federal de

Educacao, Ciéncia e Tecnologia do Amazonas (EAFM), Herbario da Escola Superior de
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Agricultura Luiz de Queiroz (ESA), Field Museum of Natural History - Brazilian records (F),
Herbario do Departamento de Botanica da Universidade Federal de Santa Catarina
(FLOR), Herbario da Universidade Estadual de Londrina (FUEL), Herbario Dr. Roberto
Miguel Klein (FURB), Herbario da Universidade Tecnol6gica Federal do Parana Campus
Campo Mouréao (HCF), Herbario de llha Solteira (HISA), Herbario Jataiense Prof. Germano
Guarim Neto (HJ), Herbario do Jardim Botanico Plantarum (HPL), Herbario de Sao José do
Rio Preto (HSJRP), Herbario Sérgio Tavares (HST), Herbario da Universidade Estadual de
Feira de Santana (HUEFS), Herbario UEM (HUEM), Herbario Universidade Estadual de
Santa Cruz (HUESC), Herbarium Uberlandense (HUFU), Herbario Mogiense (HUMC),
Herbario Vale do S&o Francisco (HVASF), Herbario do Instituto Agrondmico de Campinas
(IAC), Herbario do Instituto de Ciéncias Naturais (ICN), Herbario INPA (INPA-Herbario),
Herbario - IPA Dardano de Andrade Lima (IPA), Herbario Lauro Pires xavier (JPB),
Herbario do Instituto do Meio Ambiente do Estado de Alagoas (MAC), Herbario do Museu
Botanico Municipal (MBM), Herbario Mello Leitdo (MBML-Herbario), Missouri Botanical
Garden - Brazilian records (MOBOT_BR), Smithsonian Department of Botany - Brazilian
records (NMNH-Botany_BR), The New York Botanical Garden - Brazilian records (NY),
MNHN - Herbario Virtual A. de Saint-Hilaire (P), Herbario Dimitri Sucre Benjamin (RB),
xiloteca do Jardim Botéanico do Rio de Janeiro (RBw), Sistema de Informagédo do Programa
Biota/Fapesp (SinBiota), Herbario do Estado "Maria Eneyda P. Kaufmann Fidalgo" -
Colecéo de Fanerogamas (SP), xiloteca do Instituto de Biociéncias da Universidade de Sao
Paulo (SPFw), Herbario Dom Bento José Pickel (SPSF), Herbario Graziela Barroso
(TEPB), Herbario da Universidade de Brasilia (UB), Herbario da Universidade Estadual de
Campinas (UEC), Herbario da Universidade Federal de Goias (UFG), Herbario UFRN
(UFRN), Herbario do Departamento de Botanica (UPCB), Herbario Central da Universidade
Federal do Espirito Santo VIES (VIES) disponivel na rede speciesLink
(http://www.splink.org.br) em 28 de Fevereiro de 2013 as 10:46.

C. saxatilis: Herbario Alexandre Leal Costa (ALCB), Herbario da Universidade Federal de
Minas Gerais (BHCB), Herbario do Centro de Pesquisas do Cacau (CEPEC), Herbario da
Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz (ESA), Field Museum of Natural History -
Brazilian records (F), Herbario da Universidade Tecnoldgica Federal do Parana Campus
Campo Mourdo (HCF), Herbario do Tropico Semiarido (HTSA), Herbario da Universidade
Estadual de Feira de Santana (HUEFS), Herbario INPA (INPA-Herbario), Herbario do
Instituto do Meio Ambiente do Estado de Alagoas (MAC), Herbario do Museu Botéanico
Municipal (MBM), Missouri Botanical Garden - Brazilian records (MOBOT_BR), The New
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York Botanical Garden - Brazilian records (NY), Herbario Dimitri Sucre Benjamin (RB),
Herbario da Universidade de Brasilia (UB), Herbario da Universidade Estadual de
Campinas (UEC), Herbario da Universidade Federal de Goias (UFG) disponivel na rede

speciesLink (http://www.splink.org.br) em 28 de Fevereiro de 2013 as 10:51.
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CAPITULO Il

Genética molecular e populacional de Cecropia e Azteca em areas de Cerrado e
Mata Atlantica.
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RESUMO

O sistema Cecropia-Azteca tem sido amplamente estudado em aspectos ecologicos e
coevolutivos. A genética molecular é uma ferramenta importante para estudos evolutivos
dos mais variados taxons. O objetivo deste estudo foi descrever a estrutura genética de
Cecropia com marcadores ISSR, avaliar a variabilidade genética de Azteca com o gene do
DNA mitocondrial (COIl) e interpretar possiveis efeitos de processos coevolutivos no
sistema Cecropia-Azteca. O trabalho contemplou plantas do género Cecropia e formigas
do género Azteca ocorrentes em areas da porgao sul da Mata Atlantica e de Cerrado. As
associagdes observadas foram C. pachystachya com A. alfari e C. glaziovii com A.
muelleri. Foi coletada uma folha de cada planta para extracdo de DNA, testes de
reprodutibilidade de primers através de PCR e interpretagcdo genético-populacional. Apos
os testes, quatro primers amplificaram adequadamente para 94 individuos de C.
pachystachya de Mata Atlantica e Cerrado e 36 de C. glaziovii de Mata Atlantica. Foram
selecionados 50 exemplares de Azteca e apds a identificacdo foram submetidos ao
sequenciamento do gene (COIl), para inferéncia sobre variabilidade genética. Plantas de
género Cecropia mostraram baixa diversidade genética e a distribuicdo da variagdo se
mostrou maior dentro das populacdes do que entre as populagdes, mostraram ainda baixa
estruturagdo genética correspondente as localidades de ocorréncia. As formigas do género
Azteca mostraram separacdo em duas linhagens diferentes e as duas espécies deste
estudo se apresentaram misturadas nas duas linhagens. Ainda, os agrupamentos nao
foram coerentes com a distribuicdo geografica das amostras, talvez por existir espécies
cripticas nado detectadas morfologicamente ou por outra limitagdo metodoldgica. As
analises interpretadas em conjunto somado a efeitos historicos sugerema ocorréncia de
eventos coevolutivos que influenciam reciprocamente os mutualistas e resultam em
consequéncias ecoldgicas e genéticas, observada no sistema Cecropia-Azteca.

Palavras-chave: marcadores moleculares, Mata Atlantica e Cerrado, coevolugao
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ABSTRACT

The system Cecropia-Azteca has been widely studied in ecological and coevolutive
features. Molecular genetics is an important tool for evolutionary studies of various taxa.
The purpose of this study was to describe the genetic structure of Cecropia with ISSR,
evaluate the genetic variability of Azteca with the gene of mitochondrial DNA (COI) and
interpret potential effects of co-evolutive processes in the system Cecropia-Azteca. The
work included plants of the genus Cecropia and genus Azteca ants occurring in areas of the
southern portion of the Atlantic Forest and Cerrado. The observed associations were C.
pachystachya with A. alfari and C. glaziovii with A. muelleri. One leaf was collected from
each plant for DNA extraction, testing reproducibility of primers by PCR and population
genetic interpretation. After the tests, four primers amplified appropriately for 94 specimens
of C. pachystachya in Atlantic Forest and Cerrado and 36 of C. glaziovii only in Atlantic
Forest. We selected 50 samples Azteca and after identification were subjected to
sequencing of the gene (COl), for inference of genetic variability. Plants of the genus
Cecropia showed low genetic diversity and distribution of variation showed a higher within
populations than among populations, also showed low genetic structure corresponding to
the locations of occurrence. The ants of the genus Azteca showed separation into two
different lineages and the two species of this study are presented in the two mixed lineages.
Yet, the groupings were not consistent with the geographic distribution of the samples,
perhaps because there was cryptic species not detected morphologically or other
methodological limitations. Analyses interpreted in combination coupled with historical
effects suggest the occurrence of co-evolutive events that guide mutualists influence each
other and result in ecological and genetic adaptation found in Cecropia-Azteca system.

Keywords: molecular markers, Atlantic Forest and Cerrado, coevolution
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1 INTRODUGAO

Considerando a diversidade de espécies e a velocidade atual de devastacao, o
Cerrado e a Mata Atlantica sdo considerados hotspots mundiais de diversidade biologica
no Brasil, sendo assim prioritarios para a conservagao (Myers et al. 2000). Plantas do
género Cecropia Loefl. sdo pioneiras e amplamente distribuidas nesses ambientes,
ocorrem em clareiras e mais raramente no interior de florestas, com papel relevante para
os ecossistemas onde ocorrem (Berg & Rosseli 2005). Essas plantas tém uma relagao
mutualistica com formigas do género Azteca Forel que fornecem protegédo a essa planta e
recebem abrigo e alimento na forma de glicogénio produzido por estrututas denominadas
de triquilias (Alvarez-Buylla & Martinez-Ramos 1992). A associagdo entre plantas e
formigas tem se destacado em diversos estudos indicando que podem influenciar um ao
outro em suas vidas de diversas maneiras e niveis de complexidade (Janzen 1966; Oliveira
& Pie 1998; Abdala-Roberts & Parra-Tabla 2005). Os resultados das interagdes em
sistemas planta-formiga, em especial o efeito sobre o sucesso reprodutivo das plantas,
podem variar bastante no tempo e no espacgo (Rico-Gray & Oliveira 2007), assim como as
formigas residentes podem ter seu fluxo génico restrito pela colonizagdo de plantas
hospedeiras, dependendo diretamente da distribuicdo geografica e da dispersdo dessas
plantas (Longino 1989).

Tendo em vista a ampla distribuicdo de Cecropia (Berg & Rosseli 2005) e sua
importancia chave nos ecossistemas (Lok et al. 2010), informagdes genético-populacionais
dessas plantas e dessas formigas podem ajudar como um bom modelo de estudo sobre
coevolucdo e entendimento de processos ecologicos em ambientes ameagados. Outros
sistemas formiga-planta, por exemplo Macaranga-Crematogaster, ja foram investigados ,
demosntrando o papel de relevante entre os mutualistas nos padrdes de estruturacao
genética (Davies et al. 2001; Blattner et al. 2001).

Estudos genético-populacionais tém como principal objetivo avaliar e quantificar a
variabilidade genética existente nos individuos, ao longo de sua distribuicdo geografica
(Torggler et al. 1995; Sork & Smouse 2006). A estrutura genética das populagdes refere-se
a heterogeneidade na distribuicdo de gendtipos e da variabilidade genética dentro e entre
as populagdes, a fim de se descrever como essa informacdo pode ser util para
conservagao € manejo das espécies (Robinson 1998; Diniz-Filho & Telles 2002). Os

marcadores moleculares possibilitam inferéncias sobre processos microevolutivos, atuando
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nas populagdes de maneira mais informativa (Telles et al. 2001). Sdo muitos os métodos
para avaliar a estrutura genética de populagdes e verificar o grau de variabilidade existente
em uma dada espécie (Bottino 2006). Com o avango das técnicas de biologia molecular, é
possivel observar polimorfismo diretamente pelo sequenciamento de genes, ampliando
novas perspectivas para pesquisa em conservagao (Zucchi 2002).

Nesse contexto destacam-se os marcadores ISSR (Inter Simple Sequence Repeats),
um tipo de marcador multiloco altamente informativo (Powell et al. 1996), uma vez que o
primer se baseia em um motivo de regido microssatélite (di, tri, tetra ou penta-
nucleotideos), oferecendo uma ampla cobertura de regides neutras do genoma
(Zietkiewicz et al. 1994; Reddy et al. 2002). Ha diversos trabalhos que utilizam os
marcadores ISSR para a analise de diversidade genética de populag¢des vegetais (Powell
et al. 1996; Camacho & Linston 2001; Reddy et al. 2002; Shao et al. 2009; Hu et al. 2010;
Li et al. 2010)

Ha ainda que se destacar o uso de genomas mitocondriais para estudos genéticos
populacionais, filogenéticos e filogeograficos em animais (Schaal et al. 1998; Hewitt 2000,
2004; Cavers et al. 2003; Dutech et al. 2003; Dick et al. 2003; Dick et al. 2007).
Marcadores mitocondriais sdo considerados de grande importancia para estudos de
variabilidade intraespecifica devido a taxas rapidas de mutac¢des e a sua heranga materna
em animais (Anderson et al. 1998; Avise et al. 1987; Avise 1991; Blouin 1998; Blouin
2002). O gene mitocondrial da subunidade | da enzima citocromo oxidase (COIl) vem sendo
usado com bastante frequéncia em estudos das relagdes filogenéticas por apresentar
regides variaveis suficientes para analises de grupos taxonomicamente relacionados
(Sahls & Nyblom 2000; Simon et al. 1994). Trabalhos de cunho populacional e de
sistematica molecular em formigas também utilizaram o gene da COI (Ayala et al. 1996;
Wetterer et al. 1998; Chiotis et al. 2000; Logino et al. 2007).

Os objetivos deste trabalho foram: a) Avaliar geneticamente populagbes do género
Cecropia através de marcadores ISSR-PCR; b) Caracterizar geneticamente individuos do

género Azteca através do marcador mitocondrial Citocromo oxidase subunidade | (COl).
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 CECROPIA

2.1.1 Coleta

As coletas foram feitas no periodo de agosto de 2009 a agosto de 2011. Foram
coletadas folhas de 20 individuos de Cecropia pachystachya Trécul e C. glaziovii Snethl.,
em cada ponto de coleta em onze populagdes distribuidas ao longo das formagdes de
Cerrado e de Mata Atlantica (Figura 1, Tabela 1). O ponto de Campo Mourdo - PR
apresentou duas espécies. Foram testados todos os individuos coletados porém, s6 foram
utilizados os que apresentaram reprodutibilidade referente aos primers ISSR (Tabela 1). O
material coletado foi acondicionado em silica gel e levado ao laboratério para posterior
extragdo de DNA. As populagdes foram georreferenciadas e os materiais testemunho

depositados no Herbario da UTFPR Campus Campo Mouréo (HFC).

2.1.2 Extracdo do DNA

Depois de desidratadas em silica gel, as folhas coletadas foram pulverizadas com
nitrogénio liquido em almofariz e o DNA foi extraido pela técnica de Roy et al. (1992), com
modificagdes. Cerca de 20 mg de material pulverizado foram transferidos para um tubo de
microcentrifuga, onde foram adicionados cerca de 600 [l de tampao de extracdo [CTAB
2% (p/v); NaCl 1,4 M; Tris-HCI 100 mM, pH 8,0; EDTA 20 mM; b-mercaptoetanol 0,2%
(v/v), PVP-40 2%], 60 [l de [-mercaptoetanol e 6 [l de Proteinase K (10 mg/ml). Os tubos
foram incubados em banho-maria a 65°C por 30 min, sendo posteriormente adicionado o
mesmo volume de fenol e cloroférmio (1:1; v/v). O tubo foi centrifugado a 10.000 rotagdes
por minuto por 15 min a temperatura ambiente e o sobrenadante transferido para um tubo
novo, sendo adicionados 1 volume de isopropanol e 1/10 do volume de acetato de sddio.
Apos 24 horas em freezer (-18°C), o tubo foi centrifugado por 20 min a 10.000 rpm e o
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sobrenadante descartado. O pellet foi lavado com 200 (Il de etanol 70%, seco a
temperatura ambiente por 20 min e eluido em 200 [l de agua ultra-pura estéril e 2 (1l de
RNAse (10 mg/ml). A concentragédo e pureza do DNA foi avaliado e quantificado através de
espectrofotometro (NanoDrop 3300).

2.1.3 PCR-ISSR

Foram testados 10 primers (Wolfe et al. 1998), dos quais quatro apresentaram boa
reprodutibilidade e grau de polimorfismo adequado. As concentragbes dos reagentes
utilizados nas reagdes de PCR (volume final de 25 ml) encontram-se discriminadas na
Tabela 2. As reagdes foram realizadas em termociclador seguindo as seguintes condigdes:
desnaturagao inicial a 94°C por 1 min e 30 s, seguido de 30 ciclos com temperaturas de
anelamento que variaram de 42°C a 56,3°C por 45 s, extensdo a 72°C por 1 mine 30 se a
extensao final a 72°C por 10 min.

Os produtos da PCR foram verificados através de eletroforese em gel de agarose 2%,
a 80 Volts por 3,5 horas, corado com brometo de etideo e visualizados e fotografados em
transiluminador de luz ultravioleta. O tamanho dos fragmentos obtidos (em pares de base)
foi comparado com um marcador de peso molecular (ladder) de 100 pb. Os fragmentos de
ISSR amplificados, com a mesma mobilidade de acordo com o peso molecular, foram

codificados para presenca (1) ou auséncia (0) de bandas homdlogas.

2.2 AZTECA

2.2.1 Coleta

Foram coletados cerca de 20 individuos de Azfeca em cada individuo de Cecropia
pachystachya, C. saxatilis Snethl. e C. glaziovii, em dez populagdes distribuidas ao longo
da distribuicdo das espécies no Brasil contemplando formacdes de Cerrado e de Mata
Atlantica (Figura 2). Foram utilizados de trés a cinco individuos de cada localidade para
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serem sequenciados (Tabela 1). As populagdes foram georreferenciadas e os materiais
testemunho depositados na colegdo do Laboratério de Entomologia da Universidade de
Ohio, EUA.

2.2.2 Extracao

O DNA gendmico total foi extraido a partir de formigas inteiras usando o kit de
extragdo de DNA genomico (Invitrogen ™, EUA) PureLink ™, de acordo com as instrugdes
do fabricante.

2.2.3 PCR-Sequenciamento

Foi amplificado e sequenciado o gene da subunidade | da enzima citocromo oxidase
(COl) do DNA mitocondrial com os sseguintes primers: (COl LCO1490:
*GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG? e col HC02198:
*TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA?® (Folmer et al. 1994). As condicdes usadas no
termociclador foram de 5 min a 95°C, 35 ciclos de 92°C durante 1 min, 58°C - 60°C
durante 1 min e 70°C durante 2 min, seguido de extenséao final a 72°C durante 6 min. As
reacoes foram realizadas com volume final de 25 1l com 2 U de DNA polimerase
AmpliTaq, 1x tampéo de PCR, 1,5 mM de MgCI2, 0,5 mM de dNTPs e 0,5 [IM de cada
primer. Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5%
com o E-Gel ®, além de Ladder 1 Kb (para avaliar o tamanho dos fragmentos), coradas
com brometo de etidio e visualizadas sob luz UV. As amostras dos produtos de PCR foram
purificados utilizando o PEG 8000 seguindo recomendacgdes da “Applied Biosystems” com
adaptacdes. Todas as amostras foram sequenciadas em ambas as dire¢des. O protocolo
de reacdo de sequenciamento foi realizado em 10 pl: 0,5 yl ABI Prism BigDye ® ™ v3.1
(Applied Biosystems Inc., Foster City, CA), 1,0 pl de 5x de tampao, 1 uyl de cada primer (3,2
pmol) e 40-50 ng de DNA. O protocolo de sequenciamento do ciclo de reagao continha um
passo de desnaturagéo inicial de 96°C durante 1 min, seguido de 35 ciclos de 10 s a 96°C,
15s a 50 °C e 4 min a 60°C. A precipitagao final de DNA foi realizada com isopropanol e o
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sequenciamento foi executado em um sequenciador ABI 3500. As sequéncias foram
editadas no StadenPackage (Staden et al. 2000) e alinhadas usando o Clustal (Higgins et

al. 1992) com corre¢ao manual.

2.3 ANALISE DE DADOS

2.3.1 Marcadores ISSR (Cecropia)

Os géis de agarose foram analisados com o auxilio do programa Gel-Pro Analyzer
4.0.1 com parametros default. Para determinar quantos marcadores seriam necessarios
para que houvesse um nivel de precisdo ao estimar as distancias genéticas, as amostras
foram submentidas a um teste de suficiéncia amostral (Tivang et al. 1994; Manly 1997). O
procedimento foi realizado utilizando o aplicativo GENES v 2009.7.0 (Cruz 2006)
considerando 1 a 156 locos através da similaridade de Nei e Li (1979). Realizou-se esse
teste com essa amplitude tendo como parametro o total de bandas amplificadas nos
individuos de Cecropia. O numero ideal de bandas polimdrficas foi considerado baseando-
se no valor de estresse sugerido < 0,05 (Kruskal 1964). Esse teste considera o niumero de
bandas amplificadas para cada espécie e calcula uma estimativa de razoabilidade medida
pelo estresse gerado, que se for maior que 0,05 indica que o numero de bandas n&o é
sufuciente para analises populacionais.

Para avaliar a diversidade genética dentro e entre as populagbes de Cecropia,
utilizou-se o programa POPGEN 1.31 (Yeh et al. 1999). Os calculos utilizados para esta
avaliagao foram: numero médio de alelos por loco (A), numero efetivo médio de alelos por
loco (Ae), numero de bandas polimorficas, porcentagem de bandas polimérficas,
heterozigosidade esperada (Hs) e observada (Ho) e o indice de Diversidade Génica de Nei
(h) e indice de diversidade de Shannon (I) (Lewontin 1972).

Para avaliar a estruturacdo e a diferenciacdo genética entre as populagbes de
Cecropia, ao longo de sua distribuicdo, usou-se a AMOVA (Analise Molecular da Variancia)
no programa Arlequin 3.5.1.2 (Excoffier e Lichier 2010).

O programa Structure versao 2.3 (Pritchard et al. 2000 e Falush et al. 2003), que

incorpora uma abordagem Bayesiana, foi utilizado para inferir o numero potencial de
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populagdes K (desconhecido) e designar cada individuo, com uma probabilidade (qi), para
uma populagéao (cluster), ou mais de uma, caso os seus genétipos indiquem que essas sao
misturadas (admixed). A estrutura populacional é detectada sob equlibrios de Hardy-
Weinberg e de ligagdo, que podem ter resultado de mistura recente, migracédo e/ou
hibridizagdo. Foram realizadas corridas independentes para os diferentes valores de K
usando modelos admixture e frequéncias alélicas correlacionadas. Para cada valor de K,
utilizou-se um burn-in de 100.000 seguido por 1.000.000 MCMC (Markov Chain Monte
Carlo) repetigdes. O valor mais provavel de K foi determinado a partir da mudanga na
probabilidade log dos dados entre os valores de K correspondentes (AK), como proposto

por Evanno et al. (2005).

2.3.2 Sequéncias (Azteca)

As sequéncias obtidas para o gene da COIl do mtDNA foram alinhadas através do
programa GENEIOUS v5.4 usando o pacote funcional de alinhamento do MUSCLE nos
parametros “default” (Drummond et al. 2011). A matriz de sequéncias alinhadas foi
submetida a analise Bayesiana usando o “software” MRBAYES v3.3 (Ronquist &
Huelsenbeck 2003), com 2x10” geracdes, amostrando a cada 2.000 geracdes. Logo que
atingisse uma convergéncia com 10% de burnin, foi gerada a arvore através do
TREEANNOTATOR v1.6.1, um pacote do aplicativo BEAST v1.6.1 (Drummond & Rambaut
2007).

Para fins de analise utilizou-se o trabalho referencial de Pringle et al. (2012), incluindo
as amostras de Azteca utilizada pelos autores para uma referéncia dentro do grupo Azteca
para 0 mesmo marcador molecular.

Todas as identificagbes morfologicas foram realizadas por J. T. Longino da
Universidade de Utah-EUA, utilizando prioritariamente as rainhas coletadas juntamente

com as operarias que foram efetivamente sequenciadas.
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3 RESULTADOS

3.1 CECROPIA

Dos dez primers testados apenas quatro apresentaram bons niveis de
reprodutibilidade e polimorfismo suficientes para serem utilizados nas analises (Tabela 1 e
2), totalizando 94 individuos para C. pachystachya e 36 para C. glaziovii. Os primers
utilizados geraram um total de 156 bandas, variando de 29 a 49 por primer (Tabela 3).

O teste de suficiéncia amostral resultou para as duas espécies de Cecropia valores
de estresse dentro do esperado para os 156 loci (< 0,05), revelando um numero adequado
de bandas para as analises populacionais (Figura 3).

Depois de analisada a matriz de dados binarios gerada a partir da interpretacdo dos
géis, observou-se baixa diferenciagao interpopulacional tanto para C. pachystachya (Gst=
0,0814) quanto para C. glaziovii (Gst=0,0805), reforgcados pelo baixos valores de Fst entre
as populacdes nas duas espécies (Tabelas 4, 5 e 6). Outro resultado a se destacar é o
grande numero de migrantes por geragdo nas duas espécies [C. pachystachya
(Nm=5,6432) e C. glaziovii (Nm=5,7126)] (Tabela 4). Os resultados revelam baixa
estruturagdo genética nas duas espécies.

De uma maneira geral as popula¢cdes de Cecropia analisadas apresentaram baixa
variabilidade genética considerando os quatro primers de ISSR amplificados. O numero de
locos por primer variou entre 17 e 29, totalizando 156 locos nas 12 popula¢des analisadas.
A proporgéao de locos polimoérficos variou entre 38% e 82% nas populagdes, com um valor
global de 98% em C. pachystachya e, para C. glaziovii, variou de 55% a 72% nas
populagdes e 94% no valor global. A diversidade genética ou heterozigosidade esperada
nao variou muito entre as populacdes, alcangcando valores entre 0,13 e 0,20 nas
populagdes de C. pachystachya, com um valor global de 0,18. Para C. glaziovii os valores
de heterozigozidade variaram entre 0,15 e 0,16 com valor global de 0,17 (Tabela 5).

A avaliagao da estruturagéo da variabilidade genética utilizando Analise de Variancia
Molecular (AMOVA) forneceu um valor global baixo (de modo que maior parte da variancia
genética estd no componente intrapopulacional. Considerando a escala geografica em
estudo, mesmo populag¢des que estdo proximas (ca. de 20km) geograficamente e também

as mais distantes (ca. de 2.300km), observou-se baixa variagdo entre as populagodes.
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O programa Structure separou os individuos em dois grupos para C. pachystachya,
evidenciados quando se atinge estabilidade no AK em relacdo a K e elege-se o menor
numero anterior a essa estabilizagdo (Figura 4) . Os grupos sugeridos pelo programa se
mostraram sem correspondéncia com a estrutura geografica de amostragem (Figura 5).

Para C. glaziovii o programa Structure separou os individuos em trés grupos e,
igualmente a C. pachystachya, sem correspondéncia com a estrutura geografica de
amostragem (Figuras 6 e 7).

Ao se observar as arvores obtidas pelo método de UPGMA, nota-se que os individuos
nao se separam por populagcdes em C. pachystachya e C. glaziovii Nao se observam
linhagens bem definidas, bem como uma estruturacdo que possa ser associada com o
posicionamento geografico. Isso foi observado para as duas espécies de plantas

estudadas (Figuras 8 e 9).

3.2 AZTECA

Os individuos de A. alfari e A. muelleri apos terem sidos submetidos ao
sequenciamento do gene COI, e as analises pelo método de estatistica Bayesiana, foram
comparados com as sequéncias obtidas no trabalho de Pringle et al. 2012. Observou-se
duas linhagens de individuos sem correspondéncia geografica, onde esses clados
apresentam individuos da mesma localidade. Na figura 10 observa-se os grupos formados
de A. muelleri e A. alfari detalhe deste trabalho, em comparagdo com os grupos formados
do trabalho de Pringle et al. 2012 referentes a diversas outras espécies do género Azteca.
Nota-se no detalhe das amostras desse trabalho (Figura 11), que ha a presenca de

individuos de ambas as espécies em ambos os clados formados.
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4 DISCUSSAO

4.1 CECROPIA

As duas espécies de Cecropia desse estudo mostraram resultados semelhantes nas
areas amostradas, com baixa diferenciagdo entre as populacbes e alta dentro das
populagdes. Tanto para C. pachystachya (Gst= 0,0814; Fst=0,049) quanto para C. glaziovii
(Gst=0,0805; Fst=0,047) a porcentagem de variacdo maior foi intrapopulacional (95%) e
menor (5%) foi interpopulacional. Maior variagdo dentro dos grupos e menor entre eles,
indica a habilidade da espécie em manter a diversidade genética (por fluxo génico
interpopulacional) em condigao de natureza antropizada (Whitmore 1989). Sua ocorréncia,
sobretudo, depende de agentes dispersores de sementes e do fluxo génico dentro e entre
populagdes, sob as mais diferentes condicdes. Nestas espécies de Cecropia o sistema de
polinizacdo depende de ventos, mas conta com animais para dispersar suas sementes por
médias e longas distancias, especialmente aves e morcegos que sao atraidos pelos frutos
maduros (Berg & Rosseli 2005).

Esses resultados mostram baixa estruturacdo genética entre as populagbes das
diversas localidades, o que reflete em um conjunto de processos referentes aos ambientes
em que as espécies ocorrem, adaptacdo as caracteristicas dos habitats, ciclo de vida,
estratégias reprodutivas, dispersao e polinizagdo (Hamrick & Godt, 1989). Em espécies
que se reproduzem preferencialmente por fecundagao cruzada, caso de Cecropia, espera-
se, em geral, encontrar alta diversidade dentro de populagbes e baixa divergéncia entre
populagdes (Loveless & Hamrick 1984; Hamrick & Godt 1997; Gusson et al. 2005). Além
disso, a existéncia de banco de sementes e a longa distancia de dispersdo de pdlen e
sementes, observadas em Cecropia, também apresentam importantes consequéncias
genéticas e ecoldgicas para as espécies como no trabalho de Kageyama et al. (2003) e
evidenciado no presente estudo através dos valores de migrantes por geragdao (Nm).
Bancos de sementes podem agir como tampdes génicos devido a capacidade de repor a
variagdo genética perdida pela populagcdo de plantas ap6s a extingdo local, e a longa
distancia de dispersao de sementes e pdlen que podem reduzir a distancia genética entre

populagdes geograficamente distantes (Alvarez-Buylla & Garay 1994).



68

Arvores pioneiras como as do género Cecropia, apresentam ciclos de vida
relativamente curtos, portanto, é possivel que ocorram extingées locais e recolonizagdes
frequentes, que podem ter efeitos importantes sobre a estrutura genética dessas espécies
(Slatkin 1985; 1987; Swaine & Whitmore 1988; Whitmore 1989). Em estudos realizados em
pastagens abandonadas na Amazoénia, Uhl et al. (1991) apontaram que em areas onde o
uso do solo foi moderado, ou seja, com um bom estabelecimento de gramineas, pastejo
regular, capina frequente e abandono da area apos seis a dez anos, as espécies pioneiras
surgiram por brotagcdo, por banco de sementes ou por sementes dispersas de outros
locais. Os efeitos do nivel de perturbacdo da area e de outros fatores que afetam a
diversidade e a estrutura genética das populagcées de espécies pioneiras sao dificeis de
serem isolados e avaliados separadamente, mas em alguns casos eles podem ser mais
evidentes (Uhl et al. 1991). Esse fendmeno de recolonizagdo ou migragbes é também
relatado como frequente em espécies do género Cecropia (Kageyama et al. 2003).

A dispersdo de sementes de C. obtusifolia, dispersas por passaros e morcegos assim
como C. pachystachya e C. glaziovii, caem em geral a poucos metros da planta mae, mas
também foram encontradas sementes distantes 500 m da mesma (Alvarez-Buylla & Garay
1994). Deste modo, mesmo as distancias entre as populacdes de Cecropia, variando de 20
km até 1.100 km teria havido uma sequéncia de eventos de polinizagdo, dispersao,
dorméncia de sementes, rebrotas e tempo de permanéncia nos locais, que em conjunto e
ao longo do tempo, atuaram como um tamponante génico resultando na baixa estruturagao
genética observada.

No presente trabalho observou-se um numero de migrantes maior que cinco por
geracado e Gst=0,08 para as duas espécies. Segundo Han et al. (2007), em genética de
populagdes, uma diferenciagao significativa da populagado ocorre quando o fluxo génico é
menor que um migrante por geracdo dentro de uma populagdo ou ainda quando o Gst é
maior que 0,25. Ainda, os valores de Fst observados nesse estudo foram de 0,047 para C.
pachystachya e de 0,049 para C. glaziovii. De acordo com Wright (1978) citado por Mwase
et al. (2006), valores de Fst inferiores a 0,05 sugerem baixa diferenciagdo genética entre
populagdes. Essa situacdo de baixa variabilidade pode refletir eventos historicos dos
ambientes onde essas plantas ocorrem. Ha trabalhos sobre os eventos de alteragbes
climaticas do quaternario que mostram que, na porcao sul da Mata Atlantica, diferentes
espécies apresentam baixa variabilidade genética (Carnaval & Moritz 2008; Carnaval et al.
2009, Martins, 2011), devido, provavelmente, a um efeito gargalo de garrafa. Em uma

analise mais ampla Turchetto-Zolet et al. 2013 revisaram publicacbes sobre padrdes
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filogeograficos em toda América do Sul e verificaram que as espécies documentadas
podem reagir de diferentes formas aos eventos histéricos. Outras explicagdes indicam que
se ha altos niveis de fluxo génico entre as populagdes, elas evoluem juntas, mas se os
niveis estdo baixos, cada populacado evolui quase independentemente. Como o fluxo de
genes € necessario para impedir a evolugao independente de populagdes de uma espécie,
esta vai depender de outras forgas evolutivas presentes e de sua estrutura - modelo
espacial que se enquadra na espécie (Slatkin 1994). Nas plantas de Cecropia podem ter
ocorrido tanto efeitos historicos como fluxo génico, mesmo porque para marcadores
dominantes a informagéo sobre fluxo génico tem restricdes de interpretagcédo (Levsen et al.
2008).

Almeida (2006) utilizou marcadores ISSR e também obteve maior variagdo dentro das
populagdes de Aechmea fulgens Brongn. (Bromeliaceae) em trés fragmentos de Mata
Atlantica no Estado de Pernambuco, encontrando baixa diferenciacdo genética entre
populagdes, concordando com outros trabalhos que utilizaram esse tipo de marcador
(Auler et al. 2002; Conte 2004; Cavallari 2004; Melo Junior et al. 2004; xiao et al. 2004;
Zucchi et al. 2005; Gusson 2005; Galeuchet et al. 2005). Alvarez-Buylla & Garay (1994)
encontraram uma correspondéncia entre a estrutura genética de Cecropia obtusifolia e a
distribuicdo espacial dos individuos em clareiras, utilizando aloenzimas. Entretanto, a
estrutura genética foi detectada em sementes e plantulas, mas diminuiu progressivamente
em jovens e adultos. De acordo com esses autores, a perda de estrutura genética nos
estagios mais tardios do ciclo de vida da espécie pode ter ocorrido devido a mortalidade ao
acaso durante o processo de recrutamento nas clareiras, que pode gerar diferentes
pressdes de selegao resultando em diferengcas demograficas e genéticas.

Embora o teste de suficiéncia amostral tenha se mostrado adequado, os resultados
encontrados nesse estudo devem ser interpretados com cautela, pois para interpretagdes
de fluxo génico e na escala de paisagem, a detecgdo de um continuo genético € essencial
(Telles & Bastos 2009; Bastos et al. 2011). Para tanto, faz-se necessario que sejam
amostrados outros locais de ocorréncia das espécies estudadas e analisados um numero

maior de marcadores moleculares para aumentar a robustez dos resultados.
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4.2 AZTECA

A anadlise das amostras do género Azteca desse trabalho conduziram a conclusdes
distintas. Pode-se inferir que as espécies A. muelleri e A. alfari estdo ainda em processo de
especiacao e/ou o marcador utilizado possa néo ter alcangado a resolugdo adequada para
agrupar os individuos em correspondéncia com as localidades.

Os individuos de Azteca foram identificados cuidadosamente pelo especialista J. T.
Longino da Universidade de Utah-EUA porém, existem incongruéncias taxonémicas deste
género como a possibilidade da existéncia de espécies cripticas na América do Sul
(Longino com. pess). Isso pode ocorrer em situagdes em que a taxonomia do grupo seja
extremamente dificil, como é o caso do género Azteca (Longino 2007; Pringle et al. 2012).
Deste modo, morfologicamente as espécies sao claramente distintas, mas ha a
possibilidade de espécies cripticas ocorrerem, sendo detectadas somente em nivel
molecular.

Esse gene é largamente utilizado para inferéncias referentes ao “DNA Barcode”, entre
outras aplicagbes de ambito taxonémico e populacional (Hillis et al. 1996; Holland &
Hadfield 2002; Avise 2004 ), especificamente com insetos (Hebert et al. 2004; Whiteman et
al. 2004; Cywinska et al. 2006; Pie & Traniello 2006; Pfenninger et al. 2007; Pringle et al.
2012). A evolucdo desse gene € rapida o bastante para permitir a discriminagdo de
espécies proximas e de grupos filogenéticos dentro de uma unica espécie (Cox & Hebert
2001). Mesmo assim, existem situagdes em que a resolugdo do gene para a obtengao da
variabilidade pode ser incompativel com o nivel de diferenciacdo que se quer estudar.
Existem casos em que o uso do COI isoladamente se mostrou problematico e por vezes
causando confusao nas interpretagdes (Rokas et al. 2001; Hurst & Jiggins 2005).

A utilizagdo de genes complementares como genes nucleares, por exemplo, pode
aumentar a robustez de conclusdes tanto filogenéticas quanto populacionais (Pringle et al.
2012). Pringle et al. (2012) utilizaram o gene COI e mais quatro genes nucleares em um
trabalho sobre a diversificacdo do género Azteca, com inferéncias sobre relagdes
filogenéticas, padrbes de distribuicdo geografica e tempo de diversificacdo. Os autores
consideraram sete espécies monofiléticas a priori, porém identificaram cinco linhagens
diferentes. Uma das espécies estudadas (Azteca pitieri) mostrou coeréncia na formagéao de
clados interespecificos (separagao de outras espécies), mas se mostrou incoerente dentro

da espécie com relagao as localidades geograficas. Mesmo com o uso de genes nucleares
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existiram incongréncias taxondmicas em A. pitieri (Pringle et al. 2012). Algo semelhante
ocorreu com A. muelleri e A. alfari nas areas de Cerrado e de Mata Atlantica, ja que
também ndo mostraram coeréncia entre a distribuicdo geografica e o padrao genético,
tanto intra como interespecifico.

A interpretacdo dos resultados demonstrarou que o género Azteca tem, além da
dificuldade de identificagdo, a possibilidade de exsiténcia de espécies cripticas e provavel
processo de especiagdo em andamento. Contudo as incoeréncias aparentes nos clados
formados e a nado delimitacdo das espécies A. muelleri e A. alfari, e a falta de
correspondéncia com a estrutura geografica podem ocorrer por falta de resolugao do COI
(Hurst & Jiggins 2005) para essas espécies.

As plantas de Cecropia mostraram baixa estruturagcdo genética, e baixa
correspondéncia com a estrutura geografica. As formigas Azteca mostraram incoeréncia
quanto a separacgao das espécies e quanto a correspondéncia com a estrutura geografica.
Organismos mutualistas influenciam em diversos niveis a vida das espécies envolvidas
(Rico-Gray & Oliveira 2007), resultando em consequéncias na estruturacdo genética tanto
de Cecropia quanto de Azteca, no caso desse estudo. Fatores historicos de processos
evolutivos podem ter guiado o processo que resulta em adaptagdes entre espécies de
Cecropia e de Azteca com intensidades de interagdo diferentes (Longino 1991, Clark and
Clark 1993, Ayala et al. 1996).

As formigas Azteca apresentam fluxo génico mais restrito do que a planta hospedeira
(Pringle et al. 2012), afetando dessa maneira, a dinamica evolutiva do mutualismo formiga-
planta. Tempos de geragdo mais curtos e menores distancias de dispersdo de formigas
Azteca (Orivel et al. 2011) em relagao as arvores de Cecropia (Boshier et al. 1995; Boshier
2002) podem resultar em mutag¢des adaptativas locais mais rapidas em Azteca do que em
suas arvores hospedeiras, especialmente na presenga de barreiras naturais para o fluxo de
genes (Bruna et al 2011; Orivel et al. 2011). Embora os estudos comparando diretamente
os niveis de fluxo génico entre as populagdes de duas ou mais espécies mutualistas ainda
sejam raros, alguns trabalhos sobre outros mutualismos (Godsoe et al. 2010), formiga-
planta (Quek et al. 2007; Guicking et al. 2011), e planta-fungo (Hoeksema & Thompson
2007), sugerem que as assimetrias entre os parceiros mutualistas na escala espacial, de
fluxo de genes ou adaptacédo local s&o bastante comuns. Apesar do presente estudo n&o
apresentar nenhum parametro populacional sobre fluxo génico nas formigas Azteca, é
possivel uma explicagdo baseada em outros trabalhos com mutualismos planta-formiga
(Davies et al. 2001; Blattner et al. 2001; Quek et al. 2007; Guicking et al. 2011) que
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apontam para influéncia reciproca entre os mutualistas limitando a dispersdo de Azteca a
locais onde ocorram individuos de Cecropia.

Plantas do género Cecropia com distribuicdo em areas de Cerrado e Mata Atlantica
apresentam pares mutualisticos bem definidos e com uma relagdo mais intima do par C.
glaziovii com A. muelleri, diferentemente de A. alfari que ocorreu ocupando individuos de
C. pachystachya e C. saxatilis (Bueno et al. dados ndo publicados). Acreditava-se que
formigas Azteca pudessem ocorrer exclusivamente em Cecropia, entretanto foram
encontradas habitando outras plantas mirmecdfitas (Davidson et al.1991). A idéia atual é a
de que essa relagdo de mutualismo defensivo tenha surgido por uma coevolugao difusa
(Davidson et al.1991), na qual a selegcdo natural deve ter atuado em caracteristicas
comportamentais das formigas. Deste modo observou-se um comportamento diferenciado
entre as espécies de Azteca (Bueno et al. dados ndo publicados) sugerindo uma
adaptacao fortemente ligada as caracteristicas do ambiente de ocorréncia da planta
hospedeira e ao par mutualistico, como no sistema Macaranga-Crematogaster onde o par
mutualistico do ponto de vista coevolutivo apresentou forte correlagcdo promovida pela
interacdo (Davies et al. 2001; Blattner et al. 2001), apesar dessa correlagao nao ter sido
testada para Cecropia-Azteca.

No presente trabalho, as populagdes de Cecropia apresentaram baixa estruturacéo
genética, porém essa interpretagao deve ser feita com cautela, devido ao baixo numero de
primers e individuos analisados. Reforgca-se que houve representatividade no numero de
bandas formadas pelos primers utilizados, mostrando-se adequados para as analises
populacionais. Foram reveladas duas linhagens distintas de Azteca baseadas no gene COI
que apresentaram mistura de espécies, sugerindo que o gene COI utilizado isoladamente
nao foi ideal para inferéncias sobre variabilidade genética em niveis interespecificos e
intraespecificos. Ainda, o efeito de fatores evolutivos histéricos e o efeito reciproco dos
mutualistas, em seu modo de vida, adaptacdes mais especializadas e tempo de interacao,
podem ter influéncia em suas estruturas genéticas. Relagdes interespecificas como
Cecropia-Azteca ocorrem, mas nao explicam todos os padrdes observados de adaptagdes
das plantas aos insetos e dos insetos a seus hospedeiros (Thompson 1994). S6é uma
compreensao detalhada a respeito das diversas areas da biologia, como ecologia,
comportamento, sistematica e biogeografia, fisiologia e evolugdo, nos permitira entender
como se deram as relagdes entre plantas e insetos ao longo da histéria evolutiva da Terra.
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Lista de tabelas
Tabela 1- Localizagao, coordenadas geograficas, altitude e numero de individuos coletados

e analisados das populacdes de Cecropia e de Azteca no Cerrado* e na Mata Atlantica**.

Local (Municipio e Coordenadas Altitude Numero de individuos coletados (numero de individuos utilizados na
Estado) geograficas analise genética)
Cecropia Azteca
C. pachystachya C. glaziovii A. alfari A.muelleri
Mateiros — TO* S-10°32' 51" 493 - - 20 (5) -
W-46°25'16"
Ponte Alta do S-10°44' 38" 303 - - - -
Tocantins — TO* W-47°32'10"
Aporé — GO* S-19°06' 35" 445 - - 20 (3) -
W-51°41'18"
Itaja — GO* S-19°05' 28" 440 20 (13) - - -
W-51°37"' 12"
lturama — MG* S-19°43' 34" 413 20 (14) - 20 (5) -
W-50°14"' 28"
Carneirinho — S-19°41' 31" 446 20 (14) - - -
MG* W-50°44' 52"
Paranaiba - MS*  S-19°39' 25" 412 20 (8) - - -
W-51°07"' 23"
Campo Grande —  S-20°26'34" 532 - - 20 (4) -
MS* W-54°38'47"
Junqueirépolis — S-21°29'14" 410 - - 20 (5) -
SP** W-51°27'43"
Tuneiras D’Oeste  S-24°02'55" 549 20 (10) - - -
- PR** W-52°44'32"
Campo Mourdo —  S-24°02'44" 630 20 (4) 20 (5) 20 (5) -
PR** W-52°22'59"

continua
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Tabela 1- Localizagao, coordenadas geograficas, altitude e numero de individuos coletados

e analisados das populacdes de Cecropia e de Azteca no Cerrado* e na Mata Atlantica™*.

continuagao

Local (Municipio e Coordenadas Altitude Numero de individuos coletados (nimero de individuos utilizados na
Estado) geograficas analise genética)
Cecropia Azteca
C. pachystachya C. glaziovii A. alfari A.muelleri

Morretes — PR** S-25°28'58" 19a727 - 26 (13) - 20 (5)

W-48°49'29" a

S-25°35'39"

W-48°53'48"
Pontal do Parana  S-25°39'38" 5 20 (15) - 20 (5) -
- PR** W-48°27'02"
Garuva — SC** S-26°01'42" 25 - 20 (6) - 20 (5)

W-48°50'46"
Barra Velha — S-26°35'57" 0 - 20 (12) - 20 (5)
SC** W-48°40'43"
Total analisado 78 36 32 15

Obs: O par mutualistico da formiga A. alfari no ponto de Mateiros foi C. saxatilis e no ponto de Campo

Mourao foi C. pachystachya
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Tabela 2- Concentragdo dos reagentes utilizados nas reagdes de PCR e temperatura de
anelamento para cada primer.

_ Primer Taq MgClz BSA DNA Temp.de

Primer/ Reagente dNTP (mM)
(pmoles/pl) Polimerase (U) (mM) (ng/ml) (ng) anelamento (°C)
ISSR4 [(GT);YG] 1,2 1 0,25 2 - 35 49,5
ISSR7
0,5 1 0,25 1 25 35 56,3

[(CAC)4RC]
ISSR13 [(GA)sYT] 0,6 1 0,25 2 25 10 42
ISSR20 [(CT)sT] 0,5 1 0,25 2 - 20 52,8




Tabela 3- Numero de bandas amplificadas em cada primer de ISSR nas

espécies de Cecropia amostradas em areas de Cerrado e Mata Atlantica.

Primer Sequéncia Numero de bandas amplificadas
ISSR4 [(GT) YG] 29
ISSR7 [(CAC)4RC] 37
ISSR13 [(GA)sYT] 49

ISSR20 [(CT)sT] 40




Tabela 4- Indicadores da diversidade genética para Cecropia pachystachya e C.
glaziovii; sendo: Ht= diversidade genética total , Hs= heterozigozidade média
esperada, Gst= diferenciacdo genética interpopulacional, Nm= numero de
migrantes por geragao.

Ht Hs Gst Nm

C. pachystachya 0,1845 0,1695 0,0814 5,6432
C. glaziovii 0,1680 0,1545 0,0805 5,7126
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Tabela 5- Parédmetros populacionais para Cecropia pachystschya e Cecropia glaziovii,
onde: N= numero de individuos, na= numero observado de alelos, Ne= numero esperado
de alelos, H=heterozigozidade esperada, |= indice de Shannon, NPB= numero de bandas
polimérficas , PPB= propor¢ao de bandas polimorficas

Populagao N Na Ne H | NPB PPB
® Campo Mourao 4 1.38 1.20 0.13 0.19 59 38.06
% Pontal do Parana 15 1.8 1.25 0.1749  0.2915 124 80
*‘i Itaja 13 1.83 1.30 0.20 0.33 128  82.58
'S Paranaiba 8 1.68 1.31 0.19 0.30 105 67.74
& Aporé 16 1.81 1.23 0.16 0.27 125  80.65
'g Carneirinho 14 1.81 1.26 0.18 0.303 126 81.29
g lturama 14 1.83 1.23 0.17 0.28 128  82.58
8 Tuneiras do Oeste 10 1.73 1.20 0.15 0.26 113 72.9
Total 94 1.98 1.25 0.18 0.32 152  98.06
S Campo Mouréao 5 1.55 1.22 0.15 0.24 86 55.48
'g. E Morretes 13 1.73 1.22 0.15 0.26 113 72.9
g E Barra Velha 12 1.74 1.22 0.16 0.26 115 7419
© ® Garuwa 6 1.59 1.24 0.16 0.26 92 59.35

Total 36 1.94 1.22 0.17 0.29 146  94.19
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Tabela 6- AMOVA entre populagbes estudadas de Cecropia pachystachya para os quatro
primers analisados (p < 0,0001). Sendo: CePac= C. pachystachya e CeGla= C. glaziovii

Fonte de Graus de Soma dos Variancia dos % de variagdo  Fst

Variagao liberdade quadrados componentes
CePac CeGla CePac CeGla CePac CeGla CePac CeGla CePac CeGla

Entre 4 131,35 4,70

bopulacses 1,04 1,04 4,00

Entre 53 1121,32 812,67 21,16 95,30 96
individuos da
mesma
populagao
Total 57 1252,67 22,20 - 0,047 0,049

* Foram realizadas 1023 permutagdes pelo programa Arlequin
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Legenda das figuras

Figura 1- Mapa do Brasil com as localizagdes das populagbes amostradas de Cecropia
pachystachya e C. glaziovii. Sendo: SC = Santa Catarina; PR = Parana; MG = Minas
Gerais; MS = Mato Grosso do Sul; GO = Goias.

Figura 2- Mapa do Brasil com as localizagbes das populagdes amostradas de Azteca
muelleri e A. alfari. Sendo: SC = Santa Catarina; PR = Parana; SP= Sdo Paulo MG = Minas
Gerais; MS = Mato Grosso do Sul; GO = Goias.

Figura 3- Teste de suficiéncia amostral para 156 loci observados em Cecropia glaziovii e
em C. pachystachya com os quatro primers utilizados.

(Numero de loci adequado para analise populacional, valores de estresse < 0,05)

Figura 4- Valores de AK segundo corregcéo de Evanno et al. (2005) mostrando maior valor
de AK para K=2.

Figura 5- Analise das populac¢des de Cecropia pachystachya, computada pelo programa
Structure, com K=2. Os grupos geograficos estao representados no eixo das abscissas; os
grupos (K) estimados pelo programa correspondem as cores no grafico [grupo 1: vermelho,

grupo 2: verde]

Figura 6- Valores de AK segundo corregcéo de Evanno et al. (2005) mostrando maior valor
de AK para K=2.

Figura 7- Analise das populagdes de Cecropia glaziovii, computada pelo programa
Structure, com K=3 . Os grupos geograficos estdo representados no eixo das abscissas; 0s
grupos (K) estimados pelo programa correspondem as cores no grafico [grupo 1: vermelho,
grupo 2: verde, grupo 3: amarelo]

Figura 8- Arvore originada pelo método de UPGMA em Cecropia pachystachya

Figura 9- Arvore originada pelo método de UPGMA em Cecropia glaziovii
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Figura 10- Arvore usando método de estatistica Bayesiana com coletas desse trabalho
bem como de Pringle et al. 2012 com diversas espécies do género Azteca As cores azul e
verde correspondem as espécies A. muelleri e A. alfari respectivamente. As demais cores

representam outras espécies do género estudadas por Pringle et al. 2012.

Figura 11- Detalhe dos individuos apenas desse trabalho nos mesmos paramentros da
arvore geral. Status das espécies de Azteca estudadas mostrando dois grupos distintos

com compartilhamento de locais e de espécies
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CONSIDERAGCOES FINAIS

O estudo apresentou aspectos importantes sobre a distribuigdo geografica de
espécies do género Cecropia bem como das formigas Azteca associadas, estrutura
populacional desses organismos e as variagdes decorrentes de sua biologia. Considerou
efeitos do ambiente na distribuicdo efetiva dessas plantas e suas formigas residentes.
Investigou ainda aspectos referentes a distribuicdo potencial de espécies, bem como as
utilidades de ferramentas de modelagem baseadas na teoria de nicho. Essa descrigdo de
distribuicdo das espécies de Cecropia pode ser extrapolada para individuos do género
Azteca, mas apenas aos que estiverem associados a Cecropia, pois ndo se tem
informagdes de distribuicdo de espécies de Azteca de vida livre ou das que tenham
associagbes com outra mirmecdfitas. Os habitats ocupados por Cecropia tém muitas
caracteristicas comuns ao habito pioneiro das plantas desse género. Existem fatores
historicos referentes a expansdo e retracdo das florestas remanescentes que podem
resultar em caracteristicas mais especificas dos habitat que na atualidade podem ser
bastante diversificados. Essa diversificagdo ambiental pode refletir na adaptagdo das
espécies de Cecropia ao longo do tempo inclusive das formigas associadas a elas. Essas
diferenciagdes por menores que possam ser, definem pares mutualisticos mais ou menos
especializados, como o caso de Azteca alfari que ocorre em diversas espécies de Cecropia
mostrando uma relagdo de pouca especificidade, e A. muelleri que mostrou ter um grau de
especializagdo mais estreito com Cecropia glaziovii. Outra abordagem desse trabalho foi a
descricdo genético-populacional de individuos de Cecropia e de Azteca reforgcando a
utilizacado de ferramentas moleculares em estudos de genética de populagdes. A analise
mostrou que os marcadores sao eficientes, mas podem ter restricdes no seu uso
dependendo do grupo estudado, do nivel taxondmico que se deseja estudar e a escala de
analise, pois é cada vez mais frequente estudos envolvendo genética e interpretagao
ecologica em nivel de paisagem. Essa adequacdo € primordial, pois muitas vezes as
questbes podem ser respondidas com associagao de mais marcadores e as respostas
podem ser mais robustas. De qualquer forma, os resultados deste trabalho mostram que
ndao houve congruéncia da distribuicdo geografica com as estruturas genéticas
demostradas pelas espécies do par mutualistico. Mais uma vez reforga-se o efeito de
fatores histoéricos somados aos metodoldgicos que podem refletir essas incoeréncias.

Cecropia-Azteca € um sistema complexo pois possuem diferentes modos reprodutivos,
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adaptacdes e especificidades da interagdo, que variam nos diferentes ambientes mas que
mantém determinados padrdes tipicos de uma planta pioneira mirmecofita e uma formiga
adaptada a sua ocupagao como hospedeira. Como é um sistema amplamente distribuido e
conhecido, pode ser um modelo para estudos e inferéncias no campo da coevolugdo. O
presente estudo contribui com uma descricdo de cunho investigativo abrindo portas para
outras pesquisas que complementem as possiveis lacunas existentes, nessa interagao

bastante frequente nos neotrépicos.



