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“Toda a nossa ciéncia, comparada com
a realidade, é primitiva e infantil — e, no
entanto, é a coisa mais preciosa que temos.”

(Albert Einstein)



RESUMO

A espécie sul-americana de cupim (ou térmita) Heterotermes longiceps (Snyder, 1924)
(Isoptera, Rhinotermitidae) vive em ninhos dispersos no solo, sendo considerados cupins
subterraneos. Sao cupins xilofagos e podem adquirir o status de praga. Sua distribuicao
conhecida abrange o norte da Argentina, Paraguai, Bolivia, sul do Cerrado brasileiro ¢ Mata
Atlantica. Este projeto buscou realizar uma andlise filogeografica dessa espécie, visando
inferir sua historia evolutiva considerando sua distribuicdo geografica. Utilizando amostras de
boa parte da sua distribuicdo, foram realizadas as extragdes de DNA; isolamento dos genes
mitocondriais 16S rRNA e COII (Citocromo Oxidase II) e posteriormente amplificagao
através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Apds a purificacdo dos produtos, os quais
foram enviados ao Centro de Recursos Bioldgicos e Biologia Gendmica (CREBIO) da
UNESP de Jaboticabal, obteve-se as sequéncias nas direcdes forward e reverse. Foram
realizados os alinhamentos gerando as fitas consenso para cada gene e amostra. Analises
filogenéticas para os dois genes foram realizadas pelo método de inferéncia bayesiana e
também foi feita uma rede de haplotipos. Além de proporcionar uma distribui¢do geografica
complementar a publicagdes anteriores, este trabalho definiu trés populagdes distintas a partir
de padrdes encontrados no cladograma e rede gerados. Um dos grupos (grupo Z)
aparentemente estd restrito no Espirito Santo e por¢do extremo sul da Bahia, enquanto os
outros dois grupos se distribuem na parte sul da Diagonal de Formagdes Abertas da América
do Sul, além de Espirito Santo, Paraiba e Maranhdo. Para o grupo Z, levantou-se a hipotese
que o seu isolamento teria se dado pela separagao da Mata Atlantica de outras florestas sul-
americanas apoOs a expansao das grandes areas abertas savanicas no Plioceno e também pela
divisdo do bioma pelo vale do Rio Doce, originando a drea de endemismo do grupo; outra
hipédtese foi levantada para as outras duas populagdes, de que possivelmente se estabeleceram
na Diagonal de Formagdes Abertas da América do Sul com posterior dispersao para as areas
de florestas, e talvez devido a atividade humana para o Maranhdo; contribuindo assim, com

novas informagdes de Heterotermes longiceps.

Palavras-chave: Genética de populacoes, Filogenética, Distribuicao Geografica



ABSTRACT

The south american termite species Heterotermes longiceps (Snyder, 1924) (Isoptera,
Rhinotermitidae) lives in nests diffused on the soil, thus considered subterranean termites.
They are xylophagous termites and can acquire pest status. Its known distribution covers the
north of Argentina, Paraguai, Bolivia, south of Brazilian Cerrado and Atlantic Forest. This
project sought to perform a phylogeographic analysis of this species aiming to infer its
evolutionary history considering its geographic distribution. Using samples from a great part
of its distribution, extractions of DNA were performed; isolation of mitochondrial genes 16S
rRNA and COII (Cytochrome Oxidase II) and posteriorly amplification through Polymerase
Chain Reaction (PCR). After the purification of the products, which were sent to the Centro
de Recursos Bioldgicos e Biologia Gendmica (CREBIO) of UNESP in Jaboticabal, sequences
on both directions, forward and reverse were obtained. Alignments were performed,
generating the consensus sequences to each gene and sample. Phylogenetic analysis for both
genes were performed under bayesian inference and a haplotype network was constructed.
Besides providing a supplementary geographic distribution to previous publications, this work
defined three distinct populations from patterns found in the cladograms and network
generated. One of the groups (group Z) apparently is restrict in Espirito Santo and in the
extreme south portion of Bahia, while the other two groups covers the south of the South
American Diagonal of Open Formations, as well as Espirito Santo, Paraiba and Maranhao.
For the group Z, it was raised the hypothesis that its isolation would have occurred due to the
separation of the Atlantic Forest from other South American forests, after the expansion of the
large open savanna areas at the Pliocene and also due to the division of the biome by the Rio
Doce valley, originating the area of endemism of the group. Another hypothesis was raised for
the other two populations, that they possibly have established at the South American Diagonal
of Open Formations with further dispersion to forest areas, and maybe due to human activity

to Maranhao; thus contributing with new information of Heterotermes longiceps.

Keywords: Genetics of populations, Phylogenetics, Geographic Distribution
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1.INTRODUCAO

Os cupins, também conhecidos por térmitas, siriris e aleluias, pertencem ao grupo
Isoptera. Eles sdo insetos hemimetabolos, ortopteroides e todas as espécies dentro do grupo
sdo consideradas eussociais, ou seja, apresentam divisdo reprodutiva do trabalho,
sobreposi¢do de geragdes e cuidado cooperativo com a prole (Wilson, 1971). Assim como as
formigas e abelhas, os cupins possuem individuos com funcionalidades diferentes de acordo
com a casta, vivendo em uma colonia. No caso dos cupins, estas fungdes podem ser
reprodutivas (rainha, rei e ninfas), de protecdo (soldados) e da constru¢do da coldnia,
manutencdo e forrageamento (operarios) (Bignell, 2006). Os cupins apresentam importantes
papéis no cendrio ecoldgico e econdmico, atuando em varios ecossistemas como “‘super
decompositores” e como auxiliares no balango Carbono-Nitrogénio (Higashi & Abe, 1997),
eles participam do processo de ciclagem de nutrientes, formacdo e aeragdo do solo, e sdo
considerados engenheiros de ecossistema, criando, modificando e fazendo a manutencao de
habitats (Lawton, 1994; Lavelle et al., 1997). Sao também considerados pragas de madeira e
outros materiais celuldsicos, sendo que nos Estados Unidos podem causar mais danos
econdmicos que fogo e enchentes combinados, principalmente por deixar grandes estragos
nas madeiras estruturais domésticas (Bignell, 2006).

O posicionamento filogenético dos cupins tem sido ha muito tempo debatido, sendo
que atualmente resta pouca duvida de que os cupins estdo dentro do grupo das baratas
(Blattaria ou Blatoidea) (Inward et al., 2007; Engel & Krishna, 2011; Beccaloni & Eggleton,
2011). Isoptera ¢ grupo irmdo de Cryptocercidae (uma das familias de baratas) e, caso nao
seja considerado um grupo interno de baratas, torna Blattaria um grupo parafilético (Djernaes
et al., 2012). Atualmente em Isoptera existem mais de 3000 espécies descritas com provaveis
500 a 1000 espécies ainda ndo descritas no mundo (Constantino & Acioli, 2006). A
classificagdo mais aceita no momento considerando representantes vivos, reconhece nove
familias, Archotermopsidae, Hodotermitidae, Kalotermitidae, Mastotermitidae,
Stolotermitidae, Rhinotermitidae, Serritermitidae, Stylotermitidae e Termitidae (Krishna et al.,
2013). A espécie alvo deste trabalho, Heterotermes longiceps, (Snyder, 1924), estd inserida na
familia Rhinotermitidae.

A familia Rhinotermitidae compreende muitas das espécies comumente chamadas de

“cupins subterrdneos” e ¢ a familia de cupins mais amplamente distribuida no mundo, com



espécies ocorrendo desde regides tropicais, até temperadas (Eggleton, 2000). Sdo conhecidos
especialmente pelo seu potencial como praga, podendo causar enormes prejuizos econdmicos
para os seres humanos (Constantino, 2002; Vargo & Hussneder 2009).

O Género Heterotermes Froggatt, 1900 compreende mais de 50 espécies descritas no
mundo, sendo que nove delas ocorrem na regido Neotropical, e cinco na América do Sul. Sao
abundantes em ambientes naturais e urbanos e podem ter importancia como pragas na
agricultura e de estruturas. Heterotermes e Reticulitermes Holmgren, 1913 sdo atualmente os
unicos géneros colocados em Heterotermitinae, sendo que Reticulitermes esta restrito a zona
temperada nortenha, enquanto Heterotermes ¢ essencialmente tropical (Constantino, 2000).

Hé4 pouca informacdo na literatura sobre a espécie em foco deste trabalho —
Heterotermes longiceps — sendo que a primeira compilagdo com a distribuicdo geografica da
mesma foi publicada por Constantino (2000) (figura 1). Essa espécie, juntamente com outras
espécies de Heterotermes descritas até entdo, foram inicialmente descritas como pertencentes
do género Leucotermes Silvestri, 1901, e posteriormente realocadas em Heterotermes por
Light em 1933. Dentro do género, H. longiceps ¢ a segunda espécie na América do Sul em
abundancia e amplitude de sua distribuicdo geografica (Constantino, 2000).

Sabe-se que ha um dimorfismo presente na casta dos soldados de duas espécies do
género, H. longiceps e H. tenuis, porém, na primeira ¢ mais aparente, com diferengas maiores
em relacdo ao tamanho da cabega e pronoto, podendo facilmente reconhecer soldados maiores
e menores (figura 2). Constantino (2000), observou que o soldado maior de H. longiceps pode
apresentar amplas variagdes, especialmente em relagdo ao comprimento da cabega, sendo que
os espécimes do centro brasileiro tendem a ter cabegas mais compridas, enquanto que os da
regido costeira t€ém cabecas mais curtas e largas. Essa mesma variacdo ndo ocorre nos
soldados menores da espécie.

A filogeografia ¢ o estudo dos principios e processos que determinam a distribui¢ao
geografica de linhagens genealdgicas (Avise et al., 1987). Ela lida com as relagdes
filogenéticas de linhagens intraespecificas ou de espécies proximas, baseada na distribuicao
espacial de genealogias génicas (estudos microevolutivos) e pode fazer uma ponte entre micro
e macroevolugdo (Avise, 2000). As premissas para as inferéncias filogeograficas sdo:
espécies/populagdes podem ser estruturadas geograficamente; espécies/populacdes sem
estruturacdo possuem alto fluxo génico entre subpopulagdes; grupos monofiléticos altamente

divergentes dentro das espécies sdo produtos de barreiras ao fluxo génico (Avise et al., 1987).



Este trabalho propde utilizar a filogeografia como ferramenta para ajudar a compreender a

historia evolutiva de Heterotermes longiceps.
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Figura 1 — Distribuicdo geografica de Heterotermes longiceps na América do Sul (Figura

retirada de Constantino, 2000).
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1.0 mm

Figura 2 — Visao dorsal de soldados de Heterotermes longiceps mostrando o dimorfismo
em relacio ao tamanho da cabeca e pronoto da espécie: (1 e 2) soldados maiores de
Brasilia e Espirito Santo, respectivamente; (3) soldado menor sem localizacao descrita.

(Figura retirada de Constantino, 2000).
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2.0BJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Este trabalho tem por objetivo realizar uma analise filogeografica da espécie
Heterotermes longiceps com a finalidade de entender a historia evolutiva da mesma na
América do Sul.
2.2 Objetivos especificos

- Caracterizacdo genética da espécie Heterotermes longiceps;

- Complementagao da distribui¢do geografica descrita;

- Testar hipoteses de isolamento entre diferentes populagdes;

- Auxiliar trabalhos futuros a partir de novas informacgdes sobre a espécie, ainda pouco

conhecida.
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3.METODOLOGIA

3.1 Amostragem

Todas as amostras utilizadas neste trabalho estdo depositadas no acervo de Isoptera do
Museu de Zoologia da Universidade de Sdo Paulo (MZUSP), preservadas em alcool 80% e
com duplicatas em 90 — 100%, para estudos moleculares. Foram estudadas amostras de 11
Estados brasileiros (Bahia, Maranhao, Goias, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso, Sao Paulo,
Minas Gerais, Espirito Santo, Paraiba, Maranhdo e Ceard), além de Paraguai e Bolivia,

fornecidas pelo Prof. Dr. Rudolf Scheffrahn da Universidade da Flérida.

3.2 Dados moleculares

Para a obtencdo dos dados moleculares, foram utilizados dois genes mitocondriais, o
gene 16S rRNA (74 amostras) e o gene COII (Citocromo Oxidase II) (58 amostras) (Anexo
1). Para a extragdo do DNA, a partir de um unico individuo da colonia (cabega e torax de
soldados ou operarios), foi utilizado o kit de extracdo Dneasy Blood & Tissue — QIAGEN,
seguindo as instrugdes do mesmo. Posteriormente foram realizados o isolamento da regido do
DNA de interesse e as amplificacdes através de reagcdes em cadeia de polimerase (PCR), com
o auxilio de um termociclador, o qual ja possui programas padrdes (descritos abaixo)
conforme os genes utilizados, além do uso do reagente Master Mix (Prodimol) e dos primers
LRJI 3007 e LRNI 1398 (sequéncias “TTACGCTGTTATCCCTAA” e
“CGCCTGTTTATCAAAAACAT” respectivamente) para 16S rRNA (Szalanski et al., 2004);
A-tLeu (Modified) e B-tLys (sequéncias “CAGATAAGTGCATTGGATTT” e
“GTTTAAGAGACCAGTACTTG” respectivamente) para COII (Liu & Beckenbach, 1992;
Simon et al., 1994).

Para o gene 16S rRNA, o programa do termociclador inicia uma desnaturagdo com
uma temperatura de 94°C durante 2 minutos, seguido de desnaturacdo final com a mesma
temperatura por mais 1 minuto. O anelamento ou hibridiza¢do ocorre em temperatura de 50°C
por 1 minuto. A polimerizagdo ou extensdo inicial ocorre em temperatura de 72°C por 1
minuto e 15 segundos seguido de extensdo final com a mesma temperatura por mais 7

minutos. Para o gene COII (Citocromo Oxidase II) o programa do termociclador inicia uma
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desnaturagdo com uma temperatura de 94°C durante 3 minutos, seguido de desnaturagdo final
com a mesma temperatura por mais 30 segundos. O anelamento ou hibridiza¢do ocorre em
temperatura de 45°C em 1 minuto. A polimerizagdo ou extensdo inicial ocorre em
temperatura de 72°C por 3 minutos seguido de extensdo final com a mesma temperatura por
mais 10 minutos. Em ambos os genes, ha a realiza¢ao de 35 ciclos. O resultado dos produtos
do PCR foram verificadas por meio de eletroforese em gel de agarose 2% e as amostras que
resultaram em bandas foram utilizadas para sequenciamento (figuras 3 e 4).

Os fragmentos de DNA isolados obtidos na PCR foram purificados utilizando o
reagente ExoSap (GE Technology Infrastructure), conforme as orientagdes do fabricante. O
material obtido foi enviado ao Centro de Recursos Bioldgicos e Biologia Gendmica
(CREBIO) da UNESP de Jaboticabal, para realizagdo do sequenciamento dos fragmentos em
ambas as direcdes (forward e reverse). O sequenciamento foi realizado através de um
sequenciador automatico de DNA ABI Prism 377 (Applied Biosystems, CA) utilizando o kit de
sequenciamento Big Dye (Perkin-Elmer) conforme as instru¢cdes do fabricante. As fitas
consenso foram montadas e editadas no programa Geneious 9.0 (http://www.geneious.com,

Kearse et al., 2012) na direcdo forward, e alinhadas pelo plugin do MUSCLE 3.6 (Edgar,

2004) contidos no mesmo programa, sendo editadas posteriormente por inspe¢do visual.

O processo foi repetido para todas as amostras de ambos os genes e posteriormente foi
realizado um alinhamento de todas as amostras para cada gene. Em algumas amostras nado foi
possivel fazer o alinhamento e foram descartadas. Houveram também amostras que foram
caracterizadas como sendo pertencentes de outras espécies, por meio de comparagdo com

outras sequéncias disponiveis, também sendo descartadas da andlise.
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Figura 3 — Eletroforese em gel de agarose de 16S rRNA
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Figura 4 — Eletroforese em gel de agarose de COII
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3.3 Analises dos dados moleculares

A partir do alinhamento multiplo com todas as amostras vidveis para cada gene,
iniciou-se o processo de reconstrugdo filogenética com o método probabilistico de inferéncia
bayesiana, com o objetivo de entender a histdria evolutiva da espécie e as relagcdes evolutivas
entre as populagdes de diferentes localidades da mesma.

Primeiramente foi escolhido o melhor modelo de substitui¢do de nucleotideos para
cada gene com o auxilio do programa JModelTest 2.01, utilizando o BIC (Bayesian
Information Criterion, ou Critério de Informacao Bayesiana, em portugués) (Darriba et al.,
2012). Obteve-se o modelo HKY + I + G para o gene 16S rRNA e o modelo HKY + I para o
gene COIL.

Com os modelos ja definidos para ambos os genes € com os arquivos dos
alinhamentos obtidos pelo Geneious 9.0 (e seu algoritmo MUSCLE 3.6), foram gerados os
arquivos .XML no programa BEAUti 1.8.0. Para ambos os genes foi estipulada uma taxa de
muta¢do constante, usando o reldgio estrito (Strict Clock) e sob o modelo de coalescéncia
(Kingman, 1982). Foram feitas cadeias de comprimento de 10 e 50 milhdes para COIIl e 16S
rRNA, respectivamente. Estes arquivos foram utilizados para fazer uma analise no programa
BEAST 1.8.0 (Drummond et al., 2012). A partir dos arquivos .log gerados pela analise, foi
feita a checagem de convergéncia e estabilizagdo pelo programa Tracer vi.5 (Rambaut &
Drummond, 2007). Apo6s a checagem, usando os arquivos .tree pelo programa TreeAnnotator
v1.8.0 (Drummond et al., 2002), foi realizada a procura pela arvore com maxima credibilidade
(maximum credibility tree) para ambos os genes, juntamente com duas amostras de outras
espécies, uma de H. tenuis e outra de H. crinitus para servirem como grupo externo, € essas
foram visualizadas com o auxilio do programa FigTree vI.3.1 (Drummond et al.,2002)
(figuras 5 € 6).

Para auxiliar na visualizagdo de padrdoes e para um melhor entendimento da
distribuicdo geografica juntamente com as arvores obtidas foram realizadas construcdes de
redes de haplétipos para os dois genes trabalhados (16S rRNA e COII). Para isso, foi utilizado
o programa R (Core Team R, 2016), usando as fungdes haplotype e haploNet, do pacote pegas
(Paradis, 2010) (figuras 7 ¢ 8).

Os grandes grupos definidos para cada um dos genes também foram utilizados e

separados no programa DNAsp v6.10.01 (J. Rozas et al., 2017) para a criagdo de arquivos
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.hap e .arp. Com estes arquivos gerados, foram realizados Analises de Varidncia Molecular
(AMOVA) através do programa Arlequin 3.5 (Excoffier & Lischer, 2010) com a finalidade de
verificar a estrutura genética das populacdes dentro da espécie, juntamente com testes de
significancia das estatisticas F. Esses resultados de estrutura genética realizados com a ajuda
do programa Arlequin mostram a variagdo inter/intrapopulacional, determinando a quantidade
de fluxo génico entre as populagdes predeterminadas. Para as AMOVA realizadas o nimero
de permutagdes foi 1000, sob o método de Pairwise difference e as distancias entre os
haplétipos foram consideradas com a op¢ao Compute distance matrix.

Para gerar os mapas de distibui¢ao foram utilizados os programas GEGraph v2.2.21:
Graph for GoogleEarth (Sgrillo, 2010) e Google Earth Pro v7.3.0.3832 (Google Inc. 2017).
Para ambos os genes foram gerados pontos no mapa com cores diferentes para cada grande

grupo definido pela andlise anterior.
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4.RESULTADOS

Fazendo uma andlise das arvores filogenéticas obtidas dos dois genes, foram
identificados trés grandes grupos monofiléticos contendo praticamente as mesmas amostras
em ambas arvores com exce¢do de duas (uma amostra do Espirito Santo e outra de Mato
Grosso do Sul). Para facilitar a identificagdo, os trés grandes grupos receberam as letras X, Y
e Z (figuras 5 e 6).

Na arvore obtida para 16S rRNA, os agrupamentos Y e Z apresentam alta
probabilidade (probabilidade posterior = 100%) enquanto X apresentava probabilidade menor
de 81%. Ja na arvore obtida para COII, os agrupamentos com probabilidade de 100% foram X
e Z, enquanto Y apresentava probabilidade de 77% (figuras 5 e 6). E muito provavel que essa
probabilidade menor para X em 16S rRNA e Y em COII sejam causadas pelo fato de

conterem as amostras da exceg¢ao citada anteriormente na analise.
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Figura 5 — Arvore filogenética para o gene 16S rRNA com as amostras de Heterotermes longiceps
utilizadas, além de uma amostra de H. tenuis (Ht002_RO) e outra de H. crinitus (H.crinitus1)
como grupo externo, com grupos representados por X, Y e Z. Suporte de ramo = probabilidade
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As redes de haplotipos construidas para cada gene corroboraram os grupos X, Y ¢ Z
obtidos pela andlise das arvores filogenéticas, sendo possivel visualizar a separagdao dos
mesmos (figuras 7 e 8).

As Anédlises de Varidncia Molecular (AMOVA) foram realizadas par a par com os
grupos X, Y e Z para os dois genes; todas as andlises mostraram as variagdes
interpopulacionais maiores que as variagoes intrapopulacionais, corroborando a filogenia e
redes de haplotipos obtidas. Para 16S rRNA, a andlise X-Y mostrou variagao
interpopulacional de 61,79% e intrapopulacional de 38,21% (FST = 0,6179); em Y-Z,
variagdo interpopulacional de 77,76% e intrapopulacional de 22,24% (FST = 0,7776); em X-
Z, variacdo interpopulacional de 66,45% e intrapopulacional de 33,55% (FST = 0,6645). Para
o gene COII, a analise X-Y mostrou variac¢do interpopulacional de 75,02% e intrapopulacional
de 24,98% (FST = 0,7502); em Y-Z variacdo interpopulacional de 81,08% e intrapopulacional
de 18,92% (FST = 0,8107); em X-Z variacao interpopulacional de 74,77% e intrapopulacional
de 25,23% (FST = 0,7477). Todas analises foram significativas, com p < 0,001.

Com a criacdo dos mapas de distribui¢do da espécie obtidos, pode ser realizada a
visualizacdo da distribui¢do geografica de Heterotermes longiceps na América do Sul, a partir
do posicionamento de todas as amostras utilizadas para andlise para ambos os genes neste
trabalho (figuras 9 e 10), as quais se localizam em grande parte no Cerrado, Chaco e Mata
Atlantica, com pequenas porc¢des localizadas na Caatinga e algumas na Floresta Umida.

O grupo Z ¢ encontrado exclusivamente na Mata Atlantica (com amostras
exclusivamente de Espirito Santo e Bahia), o grupo Y ¢é encontrado predominantemente no
Chaco e no sul do Cerrado, com algumas amostras posicionadas na Mata Atlantica e uma
tinica em Floresta Umida, no Maranhdo; e o grupo X, este sendo o que possui uma
distribui¢do mais abrangente, com amostras espalhadas pelo Cerrado, Chaco, Mata Atlantica e

Caatinga, também com uma Gnica amostra em Floresta Umida, no Maranhao (figuras 9 e 10).
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Figura 7 — Rede de haplotipos do gene 16S rRNA para as populacées de H. longiceps.
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Google Earth

Figura 9 — Mapa de distribuicio geografica das amostras de Heterotermes longiceps

utilizadas no estudo (gene 16S rRNA) (X — Vermelho; Y — Azul; Z — Verde).

Figura 10 — Mapa de distribuicio geografica das amostras de Heterotermes longiceps

utilizadas no estudo (gene COII) (X — Vermelho; Y — Azul; Z — Verde).
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5.DISCUSSAO

Considerando os grupos X, Y e Z, duas amostras divergiram entre os grupos para os
dois genes estudados. Uma amostra do Espirito Santo e outra do Mato Grosso do sul
(Hlo.015_ES e Hlo.089 MS), as quais se localizavam na arvore no grupo X para o gene 16S
rRNA e no grupo Y para o gene COII. Talvez por isso a probabilidade nas arvores para os
grupos X e Y foram inferiores a 100% (81% e 77% respectivamente), o que ndo ocorreu para
0 grupo Z.

Os grupos X, Y e Z também foram corroborados pelas redes de haplotipos,
possibilitando a separacdo dos grupos e também pela AMOVA realizada em ambos os genes,
uma vez que as variagdes interpopulacionais foram consideravelmente maiores que as
variagdes intrapopulacionais em todas as andlises. Apesar disso, as analises par a par
mostraram que as variagdes interpopulacionais entre os grupos Y € Z sdo um pouco maiores
que aquelas entre os grupos X e Z (77,76% e 66,45%), o que contraria as arvores obtidas
mostrando uma proximidade maior entre Y e Z. Provavelmente, essa diferenca se deva ao fato
de que para ambos os genes o nimero de amostras do grupo Z seja relativamente pequeno,
ocasionando esta contradi¢do entre a arvore e a AMOVA.

Em relagdo a localizagdo dos grupos, podemos dizer que o grupo Z, o qual ¢
encontrado exclusivamente na Mata Atlantica com amostras da Bahia e Espirito Santo, ¢ o
grupo mais bem definido entre os trés. A partir do Plioceno (ha cerca de 2 a 5 milhdes de
anos), a expansao de grandes areas abertas savanicas (hoje correspondendo a Diagonal de
Formagdes Abertas da América do Sul) isolou a Mata Atlantica das outras florestas sul-
americanas, resultando, ao longo do tempo, em um alto nivel de diversificacdo de espécies
dentro de seus limites. Além disso, ha o aparecimento do vale do Rio Doce, que originou uma
das areas de endemismo, aproximadamente congruente com a distribuicdo do grupo Z
(DaSilva & Pinto-Da-Rocha, 2010). Essa ¢ uma hipotese plausivel para o isolamento e
diferenciagdo genética encontrada no grupo Z. Esse padrdo ¢ encontrado também em outros
grupos, como em algumas espécies de opilides (Opiliones) (DaSilva & Pinto-Da-Rocha,
2010), em uma espécie de leguminosa (Fabaceae): Ormosia arborea (Cardoso & Queiroz,
2010) e em uma espécie de abelha (Hymenoptera): Partamona sooretamae (Camargo &
Pedro, 2003).

Para os grupos X e Y, a dificuldade para se estabelecer as regides que os mesmos

ocupam aumenta, uma vez que Y tem suas amostras concentradas predominantemente no
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Chaco e no parte sul do Cerrado, além de algumas espalhadas pela Mata Atlantica e uma
tinica em Floresta Umida no Maranhdo. Enquanto X, com menor nimero de amostras em
relagdo a Y, possui uma distribuicdo ainda mais abrangente, desde o Chaco, passando pelo
Cerrado, Mata Atlantica e Caatinga, e também com uma Unica amostra em floresta imida no
Maranhio. A principio, poderiamos hipotetizar que esses grupos se estabeleceram na Diagonal
de Formacgdes Abertas da América do Sul e se dispersaram posteriormente para a Mata
Atlantica e Floresta Umida. Essa tltima, inclusive pode ser uma dispersdo atribuida talvez a
atividade humana, uma vez que essa espécie ¢ encontrada em plantacdes de cana-de-acucar,
podem ter sido transportadas para o Maranhao, por exemplo. Entretanto, apenas com os dados
obtidos neste trabalho, ndo ¢ possivel oferecer uma explicagdo mais ampla e com maior
probabilidade de ocorréncia.

A partir do conhecimento de que hd um dimorfismo presente na casta dos soldados de
Heterotermes longiceps, com diferencas nos tamanhos de cabega e pronoto, caracterizando
soldados maiores e menores, existe a hipotese de que entre as populacdes encontradas, ha a
ocorréncia de espécies cripticas, dado que os soldados maiores possuem variagdes em relagdao
ao formato de suas cabegas, diferindo conforme a regido onde se encontram. Porém ndo
houve aprofundamento nesta questdo, ndo sendo realizada a discriminacdo entre esses
formatos neste trabalho. Um futuro trabalho poderd tentar correlacionar as variagdes
morfologicas encontradas nos soldados, e as variacdes moleculares apresentadas aqui.

Mesmo levando em consideracdo que foram utilizadas apenas uma parte das amostras
de Heterotermes longiceps disponiveis no acervo de Isoptera do Museu de Zoologia da
Universidade de Sao Paulo (MZUSP), pode-se ter uma visualiza¢ao da distribui¢do geografica
da espécie um pouco mais ampla e abrangente que aquela publicada em 2000 por
Constantino. Ao compararmos as duas, nota-se na distribui¢do deste trabalho uma maior
distribuicdo com um maior nimero de posi¢cdes ao longo do mapa, com a inclusdo de mais
alguns estados brasileiros como Maranhao e Ceara, além do Paraguai, porém ndo havendo

amostras da Argentina, como aparecem na publicagdo de Constantino.
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6.CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos e discutidos neste trabalho, foi possivel complementar
a distribuicdo geografica de Heterotermes longiceps, juntamente com a publicagdo por
Constantino (2000), uma vez que ambas distribui¢des sdo semelhantes, porém com adi¢ao de
algumas localidades como Bolivia, Paraguai, Maranhao, Ceara, centro da Bahia, entre outros.

Além disso, na arvore filogenética foram encontrados trés grupos monofiléticos
corroborados pelas redes de haplotipos e parcialmente pelas AMOVA realizadas, dado que as
proximidades entre esses grupos diferiram do que foi obtido. A hipdtese do isolamento da
Mata Atlantica, como consequéncia da expansdo de grandes areas abertas savanicas, gerando
alto nivel de diversificagdo das espécies e aumento do fluxo génico dentro de seus limites,
juntamente com a formac¢do de uma area de endemismo causada pela divisao do bioma pelo
vale do Rio Doce, se torna a mais plausivel para o grupo Z, exclusivo dessa area de
endemismo na Mata Atlantica, corroborado por outras espécies com a mesma distribuicao.
Todavia, para os grupos X e Y, devido a uma grande distribuicdo pelos diversos biomas na
América do sul, ndo ¢ possivel, com apenas os dados obtidos por este trabalho, inferir uma
hipotese ampla e detalhada a respeito da histéria evolutiva para estes grupos.

Espera-se que, futuramente, este trabalho possa auxiliar na busca por um maior
conhecimento ¢ maiores informagdes relacionadas a espécie em questdo, Heterotermes
longiceps pois até o presente momento, ha muito pouca informacdo na literatura sobre a

espécie.
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8.ANEXOS

Anexo 1: Codigos das amostras de Heterotermes longiceps depositadas no Museu de Zoologia
da USP (MZUSP), as quais foram utilizadas para as analises do trabalho com suas respectivas

localidades:

Codigo Estado/Pais Latitude  Longitude 16S rRNA COII
Hlo.001 BA -12,9936 -41,358 X X
Hlo.002 MA -4,45753 -44,133 X X
Hlo.003 GO -16,5133 -49,737 X X
Hlo.004 Paraguai -23,0503 -56,728 X X
Hlo.005 BA -14,2377 -41,719 X X
Hlo.006 MS -21,672 -56,266 X

Hlo.007 MG -17,976 -46,381 X
Hlo.008 MG -20,023 -43,479 X X
Hlo.009 MG -20,022 -43,489 X

Hlo.010 MS -22,189 -56,088 X X
Hlo.011 ES -19,055 -40,147 X

Hlo.012 MS -22,067 -56,402 X X
Hlo.013 PB -7,139 -34,847 X X
Hlo.014 ES -19,012 -40,103 X

Hlo.015 ES -20,241 -41,183 X X
Hlo.016 MS -20,491 -56,852 X X
Hlo.017 MS -18,979 -52,967 X X
Hlo.018 ES -20,233 -41,153 X

Hlo.020 PB -6,714 -35,176 X X
Hlo.021 MS -18,462 -54,515 X X
Hlo.022 ES -19,051 -40,066 X

Hlo.023 MG -19,699 -41,824 X

Hlo.024 MG -19,568 -46,116 X X
Hlo.025 MS -18,979 -52,967 X X
Hlo.026 MG -20,022 -43,489 X X
Hlo.027 GO -16,395 -51,257 X X
Hlo.028 MS -20,458 -56,919 X X
Hlo.029 MG -19,699 -41,824 X X
Hlo.030 MG -20,501 -45,673 X X
Hlo.031 ES -18,997 -40,015 X
Hlo.032 MG -20,023 -43,479 X X
Hlo.033 MS -18,606 -53,038 X X
Hlo.034 MS -20,076 -54,428 X X

32



Hlo.035 MS -18,559 -52,980 X X
Hlo.036 MS -18,462 -54,515 X X
Hlo.037 MG -19,568 -46,116 X X
Hlo.038 MG -19,814 -41,776 X X
Hlo.039 MS -20,491 -56,852 X X
Hlo.040 MS -21,921 -56,379 X
Hlo.041 MS -22,248 -54,906 X X
Hlo.042 GO -16,590 -50,229 X X
Hlo.043 MS -22,266 -54,995 X X
Hlo.044 MS -20,455 -55,505 X X
Hlo.045 ES -18,997 -40,127 X X
Hlo.046 MG -20,334 -45,550 X
Hlo.048 BA -12,9936 -41,3580 X
Hlo.050 MG -17,718 -44,087 X
Hlo.051 MG -15,337 -45,820 X
Hlo.054 MT -15,619 -58,177 X
Hlo.055 MT -15,619 -58,177 X
Hlo.060 BA -18.2356 -39.8262 X
Hlo.061 BA -18.2356 -39.8262 X X
Hlo.062 BA -18.2356 -39.8262 X
Hlo.063 MA -4,0220 -45,0164 X
Hlo.065 BA -18.3557 -39.8445 X X
Hlo.066 BA -18.2457 -39.8138 X
Hlo.067 ES -19,927 -40,5931 X
Hlo.069 CE -7,223 -39,498 X
Hlo.070 Bolivia -16,49354  -62,65294 X X
Hlo.071 Bolivia -18,14974  -60,06951 X X
Hlo.072 Bolivia -19,00714 -57,74484 X X
Hlo.073 Bolivia -18,98723  -58,24453 X X
Hlo.074 Bolivia -18,52662 -59,32705 X X
Hlo.075 Paraguai -25,38044  -57,20014 X X
Hlo.076 Paraguai -25,38066 -57,04971 X X
Hlo.077 Paraguai -25,50852 -56,78963 X X
Hlo.078 Paraguai -23,94564 -56,49617 X
Hlo.079 Paraguai -22,70787 -56,28822 X
Hlo.080 Paraguai -22,68366 -56,21476 X
Hlo.081 Paraguai -23,05027  -56,72764 X
Hlo.082 Paraguai -23,05027  -56,72056 X X
Hlo.083 Paraguai -22,37082  -60,21817 X X
Hlo.084 Paraguai -25,7479 -57,21555 X X
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Hlo.085 Paraguai -26,05147  -57,24938 X
Hlo.086 Paraguai -26,52573  -57,04178 X
Hlo.088 Paraguai -25,18497  -57,29831 X
Hlo.089 MS -18,979 -52,967 X X
Hl0.090 MG -19,568 -46,116 X X
Hlo.091 MS -20,458 -56,919 X
Hlo.092 MG -20,023 -43,479 X
Hlo.093 SP -22,0817  -51,12 X
Hlo.094 SP -21,8743 -50,858 X
Hlo.095 SP -21,0092  -49,636 X
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