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INTRODUÇÃO 
 

O gene mitocondrial citocromo oxidase subunidade I (COI), que consiste em uma 
região de aproximadamente 650 pares de bases, foi proposto por Hebert et al. (2003) como 
ferramenta molecular para identificação de espécies. O gene nuclear ribossomal, 28S, é 
pouco polimórfico, porém com taxa evolutiva suficiente para distinguir gêneros e espécies 
(BELLEMAIN et al., 2010). O gene Gp-9 tem 15% dos nucleotídeos com variação, havendo 
separação de alelos por espécie, o que possibilita testá-lo como uma ferramenta de 
identificação molecular (KRIEGER e ROSS, 2005; GOTZEK et al., 2007).  

 

OBJETIVOS 
 

O objetivo geral foi avaliar os marcadores moleculares 28S e GP-9 como auxiliares de 
identificação molecular em espécies do gênero Solenopsis. Especificamente (1) verificamos 
os haplótipos mitocondriais do gene COI, (2) amplificamos e sequenciamos parcialmente os 
genes 28S e Gp-9 e (3) comparamos os resultados com os genes COI, 28S e Gp-9 
averiguando a congruência com sequências do GenBank. 

 

MÉTODO 
 
As coletas das colônias foram realizadas nas cidades de Biritiba-Mirim, Salesópolis e 

Mogi das Cruzes, que pertencem à Região do Alto Tietê. Em cada cidade, foram selecionadas 
cinco localidades onde foram coletadas duas colônias/localidade, utilizando a técnica de 
Banks et al. (1981). As formigas foram armazenadas em freezer - 20ºC e em etanol 90%. A 
extração de DNA foi realizada com o protocolo adaptado de Martins (2010). Para a reação de 
polimerização em cadeia do gene mitocondrial Citocromo Oxidase I foram utilizados os 
primers, foward CIJ, reverse DDS e o ciclo térmico descritos por Ahrens, Ross e Shoemaker 
(2005). Os primers foward 28sF3633, reverse 28sR4076 e o ciclo térmico descritos por Al-
Abd et al. (2016), foram utilizados para a amplificação parcial do gene 28S. O gene Gp-9 foi 
amplificado utilizando os primers foward Gp9-pre3 (OAKEY et al., 2011), o primer reverse 
16BAS (VALLES e PORTER, 2003) e o kit de PCR Invitrogem™ Platinum™ SuperFi™ PCR 
Master Mix para a amplificação de um fragmento de 935pb do gene Gp-9. A ligação do 
fragmento do gene Gp-9 foi feita com o kit de clonagem CloneJET PCR Cloning Kit, e a 
transformação foi realizada com a linhagem DH 10β de Escherichia coli por eletroporação. A 
purificação dos plasmídeos clonados foi feita de acordo com Schmitz e Riesner (2006). Foi 
feita a digestão dos plasmídeos com a enzima Bg1 II para averiguar se havia o fragmento 
desejado inserido, sendo observado em eletroforese em gel de agarose 1,5%. O 
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sequenciamento dos produtos de PCR e a clonagem foram realizados por meio de serviço 
terceirizado pelo Instituto Biológico, Laboratório de Bioquímica Fitopatológica. Os dados foram 
analisados no software BioEdit Sequence Alignment Editor, Mega 4.0. Foram realizadas 
comparações entre as sequências dos genes no GenBank com a das sequências encontradas 
nas regiões de estudo. O software DnaSP 5.10.1 foi utilizado para analisar os haplótipos 
pertencentes a cada espécie.  

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO  
 
Todas as sequências do gene COI possuem similaridade maior que 98% com aquelas 

depositadas no GenBank. Como esse nível de similaridade confere o “status” de espécie 
(RUBINOFF, 2006), temos a ocorrência de três espécies de Solenopsis nas áreas urbanas. 
Foram 11 colônias de Solenopsis invicta, com haplótipo mitocondrial H41 e três com o 
happlótipo H47/H40; 12 colônias de Solenopsis saevissima, com o haplótipo W51 e uma 
colônia com o haplótipo W51/73; três colônias de Solenopsis macdonaghi, com o haplótipo 
MAC1. A comparação das sequências do gene 28S com as do GenBank não possibilitou a 
distinção das espécies de Solenopsis como o COI; todas se assimilaram às sequências de S. 
saevissima e S. invicta simultaneamente, com apenas um haplótipo. Apesar de Noronha et al. 
(2003), Saux, Fisher e Spicer (2004) e Oliveira et al. (2009) demonstrarem que o 28S é usado 
na distinção de espécies, para Solenopsis não está sendo viável, provavelmente porque o 
gene 28S é conservado e as taxas evolutivas são mais lentas do que o COI (HILLIS e DIXON, 
1991). Os fragmentos originários dos plasmídeos extraídos no processo de clonagem do gene 
Gp-9, com a enzima Bg1 II, gerou fragmentos de 1000pb referente ao inserto e de 2500pb do 
plasmídeo (Figura 1). Os fragmentos clonados se encontram em processo de sequenciamento 
e para posterior análise. 

 

Figura 1 – Fragmentos gerados pela digestão do pJET1.2/blunt Cloning Vector com 
a enzima Bg1 II. 
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CONCLUSÕES 
 

O gene COI distinguiu três espécies de Solenopsis com haplótipos mitocondriais 
distintos, enquanto o gene 28S não apresentou diferenças nucleotídicas que possibilite a 
separação de espécies. Todas as sequências apresentaram o mesmo haplótipo, indicando 
que S. invicta e S. saevissima é a mesma espécie. O gene Gp-9 será o sequenciado e 

analisado. 
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