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Variabilidade genética interespecifica em formigas cortadeiras do género Acromyrmex que
ocorrem no Estado do Rio Grande do Sul

Inter-specific genetic variability of leaf cutting ants (Acromyrmex genus) from Rio Grande do Sul State

Douglas Daniel Grutzmacher' Alci Enimar Loeck! Antonio Costa Oliveira” Paulo Dejalma Zimmer"
Gaspar Malone"

RESUMO

Sdo poucos os taxonomistas que atuam na
identificagdo de formigas cortadeiras. Os métodos
morfométricos utilizados nem sempre permitem uma
identificagdo confiavel, em fung¢do do acentuado polimorfismo
dentro do mesmo formigueiro. O objetivo do trabalho foi testar
a possibilidade do uso da ferramenta da biologia molecular
para auxiliar na identifica¢do das espécies de formigas
cortadeiras do género Acromyrmex que ocorrem no Estado
do Rio Grande do Sul. O estudo foi realizado com seis espécies
de formigas do género Acromyrmex coletadas em quatro
regides do RS. Utilizaram-se as técnicas RAPD e AFLP,
testando-se inicialmente 50 primers, dos quais apenas 13 foram
selecionados por terem amplificado com sucesso fragmentos
de todas as espécies estudadas. Embora os 13 primers
selecionados tenham produzido fragmentos que permitem
vdrias alternativas de seu uso para a identificagdo das espécies
A. heyeri, A. ambiguus, A. crassispinus, A. striatus, A. laticeps
e A. aspersus, a identifica¢do das mesmas podera ser realizada
utilizando-se apenas os primers UBC 354, UBC 348 ¢ UBC
356, que apresentaram fragmentos bem visiveis, que permitem
uma identificagdo segura. Os resultados obtidos com o
dendograma e as caracteristicas morfolégicas analisadas
mostram que as espécies A. striatus e A. laticeps sdo menos
relacionadas com as demais espécies estudadas, enquanto
maior proximidade genética foi observada entre as espécies A.
ambiguus e A. crassispinus. Através deste trabalho, pode-se
concluir que a identificagdo das espécies de Acromyrmex pode
ser realizada de maneira segura pelas técnicas RAPD e AFLP.

Palavras-chave: Quenquéns, RAPD, AFLP, Primers.
ABSTRACT

At present, a few number of taxonomists work on
identification of leaf cutting ants. Morphological-based methods

do not always produce a reliable identification, due to the
strong polymorphism observed even in the same colony. This

fact leads to hypothesize that, besides those variations, others
may also occur related to geographic distribution of the ants.
Six Acromyrmex species were sampled at four locations in the
State of Rio Grande do Sul and analyzed by RAPD and AFLP.
Fifty UBC primers, originated from the University of British
Columbia, were evaluated to select a set of primers that could
be useful for species identification and genetic variability
studies. Only 13 primers, which amplified fragments of all
species, were selected. Although the selected primers produced
fragments that allowed various ways for identification of A.
heyeri, A. ambiguus, A. crassispinus, A. striatus, A. laticeps
and A. aspersus, only UBC 354, UBC348 and UBC356 primers
allowed a reliable identification showing the most visible
fragments. Results by dendogram and morphological-based
identification, showed that A. striatus and A. laticeps are less
related to the other species. However A. ambiguus e A.
crassispinus are the most genetically related ants in the State of
Rio Grande do Sul. The results indicate that a reliable
identification of Acromyrmex can be carried out by RAPD and
AFLP, yet allowing verification of genetic distance between
species.

Key words: Quenquens, RAPD, AFLP, Primers.

INTRODUCAO

A identificagdo correta de um inseto ¢ de
fundamental importancia para o desenvolvimento de
trabalhos cientificos, seja qual for o campo a ser
estudado. A identificacdo de formigas cortadeiras
pertencentes ao género Acromyrmex é mais complexa
quando comparada as do género Atta, pela inexisténcia
de soldados, utilizando-se para isso operérias de maior
tamanho. Esse parametro ¢ variavel em fungio da idade
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do ninho, da época do ano, além da grande variabilidade
fenotipica existente.

Cada espécie apresenta caracteristicas
proprias, como nidificagdo, comportamento, habitos de
corte de folhas e especificidade de coleta de material.
O desconhecimento desses fatores tem muitas vezes
levado ao insucesso de controle. Portanto, a correta
identificag@o das formigas em questdo € o primeiro
passo a ser seguido.

Atualmente, a identificagdo de formigas
cortadeiras ¢ realizada, basicamente, observando-se
suas caracteristicas morfologicas externas. No entanto,
¢ reduzido o niimero de taxonomistas que atuam na
identificacdo de formigas cortadeiras. Os métodos
morfométricos utilizados nem sempre permitem uma
identificagdo confiavel, em fung¢do do acentuado
polimorfismo dentro da mesma colonia. Esses
pressupostos levam a pensar que além dessas
variagdes, dentro da mesma espécie, devam existir
outras relacionadas com a regido geografica.

As formigas cortadeiras estio disseminadas
em todo o territorio nacional e atacam praticamente
todas as plantas cultivadas, causando elevados
prejuizos a agricultura convencional, ao
reflorestamento e as pastagens (LOECK &
GRUTZMACHER, 2001). Os resultados de pesquisas
em andamento mostram que o comportamento das
diferentes espécies de formigas cortadeiras, em relagio
as medidas de controle quimico, estdo a exigir maiores
e mais profundos estudos, especialmente sobre a
identificagdo correta das espécies, sua distribuicdo
geografica e as melhores épocas para a adogdo de
medidas de controle (LINK, 1999).

No Rio Grande do Sul (RS), as formigas
cortadeiras predominantes pertencem ao género Atta
(sativas) e Acromyrmex (quenquéns). Ambas cortam
folhas e as transportam para o interior do formigueiro
onde, em camaras especiais, sdo utilizadas como meio
de cultura de um fungo, do qual se alimentam. Segundo
LOECK & GRUTZMACHER (2001), no Estado do RS,
sdo encontradas dez espécies de formigas cortadeiras
pertencentes ao género Acromyrmex, enquanto
GUSMAO & LOECK (1999), estudando apenas a
Regido Sul do Estado do RS, encontraram sete espécies.

Cada espécie de formiga apresenta habito
de corte e nidificacdo diferente, tem habitos proprios e
vive em locais determinados (GONCALVES, 1945).

Os métodos morfométricos tradicionalmente
utilizados para identificagdo de insetos apresentam
muitas limitagdes em alguns grupos, tanto pela
ambigiiidade inerente ao seu uso como pela dificuldade
de serem aplicados em alguns estadios de
desenvolvimento do inseto (CENIS, 1994). Isso tem

motivado a aplicacdo de técnicas baseadas no estudo
de diferencas genéticas, de utilizagdo mais dificil, porém
mais estaveis e objetivas.

Marcadores isoenzimaticos podem auxiliar
a identificacdo de espécies de formigas do género
Acromyrmex (AUGUSTIN et al., 1999). Além dos
Marcadores isoenzimaticos, os Marcadores de DNA
tém sido utilizados para estudos de diversidade
genética em varias espécies animais e vegetais
(WALDSCHMIDT et al., 1997), sendo que seu uso tem
revolucionado e resolvido importantes problemas em
espécies pouco estudadas.

As dificuldades dos ensaios baseados no
fenotipo podem ser eliminadas através da identifica¢do
direta do gendtipo por meio de ensaios diagndsticos
usando-se marcadores genéticos baseados no DNA
em varios sistemas genéticos (BECKMAN & SOLER,
1983).

Marcadores de RAPD podem ser muito uteis
para estudos genéticos de abelhas (HUNT & PAGE Jr,,
1992). De acordo com LANDRY et al. (1993), pela
taxonomia tradicional ndo ¢ possivel diferenciar
bidtipos dentro de espécies de microhimendpteros. Por
isso, vem-se utilizando a técnica RAPD para detectar
os desvios genéticos ocorridos durante diversas
geragoes.

Com o uso de técnicas para detectar
polimorfismos das seqiiéncias de DNA, determinaram-
se as relagdes genéticas entre individuos. Para a
determinagdo destas relagdes, tém sido usados RFLPs
(Restriction Fragment Length Polymorphisms)
(BOTSTEIN etal., 1980), que sdo marcadores baseados
na capacidade de endonucleases de restrigdo
reconhecerem posi¢cdes-alvo nas seqiiéncias
especificas de bases de DNA. Posteriormente, foi
desenvolvida a técnica PCR, a qual detecta
polimorfismos pela amplia¢do seletiva de fragmentos
especificos de DNA e pela separa¢do dos mesmos por
eletroforese em gel (INNIS et al., 1990). Através desta
técnica, os ensaios genéticos podem se tornar mais
rapidos e menos trabalhosos do que a técnica de RFLPs.

Depois da técnica de RFLPs, foi
desenvolvido um novo ensaio genético chamado
RAPD, o qual detecta polimorfismos numa seqiiéncia
de nucleotideos através da ampliagdo do DNA usando-
se apenas um primer de seqiiéncia arbitraria de
nucleotideos (normalmente 10 a 12 bases) (WILLIAMS
et al., 1990). Neste caso, um Unico primer liga-se ao
DNA gendmico em dois sitios diferentes nos corddes
do DNA-femplate. Se estes sitios estdo a uma certa
distdncia um do outro, ha formagdo de produtos de
DNA através da ampliagdo termociclica. A presenga de
cada produto identifica, completa ou parcialmente, uma
seqiiéncia de nucleotideos homoélogos entre 0 DNA
gendmico e o primer em cada extremidade do produto
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ampliado. Na média, cada primer dirigira a ampliagao
de varios sitios no genoma, tornando o ensaio um
eficiente modo de selecdo para polimorfismos de
seqiiéncia de nucleotideos entre individuos. A maior
vantagem desse método ¢ a de que ndo hd necessidade
de informagdo de seqiiéncia do DNA gendmico. O
ensaio é relativamente simples e facil de ser realizado,
ndo utilizando material radioativo, necessitando uma
quantidade minima de DNA (nanogramas).

As aplicagdes do RAPD sdo similares
aquelas do RFLP, ou seja, os polimorfismos podem ser
usados como marcadores genéticos a fim de determinar
relagdes genéticas, tais como identificagdo varietal e
determinacdo de parentesco, bem como identificar e
mapear sitios que afetam caracteristicas quantitativas
(WELSHetal., 1991).

A técnica de AFLP (Admplified Fragment
Length Polymorphisms) esta entre as mais recentes
aplicagdes do método de PCR . Este método envolve
quatro etapas incluindo: digestdo do DNA com enzimas
de restri¢do, uma de corte raro (Eco RlI) e outra de corte
freqiiente (Mse I); ligagdo de adaptadores especificos;
amplificagdo seletiva de fragmentos com primers
especificos e separagdo de fragmentos amplificados
em gel de poliacrilamida.

Especificamente em relagdo ao género
Acromyrmex, até o presente momento ndo tem sido
utilizada essa moderna ferramenta da biologia molecular
para auxiliar na identifica¢do das espécies de formigas
cortadeiras que ocorrem no Estado do RS. O objetivo
do trabalho foi testar a possibilidade do uso da
ferramenta da biologia molecular para auxiliar na
identificagdo das espécies de formigas cortadeiras do
género Acromyrmex que ocorrem no RS.

MATERIAL E METODOS

Para verificar a variabilidade interespecifica
das espécies de Acromyrmex nas diferentes regides e
a possibilidade da amplificacdo do DNA extraido,
através da técnica de RAPD, foram testados
inicialmente 50 primers (UBC 441 a UBC 490, obtidos
da University of British Columbia, Canada).

O processo de extracdo foi realizado em
tubos tipo eppendorf de 1,5mL, sendo que, para cada
extragdo, foram utilizadas cinco formigas inteiras. As
formigas estocadas no alcool 75% permaneceram por
cinco minutos sobre papel absorvente, como forma de
eliminar o alcool previamente a extraggo.

O protocolo utilizado foi de OLERUP &
ZETTERQUIST (1994), constando do seguinte: as
amostras foram maceradas em nitrogénio liquido e
ressuspendidas em 500uL de tampao de extragao (Tris
HCI 10mM pH 8,0; NaCl 100mM; EDTA 10 mM pH 8,0;
SDS 0,5%) adicionado de proteinase K (20pug mL™).

Posteriormente, as amostras foram incubadas por duas
horas a 37°C e centrifugadas por seis minutos a 14.000g.
Ao sobrenadante, foram adicionados 260uL de TE e
240ul de NaCl 5M, sendo centrifugado por 15 minutos
a 14.000g. O sobrenadante foi transferido para novo
tubo (500ul), ao qual foi adicionado o correspondente
a duas vezes o seu volume em etanol, sendo entdo
homogeneizado e, em seguida, centrifugado por 15
minutos a 14.000g. O precipitado foi lavado com 200uL
de etanol 70% gelado, seguido de nova centrifugagio
por cinco minutos a 14.000g e ressuspensdo do
precipitado em 50uL de TE pH 8,0.

Apos as extragdes, o DNA gendmico obtido
foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1%, a
voltagem de 100 volts e tampao TBE (Tris base, 4cido
bdrico e EDTA). O DNA foi colorido com 2L de brometo
de etideo (1%) e fotografado em transluminador
ultravioleta (SAMBROOK & FRITSCH 1989).

Na preparac@o das amostras para PCR, foram
utilizados para cada eppendorff um total de 20ug,
sendo: Agua Milli Q (10,4p1g); Tampdo 10 X (2,0g);
Mg CL: (0,8ug); dNTP (0,16LLg); Primer (0,411g); Cresol
red (5,0U uL™"); Taq polimerase (0,2511g) e DNA (1,00g).

As temperaturas utilizadas no termociclador
na reagio foram de 94°C por cinco minutos, seguindo-
se de 40 ciclos de 94°C por 30 segundos, 35°C por um
minuto e 72°C por um minuto. A extensao final foi de
72°C por sete minutos.

Como marcador molecular, utilizou-se o
marcador Lambda Hind 111 (0,1ug uL') e a concentragdo
do DNA extraido foi obtido por comparacdo com as
bandas deste marcador. As preparagdes das solugdes
foram obtidas a partir de solugdes estoques, utilizando-
se para isso a seguinte formula: M1 x Vi=M: x Va.

Para a andlise da variabilidade genética inter
especifica em formigas cortadeiras do género
Acromyrmex, foram coletadas formigas vivas trazidas
juntamente com uma por¢ao do seu fungo em caixas de
gerbox, para garantir a sobrevivéncia destas durante o
transporte. A coleta foi realizada no més de agosto de
2001 em quatro regides distintas do Estado do Rio
Grande do Sul: Regido Sul (4. heyeri, A. ambiguus, A.
crassispinus ¢ A. striatus), Regido Metropolitana (4.
heyeri, A. aspersus ¢ A. laticeps), Regido Noroeste (A4.
heyeri, A. ambiguus, A. laticeps ¢ A. crassispinus) ¢
Regido da Depressdo Central (4. heyeri, A. laticeps,
A. ambiguus e A. crassispinus).

Inicialmente, foram testados 50 primers
(UBC 441 aUBC 490) para que alguns destes pudessem
ser selecionados para auxiliar na identificacdo e no
estudo de variabilidade genética das formigas. A
técnica AFLP também foi utilizada para o estudo da
analise da variabilidade genética das formigas
cortadeiras do género Acromyrmex que ocorrem no
Estado do RS.

Ciéncia Rural, v.37, n.4, jul-ago, 2007.
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A analise estatistica foi realizada a partir de
uma matriz construida com dados binarios da leitura
dos géis (0, auséncia da banda, e 1, presenga da banda).
Somente fragmentos (bandas) claramente visiveis e
reproduziveis em dois ou mais géis foram considerados
para as analises. Os dados foram calculados usando-
se o programa SAS (Statistical Analysis System),
conforme empregado por OLIVEIRA et al. (1996).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 50 primers utilizados neste trabalho,
apenas 13 foram selecionados por terem amplificado

com sucesso fragmentos de todas as espécies
estudadas. Embora, os 13 primers selecionados tenham
produzido fragmentos que permitem varias alternativas
de uso para a identificag@o das espécies 4. heyeri, A.
ambiguus, A. crassispinus, A. striatus, A. laticeps ¢
A. aspersus, a identificacdo das mesmas podera ser
realizada utilizando-se apenas os primers UBC 354,
UBC 348 e UBC 356, que apresentaram fragmentos bem
visiveis, que permitem uma identificacdo segura,
conforme mostrado na figura 1.

A distancia genética entre as espécies de
Acromyrmex é apresentada como dendograma na figura
2A, construido a partir de dados de RAPD. Das 87

PRIMER UBC 354

1- 1ug de DNA lambda Hind III.

—

123 45 678 910111213

Figura 1 - Padrdo de fragmentos amplificados por RAPD com os primers UBC 354, UBC 348 ¢ UBC 356, que podem ser
utilizados para identificagdo das espécies de A. heyeri (2 e 3); A. ambiguus (4 e 5); A. crassispinus (6 ¢ 7); A.
striatus (8 ¢ 9); A. laticeps (10 e 11) e A. aspersus (12 e 13) que ocorrem no Rio Grande do Sul, sendo Coluna

PRIMER UBC 348
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Acromyrmex striatus

Acromyrmex laticeps

Acromyrmex heyeri

10

-2

-4

A Acromyrmex crassispinus
L]
—
Acromyrmex ambiguus
Acromyrmex aspersus
| | 1 | | 1
1,25 1,00 0,75 0,50 0,25 0,00
Componente
principal 2 (Y)
A. laticeps

A. crassispinus 4. heyeri

A. ambiguus

Componente principal 1 (X)

Figura 2 - A: Dendograma ilustrativo da distancia genética das seis espécies de Acromyrmex estudadas, gerado com
dados de RAPD. B: Componentes principais com dados de Marcadores de RAPD.

=2 0 2 4

observagdes utilizadas na construgdo do dendograma,
apenas cinco explicam 100% da diversidade genética

encontrada, sendo que a primeira explica 29,3% da
diferenga, a segunda 25,2%, a terceira 22,0%, a quarta
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14,0% e a quinta apenas 9,5%. O dendograma foi
construido a partir das 87 bandas geradas e mostra
que a distancia genética variou de 0,75 entre as espécies
A. crassispinus ¢ A. ambiguus até 1,10 na espécie A.
striatus, quando comparada com as demais espécies.
Isto demonstra a proximidade existente entre A.
ambiguus e A. crassispinus e a distincia genética
destas com relac@o a A. striatus, que é uma das espécies
de facil identificagdo. BORBA (2006), estudando o
polimorfismo dos fungos de espécies de Acromyrmex,
verificou que o fungo das espécies A. crassispinus ¢
A. ambiguus foram os mais similares. Estes dois
trabalhos mostram a proximidade genética existente
entre essas duas espécies de formigas.

A estriagdo longitudinal da cabega de A.
striatus, o tipo de projecdo do peciolo e o gaster liso,
sem tubérculos, sdo caracteres que ndo ocorrem em
outras espécies, tanto ¢ que MAYHE NUNES (1991)
citou que o fato de ter o gaster desprovido de
tubérculos e a auséncia dos espinhos supra-oculares
(carater subgenérico) aproximam A. striatus do género
Atta. Estes resultados mostram a associacdo de
caracteristicas morfoldgicas com o dendograma.

A figura 2B mostra a anélise de componentes
principais, reforcando os resultados obtidos com o
dendograma e com caracteristicas morfoldgicas
(tamanho e formato da cabega, tamanho dos espinhos,
reticulagdo do tegumento, etc.) usadas para sua
identificagdo, pois mostra que as espécies A. striatus e
A. laticeps estao menos relacionadas com as demais
espécies estudadas, apresentando-se em posi¢des mais
distantes no grafico.

A. laticeps apresenta algumas
caracteristicas morfologicas (tamanho e formato da
cabega) diferentes das demais espécies de
Acromyrmex e, a0 mesmo tempo, semelhantes as do
género Atta, fatos estes que podem relacionar a maior
proximidade desta espécie ao género A#ta (LOECK &
GRUTZMACHER, 2001).

Além dos resultados observados no
dendograma da figura 2A, observa-se na figura 2B a
proximidade genética entre as espécies A. ambiguus ¢
A. crassispinus. Morfologicamente, estas duas
espécies também apresentam varias caracteristicas em
comum.

Com relagdo a técnica AFLP, os dados
obtidos foram muito semelhante aos dados de RAPD,
nos quais também se observou que as amostras de A.
crassispinus ¢ A. ambiguus sdo muito proximas
geneticamente. Com relagio as amostras de A. striatus
e A. laticeps, novamente estes dados concordam com
os dados obtidos com RAPD, sendo estas duas
espécies as mais distantes geneticamente das demais
espécies estudadas (4. heyeri, A. aspersus, A.
ambiguus e A. crassispinus).

CONCLUSOES

A identificacdo das espécies de
Acromyrmex pode ser realizada associando-se os
dados morfologicos com as técnicas RAPD e AFLP
através da amplificacdo do DNA extraido. As técnicas
RAPD e AFLP permitem verificar a distdncia genética
entre as espécies de formigas cortadeiras.
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