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INTRODUCAO

O género de formiga Solenopsis, conhecido no Brasil como formiga-lava-pés ou
simplesmente lava-pés; e em outros paises como “fire ant” possui cerca de 300 espécies
das quais 108 ocorrem no Novo Mundo. Muitas espécies possuem morfologia
semelhante e apresentam variagcOes intraespecificas, e até mesmo dentro da propria
colbnia, o que dificulta a identificacdo. Outro problema ¢é a falta de descricdo de
espécies cripticas (PITTS et al., 2005; VINSON, 1994). Neste caso, a ferramenta
molecular DNA “Barcode”, que € uma regido do citocromo c¢ oxidase 1 (COI)
(HEBERT et al., 2003), permite que a identificacdo de muitas destas espécies possa ser
realizada.

OBJETIVOS

O trabalho teve como objetivo geral a identificacdo molecular de formigas do género
Solenopsis, visando dar embasamento taxonémico a projetos que tém sido realizados
na regido. Especificamente a identificacdo foi realizada usando operarias registradas
em ninhos encontrados em galhos dispersos na serapilheira, por meio de DNA
“Barcode”. Além disso, foram analisados os hapldtipos de mtDNA nas espécies.

METODO

As coletas de ninhos foram realizadas em Mata Atlantica preservada e em parques
urbanos com fragmentos de Mata Atlantica, nos municipios de Bertioga, Igaraté,
Itaquaquecetuba, Mogi das Cruzes, Sao Paulo e Suzano. Os ninhos foram armazenados
em freezer -20 °C e as operarias posteriormente conservadas em etanol 90%.
Utilizou-se para a extracdo total do DNA: 200uL de tampéo (250 mM de Tris, pH 7,5;
2 M de NaCl; 100 mM EDTA,; 2,5 EDTA; 100 ml de &gua ultrapura), maceracao das
amostras, adicionado 1,5uL de proteinase K a 20mg/ml e incubado em termobloco a
55°C por 30 minutos, acrescido 1pL de RNAse 10mg/ml, incubado no termobloco a
37°C por dez minutos. Adicionou-se 50uL de cloreto de s6dio 5M e os tubos foram
centrifugados por cinco minutos a 12000 r.p.m. O sobrenadante foi transferido para o
segundo microtubo contendo 200uL isopropanol 100%. Os tubos foram invertidos
cautelosamente e centrifugados por 5 minutos a 12000 r.p.m. e o sobrenadante foi
descartado. Foram adicionados, 200uL de etanol 70% e centrifugados por cinco
minutos a 12000 r.p.m. e o sobrenadante foi descartado, a diluicio do DNA foi feita
em 20 a 30uL de agua ultrapura. Para a PCR foram utilizados os primers universais
para insetos: LepFl (5’ATTCAACCAATCATAAAGATATTGG 3’) e LepR1l (5°
TAAACTTCTGGATGTCCAAAAAATCA 3) ou LepF1 e LepR2



(CTTATATTATTTATTCGTGGGAAAGC) (HEBERT et al., 2004), os reagentes
utilizados para 50uL de volume final, contendo DNA molde, Tampédo PCR, MgCI2,
dNTP’s, primers e Tag DNA polimerase. O ciclo térmico para estas combinagdes
consistiu de um ciclo de 1 minuto a 94 °C, de seis ciclos de 1 minuto a 94 °C, 1
minuto e 30 segundos a 45 °C, e 1 minuto e 15 segundos a 72 °C, seguido de 36 ciclos
de 1 minuto a 94 °C, 1 minuto e 30 segundos a 51 °C, e 1 minuto e 15 segundos a 72
°C, com um passo final de 5 minutos a 72 °C. A purificacédo foi feita com EXOSAP ou
com o Illustra GFX PCR DNA e Gel Band Purification Kit, da GE Healthcare.
Sequenciados no Centro de Estudos do Genoma Humano — USP. Os dados foram
analisados no software BioEdit Sequence Alignment Editor. Foram usados o The
Barcode of Life Data System (BOLD) e o Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST) para a comparacao das sequéncias.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As sequéncias foram analisadas, mas para a maioria isso ndo foi possivel devido a
qualidade do DNA ou a presenca de residuos; o que gerou sobreposicao de bases e picos
nédo definidos. As sequéncias que permitiram dar prosseguimento ao trabalho resultaram
os dados que constam na Tabela 1. Estes resultados permitem inferir as seguintes
hipbteses em relacdo as morfoespécies analisadas: (1) elas existem em outros paises,
porém no Brasil ndo foram catalogadas; (2) elas existem apenas em outros paises,
porém foram transportadas até o Brasil acidentalmente (ou vice-versa), assim como
ocorreu com as Solenopsis presentes nos EUA; e (3) as sequéncias sdo geneticamente
proximas, mas, um melhor sequenciamento é necessario para essa afirmacdo. Em
relacdo a amostra que € proxima ao género Pheidole (Tabela 1), pode ser erro durante a
triagem do material; estas espécies podem ser confundidas durante a separacdo do
material.

CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos foram comparadas somente as morfoespécies de
Solenopsis deste trabalho com as morfoespécies que estdo depositadas nos bancos de
dados moleculares (BOLD e GenBank). Assim, devido a falta de informacdes e a baixa
qualidade das sequéncias obtidas ndo foi possivel chegar a conclusdo sobre o epipeto
especifico das morfoespécies analisadas. Uma das sugestdes é modificar o processo de
manuseio das amostras durante o trabalho de triagem das formigas para manter a
integridade do material genético.

Tabela 1. Localidade da coleta e coordenadas, morfoespécie identificada de acordo com
0 Museu de Zoologia da USP, tamanho da sequéncia obtida, espécie ou morfoespécie
obtida juntamente com a porcentagem de similaridade de acordo com 0 BOLD Systems
e BLAST e dados fornecidos dos mesmos em relacdo as areas de coleta da espécie
depositada. Em negrito os possiveis haplotipos mtDNA.
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