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RESUMO

Camponotus atriceps tem apresentado uma intensa adaptagdo a ambientes urbanos e vem
causando incémodo e prejuizos econdémicos ao homem. A técnica de RAPD, baseada na
amplificagio de segmentos gendmicos multiplos ao acaso, a partir de primers arbitrarios, tem
sido muito utilizada por possibilitar a caracterizagdo de populagdes e a detecgdo de
polimorfismos genéticos. Nesse trabalho, objetivou-se estimar a diversidade genética entre 10
populacdes de C. atriceps (Uberlandia, Uberaba, Patos de Minas, Paracatu, Franca, Sdo José do
Rio Preto, Ttumbiara, Rio Verde, Porangatu e Rio de Janeiro), por uso de marcadores RAPD,
usando Atta sexdens como outgroup. Os 13 primers utilizados produziram 105 bandas
informativas, das quais 98 evidenciaram polimorfismos (93.3%). A distdncia genética por
Porcentagem de Desacordo ¢ UPGMA dividiu a populagdo de C. atriceps em dois grupos ao
nivel de 40% de distancia genética ( grupo 1: Uberlandia, Paracatu, Patos de Minas, Franca, Rio
de Janeiro e Porangatu; grupo 2: demais amostras). Afta sexdens divergiu em 57% das amostras
de C. atriceps. A diferenciagdo genética encontrada entre as populagdes de C.atriceps, bem como
a auséncia de um padriio geografico, parece sugerir apenas efeitos decorrentes da necessidade de

adaptagdo ao dindmico ambiente urbano em que essas se encontram.

Palavras- chave: Formiga, Camponotus, RAPD.



1. INTRODUCAO

As formigas pertencem & classe Insecta, ordem Hymenoptera, familia Formicidae e
s30 todas eusociais, pois, apresentam as trés caracteristicas que definem o comportamento
dito verdadeiramente social: (1) superposi¢do de ao menos, duas geragdes em determinado
instante do desenvolvimento colonial, com (2) individuos estéreis e reprodutivos, € (3)
cuidado cooperativo com a prole (WILSON, 1971). Sdo os animais dominantes na maioria
dos ecossistemas terrestres possuindo assim, papéis fundamentais nos fluxos de energia e
nutrientes ao nivel de ecossistema. (WILSON, 1987).

Uma coldnia de formigas ¢ formada de individuos adultos e em desenvolvimento
(ovos, larvas e pupas). Os adultos, em sua maioria, sdo fémeas e estdo divididos geralmente
em duas castas: as fémeas férteis ou rainhas, cuja fungao primordial é a postura de ovos, € as
fomeas estéreis que podem ser soldados, geralmente responsaveis pela defesa da colonia, ou
operéarias que realizam todas as demais atividades da colonia, tais como: coleta de agua e
alimento, alimentagdo da cria e da rainha e construgao do ninho (WILSON, 1971; BUENO,
1998).

Camponotus pertence a subfamilia Formicinae, tribo Camponotini ¢ é 0 maior e mais
amplamente distribuido de todos os géneros de formigas, ocorrendo em todos os continentes.
Suas espécies mostram maior diversidade comportamental e ecologica que a maioria das
formigas. Quase todas as espécies de Camponotus sio polimorficas, possuindo subcastas
maiores ¢ menores bem definidas. As operarias sio muitas € as colbnias sdo relativamente
populosas, em alguns casos contendo centenas ou milhares de adultos (WILSON, 2000).

A maioria das formigas carpinteiras (Camponotus spp.) nidificam em madeira morta,
mas podem também fazé-los em troncos de arvores, porém néo se alimentam da madeira.
Também fazem seus ninhos dentro das casas, aproveitando falhas na estrutura, podendo ser

encontradas em vigas de madeira e molduras de porta. Podem construir ninhos secundarios,



menores e ligados ao formigueiro principal, que € maior, podendo até mesmo ser encontradas
dentro de aparelhos eletronicos (BUENO, 1998; MARCOLINO, 1999).

Freqiientemente as alteragdes ambientais causadas pela agao antropica provocam
aumentos populacionais de certos insetos, tornando-os “praga” € isso ocorre quando esses
insetos exploram um habitat diferente ou modificado do original, fazendo com que encontrem
novas condi¢des, propicias ao seu desenvolvimento (MARCOLINO, 1999). E o que ocorre
com Camponotus atriceps (BOLTON, 1995), essa espécie vem apresentando uma intensa
atividade sinantropica A degradagdo do cerrado (habitat natural da formiga) pelo homem faz
com que as espécies sofram um processo de dispersdo para ambientes urbanos, causando ao
homem incémodo e prejuizos econdmicos (MARCOLINO, 1999). Sendo assim, torna-se cada
vez mais importante entender o processo de dispersdo dessas formigas, das areas naturais
perturbadas para a area urbana, e analisar o modo como isso ocorre € essencial para o controle
dessa espécie.

A manutencdo e a evolugio das populagdes diante das mudangas ambientais tém por
requisito indispensavel a existéncia de variabilidade genética, ou seja, € necessario um certo
grau de variagdo génica em uma populagdo para que esta possa responder adequadamente as
flutuagdes ambientais, sejam elas bidticas e/ou abidticas (DIEHL-FLEIG, 1995).

A genética de populagdes é o estudo da variagio herdada dentro de uma populagéo e
sua modificagdo no tempo e no espago. Uma populagdo consiste de todos os individuos que,
ao se reproduzir uns com os outros, compartilham de um pool de genes, que é o total de
informagdes genéticas possuido pelos membros da populagdo (BURNS, 1991).

A distribui¢do das freqiiéncias dos alelos e dos genétipos no espago € no tempo
determina a estrutura genética de uma populagdo. As populagdes naturais, muitas vezes
apresentam diferencas nas fregiiéncias génicas e genotipicas de uma regido geografica para
outra, esta estrutura espacial da populagio pode ter um efeito importante sobre a evolugdo da
espécie (DIEHL-FLEIG, 1995).

A teoria da sociobiologia proposta por WILSON (1971) propde que o comportamento
social poderia ser compreendido a partir do conhecimento da demografia e da estrutura
genética das populagdes. Estes conhecimentos permitiriam determinar o tamanho da
populagdo, os coeficientes de parentesco dentro da sociedade e quantidade de fluxo génico
entre as populagdes.

A eventual variabilidade genética presente em uma populago esta relacionada a

quantidade de variabilidade presente na populagdo parental, tamanho da populagdo fundadora,



taxa de crescimento intrinseco do organismo e tempo decorrido desde o inicio da colonizag@o
(NEl ef al., 1975).

Com o advento da biologia molecular, as técnicas de trabalho com DNA constituem
eximias ferramentas em estudos aprofundados de genética, além de diversidade e dindmica de
populagdes e estudos da evolugdo pela capacidade de inferir dados filogenéticos (NUNES,
1999).

O desenvolvimento da tecnologia da reagdo em cadeia de polimerase possibilitou que
intimeras outras técnicas fossem desenvolvidas para a detecgdo de polimorfismos de DNA
(OLIVEIRA, 1998). A analise de polimorfismos de DNA tem se mostrado particularmente
atil para a caracterizagdo genética de fontes biologicas, pois estes polimorfismos séo

fenotipicamente neutros e ndo sujeitos aos efeitos do ambiente (FAIRBANKS et al., 1993).

Uma dessas técnicas tem sido muito usada em estudo de populagdes e foi
desenvolvida independentemente por WILLIAMS er al (1990) e WELSH &
MACCLELLAND (1990). A técnica foi denominada de RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) e AP-PCR (Arbitrary Primed-Polymerase Chain Reaction),
respectivamente, e é baseada na amplificagao de segmentos gendmicos multiplos ao acaso, a
partir de primers de seqiiéncia arbitraria (cerca de 10 pb). Os primers utilizados sdo colocados
em condigdes de baixa estringéncia tendo assim maiores chances de se ligar a vérias
seqiiéncias de DNA complementares. Para que haja amplificagdo de um fragmento RAPD no
genoma analisado, duas sequéncias de DNA complementares ao primer devem estar
suficientemente adjacentes (menor que 4000pb) e em orientagao oposia, de mancira a permitir
a amplificagio exponencial de um segmento de DNA pela DNA polimerase (FERREIRA &
GRATTAPAGLIA, 1998).

A técnica tem sido empregada para caracterizar populagdes, analises de pedigree,
estudos filogenéticos, mapeamento genético, melhoramento de plantas e animais domésticos e
na confirmagio de taxonomia baseada em dados morfologicos. (VALENTINI et. al., 1996),
além de permitir uma analise mais acurada em investigagdes de parentesco entre populagdes
de uma mesma espécie ao invés de espécies menos relacionadas (GONZALEZ & FERRER,
1993).

A técnica de RAPD apresenta uma série de vantagens praticas: ndo sao necessarias
informagdes prévias sobre a seqiiéncia a ser amplificada, a quantidade de DNA utilizada ¢

minima, permite gerar uma grande quantidade de polimorfismo de DNA fazendo uma busca



por todo o genoma do organismo, além de ser muito eficiente em termos de baixos custos €
tempo requerido (SCHIEWATER & ENDER, 1995, FERREIRA & GRATTAPALIA, 1998).
Entretanto, esta técnica possui algumas limitagdes. O comportamento dos marcadores RAPD
¢ de carater dominante, ou seja, para um individuo homozigoto dominante para um
determinado alelo, amplificam-se dois fragmentos de mesmo peso molecular, que se
sobrepdem. Da mesma forma, para heterozigotos, ha amplificacdo de apenas um alelo, com
mesmo peso molecular, que sera identificado como os do homozigoto. Neste caso, apenas 0s
homozigotos recessivos podem ser diferenciados devido a ndo amplificagdo de nenhum dos
alelos. A natureza dominante dos marcadores ndio permite a distingdo de um locus em estado
heterozigoto, exceto, por analise de segregagéo dos marcadores, em progénies. A pequena
consisténcia de um laboratério para outro, dificulta a comparago de dados obtidos em

diferentes locais e a baixa repetibilidade é outra sendo a maior limitagdo (FERREIRA &
GRATTAPAGLIA, 1998).

Este trabalho teve por objetivos estimar a distincia genética entre populagdes de
Camponotus atriceps provenientes das regides Sudeste e Centro-Oeste do pais, utilizando a
técnica de marcadores RAPD: e identificar os primers polimorficos que permitam uma rapida
distingdo em individuos de tais populagdes, obtendo assim um panorama geral da diversidade

e similaridade inter populacional.



2. MATERIAL E METODOS

Este experimento foi desenvolvido nos Laboratérios de Genética do Comportamento e
de Genética Molecular do Instituto de Genética e Bioquimica (INGEB) da Universidade
Federal de Uberlédndia.

Coletaram-se operarias de Camponotus atriceps Smith 1858, de quatro Estados
(MINAS GERAIS: Uberlandia, Uberaba, Patos de Minas e Paracatu; SAO PAULO: Franca e
S50 José do Rio Preto, GOIAS: Itumbiara, Rio Verde e Porangatu; RIO DE JANEIRO: Rio
de Janeiro), também foi utilizada uma amostra de Atta sexdens como ouigroup. As amostras
foram coletadas vivas, encaminhadas ao laboratério e congeladas a - 80 °C até o momento da

sua manipulag@o.

Antes de iniciar a extragio do DNA gendmico os individuos foram identificados
através de chave de identificagio (BOLTON, 1995) utilizando-se de um estereomicroscopio,
marca Wild, modelo 308700. Cada populagdo foi representada por um pool de oito
individuos, para aumentar a quantidade de DNA e melhorar a caracterizagdo da populagdo. O
protocolo de extragdo utilizado foi o de PAXTON et al. (1996) com algumas modificagdes
(Apéndice). A gaster dos individuos foi retirada com o auxilio de um bisturi, por estar
localizado ali o aparelho digestivo da formiga sendo assim, uma regido de possivel

contaminagao.

A qualidade do DNA foi avaliada subtendo-se 0o DNA a eletroforese em gel de agarose
1%, por 1 hora a 100V para verificar se 0 DNA estava fragmentado ou se apresentava

contaminantes.

O DNA foi quantificado por absorbancia (ABS) a 260nm em espectrofotdmetro
HITACHI U-2000. Em seguida, suas concentragdes foram calculadas pela formula:

[DNA] = ABS (260) x 50 x Fator de Diluigdo



As amostras de DNA foram diluidas para uma concentragao de 5 ng/ul e constituiram

as solugdes de trabalho.

Através de uma bateria de reagdes foram selecionados primers (10 Mers, da Operon
Technologies e alguns gentilmente cedidos pelo CEIS-UNESP/ Rio Claro). Assim, dos 35
primers testados utilizou-se de 13 primers informativos, ou seja, que denotaram um bom

padrio de bandas pra posterior anélise (Tabela 1).

TABELA 1: Primers utilizados, suas respectivas seqiiéncias de nucleotideos e caracteristicas

dos produtos amplificados. S= Sim, N= Nao.

Primers Seqiiéncia (5° 37) Polimorfismo
OPC 12 TGTCATCCCC S

OPI 04 CCGCCTAGTC

OPI05 TGTTCCACGG

OPI 09 TGGAGAGCAG

OPI 13 CTGGGGCTGA

OPI118 TGCCCAGCCT

OPV 03 CTCCCTGCAA

OPV 05 TCCGAGAGGG

OPV O3 GGACGGCGTT

S

S

N

N

N

N

N

N

OPV 09 TGTACCCGTC N
OPV 1l CTCGACAGAG N
OPV 13 ACCCCCTGAA N
OPV 14 AGATCCCGCC N
OPV'19 GGGTGTGCAG N
N

“

N

S

N

S

N

N

N

N

S

S

N

OPY 01 GTGGCATCTC
OPY 03 ACAGCCTGCT
OPY 04 GGCTGCAATG
OPY 06 AAGGCTCACC
OPY 12 AAGCCTGCGA
OPY 13 GGGTCTCGGT
OPY 14 GGTCGATCTG
OPY 16 GGGCCAATGT
OPY 17 GACGTGGTGA
OPY 19 TGAGGGTCCA
OPY 20 AGCGTTGGAA
OPZ 01 TCTGTGCCAC
OPZ 02 CCTACGGGGA




OPZ 03 CAGCACCGCA N
OPZ 12 TCAACGGGAC S
OPZ 14 TCGGACGTTC N
0OPZ 17 CCTTCCCACT S
OPZ 19 GTGCGAGCAA N
66 pmol S
41 pmol S
166 pmol S

As amostras foram amplificadas na presenca de Tris-HC1 10mM, KCl 50mM,
MgCl; 2mM, 400 uM de dNTPs (100 uM de dGTP, 100 uM de dCTP, 100 pM de dATP e
100 uM de dTTP), 10 pmoles de primer, 1,0 U de Taq DNA polimerase, 20 ng de DNA
gendmico e agua ultrapura para completar o volume de 15 pl. Em cada reagdo foi adicionada
uma gota de 6leo mineral para evitar a evaporagdo. As reagdes foram amplificadas em
termociclador MJ Research, Inc. modelo PTC-100, por 3 ciclos de 94 °C/1min, 37°C/Imine
72 °C/2min; seguidos de 34 ciclos de 94 °C/10s, 40 °C/20s e 72 °C/2min; seguidos de 72°C
por 5 min e 4°C por tempo indeterminado.
As reagdes foram realizadas em duplicata para cada primer, a fim de confirmar os

padrdes de bandas obtidos.

Os produtos amplificados foram separados em gel de agarose 1.5% e tampdo Tris-
Borato EDTA (TBE) 0.5X e corado com brometo de etidio que estava diluido no gel a uma
concentracdo de 0.5 pg/ml de gel.

Foram adicionados em cada amostra (15 ul) 3 pl de tampao de carregamento (azul de
bromofenol 3,61M, Xileno Cianol 4,6M, Sacarose 1,17M e EDTA 0,IM pH8.0). A
eletroforese foi conduzida a 150V por 2 horas. Os resultados foram visualizados em

transiluminador UV e fotografados em VDS Image System-Pharmacia.

A partir das bandas obtidas foi montada uma matriz binaria (1- presenca de banda e 0-
auséncia de banda), utilizando-se de bandas reproduziveis e mais intensas. A matriz foi gerada
com o auxilio do programa STATISTICA 5.0 (SLICE et al., 1994) e foi usada para o calculo
das distancias genéticas pelo Método de Porcentagem de Desacordo (N’ ap / N1, onde N’ap€ 0
ntimero total de bandas polimérficas entre os genotipos comparados e Nté o niimero total de
bandas) e analise de cluster pelo Método Nio-Ponderado de Agrupamento aos Pares

(UPGMA), o qual agrupa atraves de médias aritméticas, inicialmente individuos mais



similares e assim, sucessivamente, até os individuos ou grupos mais distantes (OLIVEIRA,

1998).



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O protocolo de extragdo de DNA seguido (PAXTON et al., 1996) mostrou-se eficiente
e rapido para o material biol6gico em questao, além de n#o utilizar produtos toxicos, como o
fenol bastante utilizado em outros protocolos. A tnica modificagéo feita foi o uso de pools de
oito individuos ao invés de um unico individuo.

Varios trabalhos tém ressaltado a dificuldade, na analise das bandas polimorficas e
monomorficas, produzidas por RAPD, visto que dois fragmentos de mesmo peso molecular,
comum entre duas ou mais amostras, podem significar um alelo homologo (herdado do
ancestral) ou homoplasico (aparecimento independente na populag@o). Assim como em outras
classes de marcadores moleculares, encontra-se dificuldade na analise e interpretagdo das
bandas geradas. Na analise de RAPD deve haver flexibilidade do pesquisador em selecionar
marcadores mais informativos, ou seja, que apresentam melhor nitidez (FERREIRA &
GRATTAPAGLIA, 1998).

Neste trabalho, 35 primers foram testados para a analise. Um padriio variavel baixo foi
observado entre os individuos de C. atriceps e Atta sexdens quando os primers OPI 09, OPI
13, OPI 18, OPV 03, OPV 05, OPV 08, OPV 09, OPV 11, OPV 13, OPV 14, OPV 19, OPY
01, OPY 04, OPY 11, OPY 14, OPY 16, OPY 17, OPY 19, OPZ 02, OPZ 03, OPZ 14 e OPZ
19 foram usados. Treze dos 35 primers foram selecionados por gerarem um padrio de bandas
adequado para a anélise da diversidade genética entre os genotipos. Para cada primer foram
realizadas duas ou mais repetigdes sendo computadas apenas as bandas que mostraram boa
repetibilidade e intensidade. Estes cuidados na montagem da matriz reduzem a possibilidade
de eventuais erros na contagem incorreta de produtos fracamente amplificados que ndo
correspondem a verdadeira historia evolutiva da espécie (LOWE et al., 1996; CABRAL,
1997; OLIVEIRA, 1998). Dessa forma, pode-se verificar uma alta taxa de polimorfismo em

Camponotus atriceps e Atta sexdens para cada primer analisado.
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Os 13 primers selecionados geraram 103 posigdes de bandas informativas (Tabela 2)
com tamanho variando entre 300 e 2600 pb, uma meédia de 8.08 posigdes de banda por primer,
das quais 98 (93.3%) evidenciaram polimorfismos. Desconsiderando o oufgroup foram

detectadas 77 posigdes de bandas para C. africeps, com 73 3% de polimorfismo.

TABELA 2: Relagdo do nimero de bandas amplificadas (polimorficas € monomorficas) por
primer para a populagdo de C. atriceps.

Primer Polimérficas Monomorficas Total
166pmol 6 0 6
41pmol 7 0 7
66pmol 6 1 7
OPC 12 8 5 13
OP104 3 5 8
OPI105 7 0 7
OPY 03 6 7 13
OPY 06 3 3 6
OPY 13 8 1 9
OPY 20 0 1 1
OPZ 01 12 1 13
OPZ 12 6 2 8
OPZ 17 5 2 7
TOTAL 77 (73.3%) 28 (26.7%) 105

A analise de agrupamentos fornecida pelas 105 posigdes de bandas revelou a distancia
genética entre as populagdes estudadas (Figura 1). A analise de cluster € o método padrdo
para estudo de relagdes de parentesco entre individuos (WILKIE et al., 1993).

Ao nivel de 40% de divergéncia, as amostras de C. atriceps foram divididas em dois
grupos distintos. O primeiro grupo, com distancia genética variando de 14% a 24% foi
constituido de seis genotipos, sendo Uberlandia, Paracatu, Patos de Minas, Franca, Rio de

Janeiro e Porangatu, enquanto que o segundo grupo, com distancia genética variando de 22%
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a 34% ficou representado por cinco genotipos: Uberaba, Sdo José do Rio Preto, Iturama,
Itumbiara e Rio Verde.

FUTUYMA (1992) diz que quanto menor o fluxo génico entre as populagdes mais
diferengas poderdo ser adquiridas ao longo do tempo evolutivo.

No grupo 1 de C. atriceps o gendtipo mais distante foi o de Porangatu (0.245)
apresentando-se como grupo irmdo de todos os outros genoétipos. O grupo 2 foi separado em
outros dois no limite de 0.346 de dissimilaridade genética e Rio Verde foi o gendtipo mais
distante, sendo essa amostra a Unica a ser coletada em uma edificagdo rural ao contrario das
demais que foram todas coletadas em éareas urbanas. A menor distancia entre os genotipos do
grupo 2 foi apresentada entre Iturama e ltumbiara (0.222) e a menor distdncia do grupo 1 foi
entre Franca e Rio de Janeiro (0.141). Atta sexdens divergiu em 57% das amostras de
C.atriceps, este grau de distancia genética talvez poderia ser aumentado com uso de primers
longos que separam clusters mais altos, considerando que essas espécies pertencem a sub-
familias diferentes (OLIVEIRA, 1998).

UBERLANDIA
PARACATU _‘—‘
PATOS DE MINAS

FRANCA

RIO DE JANEIRO

PORANGATU

UBERABA

RIO PRETO J_‘
ITURAMA

ITUMBIARA I—__

RIO VERDE
Atta sexdens

Genotipos

0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

Distancia Genética

Figura 1: Dendrograma representativo da di stincia genética por porcentagem de desacordo e
agrupamento pelo método de UPMGA entre os 12 genotipos (11 de Camponotus atriceps e 1

de Atta sexdens) por meio de 105 marcadores RAPD obtidos por 13 primers.
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CHALMERS ef al. (1992) afirmam que RAPD ¢ uma 6tima ferramenta para detectar
diversidade méxima e pode ser usada para estimar niveis de variabilidade genética em
populagdes. A variabilidade genética é importante a adaptacao € a processos de especiagao ¢
dependendo da amplitude, denota oportunidade para alteragdes evolutivas (DOBZHANSKY
et al., 1977 apud FALCAO, 1984).

Na Figura 2 podemos evidenciar um alto polimorfismo genético gerado pelo padrédo de
posicdes de bandas resultado da amplificagdo das 11 amostras de populagdes de C .atriceps €
1 amostra de populagdo de Atta sexdens por meio do primer OPZ 01. Para este primer foram
analisadas 13 posi¢des de bandas de forte intensidade.

qi--.u-

Figura 2: Perfil eletroforético dos produtos amplificados utilizando o primer OPZ 01- M
(marcador de 1 kb), 1 (Uberlandia), 2 (Uberaba), 3 (lturama), 4 (Paracatu), 5 (Patos de
Minas), 6 (Franca), 7 (Sdo José do Rio Preto), 8 (Rio de Janeiro), 9 (Itumbiara), 10
(Porangatu), 11 (Rio Verde), 12 (Atta sexdens). Setas indicam exemplos de polimorfismos.

Geralmente quanto mais distanciadas estdo as populacdes, mais divergentes elas sdo
em freqiiéncias alélicas e nas caracteristicas fenotipicas de base genética, embora ndo haja,
freqiientemente correlagdo estrita entre ambos (FUTUYMA, 1992; OLIVEIRA, 1998).
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Aparentemente ndo foi encontrada nenhuma correlagdo geografica entre as populagdes
estudadas, o que poderia ser explicado provavelmente pela grande variabilidade genética da
espécie devido a caracteristicas como a poliginia (mais de uma rainha fisogéstrica na coldnia),
o alto grau de polimorfismo e a possivel ocorréncia de poliandria (as rainhas copulam com
mais de um macho). Além de apresentar um alto fluxo génico por ser uma espécie facilmente
dispersa e transportada pelo homem de um lugar para outro (BERNDT & EICHLER, 1987).

Foi sugerido por HOLLDOBLER & WILSON (1977) que, nas formigas a poliginia
estaria associada com ambientes de curta duragio ou com ambientes estaveis, porém em
habitats distribuidos irregularmente (como as areas urbanas).

PAMILO ef al. (1978) estudando a variabilidade isoenzimatica em espécies de
Formica obtiveram resultados indicando interagdo genotipo-ambiente encontrando menor
variabilidade genética nas espécies que constroem ninhos mais estaveis e permanentes. A
variagdo genética dentro dos ninhos apresentou-se correlacionada com o grau de poliginia nas
espécies que nidificam no solo, 0 mesmo nio ocorrendo com as espécies que constroem
montes. No entanto, PAMILO (1982 a, b) sugeriu que a evolugéo e a manutengao da poliginia
dependeriam tanto da estrutura genética quanto das circunstincias ecologicas. Camponotus
atriceps (carpinteiras) é uma espécie poliginica, que nidifica em areas urbanas e que constroi
ninhos instaveis e ndo permanentes, o que poderia sugerir de acordo com 0 autor citado acima
uma maior variabilidade genética, como o comprovado pelo uso de marcadores RAPD.

Quando a variabilidade genética ¢ pequena, a baixa similaridade entre as populagdes
pode estar indicando o efeito do fundador ou da deriva, enquanto que a alta similaridade pode
sugerir homogeneidade ambiental e pressoes seletivas uniformes como responsaveis pela
baixa variabilidade. Paralelamente, se a diversidade génica ja era baixa na populagdo original,
¢ esperada uma alta similaridade entre as populagdes (PAMILO et al., 1978). Por sua vez,
quando a variabilidade ¢ alta, a baixa similaridade pode sugerir tanto efeitos estocasticos
quanto seletivos, embora neste ultimo caso espere-se um padrdo de distribuigdo geografica
e/ou correlagdes especificas entre ambiente e freqiiéncia génica.

A alta variabilidade genética encontrada entre as populagdes de C. atriceps neste
trabalho, bem como a auséncia de um padrdo geografico, parece sugerir apenas efeitos
decorrentes da necessidade de adaptagdo ao dinamico ambiente urbano em que essas se
encontram.

A rapidez dos marcadores RAPD em monitorar grandes populagdes, a quantidade
ilimitada de loci polimérficos encontrados e a pequena quantidade de material biologico

exigida, faz com que os marcadores RAPD sejam preferidos em estudos de populagdes
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(KAMBHAMPATYL, ¢t al. 1992: CHAPCO ef al. 1992; LU & HANK, 1996; OLIVEIRA,
1998). Estas justificativas sdo de extrema importancia ao considerar a enorme plasticidade

existente em Camponotus e o ritmo acelerado de devastagdo do seu ambiente natural.
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4.CONCLUSOES

A técnica de marcadores RAPD mostrou-se eficiente para estimar divergéncia genética

entre as populagdes de C. atriceps e destas com Atta sexdens.

Este trabalho abriu horizontes para novos trabalhos sobre o tema como:

fazer estudos sobre a variabilidade genética em cada ponto de coleta, utilizando
amostras de coldnias distintas e das mesmas colonias a fim de se comparar os
dados obtidos com este trabalho.

fazer um estudo mais detalhado em uma 4rea restrita para se comparar o efeito das
distancias geograficas com as distancias genéticas.

fazer estudos sobre a diferenciagdo genética e comportamental encontrada entre as

formigas de 4reas urbanas e de areas naturais.
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APENDICE

| Oito formigas foram colocadas em cadinhos de porcelana, adicionando-se nitrogénio
liquido e maceradas em seguida;

5 Adicionou-se 500yl de Tampdo SET(NaCl 0.15M, Tris-HC1 0.02M, EDTA 1mM pH 8.0),
transferindo o material para um microtubo estéril de 1.5 ml;

3 Adicionou-se em cada microtubo 18 pl de proteinase K (10 mg/ml) e 22 ul de SDS 25%,

homogeneizando a solugao em vortex e incubando-a por Zh a 55°C:

4 Adicionou-se 430 pl de NaCl 6M por microtubo, centrifugando o material por 10 min a
13000rpm;

5 O sobrenadante foi transferido para um novo microtubo de 1.5 ml adicionando 215ul de

Tris-HC1 (0.01M pH 8.0);

6. Completou-se o volume dos microtubos com etanol 99.5% gelado (-20 'C), estocando 0

material em freezer — 20 °C overnight,

7_Centrifugou-se 0s microtubos por 15 min a 13000rpm, retirando-se em seguida o etanol
99 5% e acrescentando-se 500 pl de etanol 70% gelado (-20°C), invertendo-se os microtubos

para lavar bem o pellet € centrifugando-se por 10 min a 13000rpm;

8 Retirou-se o etanol 70% com cuidado para nao deslocar o pellet, deixando o material secar

a vacuo ou estufa a 37 °C;

9. Ressuspendeu-se o pellet em 100 ul de Tampao TE (Tris-HC1 10 mM, EDTA 1mM).



