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 R E S U M O  
___________________________________________________________________________________________ 
Com o intuito de gerar subsídios para realização de estudos genéticos em formiga 
cortadeira (especificamente Atta sexdens), caracterizou-se o padrão de amplificação de 
DNA gerado por iniciadores ISSR. Para tanto, operárias médias de A. sexdens tiveram DNA 
genômico extraído utilizando a cabeça, mesossoma e pernas. Os padrões de amplificação 
foram analisados em géis de agarose 2%. Dentre os 23 iniciadores ISSR testados 17 
geraram produtos de amplificação (sendo 12 destes iniciadores classificados como “tipo 
ideal” e cinco como “tipo razoável”). O percentual de polimorfismo variou entre 0% 
(iniciadores TRICAC3’YC, TRITGT3’YC, TRIACA3’RC, TRITGG3’RC, TRICGA3’RC, 
TRIGCA3’RC) e 100% (iniciador DiCA3’YG). Os resultados atestam que os iniciadores ISSR 
selecionados apresentam um grau de polimorfismo adequado e, portanto, são adequados 
para estudos de diversidade genética em formigas cortadeiras, especialmente para A. 
sexdens. 

1. Introdução 
As regiões ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) 

constituem-se sequências de 100 a 3.000 pares de bases 
contidas no genoma, localizadas entre sequências 
microssatélites que podem ser acessadas a partir de 
marcadores ISSR (Zietkiewicz et al., 1994). Os ISSR possuem 
herança de padrão dominante (não diferindo os loci em 
homozigose dos em heterozigose) (Faleiro, 2007) e baseiam-
se na técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) com a 
aplicação sendo realizada a partir de iniciadores que têm de 16 
a 25 pares de bases (Zietkiewicz et al., 1994).  

Os marcadores ISSR são amplamente utilizados em 
estudos genéticos, visto que são potencialmente aplicáveis 
para qualquer espécie, não exigindo sequenciamento prévio 
(Faleiro, 2007), além do que oferecem vantagens por gerar 
número significativo de sequências polimórficas (Nagaoka & 
Ogihara, 1997). Portanto, são destinadas à estudos genéticos 
de fingerprinting, diversidade genética e análise filogenética 
(Faleiro, 2007). Considerando as vespas, abelhas e formigas 
(classe Insecta, ordem Hymenoptera) é possível verificar um 
número bem superior de estudos com estes marcadores em 
espécies pertencente ao grupo das abelhas (Ceksteryte et al., 
2012, Shouhani et al., 2014, Rahimi et al., 2016) e vespas (De 
Leon et al., 2010, Ardeh, 2013) quando comparado ao grupo 

das formigas, em especial as formigas cortadeiras (Reis et al., 
2014). 

As formigas cortadeiras, Atta e Acromyrmex, são 
organismos eussociais cujas características biológicas lhe 
permitem nidificar tanto em ambientes naturais, como em 
ambientes modificados pela ação antrópica (Hölldobler & 
Wilson, 1990, Vasconcelos et al., 2006). Atta sexdens 
(Myrmicinae:Attini) ou “saúva”, como é popularmente 
conhecida, realiza intensa atividade forrageadora em busca de 
partes vegetais para o cultivo do fungo simbionte (Hölldobler 
& Wilson, 1990).  Devido ao hábito de cortar folhas A. sexdens 
é considerada uma praga importante na agricultura e 
silvicultura brasileira (Della Lucia, 1993).  

Estudos ecológicos e genéticos contribuem para a 
compreensão das populações de formigas cortadeiras em 
diversos ambientes (Cantagalli et al., 2013, Reis et al., 2014). 
Entretanto, para A. sexdens há carência de estudos genético-
moleculares. Uma importante etapa na realização de estudos 
genético-moleculares é a caracterização e a seleção de 
marcadores adequados (com boa visualização dos produtos de 
amplificação, reprodutibilidade e presença de polimorfismo). 
Neste contexto, objetivou-se caracterizar o padrão de 
amplificação de 23 primers ISSR e selecionar um conjunto de 
marcadores que potencialize o sucesso de estudos genético-
populacionais de A. sexdens. 
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2. Material e métodos 

O material biológico utilizado para as extrações de 
DNA e posterior testes de amplificação, é oriundo de expedição 
de coleta realizada em quatro ninhos localizados no fragmento 
de Floresta Estacional Semidecidual ou“mata de cipó” 
(15°15''S e 040°17'N), em Itapetinga, Bahia. Foram coletadas 
quatro amostras, sendo cada uma destas compostas por cinco 
indivíduos (operárias médias 1,5mm), totalizando 20 
formigas. As amostras foram armazenadas em eppendorfs 
coontendo álcool 70% para manter a integridade do material 
biológico até que se procedesse à etapa de extração.  

A extração de DNA genômico de cada amostra (mix 
de cinco formigas) foi realizada pelo método descrito por 
Sunnucks e Halles (1996), sendo este definido como mais 
adequado para A. sexdens a partir de testes previamente 
realizados (Matos-Oliveira et al., 2015). As análises quali-
quantitativas das extrações foram avaliadas em eletroforese 
em gel de agarose 1% (durante 90 minutos em uma corrente 
elétrica de 90 V) e visualizados com tampão Gel Red 
(adotando-se as especificações do fabricante) em sistema de 
fotodocumentação Kodak, com a incidência de luz ultravioleta. 
Após extração, as amostras foram armazenadas em 
ultrafreezer no Laboratório de Genética Molecular Aplicada da 
Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, campus de 
Itapetinga. 

O padrão de amplificação de 23 iniciadores ISSR foi 
caracterizado de acordo com o proposto por Santos et al. 
(2011). As amplificações foram conduzidas em termociclador 
MJ 96 (Biocycler) em um volume total de 15 µL e 15 ng do DNA 
extraído, tampão de PCR 1X (20 mM Tris-HCl [pH 8,4] e 50 mM 
de KCl), 1,5 mM MgCl2, 0,2 mM de cada dNTP, 1 pM de primer 
e 1U de polimerase de DNA Taq (Invitrogen, Carlsbad, 
Califórnia, EUA). O programa de amplificação adotado para as 
reações de PCR foi: 94°C durante 5 min, seguido por 34 ciclos 
(94°C por 50 s, 48°C por 60 s e 72°C por 60 s) e extensão final 
de 72°C por 5 min. Os produtos de amplificação foram 
separados em eletroforese em gel de agarose a 2% (m/v) em 
tampão de corrida TBE 1X e 120 volts por 2 horas. A coloração 
do gel e a aquisição de imagens foram realizadas como descrito 
para a quantificação de ácidos nucléicos.  

Os iniciadores foram classificados a partir do padrão 
de amplificação em: (i) Ideal - amplificações em todas as 
amostras e com fácil visualização, (ii) Razoável - amplificação 
em partes das amostras e/ou com difícil visualização e (iii) 
Ausente - ausência de produtos de amplificação visível 
(Figura 1). 

Análises descritivas considerando o total de marcas e 
o número de marcas monomórficas (presentes em todas as 
amostras) e polimórficas (ausente em ao menos uma das 
amostras) também foram realizadas. 

 
3. Resultados e Discussão  

Aproximadamente 75% dos 23 iniciadores testados 
possibilitaram a amplificação de fragmentos úteis para 
estimativas genéticas, sendo 12 destes classificados como 
ideais e cinco classificados como razoáveis (FigurA 1; Tabela 
1). 

 

Figura 1 - Exemplo ilustrativo da classificação do padrão de 
amplificação observado a partir de três dos 23 iniciadores 
ISSR testados para espécie Atta sexdens. O padrão 
observado com o iniciador TRITGT3’YC também observado 
para outros 11 iniciadores, sendo por sua vez o padrão 
observado para DICA3’YG e TRIGTG3’YC observado para 
outros 4 e 5 iniciadores, respectivamente. 

 
 

Tabela 1. Descrição do padrão de amplificação observado a 
partir de 23 iniciadores ISSR em amostras de DNA genômico 
da formiga cortadeira Atta sexdens.  
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DIGA3’G (CA)8G — — — — Ausente 

DICA3’RG (CA)8RG — — — — Ausente 

DICA3’YG (CA)8YG 7 0 7 
100
% Razoável 

DIGA3’C (GA)8C 6 3 3 50% Ideal 

DIGA3’RC (GA)8RC 4 1 3 75% Razoável 

DIGA3’T (GA)8T 5 3 2 40% Ideal 

TRICAC3’RC (CAC)5RC 5 4 1 20% Ideal 

TRICAC3’YC (CAC)5YC 3 3 0 0% Ideal 

TRICAC5’CY CY(CAC)5 5 1 4 80% Ideal 

TRICAG3’RC (CAG)5RC — — — — Ausente 

TRIGTG3’YC (GTG)5YC — — — — Ausente 

TRITGT3’YC (TGT)5YC 5 5 0 0% Ideal 

TRIAAC3’RC (AAC)5RC 9 1 8 89% Ideal 

TRIAAG3’RC (AAG)5RC 9 5 4 44% Ideal 
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TRIACA3’RC (ACA)5RC 3 3 0 0% Ideal 

TRIAGA3’RC (ACG)5RC 5 4 1 20% Razoável 

TRITGG3’RC 
 

(CGC)5RC 4 4 0 0% Ideal 

TRICGA3’RC (GCA)5RC 3 3 0 0% Ideal 

TRICGC3’RC (GGA)5RC 5 2 3 60% Razoável 

TRIGAC3’RC (GAC)5RC 8 2 6 75% Ideal 

TRIGCA3’RC (GCA)5RC 2 2 0 0% Razoável 

TRIGCC3’RC (CGC)5RC — — — — Ausente 

TRIGGA3’RC (GGA)5RC — — — — Ausente 

                TOTAL 88 46 42   

Média 5,1 2,8 3,8 59%  
Nota: Os iniciadores foram classificados como ideal (excelente 
visualização), razoável (não permitiram uma boa 
visualização), ausente (não apresentaram marcas definidas). 

 
 

4. Conclusão 
O sucesso observado neste estudo para as 

amplificações realizadas com os iniciadores ISSR atesta para a 
eficiência dos mesmos em subsidiar estimativas genéticas em 
Atta sexdens, devendo ser priorizados para futuros estudos os 
12 iniciadores classificados como ideal, visto que apresentam 
características favoráveis. Os iniciadores selecionados 
deverão potencializar a obtenção de informações 
populacionais associadas à diversidade e estrutura genética 
em populações naturais de A. sexdens presentes em diferentes 
biomas e regiões. 
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