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INTRODUCAO

Os ecossistemas naturais vem sofrendo atualmente um grande impacto causado pela
degradacdo e fragmentacdo das suas areas. A Caatinga € um dos mais impactados pelo
aumento da populagdo humana e utilizacdo de suas areas para a agricultura e pecuaria. Como
consequéncias temos a reducédo da biodiversidade e perda do seu componente genético.

As formigas constituem um grupo de organismos onde a maioria das espécies é
sensivel as variacbes ambientais (Majer 1983) e, em ecossistemas onde ocorrem processos
acelerados de degradacdo, muitas espécies estdo ameacadas de extingdo, como a espécie
Dinoponera lucida. Dinoponera pertence a Formicidae, subfamilia Ponerinae. Este género é
constituido por seis espécies com distribuicdo geogréafica restrita ao continente Sul-Americano
(Kempf, 1971; Paiva & Branddo, 1995). Dinoponera quadriceps esta distribuida
exclusivamente no Nordeste brasileiro e, como as outras espécies do género, ndo apresenta
diferenciacdo morfolGgica de castas e tem baixa capacidade de disperséo e de colonizacdo em
novas areas.

Estudos de variabilidade genética populacional trariam importantes informacdes sobre
a estrutura genética das populacdes dessa espécie que contribuiriam para 0 seu manejo e
conservacdo. Os marcadores moleculares vem sendo amplamente utilizados nestes e em
outros estudos relacionados a ecologia, evolugdo e taxonomia de espécies. Dentre 0s
marcadores, 0 Polimorfismo de Comprimento dos Fragmentos de Restricdo (RFLP) € um dos
mais utilizados para estudos populacionais (Matioli, 2001).

Esse é o primeiro estudo que visa verificar a variabilidade populacional dessa espécie
que por apresentar caracteristicas como baixa capacidade de voo e dispersdo e pouca
habilidade de colonizacdo em novas areas (Overal, 1980; Paiva & Branddo, 1995) é possivel
que as populagdes de diferentes regides apresentem variabilidade genética de baixa a media,
resultado do baixo fluxo génico entre populages.

O presente trabalho analisou a variabilidade genética de populagdes naturais de D.
quadriceps, distribuidas na regido do semiarido baiano, buscando obter informacdes acerca do
nivel de fluxo génico e do grau de diferenciacdo genética.

MATERIAL E METODOS

As coletas foram realizadas nos municipios de Serra do Ramalho, Pildo Arcado, Feira
de Santana, Baixa Grande, Banzaé e Senhor do Bonfim, localizados no estado da Bahia. Em
cada uma das localidades foram coletadas amostras de D. quadriceps procedentes de trés
colbnias. O DNA total foi extraido do torax de 18 individuos utilizando o protocolo fenol-
cloroférmio modificado de Azeredo-Espin et al., (1991).
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Apo0s a extracdo, os genes mitocondriais Citocromo Oxidase I/ 1I, COl e 16S foram
submetidos a amplificacdo. As rea¢des de PCR foram realizadas em um volume total de 25 pl
e a amplificacdo dos fragmentos de DNA foi feita usando as seguintes condigOes:
desnaturacdo inicial a 94°C (5 min), seguida de 35 ciclos (94°C por 1 min, 44°C por 1 min e
20 seg e 72°C por 1 min) e terminando com a extensdo final a 72°C por 20 min. Para as
reacOes de digestdo enzimatica foram utilizadas as enzimas Dral, Sspl, e Hae 1ll. No entanto,
com o0 uso das enzimas de restricdo, verificou-se, inicialmente, a deficiéncia deste método
para se detectar a variabilidade genética da espécie estudada, uma vez que ndo houve corte
dos fragmentos. Assim sendo, resolvemos utilizar a técnica de sequenciamento por esta
permitir uma maior possibilidade na deteccdo de variagéo.

As reagOes de sequenciamento foram realizadas para a porcdo inicial do gene COlI,
compreendida entre os primers mtD7/mtD9, em algumas amostras de Feira de Santana,
Senhor do Bonfim e Baixa Grande. Para a andlise, o alinhamento das seqiiéncias das
populacgdes foi realizado utilizando-se o método Clustal W 1.8 (Thompson et al., 1994).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a regido COI/COII, os protocolos utilizados permitiram a amplificacdo de todas
as populacdes amostradas, demonstrando diferentes padrdes entre as populaces. O tamanho
do fragmento para as populagdes de Feira de Santana, Pildo Arcado e Serra do Ramalho foi de
aproximadamente 600 pb, tamanho semelhante ao encontrado para D. lucida (cerca de 603
pb) (Costa et al., 2006). Por outro lado, para as populacGes de Baixa Grande, Banzaé e Senhor
do Bonfim, o tamanho do fragmento foi de aproximadamente 800 pb (Figura 1). Visto que o
DNAmt é bastante conservado e, portanto, o tipo de diferenciacdo no padrdo de amplificacdo
€ muito raro de acontecer, nos leva a hipétese de que essa diferenca no tamanho do fragmento
sejam repeticGes de A+T, denominada sequéncia Q, que tém cerca de 196 pb (Cornuet et al,
1991), o que corresponde justamente a diferenca aproximada entre os padrdes de amplificacdo
encontrados. Outra hipdtese € que estas duas populacdes seriam espécies cripticas, ou seja,
com grupos genéticos distintos que estdo passando por processos de especiacdo resultante do
isolamento reprodutivo (Futuyma, 1992). No entanto, com o0s dados obtidos com o
sequenciamento de algumas populacdes, ainda ndo é possivel confirmar qualquer uma das
duas hipoteses.

Rt - - —— [— ;

iy  w——ies ouis B 800 pb

600 pb

—

GENE Ccovcoll

Figura 1. Eletroforese em gel de agarose (2%) mostrando a amplificagdo
diferenciada da regido intergénica COI/COll do mtDNA de seis
populacdes de D. quadriceps: Baixa Grande-BA, Senhor do Bonfim,
Banzaé (600pb) (1,2,3, respectivamente). Feira de Santana, Serra do
Ramalho, Pildo Arcado, (800pb) (4,5,6, respectivamente). M — marcador
100pb.
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Para o gene COI, o tamanho do fragmento de 1600 pb e os fragmentos de 800 pb e
600 pb ndo apresentaram diferenciacéo evidente entre as populagdes, pelo menos quanto ao
tamanho do fragmento amplificado.

A regido 16S do DNAmt apresentou um tamanho estimado em 800 pb para todas as
populacbes amostradas. A auséncia de diferenciacdo pode ser resultante da caracteristica do
préprio gene, que tende a ser mais conservado e, portanto, geralmente é utilizado em analises
filogenéticas (Alberts et al., 1994).

As enzimas utilizadas ndo apresentaram sitios ou a quantidade deles gerou davidas
quanto ao padréo de bandas e, desta forma, os resultados ndo foram informativos. Entéo, foi
utilizada a técnica de sequenciamento para o gene COIl. O estudo populacional realizado por
Assis (2010) com a abelha Nannotrigona testaceicornis, utilizando o mesmo fragmento do
COl e a técnica PCR+RFLP, também nédo encontrou polimorfismo entre as populaces, e 0
uso do sequenciamento como segunda opcdo para a andlise, por outro lado, demonstrou
variabilidade entre as populacdes da espécie estudada, revelando a sensibilidade desta técnica
na deteccdo de polimorfismo.

A analise de cerca de 350 pb das sequéncias da porc¢do inicial do gene COI, das
populacdes de Feira de Santana, Baixa Grande e Senhor do Bonfim (Figura 2), demonstrou
uma diferenciacdo quanto a composicao de bases em determinados sitios das populacGes de
Baixa Grande e Senhor do Bonfim em relacdo a amostra de Feira de Santana. Esta populagéo
diferiu das duas outras em pelo menos 8 sitios, enquanto Baixa Grande e Senhor do Bonfim
tiveram apenas uma diferenca de base (Tabela 1). Esse resultado confirmou a diferenciagéo
observada com a amplificacdo do COI/COII, onde as populacdes de Baixa Grande e Senhor
do Bonfim formaram um grupo distinto de Feira de Santana.

Figura 2. Sequéncias obtidas da porcéo inicial do Gene COIl (compreendida entre os primers
mtD7/mtD9), com aproximadamente 500pb cada uma. a. Amostra de Feira de Santana; b.
Amostra de Baixa Grande. c. Amostra de Senhor do Bonfim.

Tabela 1. Sitios variaveis quanto a composicdo de bases nitrogenadas referentes ao
fragmento de 350pb nas sequéncias da porcdo inicial do COl (mtD7) das trés
populagdes analisadas. FSA — Feira de Santana; BDE - Baixa grande; SBM — Senhor do
Bonfim. Os nimeros verticais localizados acima das bases indicam a posi¢éo delas.
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FSA C T A AT CCG
BDE T AG G C T T .
SBM T AGG CTTT

Apesar das poucas sequéncias analisadas, com os dados obtidos do COI, ja foi
possivel observar a diferenciacdo das populacdes, revelando o potencial deste gene para a
deteccdo de polimorfismo. Vérios estudos com formigas utilizaram as sequéncias do COI para
investigar a variabilidade geneética das populagdes (AZUMA et al., 2006; QUECK et al.,
2007). Além disso, o COIl vem sendo amplamente utilizado em DNA barcoding, tendo sido
demonstrada a sua utilidade na caracterizacdo de diversos grupos de organismos, cComo 0S
insetos, e para a identificacdo de espécies (FOOTTIT et al., 2008).

A partir dos resultados obtidos, conclui-se que tanto a amplificacdo do COI/COII
quanto os resultados encontrados com o sequenciamento da porcao inicial do COI, revelaram
diferenciacdo entre as populac@es. Assim, estes resultados representam informacdes iniciais a
respeito da variabilidade genética de D. quadriceps, e a ampliacdo das areas de estudo, bem
como de genes a serem analisados, podem ampliar o conhecimento a respeito da estrutura
genética destas populacdes e auxiliar em processos futuros de elaboragdo de planos de manejo
e conservacdo desta espécie endémica.
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