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INTRODUCAO

As formigas fazem parte da familia Formicidae, sendo todas as espécies eussociais.
S&0 insetos ricos, abundantes e dominantes na maioria dos ambientes terrestres,
fundamentais no fluxo de energia e biomassa dos ecossistemas terrestres e na estrutura das
comunidades de invertebrados (HOLLDOBLER e WILSON, 1990). O género Solenopsis
(também conhecidas como “formigas lava-pés”) € constituido por 195 espécies e 22
subespécies e pertence a familia Myrmicinae. As espécies de Solenopsis sdo encontradas na
América do Sul e, atualmente, nos Estados Unidos, Oeste das indias, Nova Zelandia, Porto
Rico, Australia, Hong Kong e China. A nidificagdo ocorre em areas abertas e ensolaradas, o
que favorece a termorregulacdo da colbnia (MARTINS, 2010). Em Solenopsis séo
encontradas col6nias monoginicas e poliginicas. Operarias de colbnias poliginicas sdo mais
agressivas e competitivas (LOFGREN et al., 1975). A condig&o social € expressa por um gene
especifico, o Gp-9, que em homozigose dominante, Gp-988, determina a monoginia. Quando
0 gendtipo é encontrado em heterozigose, Gp-98®, a poliginia. A forma homozigota recessiva,
Gp-9*®, é letal (SHOEMAKER e ASCUNCE, 2010). A identificacdo morfolégica das espécies
de Solenopsis é complexa, e ferramentas moleculares como COIl, Gp-9 e mtDNA podem
auxiliar a taxonomia do género.

OBJETIVOS

Verificar a ocorréncia de espécies e a condicdo social de colénias do género
Solenopsis, usando ferramentas moleculares. Especificamente foram caracterizadas as
espécies por meio da técnica “DNA Barcode”, analisadas a frequéncia dos haplétipos de
MtDNA, a condi¢&o social por meio da PCR Multiplex e a amplificagcéo parcial do gene GP-9
para distincdo de alelos.

METODO

Foi analisada uma operaria de cada colénia (28 col6nias no total) de Solenopsis,
coletada na borda de trés fragmentos de mata, localizados nos municipios de Mogi das
Cruzes, Biritiba-Mirim e Salesépolis. As formigas foram mantidas em etanol a 70%, em
“freezer” a -20°C para evitar a degradacdo do DNA. A identificacdo das espécies foi feita por
meio da amplificagéo do Citocromo Oxidase | (COI) e DNA mitocondrial (mtDNA) (HEBERT
et al.,, 2003a; HEBERT et al., 2003b;). A extracdo de DNA foi de acordo com o protocolo
adaptado de Martins (2010) e o produto amplificado foi purificado, sequenciado e comparado
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com amostras depositadas no “GenBank”™ A PCR contou com a utilizagdo de primers
especificos (CIJ e DDS), gerando fragmentos com cerca de 920 pares de base. Em caso de
nao amplificacdo, utilizou-se um primer substituto para o DDS, denominado Jerry Garcia,
gerando fragmentos de 780 pares de base, incluindo apenas a porcédo do gene Citocromo
Oxidase | (COl). Nesta parte da pesquisa foram utilizados kits de amplificagdo. O produto da
reacdo foi submetido a um programa de amplificacdo no termociclador e confirmacédo da
amplificacdo em gel de agarose 1%. A purificacdo das amostras foi feita com a enzima
EXOSAP. As PCRs que nao possuiam quantidade minima foram purificadas com o Kit lllustra
GFX PCR DNA e Gel Band Purification Kit, da GE Healthcare® e enviadas ao Instituto
Biolégico para sequenciamento. A identificacdo da condicao social foi por amplificacéo parcial
do gene Gp-9. Para a PCR da condi¢do social, foram utilizados os primers especificos para o
alelo Gp-9%: 26BS e 16BAS e iniciadores para Gp-9° 24bS e reverse 25bAS. O ciclo de
temperatura foi adaptado de Valles e Porter (2003). O produto de PCR foi observado em gel
de agarose a 2%. Para a PCR de sequenciamento, foram utilizados primers especificos (Gp-
9-pre3 e 16BAS), com utilizacdo do kit de amplificacdo Master Mix (Invitrogen® Platinum
SuperFi PCR Master Mix) e submetido a amplificacdo no termociclador e posterior
visualizagdo em gel de agarose 1,5%. A clonagem foi feita apds a amplificacdo do fragmento,
utilizando o Kit CloneJet PCR Cloning®, seguindo protocolo do fabricante. A reacéo foi
submetida antes da transformacgé&o bacteriana a um processo de dialise e eletroporagdo. Para
a transformagdo bacteriana, utilizou-se a as células competentes de Escherichia coli
(inhagem 10B) e a reacdo foi submetida ao processo de miniprep, seguindo protocolo
adaptado fornecido pela equipe do Instituto Biol6gico. Posteriormente sera realizado o
sequenciamento parcial do gene Gp-9.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Solenopsis saevissima, com haplétipos mitocondriais W51 e W51/W73, foi
predominante nos trés fragmentos de mata. Em cada fragmento foi possivel identificar
haplétipos diferentes, dessa forma, as coldnias coletadas em Biritiba-Mirim e Salesépolis
possuem operarias com a maior e menor diversidade haplotipica, respectivamente. O
haplétipo 1 foi o mais frequente nas colénias em todos os fragmentos de mata. Além disso,
esteve presente em um maior nimero de col6nias (Tabela 1).

Tabela 1: Distincdo dos haplétipos e numeros de colénias em cada fragmento de mata.

Areas Haplétipos Quantidade de Colonias

. H1 3
Cones 2 2
H3 2

H1 3

Biritiba- H2 1
Mirim H3 3
H4 1

L H1 4
Salesopolis H4 5

Os haplétipos exibem um baixo nimero de mutacdes (Figura 1) e isto pode indicar que
as variantes de mtDNA pertencem a um grupo regional geneticamente préximos (ROSS et al.,
2010). A alta frequéncia de determinados haplo6tipos em diferentes locais pode ser decorrente
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de transporte mediado por seres humanos (ASCUNCE et al.,, 2011), uma vez que séo
conectados por estradas e rodovias.

Figura 1. Rede de haplétipos e mutagcdes em Solenopsis saevissima de acordo com as
areas de coleta.

1 mutagdo 2 mutagdes 1 mutagio

[] AreadeMata 01
I  Areade Mata 02
[ ] Areade Mata 03

A diversidade haplotipica (h=0,66) e nucleotidica (m= 0,00170) para a espécie S.
saevissima foram inferiores as relatadas por Ross et al. (2010), cujo valor é (h=0,99). Esses
valores podem evidenciar um efeito gargalo com expansao de poucos haplétipos separados
por baixo nimero de mutagdes, ocasionado, por exemplo, pela fragmentacdo do habitat
natural (GRANT e BOWEN, 1998). Na condicdo social das colénias predomina a forma
monoginica. O processo de clonagem foi bem sucedido, gerando dois fragmentos, sendo o
primeiro (inserto) medindo aproximadamente 1000pb e o segundo (vetor), 2500pb (Figura 2).

Figura 2: Resultado dos fragmentos de DNA gerados pela digestdo do pJET1.2/blunt
Cloning Vector com a enzima Bg1l Il. As setas representam o tamanho do fragmento de DNA
gerado.
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CONCLUSOES

Os resultados mostram a predominancia da espécie Solenopsis saevissima nos trés
fragmentos de mata, sendo todas as colénias monoginicas. Na analise da variabilidade de
haplotipos, ficou demonstrada a diversidade das coldnias registradas em cada fragmento de
mata. As colbnias coletadas em Biritiba-Mirim apresentaram a maior diversidade haplotipica,
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enquanto que as de Salesopolis possuem apenas dois haplétipos. O hapl6tipo 1 foi 0 mais
frequente, estando presente em coldnias de todos os fragmentos de mata. O processo de
clonagem atingiu plenamente o objetivo, pois, gerou o tamanho de fragmento de DNA
esperado, tanto para o inserto (1000pb), quanto para o vetor (2500pb). A proxima etapa sera
0 sequenciamento parcial do gene Gp-9.
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