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PALAVRAS-CHAVE: Microssatelite, Formigas, Dinoponera quadriceps
INTRODUCAO

A necessidade de preservagdo da biodiversidade tem se tornado prioridade em todo o
mundo, visto que ¢ compreendido que existe uma rede de interacdes entre as espécies e que a
perda de qualquer uma delas pode levar a variagdes no status de espécies relacionadas a ela,
chegando ao ponto de prejudicar todo o complexo de geragdes existentes nesse ecossistema e
adjacentes. (Savard et al., 2000, Sih et al., 2000).

Para realizar uma melhor analise e compreender a estrutura das populagdes faz-
se necessario um estudo aprofundado de sua biologia, incluindo suas caracteristicas genéticas.
Entre essas caracteristicas pode-se destacar a variabilidade genética como uma caracteristica
intrinseca fundamental, responsavel pela manutencao da espécie a longo prazo.

Diversos estudos populacionais, ecologicos e evolutivos foram realizados a partir de
microssatélites, seqliéncias que possuem de 2 a 6 nucleotideos, repetidas em tandem,
altamente polimorficos e flanqueiam seqiiéncias conservadas (Avise, 1994). Esse marcador ¢
uma importante ferramenta nos estudos de diversidade genética, estrutura populacional,
comportamento reprodutivo e fluxo génico em formigas, foram utilizados em estudos como
Pogonomyrmex rugosus (Gadau, J.; Strehl, C.P.J. & Holldobler, B. 2003) e Solenopsis invicta
(Zeng-Qiang et al., 2009).

A espécie Dinoponera quadriceps Santschi 1921 é endémica Do nordeste brasileiro,
sao formigas relativamente grandes, cujas operarias chegam a medir cerca de trés centimetros
e ndo apresentam diferencas morfologicas de castas. Toda operéria € capaz de reproduzir, mas
apenas uma se torna gamergate (operaria fertilizada) e monopoliza a reproducdo na colonia
(Peeters, 1993)

Compreender a estrutura e a variabilidade genética ¢ um importante mecanismo para
possibilitar a preservacdo de uma espécie. Essa condi¢do torna-se mais importante quando se
trata de uma espécie endémica de uma regido que sofre constante devastagdo, como a regiao
do “Poligono das secas”.

Essa devastacdo constante ¢ as consequéncias que ela traz para a fauna da regido
tornam imprescindiveis os estudos sobre a diversidade genética dos individuos dessa regido,
objetivo central desse projeto, a fim de preservar o patrimonio genético dessa espécie.

METODOLOGIA

Foram analisados 172 individuos de D. quadriceps de 45 colonias. Os espécimes sao
provenientes de diferentes ecorregides do Bioma Caatinga (Velloso, 2001). Além disso, serdo
amostrados 10 individuos de aproximadamente 3 diferentes ninhos localizados no campos da
UEFS com objetivo de avaliar a estrutura nidal.
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Foram amostrados 10 individuos (operarias) de cada ninho e o material coletado foi
estocado a -20°C. O DNA total foi extraido dos individuos de cada coldnia, a partir do térax,
segundo Higuchi (1989), modificado.

A reacdo de PCR foi realizada de acordo com a temperatura ideal de cada indicador
microssatélite e os produtos da amplificagao foram separados em gel de poliacrilamida 10%
(desnaturante — Uréia 7M) corado com nitrato de prata, de acordo com a metodologia
apresentada por Creste ef al., (2001).

Isolamento e caracterizacdo de microssatélites:

Verifica¢do da qualidade do DNA -gel de agarose (1%)-TAE 1x.
Digestao com a enzima de restrigao Rsal

Eluicdo - Quantificagdo - gel de agarose (1%)-TAE 1x.
Ligacao dos adaptadores

Verificacdo da ligagdo por PCR

Biotiniza¢ao — sondas

Enriquecimento GT/CT

Verificagdo do enriquecimento por PCR

9. Ligacdo no vetor de clonagem

10. Transformacao bacteriana

11. Captura das coldnias positivas

12. Extracao do DNA plasmidial-Mini-Prep - Quantificagao
13. PCR - Seqiienciamento

14. Seqiienciamento - ABI PRISM 377 DNA

15. Alinhamento e andlise das seqiiéncias

16. Obtencao dos iniciadores-Gene Runner ® software
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Para cada um dos dois individuos de D. quadriceps foram realizadas duas
amplificagcdes de cada primer ISSR. Os seis primers ISSR utilizados obtiveram sucesso na
amplificacdo dos fragmentos de DNA desejados. Dos 56 clones sequenciados 44 foram
positivos (78,56%) com regides repetidas contendo microssatélites.

As sequéncias contendo microssatélites foram submetidas ao site
Microsatelites repeats finder
(www.biophp.org/minitools/microsatellite repeats finder/demo.php), a fim de analisar o
motif (repeticdo) e o numero de repetigdes.

A nomenclatura dos microssatélites foi feita utilizando a primeira letra do nome
género em maiuscula seguida das trés primeiras letras do nome da espécie em minusculo, de
acordo com o padrao de submissao do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) (Tabela 1).

Tabela 1: Resultados da submissdo ao site Microsatelites repeats finder.

Amostra Motif Nimero de Repeticoes
Dqual GT 10
Dqua3 CA 5

Dqua8*' AC 11

Dqua8.1 TT 3




Dqual3 CA 6

Dqual3.1 AC 4
Dquals AC 10
Dquals.1 CA 6
Dqual7 TAAA 3
Dqual7.1 GT 10

Ap6s a identificagdo dos microssatélites de cada sequéncia, os primers foram
desenhados com utilizando o programa Primer3 (Rozen e Skaletsky, 2000) com um tamanho
de 18 a 20pb, contendo 35-50% de GC, temperatura de anelamento entre 50 e 56°C e para
amplificagdes entre 100 e 300pb. Os Primers foram encomendados a empresa Prodimol
Biotecnologia. Os Primers encomendados foram entregues e foi padronizado os protocolos de
PCR utilizando os Primers Dqual, Dqua8 e Dqual7.1.

O banco de dados do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) foi consultado a fim de
identificar sequéncias de microssatélites depositadas no site sdo referentes a Subfamilia
Ponerinae. Das 1385 sequéncias de microssatélites depositadas, 75 sdo de espécies do
Subfamilia Ponerinae, sendo referentes as espécies Diacamma indicum (11 sequéncias);
Diacamma cyaneiventre (10 sequéncias); Pachycondyla luteipes (10 sequéncias); Platythyrea
punctata (10 sequéncias); Simopelta pergandei (9 sequéncias); Pachycondyla verenae (8
sequéncias); Diacamma ceylonense (6 sequéncias), Pachycondyla inversa (5 sequéncias);
Hypoponera opacior (5 sequéncias); € Diacamma sp. Okinawa — 2006 (1 sequéncia).

A busca no banco de dados do NCBI foi feita com o intuito de averiguar o possivel
sucesso das sequéncias obtidas para o desenvolvimento de marcadores microssatélites em D.
quadriceps, visto que, segundo Toth (2000) a comparagdo demonstra quais motifs possuem
maior variabilidade em espécies correlatas e motifs encontrados na espécie que se encontram
na subfamilia sdo excelentes indicativos de marcadores moleculares especificos.

Téth (2000) afirma ainda que dentre os microssatélites, os classificados como perfeitos
sao ainda melhores como marcadores genéticos. A analise dos dados obtidos com o presente
estudo mostra que foram encontrados apenas microssatélites perfeitos, como foi demonstrado
na tabela 7, evidenciando e comprovando a eficacia e o provavel sucesso dos microssatélites
isolados para D. quadriceps.
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